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Resumen

La estimacién de tasas de emision y la caracterizacion de nucleos de glaciacion (INP, por
sus siglas en inglés) de origen marino es de gran importancia para el entendimiento de la
interaccion aerosol-nube, la formacién de nubes (especialmente las nubes de fase-mixta,
MFC) vy el ciclo hidrologico regional. Debido a que México estd rodeado de dos grandes
cuerpos de agua como lo son el Océano Atlantico y Océano Pacifico, existe una alta
probabilidad que las emisiones marinas puedan impactar los patrones de precipitacion en el
pais. En el presente trabajo se realizd un estudio acerca de las habilidades nucleadoras de
hielo de diferentes muestras de origen marino recolectadas en territorio mexicano. Las
capacidades nucleadoras de hielo fueron evaluadas a través del ensayo de congelacion de
gota (DFA, por sus siglas en inglés) y la técnica de congelacion de gota (DFT, por sus

siglas en inglés) por medio del mecanismo de congelamiento por inmersion.
El trabajo de investigacion consistid de tres partes:

i.  Evaluar las capacidades nucleadoras de hielo de aguas oceénicas colectadas en el
Golfo de California (GoC, por sus siglas en inglés) y la costa occidental de la
Peninsula de Baja California (WBCP, por sus siglas en inglés) a diferentes
profundidades (i.e., 3-7 m, 10 - 72 m, y 500 m).

ii.  Determinar las capacidades que tienen diferentes microorganismos tanto marinos
como continentales colectados en México para actuar como INPs.

iii.  Evaluar las capacidades nucleadoras de hielo de las particulas de aerosol generadas
en un tanque construido en el laboratorio, a partir de muestras de agua colectadas en

las costas mexicanas (i.e., Acapulco, Veracruz y Manzanillo).

De acuerdo a la alta concentracion de nutrientes inorganicos, se sugirié la presencia de
surgencias durante el periodo de muestreo, las cuales dan lugar al desencadenamiento de la
actividad bioldgica que esta relacionada con las capacidades del aerosol marino para actuar
como INPs. Si bien las concentraciones y eficiencias de nucleacion de hielo (en términos
del Tso, temperatura a la cual se congela el 50% de las gotas) en ambos conjuntos de
muestras (i.e., GoC y WBCP) fueron bajas, se demostré que incluso en aguas muy

profundas se puede encontrar material que puede nuclear hielo.
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Se encontro que el 91% de los microorganismos analizados mostraron comportarse como
INPs ineficientes, basados en los valores de To (temperatura inicial de congelamiento) y Tso
bajos. Sin embargo, se encontraron dos nuevos microorganismos tropicales que pueden
actuar como INPs moderados: Cupriavidus pauculus (bacteria) y Phaeocystis sp.
(fitoplancton). Ambas especies tienen el potencial de impactar la formacion de MFC a nivel

regional.

Se encontrd que las concentraciones de INPs en las muestras de aerosol generado en el
UNAM-Marine Aerosol Tank (UNAM-MARAT) para los tres lugares evaluados fueron
comparables entre ellas, 0.9 - 95.4 L para Acapulco, 1.7 - 97.5 L™ para Veracruz y 0.9 -
130.7 L* para Manzanillo en rangos de temperatura entre -19y -34 °C, -18 y -34°Cy -18 y
-33 °C para Acapulco, Veracruz y Manzanillo, respectivamente. Ademas, en el analisis
quimico de iones realizado a las particulas de aerosol en funcién de su tamafio, se evidencio
que al disminuir el tamafio de particula, la concentracion de los iones Ca?*, Mg?*, NH4* y
NOs™ aumentaban, infiriendo que las particulas submicrométricas (< 1pm) contenian
material organico, el cual es relacionado la capacidad del aerosol marino para actuar como
INP. Por dltimo, se encontr6 que la materia organica de las muestras de agua marina
experimenta degradacion después de su recoleccién, lo cual impacta en el nimero de
particulas de aerosol que se generan; sin embargo, la eficiencia de nucleacion de hielo no se

ve afectada de manera significativa.

Con este trabajo se determin6 que las concentraciones y eficiencias de nucleacion de hielo
de particulas procedentes de las costas mexicanas son bajas, pero cuentan con la capacidad

para formar nubes que contienen hielo y por lo tanto influenciar en el ciclo hidroldgico.



Abstract

The emission rates and the ice nucleating particles (INP) characterization from marine
origin are of high importance to understand the aerosol-cloud interactions, cloud formation
(specially the mixed-phase clouds, MFC), and the regional hydrological cycle. Given that
Mexico is surrounded by two large masses of water, the Atlantic Ocean and the Pacific
Ocean, there is a high likelihood that the marine emissions can impact into the precipitation
patterns in the country. In this work the ice nucleating abilities of different samples of
marine origin collected along Mexico were evaluated trough the droplet freezing assay

(DFA) and the droplet freezing technique (DFT) via the immersion freezing mode.
This research project was divided in three parts:

i.  The evaluation of the ice nucleating abilities of deep seawater samples collected in
the Gulf of California (GoC) and off the west coast of the Baja California Peninsula
(WBCP) at different depths (i.e., 3-7 m, 10-72 m, and 500 m).

ii.  The evaluation of the abilities of several maritime and continental microorganisms
collected in Mexico to act as INPs.

iii.  The evaluation of the abilities of marine aerosol particles generated into a tank built
in the laboratory to act as INP. The seawater samples to generate the aerosol were
collected in the Mexican coasts (i.e., Acapulco, Veracruz and Manzanillo).

The inorganic nutrients concentration suggests the presence of upwelling waters during the
sampling period, which are linked with the increase of biological activity, a factor that can
impact the marine aerosol particles abilities to act as INPs. Although the concentrations and
the ice nucleation efficiency (i.e., the temperature at which 50% of the droplets freeze, Tso)
in both set of samples (i.e., GoC y WBCP) were low, ice nucleating material can be found

even in the deep waters.

It was found that 91% of the 56 evaluated microorganisms are not expected to be important
INP for MPC formation, based on their low To (onset freezing temperature) and Tso values.
However, Cupriavidus pauculus and Phaeocystis sp. were identified as new ice-active
bacteria and phytoplankton species, respectively. These local bioparticles are expected to

impact MPC formation and the regional hydrological cycle.
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The INP concentrations in the marine aerosol generated with the UNAM-Marine Aerosol
Tank (UNAM-MARAT) for the three places were comparable, as they varied between 0.9
and 95.4 L for Acapulco, 1.7 and 97.5 L™ for Veracruz, and between 0.9 and 130.7 L™ for
Manzanillo at temperature varying between -19 and -34 °C, -18 and -34 °C, and -18 and -
33 °C for Acapulco, Veracruz, and Manzanillo, respectively. Additionally, the chemical
analysis of ions performed to the aerosol particles as a function of their size, showed that
the concentrations of Ca?*, Mg?*, NH4*, and NOs" increased while the size of the particles
decreased. The increase in these ions is related to the presence of dissolved organic
material. This organic material may be a key factor in controlling the ability of marine
aerosol particles to act as INPs. Finally, it was found that the seawater samples undergo
organic matter degradation processes after their collection, which impacts the number of
aerosol particles generated from them; however, their ice nucleation efficiency is not

significantly affected.

The INP concentrations and the efficiencies of the aerosol particles from the Mexican coast
were low; however, they have the potential to form ice-clouds and therefore to influence in

the hydrological cycle.
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. Introduccion

1.1. Marco Tebrico

1.1.1. Las nubes

Una nube es un agregado de gotas de agua liquida o cristales de hielo, o la mezcla de
ambos, las cuales estan suspendidas en el aire (Noris, 2005). De acuerdo a la organizacion
meteorolégica mundial (WMO, por sus siglas en inglés), las nubes se pueden clasificar de
acuerdo a su forma y altitud en la tropdsfera en nubes de nivel bajo (Stratus, Stratocumulus,
Cumulus, Cumulonimbus y Nimbostratus, estas Gltimas son consideradas de extension
vertical), nivel medio (Altostratus y Altocumulus) y nivel alto (Cirrus, Cirrostratus y
Cirrocumulus) (Lohmann et al., 2016). En las regiones tropicales, las nubes bajas se pueden
encontrar debajo de los 2 km, las nubes de nivel medio estan entre 2 y 8 km y las nubes

altas pueden formarse entre 6 y 18 km (Houze, 2014).

Sin embargo, de acuerdo a la fase de la nube (propiedad microfisica de las nubes), se
pueden clasificar en nubes célidas, que estan netamente constituidas por agua liquida y se
pueden formar por encima de los 0°C y las nubes frias, que a su vez se pueden
subclasificar en nubes de fase de hielo y nubes de fase mixta (MFC). Aquellas nubes que
contienen Unicamente cristales de hielo y se pueden encontrar por debajo de los -38°C se
les conoce como nubes de fase de hielo. Por otro lado, las MFC se forman entre 0 y -38°C
y contienen una mezcla de cristales de hielo y gotas de nube (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de las nubes de acuerdo a su composicién. Adaptada de Lohmann et al. (2016).

El promedio global de cobertura de nubes entre 2003 y 2012 fue del 66% (Mao et al.,
2019). Sin embargo, hay una gran incertidumbre en la representacion de las MFC debido a
la falta de estudios tanto tedricos como experimentales sobre este tipo de nubes (Korolev et
al., 2017). Las MFC se pueden encontrar en todas las latitudes, desde los polos hasta los
tropicos. Este tipo de nubes son muy comunes en areas continentales (Hu et al., 2010) y la
precipitacion fria que es causada por éste tipo de nubes es la que gobierna sobre los
continentes (Milmenstadt et al., 2015). Por esta razon, es de suma importancia estudiar su

microfisica.

A pesar de los avances en las Ultimas décadas respecto a las MFC, aln existe incertidumbre
tanto en descripciones tedricas como experimentales de como este tipo de nubes influye en

el tiempo, asi como en el ciclo hidrolédgico regional y global (Korolev et al., 2017).

1.1.2. Importancia de las nubes

Las nubes pueden influir en el balance radiativo, dado que pueden interactuar tanto con la
radiacion solar (radiacion de onda corta) como con la radiacion terrestre (radiacion de onda
larga) a través de procesos de absorcion, dispersion y reflexion (Voigt et al., 2021). De
acuerdo al quinto reporte del Panel Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio

Climatico (IPCC, Boucher et al., 2013), las nubes tienen un efecto radiativo neto negativo,
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lo que se traduce a un enfriamiento de la superficie terrestre. Ademas, las nubes son
importantes para el desarrollo de ciclo hidrolégico regional y global a través del proceso de
precipitacion. Los diferentes hidrometeoros que se pueden encontrar en una nube son gotas
de llovizna, gotas de lluvia, copos de nieve, granizo (diametro <5 mm) y piedra de granizo
(diametro > 5 mm). Dependiendo de la composicion de la nube (gotas de nube o cristales
de hielo), el tiempo de vida de una nube puede verse modificado en las MFC. En la Figura
2 se puede observar que cuando las MFC tienen una mayor cantidad de ndcleos de
glaciacion (INPs, por sus siglas en inglés), poseen una fraccion alta de cristales de hielo y,
por lo tanto, habra mas precipitacion y el tiempo de vida de la nube sera corto. En el caso
contrario, una menor cantidad de INPs se traduce en menos cristales de hielo, lo que genera
menos precipitacion y, por lo tanto, el tiempo de vida serd mayor. Por otra parte, a

diferencia de las nubes de hielo, el efecto radiativo neto de las MFC es de enfriamiento.

/ Precipitacion Va . Gota de nube

e . .
Cristal de hielo 0 Gota de nube

' Radiacién solar super-enfriada

® . ®
% *
L . Menos INPs
Mas INPs % Menos cristales de hielo
Mas cristales de hielo * Menos precipitacién
Mas precipitacién 0 Tiempo de vida largo
Tiempo de vida corto 2 Efecto negativo 0 0

Menos efectonegativo * * 0

/0 0 § o/ o o O .0 .
YV

Figura 2. Esquema ilustrando los efectos que puede causar el alto contenido de INPs en nubes de fase
mixta. Adaptada de DeMott et al. (2010).
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1.1.3. Particulas de Aerosol Atmosférico

El aerosol atmosférico es definido como un sistema disperso de particulas sélidas o liquidas
que estan dentro de un gas, que en el caso de las Ciencias Atmosféricas es el aire (Lohmann
et al., 2016). Sin embargo, las particulas de aerosol atmosférico se refieren Unicamente a las
particulas que son emitidas hacia la atmdsfera, ya sea debido a actividades naturales o
antropogénicas (Finlayson- Pitts & Pitts Jr, 2000). Anualmente se emiten alrededor de
10333 Tg de particulas de aerosol atmosférico (Lohmann et al., 2016) y pueden variar

respecto a su tamarfio, composicion quimica, formay concentracion.

Las particulas de aerosol primarias son las emitidas directamente a la atmosfera (e.g.,
polvo, sal marina, carbono organico (OC, por sus siglas en inglés), carbono negro (BC, por
sus siglas en inglés) y particulas bioldgicas), mientras que las secundarias son aquellas que
se forman en la atmosfera a partir de gases precursores como SOz, NOx 0 compuestos
organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés), o resultan de la transformacién de una
particula primaria a través de diferentes procesos tanto quimicos como fisicos (Fadnavis et
al., 2020).

En la Figura 3 se muestran las principales fuentes de emision/generacion de las particulas
de aerosol atmosférico. Aungue hay un gran aporte por parte de las actividades
antropogeénicas, el mayor contribuidor a la carga es el mar, dado que aporta entre 1400 y
6800 Tg yr? de sal marina (Boucher et al., 2013).
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Figura 3. Fuentes de particulas de aerosol atmosférico (Cassie, 2016).

1.1.4. Distribucion de tamano del aerosol atmosférico

El tamafio de las particulas de aerosol atmosférico pueden variar desde 0.001 pm hasta 100
um (Ramachandran, 2018). Las particulas con un radio entre 0.001 pm y 1.0 pum son
formadas a través de procesos moleculares como coagulacion y condensacion, donde hay
una trasformacion de compuestos de baja volatilidad a particula (Buseck & Adachi, 2008).
Las particulas mayores de 1.0 um se forman a través de procesos mecanicos como la
friccion del viento con superficies como a) el suelo, lo cual puede ocasionar la resuspension
de polvo, b) el agua, generando olas y a través de la ruptura de burbujas se puede producir
la sal marina o c¢) la vegetacion, liberando microorganismos bioldgicos o restos de ellos
(Prospero et al., 1983). En la Figura 4 se resume la clasificacion de las particulas de aerosol
de acuerdo a su tamafio, asi como los procesos por los cuales se puede producir el aerosol

atmosférico.

1.1.5. Concentracion del aerosol atmosférico

La concentracion numérica de las particulas de aerosol atmosférico varia entre 10?2 y 10°
particulas cm dependiendo del lugar donde se genere y la temporada. Por lo general, la
mayor concentracion de las particulas de aerosol atmosférico es registrada en el hemisferio
norte debido a que la mayor proporcion de continentes esta presente en esta zona del

planeta (Ramachandran, 2018).
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Figura 4. Concentraciéon numérica de las particulas de aerosol atmosférico en funcién de su tamafio
(Adaptada de Lohmann et al. 2016 y Ramachandran, 2018)

1.1.6. Aerosol marino

Son particulas de aerosol que estan presentes en la capa limite marina que, ademéas de
contener spray marino, puede tener presente particulas de origen antropogénico como
producto de combustién de productos fosiles o quema de biomasa, e incluso de polvo
mineral procedente de desiertos las cuales son transportadas por las corrientes de vientos
(Quinn et al., 2015).

1.1.7. Spray marino (SSA)

El spray marino es material particulado emitido desde el océano hacia la atmdsfera a través
del proceso de ruptura de burbujas (ver seccién 1.1.7). La mayor parte del SSA esta
compuesto por sales inorganicas y el resto esta conformado por material organico producto
de actividades biolégicas (Andreae & Rosenfeld, 2008). EIl rango de tamafio de las

29



particulas del spray marino varian entre 0.01 y 10 um y exhibe una distribucion trimodal,
con maximos entre 0.01 - 0.05 um, 0.1 - 0.2 umy 2.0 — 3.0 um (Quinn et al., 2015).

1.1.8. Produccion del spray marino

La generacion del spray marino se realiza a través del proceso de ruptura de burbujas. La
friccion del viento con el océano es uno de los mecanismos que generan las olas, para lo
que se necesitan velocidades mayores que 5 m s para su formacion (Quinn et al., 2015).
Cuando una ola se rompe, inyecta aire hacia el fondo del océano, generando burbujas de
aire en la columna del agua. Debido a la diferencia de densidad entre las burbujas y el agua,
las burbujas ascienden hacia la superficie del mar y la materia organica junto con las sales
presentes en las aguas sub-superficiales (SSW, por sus siglas en inglés) se adhieren a la
superficie de las burbujas. Este transporte de materia organica del fondo del mar a la
superficie se puede acumular en la interfase entre la atmosfera y el mar formando la
microcapa superficial del mar (SML, por sus siglas en inglés, (Wurl & Holmes, 2008)).
Una vez que las burbujas llegan a la superficie del mar explotan eyectando hacia la
atmosfera las particulas adheridas a ellas o presentes en la SML, como se observa en la
Figura 5a (Wilson et al.,, 2015). EIl tamafio del spray marino depende del tipo de
mecanismo por el cual se formaron las particulas. Por ejemplo, las particulas
submicrométricas son producidas a través de gotas de pelicula o “film drops”, mientras que
las particulas supermicrométricas son emitidas a través del proceso de gotas de chorro o
“jet drops”. En la Figura 5b se representan estos dos mecanismos, donde el SSA de las
gotas de pelicula son producidos por la explosion de las burbujas, mientras que el SSA de
las gotas de chorro son formadas cuando un chorro llena el vacio que se genera luego de la
explosion de las burbujas (Wang et al., 2017).
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Figura 5. Generacion de spray marino (a) proceso de ruptura de burbujas y (b) tipos de mecanismo de

produccion de spray marino (Adaptada de Wilson et al. (2015) y Wang et al. (2015)).

1.1.9. Ndcleos de glaciacion

Los INPs son un subconjunto de particulas de aerosol capaces de promover la formacién de
cristales de hielo a temperaturas mayores a -38°C y humedades relativas respecto al hielo
(HRi) menores que 140% (Kanji et al., 2017). En general, hay un nlcleo de glaciacion por
cada 10° particulas de aerosol en la troposfera libre y ellos son los responsables de la
generacion de particulas de hielo primarias (DeMott et al., 2010). Las particulas de origen
bioldgico (area verde, Figura 6) y de tipo marino (&rea azul oscuro, Figura 6) son de gran
interés dado que pueden nuclear hielo a temperaturas tan altas como -6°C, aunque su

concentracion es baja comparada con otros tipos de fuentes de INPs (Figura 6, Kaniji et al.,

2017).
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Figura 6. Concentracion de INPs en funcién de la temperatura y su fuente (Adaptada de Kanji et al.,
2017).
Las condiciones para que una particula de aerosol sea considerada un INP son que sea una
particula insoluble, sélida y con didmetro preferentemente mayor a 0.5 um. La particula de
aerosol debe contener grupos funcionales quimicos que puedan generar puentes de
hidrogeno para la generacion del embridn de hielo, poseer sitios activos como cavidades y
poros facilitan la formacion de hielo y debe tener un arreglo cristalino hexagonal el cual

sirva como molde para el crecimiento del cristal de hielo (Pruppacher and Klett, 1997).

1.1.10. Mecanismo de formacion de cristales de hielo

La produccion primaria de hielo puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos. A través
de la nucleacién homogénea, en la cual el cambio de fase liquida a sélida (en este caso el
cristal de hielo) ocurre a temperaturas por debajo de -38°C y HR; > 140% sin la
intervencion de un INP. Por otra parte, la nucleacion heterogénea puede generar el cambio
de fase en un rango de temperatura entre 0 y -38°C y HR; < 140% con la presencia de un
INP. En la nucleacion heterogénea se pueden distinguir diferentes modos como nucleacion
por depdsito, congelamiento por condensacion, congelamiento por contacto vy

congelamiento por inmersion. Por otro lado, existen otros modos menos convencionales
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como son el congelamiento de condensacion de poro (PCF, por sus siglas en inglés) y
congelamiento por evaporacién de adentro hacia afuera. Los mecanismos para formar

cristales de hielo se resumen en la Figura 7.
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Figura 7. Principales mecanismos de formacion de cristales de hielo (Kanji et al., 2017).

Nucleacion por deposito: ocurre cuando las moléculas de vapor de agua se depositan
directamente sobre un INP formando inmediatamente la fase de hielo sobre este. Es
importante mencionar que este mecanismo no involucra la fase liquida ya que pasa

directamente de vapor a sélido (Cziczo et al., 2013).

Congelamiento por condensacion: toma lugar a temperaturas inferiores a 0°C, cuando las
moléculas de agua super-enfriada se condensan alrededor de un INP, formando una fase
liguida que se congela inmediatamente formando la particula de hielo (Lohmann et al.,
2016).

Congelamiento por contacto: ocurre cuando una gota sUper-enfriada colisiona con un
INP. Cuando el INP hace contacto con el liquido se forma una triple interfaz aire-liquido-

particula y se inicia la formacién de hielo (Ladino Moreno et al., 2013).

Congelamiento por inmersién: este proceso inicia por encima de los 0°C, cuando

moléculas de agua se condensan sobre el INP quedando inmerso dentro de la gota.
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Posteriormente, la gota (con el INP inmerso en ella) asciende en la atmdsfera
experimentando temperaturas por debajo de 0°C. EIl embridon de hielo se forma sobre el INP
generando que la gota se congele formado una particula de hielo. Este proceso es el mas
comun en las MFC (Murray et al., 2012).

Congelamiento de condensacion de poro: este tipo de congelamiento se da en particulas
porosas, donde el agua se condensa en los poros o cavidades de estas particulas, llegando a
formar el embrion del hielo y al llegar al tamafio critico forma la particula de hielo
(Marcolli, 2014).

Congelamiento por evaporacion de adentro hacia afuera: ocurre cuando una gota super-
enfriada que contiene un INP inmerso se somete a ambientes subsaturados respecto al agua
liquida por lo cual la gota comienza a evaporarse. Debido a la reduccion del tamafio de la
gota el INP entra en contacto con la superficie de la misma, formando el embrion del hielo

en la interfaz aire-agua, congelando la gota de forma espontanea (Durant & Shaw, 2005).

1.2. Antecedentes del aerosol marino

Blanchard (1964) fue el primero en proponer que el material particulado marino es
aerotransportado hacia la atmosfera a través del proceso de “ruptura de burbujas”. Algunas
de estas particulas pueden comportarse como INPs como lo demostraron Schnell & Vali,
(1975) después de realizar experimentos de congelacion de hielo a muestras de agua
marinas superficiales colectadas en Vancouver, Huntington Beach, Nassau Bahamas y
Bedford. La eficiencia de los INPs (i.e., temperaturas de nucleacion muy cercanas a 0°C) se
asocia con afloramientos de fitoplancton, en este caso la mejor eficiencia la presentaron las
muestras de Bedford.

Los INPs han sido encontrados en agua de mar, niebla y aerosol marino. La mayoria de
muestras colectadas en Nova Scotia, Canada, nuclearonban hielo a temperaturas cercanos a
—8°C e incluso hubo muestras que nuclearon hielo a -4°C. Esta alta eficiencia se relaciona
con el contenido biologico, especialmente con las glicoproteinas presentes en las bacterias

aisladas de estas muestras (Schnell, 1977).
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En 1978, bacterias como Pseudomona syringae y Pseudomona fluorescens, de origen
terrestre, fueron identificadas como los mejores INPs, ya que presentan temperaturas de
nucleacion alrededor de -3°C e incluso en algunos casos nuclearon a -1.3°C. Su gran
eficiencia se asocia con la membrana celular dado que al someter a las bacterias a
centrifugacion la parte sedimentada (porcion que contiene la membrana celular) continuaba
con la capacidad para nuclear hielo (Schnell, 1977; Maki & Willoughby, 1978). Ademaés de
evaluar la capacidad para actuar como INP en bacterias, también se han analizado en
especies de fitoplancton como el Heterocapsi niei, un dinoflagelado de origen marino, el
cual se ha reportado que puede nuclear hielo a -12°C y, después de pasar por un proceso de
filtrado, las soluciones del filtrado resultante nucleaba alrededor de -5°C (Fall & Schnell,
1985).

Como se mencion6 anteriormente, el tamafio es un factor importante para que una particula
pueda comportarse como INP. Rosinski et al. (1988) mostro que las particulas mas grandes
que 0.4 pm de didmetro presentaron mejores eficiencias (i.e., nuclearon hielo a
temperaturas ~ -4 °C) en el Golfo de México (GoM). Ademas, la composicion quimica
también influye en la capacidad para actuar como INP. O’Dowd et al. (2004) y Cavalli et
al. (2004) propusieron que en el aerosol marino se puede encontrar particulas inorganicas,
las cuales corresponden a sales y particulas organicas como material lipidico, proteinico y
sustancias himicas, las cuales se acumulan en la SML, aunque también estan presentes en
menor cantidad en la SSW. Sin embargo, la composicion quimica del aerosol marino

depende de las temporadas de productividad biologica del océano (Facchini et al., 2008).

Debido a lo anterior, se realizaron experimentos mas especificos los cuales se centraron en
la fuente del aerosol marino. Estudios como los de Wilson et al. (2015), Irish et al. (2017),
Gong et al. (2020), Wolf et al., (2020) y Ladino et al. (2022) comparan la capacidad para
actuar como INP de muestras de SML y SSW. La mayoria concuerda en que las muestras
que presentaron mayor eficiencia son las SML dado que esta capa tipicamente esta
enriquecida en materia organica; sin embargo, los resultados reportados por Ladino et al.
(2022) revelan lo contrario en muestras colectadas en el GoM. Los autores proponen que la

discrepancia puede radicar en que el muestreo realizado en el GoM fue en un periodo de
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baja afloracion de fitoplancton y su recoleccion fue una época donde habia alto oleaje lo

que conllevd a la destruccion de la SML y mezclar el material organico con la SSW.

En la Figura 8 se muestra un resumen de los diferentes estudios relacionados con las

capacidades nucleadoras de la SML, SSW y aerosol marino.
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Figura 8. Mapa de la ubicacién de estudios de INP (modo de inmersién) en la SML, SSW y aerosol
marino (Elaboracién propia).
La recoleccion y analisis de INPs de origen marino pueden hacerse a bordo de cruceros
como lo reporta McCluskey et al. (2018) e Irish et al. (2019) en el sur de Australia y el
Arctico, respectivamente, o en camparias de campo donde las estaciones de muestreo se
ubican cerca al mar a nivel superficial como lo hicieron Mason et al. (2015) en Amphitrite
Point (Canada), Welti et al. (2018) en Cabo Verde (Africa), Ladino et al. (2019) en Sisal
(México) y Gong et al. (2020) en Cabo Verde (Africa). Por lo general las concentraciones
de INP de origen marino son bajas, suelen oscilar entre 1x10* y 1x10% L y las particulas
de aerosol recolectadas en estas camparias pueden estar influenciadas por otras masas de

aire como polvo mineral de desiertos o aerosol transportado de continentes.

Ademas, debido a las limitaciones para llevar a cabo estudios de aerosol marino

directamente desde el océano, se han usado diferentes equipos para su analisis como
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atomizadores, tanques en acrilico o de acero inoxidable los cuales simulan el proceso de
ruptura de burbujas de aire para generar particulas de aerosol marino (Svenningsson et al.,
2006; Niedermeier et al., 2008; Taketani et al., 2009; Stokes et al., 2016; Christiansen et al.,
2019). Algunos de estos arreglos experimentales han consistido en colocar aireadores
porosos como fritas de vidrio en la parte interna inferior de los tanques para generar
burbujas de aire o construir sistemas que generen caidas de agua como chorros o cascadas
(Cipriano & Blanchard, 1981; Cloke et al., 1991; Sellegri et al., 2006; Fuentes et al., 2010;
Prather et al., 2013; Stokes et al., 2016).

De estos experimentos varias aportaciones fueron obtenidas. Por ejemplo, se pudo
determinar que las burbujas de aire con un didmetro mayor que 1 mm producen gotas con
didmetros menores a 10 um a través del mecanismo de “film drops” y las gotas con
diametros mayores que 20 um eran originadas por el mecanismo de “jet drops”, las cuales
se originan de burbujas de aire con didmetros menores de 1mm (Cipriano & Blanchard,
1981).

Otro hallazgo importante fue que las particulas de aerosol marino exhiben una distribucion
trimodal y los maximos de estas distribuciones pueden variar con la temperatura, a 23°C se
encontraron modos a 45 nm, 110 nmy 300 nm y a 4°C a < 30 nm, 85 nm y 200 nm. Por lo
tanto, la temperatura a la cual se encuentre el agua de mar es importante en la generacion
del aerosol (Sellegri et al., 2006).

La presencia de material organico puede afectar las propiedades de las particulas de aerosol
como por ejemplo la disminucién de la higroscopicidad afectando la capacidad para actuar
como nucleos de condensacion de nube (CCN, Fuentes et al. (2010)), pero siendo de gran
utilidad para actuar como INPs (McCluskey et al., 2017). Fuentes et al. (2010) concluyeron
que el enriquecimiento organico de una muestra de agua de mar es mas alto con el sistema
de caida de chorro, después de probar diferentes sistemas (i.e., burbujeadores, aireadores

porosos y caida de chorro).

Con el objetivo de realizar un analisis mas detallado y realista de lo que sucede con las

particulas de aerosol en un ambiente marino, en el Laboratorio de Hidraulica en The

Scripps Institution of Oceanography (S10) en San Diego- Estados Unidos se construyé el

“wave channel”, un tanque de 33 m de largo x 0.5 m de ancho x 1 m de alto (Prather et al.,
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2013). Con el “wave channel” se pudo determinar que ¢l tamafio y la composicion quimica
de las particulas era muy sensible al tipo de mecanismo de produccién del spray marino y a
las especies bioldgicas presentes. Las particulas de aerosol se pueden clasificar en cuatro
tipos respecto a su composicion quimica en funcion de su tamafio, las tipo 1 estan
netamente conformadas por sales marinas y se encuentran entre 0.55 y 3.0 um; las tipo 2
formadas por una mezcla de sales inorganicas y compuestos organicos, estas particulas se
encuentran en un rango de tamafio entre 0.03 y 3.0 um; las tipo 3 formadas Unicamente por
material bioldgico, se encuentran en particulas de mayor tamafio (0.55 y 3.0 um con un
incremento pronunciado a partir de 1 um de diametro aerodinamico) y por ultimo, las tipo 4
que corresponden a una composicién netamente organica, estas particulas exhiben un

didmetro menor a 0.5 um (Prather et al., 2013).

Posteriormente, se disefid un nuevo tanque con capacidad de 210 L, el MART (por sus
siglas en inglés). La diferencia con los anteriores tanques en que utiliza un mecanismo de
“inmersion de hoja” permitiendo que la caida del agua sea similar a la de una cascada y no
de un chorro. Ademés, la cascada funciona de manera intermitente lo que confiere al
sistema una mayor semejanza con la ruptura de olas en el océano, creando mas turbulencia,
y formando la pluma de burbujas de aire al igual que la formacién de espuma marina
(Stokes et al., 2013). Con el MART se demostr6 que las particulas generadas por el
mecanismo de “gotas de chorro” producen hasta el 43% de las concentraciones numéricas
del spray marino submicrométrico y estas particulas pueden ser moduladas por la actividad
biolégica marina, por lo tanto, la composicion quimica, la fraccién de volumen organico y
la capacidad para actuar como INPs est4 controlada por la composicion de la SML (Wang
et al., 2017). Asimismo, la presencia de microorganismos y macromoléculas contribuyen de
manera significativa a la concentracion de INPs debido a que existe un incremento de INPs

cuando la concentracion de compuestos organicos aumenta (McCluskey et al., 2017).
Afloramientos de fitoplancton

Como se mencion0 anteriormente, la eficiencia de los INP marinos esta asociada con la
presencia del fitoplancton. El fitoplancton son comunidades de microalgas autotrofas y su
movimiento depende de las corrientes de agua. La composicién de especies de fitoplancton

depende de los cambios temporales ambientales y la disponibilidad de nutrientes. El
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tamarfio del fitoplancton varia desde 1.0 um hasta 70 um y algunas especies de 1.0 mm de
didmetro (Miller & Wheeler, 2012). Los afloramientos de fitoplancton son considerados
como picos maximos en la biomasa de algas planctdnicas o cianobacterias (Phlips, 2016).
Algunas de sus causas pueden ser las surgencias, precipitacion, escorrentia de rios, cambio

en direccién y velocidad de vientos (Cloern, 1996).
Surgencias

Las surgencias se refieren a movimientos ascendentes de parcelas de agua profundas ricas
en nutrientes y pueden mantenerse por varios dias a semanas. EXxisten surgencias costeras,
surgencias ecuatoriales y surgencias al limite del hielo (K&émpf & Chapman, 2016). En este

trabajo se considerar las primeras.

Surgencia costeras ocurren cuando los vientos que fluyen paralelos a la costa empujan el
agua superficial hacia mar abierto debido a la rotacion de la tierra (fuerza de Coriolis) y el
transporte de Ekman (es el movimiento de las masas de agua con un angulo de 90° respecto
a la direccién del viento en la capa superficial) y las masas frias de agua profundas ocupan
el lugar de las masas de aguas desplazadas (Figura 9; K&mpf & Chapman, 2016).

UPWELLING Winds from the North

Y
S d Surface C \\

Decomposing plankton
150 m consumes DO, releases DIC

Oxygen Minimum Zone

Figura 9. Esquema de surgencia costera. Las flechas negras corresponden a los vientos provenientes del
norte que generan el transporte de Ekman (flechas azules en la superficie con direccién hacia mar
abierto), lo que permite el ascenso de aguas profundas ricas en nutrientes por la plataforma continental
y desencadenamiento de los afloramientos de fitoplancton (Chan et al., 2019).
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1.3.  Justificacion

El océano cubre tres cuartas partes del planeta tierra y aporta una concentracion
significativa de particulas de aerosol a la atmdsfera, las cuales son de gran importancia para
el balance radiativo terrestre y para el ciclo hidroldgico tanto regional como global. El
presente trabajo se enfoca en el analisis de las habilidades nucleadoras de hielo tanto de la
fuente (i.e., agua oceanica) como de las particulas emitidas desde el océano hacia la
atmosfera. La mayoria de trabajos relacionados con INPs marinos se realizaron en latitudes

medias y altas y son muy pocos los llevados a cabo en las costas mexicanas.

México presenta una ubicacion estratégica dado que se encuentra en una region tropical que
favorece la diversidad de una microbiota muy diferente a la que se encuentra en latitudes
mas altas. Ademas, en el Golfo de California, Golfo de Tehuantepec, y el nor-este de la
Peninsula de Yucatan, la ascendencia de masas de agua o surgencias permite afloramientos
de fitoplancton y, por lo tanto, la generacion de materia organica que podrian actuar como
INPs (Monreal Gomez et al., 1999).

Dado que material proteico, polisacaridos y exudados de microorganismos marinos
considerados como agentes nucleantes de hielo (INAs, por sus siglas en inglés) pueden
estar dispersos en el agua de mar (Alpert et al., 2022), con el presente trabajo se analiz6 la
capacidad que tienen las muestras de aguas colectadas para nuclear hielo a diferentes
profundidades. Adicionalmente, la capacidad para actuar como INPs fue evaluada de una
gran lista de microorganismos (e.g. bacterias, hongos y fitoplancton) colectados y aislados
de las camparfias de muestreos realizadas previamente en territorio mexicano debido a que
la eficiencia de los INPs esta relacionada con la presencia de organismos bioldgicos. Por
ultimo, teniendo en cuenta que la mayoria de estudios de laboratorio se han enfocado en
evaluar los mecanismos de formacién del aerosol, su composicién quimica y su
distribucion de tamafio y a que muy pocos se han enfocado en evaluar la capacidad que
tienen las particulas marinas para comportarse como INPs, el presente trabajo busca
entender las propiedades que posee el spray marino generado en ambientes controlados a
partir de muestras de agua oceanicas colectadas en las costas mexicanas en la formacion de
MFC. Como menciona Mulmenstadt et al. (2015) estas nubes son de gran importancia en la

formacion de precipitacion en los continentes y en latitudes tropicales, incluyendo México.
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De esta manera, con el presente trabajo se espera proporcionar informacion Unica y
novedosa en el campo del aerosol marino, la nucleacion de hielo y la formacion de MFC,
informacion actualmente desconocida pero necesaria para reducir las incertidumbres en los
prondsticos del clima futuro. Un pronostico mas preciso puede generar alertas tempranas de
inundaciones, sequias, heladas u otro fenomeno climatico extremo que pueden afectar la
economia y seguridad de una region. Por lo tanto, con el aumento de datos e informacion
relacionados con los INPs la sociedad y los tomadores de decisiones tienen mayores

herramientas para mitigar estos impactos.
1.4.  Hipdtesis

El aerosol marino generado en las costas mexicanas posee un excelente potencial para
formar nubes de fase mixta por la presencia de nucleos de glaciacion eficientes en las aguas

oceanicas.
1.5. Objetivos
1.6.  Objetivo general

Evaluar la capacidad para nuclear hielo del spray marino y bio-particulas emitidas de aguas

oceanicas de las costas mexicanas.
1.7.  Objetivos especificos

e Evaluar las capacidades nucleadoras de hielo de aguas oceanicas colectadas en la
Costa Occidental de la Peninsula de Baja California (WBCP) y el Golfo de
California (GoC) a diferentes profundidades mediante la técnica de ensayo de
congelamiento de gota (UNAM-DFA).

e Evaluar las capacidades para actuar como INPs de diferentes microorganismos
(fitoplancton, bacterias y hongos) colectados en ambientes marinos y terrestres de
México.

e Construir y validar un dispositivo para la generacion de aerosol marino, i.e., el
UNAM- MARIine Aerosol Tank (UNAM-MARAT).

e Generar aerosol marino de diferentes puntos de las costas mexicanas en el UNAM-
MARAT.
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e Evaluar las capacidades nucleadoras de hielo de las particulas de aerosol generadas
en el UNAM-MARAT mediante la técnica de congelamiento de gota (UNAM-
DFT).

Il. Seccidn experimental

2.1.  Sitios de muestreo
Costa Occidental de la Peninsula de Baja California

La WBCP se ubica al noroccidente de México entre el Océano Pacifico y el Golfo de
México (Figura 10). Las concentraciones mas altas de nutrientes (i.e., nitrégeno, fésforo y
silicatos) han sido encontradas en Punta Baja, Punta Eugenia y en Bahia de Magdalena
(Morales-Zarate et al., 2000) a lo largo de la WBCP. Durante marzo y junio las surgencias,
que son el movimiento de aguas profundas ricas en nutrientes hacia la superficie, son
causadas por los vientos del norte, mientras que durante agosto y noviembre son debidas a

tormentas tropicales (Cervantes et al., 1993).
Golfo de California

El GoC se localiza entre la Peninsula de California y los Estados de Sonora, Sinaloa y
Nayarit (Figura 10). En el GoC convergen diferentes masas de agua, como las aguas
superficiales tropicales, la corriente de California, la corriente del Golfo de California y las
aguas subsuperficiales subtropicales, las cuales tienen diferentes propiedades como
salinidad, temperatura y densidad. Adicionalmente, el GoC es una zona donde se presentan
surgencias a diferentes escalas temporales y espaciales promoviendo la productividad
bioldgica (Sanchez et al., 2013). Las surgencias mas fuertes se presentan en invierno y las
mas débiles durante el verano. Esta tendencia se ha atribuido a que durante el invierno se
tienen vientos fuertes (entre 8 y 12 ms™?) que soplan desde el noroccidente y que impulsan
el desarrollo de las surgencias costeras, mientras que en verano los vientos desde el sureste
son débiles (< 5 ms™) (Lavin & Marinone, 2003).
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Figura 10. Mapa de los sitios de muestreo. En circulos se muestran las estaciones donde se colectaron

las muestras de aguas profundas en la WBCP (azul) y el GoC (rojo). Las estrellas representan lugares
donde se recolectaron los microorganismos en azul para ICAyCC, rojo para Altzomoni, amarillo para

Sisal y azul claro para Mérida y ceparios que facilitaron los microorganismos (CICESE, fucsia 'y
Acuario de Veracruz, verde). Las banderas muestran los puntos donde se recolectaron las muestras de
agua para experimentos de UNAM-MARAT en café para Manzanillo, morado para Bahia de Acapulco,
morado y verde para Puerto de Veracruz. Elaboracion propia.

Se llevaron a cabo dos cruceros oceanograficos a bordo del buque de investigacion Dr.
Jorge Carranza Fraser, del Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA) a lo largo de la WBCP
y en la entrada del GoC entre el 28 de septiembre y el 24 de octubre del 2020 y desde el 07
al 18 de noviembre del 2020, respectivamente. Para ambos cruceros, se escogieron 20
estaciones para colectar las muestras de agua de mar a tres rangos de profundidades: de 3 a
7m,10a 72 my a500 m de profundidad. Las coordenadas y las fechas de cada estacion de

muestreo se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Estaciones de muestreo con su respectiva fecha y coordenadas. Las letras P y G corresponden

a las estaciones de la WBCP y del GoC, respectivamente.

Estacion Fecha Latitud Longitud Estacion Fecha Latitud Longitud
P1 28/09/2020 32°11'30" N 117°32'04" O G1 07/11/2020 21°47'47" N 106°21'45" O
P2 30/09/2020 31°34'48" N 117°07'18" O G2 08/11/2020 22°04'46" N | 105°48'46" O
P3 30/09/2020 31°45'35" N 116°48'10" O G3 08/11/2020 22°03'08" N 106°25'25" O
P4 07/10/2020 30°54'52" N 116°41'56" O G4 09/11/2020 22°16'35" N 107°07'53" O
P5 08/10/2020 30°3525" N 116°12'27" O G5 11/11/2020 22°4328"N | 107°23'11" O
P6 09/10/2020 30°28'49" N 116°24'04" O G6 11/11/2020 22°56'32" N | 107°31'50" O
P7 13/10/2020 28°54'40" N 114°58'45" O G7 12/11/2020 23°35'34" N | 106°49'02" O
P8 15/10/2020 27°44'10" N 115°32'57" O G8 12/11/2020 23°0926" N 107°40'19" O
P9 15/10/2020 27°53'31" N 115°15'16" O G9 12/11/2020 23°23'07" N | 107°47'46" O

P10 17/10/2020 26°59'43" N 114°10'56" O G10 14/11/2020 24°00'08" N | 108°14'31" O
P11 18/10/2020 26°3926" N 114°49'30" O Gl1 14/11/2020 23°40'11" N 108°56'34" O
P12 19/10/2020 26°18'08" N 113°48'41" O G12 15/11/2020 23°28'40"N | 109°19'10" O
P13 19/10/2020 26°29'11" N 113°28'52" O G13 15/11/2020 23°39'21"N | 109°32'19" O
P14 20/10/2020 25°49'45" N 113°05'03" O G14 16/11/2020 24°26'32" N | 107°59'38" O
P15 21/10/2020 25°39'57" N 112°17'18" O G15 16/11/2020 24°39'21"N | 108°08'36" O
P 16 22/10/2020 25°3423"N 112°28'08" O G16 16/11/2020 24°21'47" N | 108°42'56" O
P17 22/10/2020 25°2337"N 112°48'04" O G17 16/11/2020 24°07'47"N | 109°10'29" O
P18 23/10/2020 25°06'20" N 112°1422" O G18 17/11/2020 24°35'42" N 108°49'44" O
P19 23/10/2020 24°55'34" N 112°35'19" O G19 18/11/2020 24°52'51" N | 109°24'02" O
P 20 24/10/2020 24°2322" N 112°28'56" O G20 18/11/2020 25°14'30" N 108°41'18" O
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Sisal

Sisal es un pequefio pueblo de 20978 habitantes ubicado al noroccidente de la Peninsula de
Yucatan (21°09'36”"N, 90°02'24"0) que pertenece al corredor bioldgico Mesoamericano
(Mendez, 2016). ElI muestreo se llevd a cabo en la azotea del Instituto de Ingenieria de la

UNAM a 50 m de la costa sin influencia de actividades industriales. Ademas, Sisal

Mérida

Meérida, capital del Estado de Yucatan (20°58'11"”N, 89°37'23"0) cuenta con una poblacion
de 995129 habitantes (INEGI, 2020) y se desarrollan una variedad de actividades
industriales, transporte y turismo. EI muestreo se llevd a cabo en la azotea de la Facultad de

Quimica de la Universidad Auténoma de Yucatan (FQ-UADY), ubicada en la parte centro-

occidental de la ciudad.

La mayor parte de la Peninsula de Yucatan tiene dos periodos de baja cantidad de lluvia o
sin lluvia: primavera (entre enero y abril) y medio verano durante julio y agosto. Vientos
del sur con velocidades entre 0 y 15 km h! son caracteristicos en esta zona en la mayoria
del afio. Sin embargo, desde noviembre a febrero, los vientos del noreste son predominantes
con velocidades entre 50 y 90 km h, los cuales son asociados con los frentes frios
(Osnaya, 2020).

Altzomoni

Altzomoni se encuentra ubicado en el Parque Nacional Izta-Popo Zoquiapan (19°07'12"N,
98°39'14"0). El lugar de muestreo es parte de la Red Universitaria de Observatorios
Atmosféricos (RUOA, https://www.ruoa.unam.mx) a 4000 m s.n.m entre los volcanes
Popocatépetl e Iztaccihuatl (SEMARNAT, 2013). El Parque Nacional Izta-Popo Zoquiapan
es reconocido por la gran biodiversidad y riqueza de sus ecosistemas, los cuales proveen

ambientes adecuados para la flora y fauna de esta region (SEMARNAT, 2016).

Debido a su altura, Altzomoni es afectado por sistemas meteoroldgicos tipicos de latitudes
medias como frentes frios, intrusiones de masas de aire polar continental y durante el
verano puede ser afectado por huracanes y ondas tropicales (SEMARNAT, 2013). El clima
en Altzomoni es muy variable ya que se pueden encontrar temporadas con un clima

templado himedo a muy frio. Debido a su latitud, Altzomoni también es afectado por los
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vientos alisios, una zona donde predominan las circulaciones de tipo convectivo local, lo
que permite una gran estabilidad meteoroldgica durante gran parte del afio (SEMARNAT,
2013).

Ciudad de México

El lugar de muestreo se localizd en la azotea del Instituto de Ciencias de la Atmosfera y
Cambio Climético (ICAyCC, 19°1944"N, 99°11'14"0) en el campus central de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), al sur de la Ciudad de México.
Dentro del campus universitario se encuentra la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San
Angel (REPSA), que cuenta con mas de 1500 especies nativas de plantas, animales, hongos
y microorganismos vivos (DGCS, 2015). Dado que la poblacién de la Ciudad de México
para el 2020 fue de 9209944 habitantes (INEGI, 2020), es un sitio impactado por

actividades antropogénicas.

La ciudad de México se caracteriza por presentar un clima sub-hmedo con temporada de
lluvias durante el verano (entre mayo y octubre) y una temporada seca entre noviembre y
abril. La lluvia promedio anual es de 833 mm y la temperatura promedio anual es 15.5°C
(INEGI, 2022).

Puerto de Veracruz

El Puerto de Veracruz esta localizado en el Estado de Veracruz. en la zona central de la
vertiente del GoM. El puerto de Veracruz (19°12'02"N, 96°08'15"0). Se caracteriza por ser
un puerto maritimo comercial. El puerto de Veracruz posee un clima calido-hiimedo, con
una temperatura promedio anual de 25.3°C y una lluvia promedio anual de 1500 mm
(SEMAR, 2013c). Durante los meses de octubre y mayo es influenciado por frentes frios,
asociados con fuertes vientos que pueden generar olas con alturas mayores a 2.5 my, en
algunos casos, hasta de 5 m de altura. Por otra parte, durante los meses de mayo y
noviembre es impactado por sistemas de baja presién y ciclones tropicales (SEMAR,
2013c).

Ensenada

La ciudad de Ensenada se encuentra al noroccidente del Estado de Baja California. El clima

de Ensenada es templado seco con eventos de lluvia durante el invierno. La precipitacién es
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muy escasa, entre 100 y 300 mm por afio (SEMAR, 2013a). Las temperaturas ambientales
oscilan entre 5°C (enero) y 30 °C (agosto). Durante la primavera y verano, son comunes
vientos del noroestes (5.6 a 18.5 km h™), pero durante el otofio e invierno los vientos
dominantes soplan del noreste (38.9 km h'l), llamados “Vientos de Santa Ana” (SEMAR,
2013a).

Acapulco

La bahia de Acapulco se encuentra en el municipio de Acapulco de Juarez, Estado de
Guerrero, y cuenta con una poblacion de 779566 habitantes (INEGI, 2020). La Bahia de
Acapulco presenta un clima tropical lluvioso, la temporada de lluvias suelen ocurrir entre
los meses de mayo y noviembre. Los vientos predominantes provienen del suroeste de
enero a junio y del noroeste para los meses de agosto, octubre y noviembre. La temperatura
promedio en Acapulco varia entre 23 y 32°C (Meteoblue, 2014). Dos de las principales
actividades econdmicas en el puerto de Acapulco son el turismo y la pesca. La Bahia de
Acapulco esté rodeada por montafias de la Sierra Madre del Sur y durante la temporada de
lluvias la escorrentia desemboca en la Bahia (Mayo, 2004).

Manzanillo

La Bahia de Santiago se encuentra ubicada en el municipio de Manzanillo, localizado al
suroeste del Estado de Colima y cuenta con una poblacién de 191031 habitantes (INEGI,
2020). Debido a su ubicacion geografica, Manzanillo se considera un punto estratégico para
actividades portuarias y turisticas, siendo considerado uno de los motores del desarrollo
econdémico del Estado de Colima (Velasco Hernandez et al.,, 2014). Manzanillo se
encuentra ubicado en la region maritima del Pacifico central mexicano y presenta un
declive pronunciado y fondo casi uniforme en su perfil costero. Manzanillo posee en
promedio una humedad relativa de 77% y una temperatura ambiente de 26.4°C. La
temporada de lluvias se registra entre junio y octubre y posee un clima tropical calido
subhimedo. En Manzanillo predominan vientos del Oeste y Noroeste y es caracterizado
por presentar un régimen de olas largas y altas (SEMAR, 2013b).
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2.2.  Recoleccion de aguas profundas

Para colectar las aguas profundas se usd una roseta (Figura 11la y 10b), un dispositivo
circular que tiene la capacidad de llevar entre 12 y 36 botellas Niskin. Ademas, diferentes
sensores pueden ser instalados en el centro o debajo de la roseta como un instrumento que
mide conductividad, temperatura y profundidad (CTD, por sus siglas en inglés). Las
botellas Niskin utilizadas en este estudio tenian un volumen de 5 L. La botella Niskin
consiste de un tubo de policloruro de vinilo (PVC) y dos tapones en los extremos que se
conectan a través de una goma elastica de latex. Durante el descenso la botella entra
abierta, una vez alcanzada la profundidad deseada, se activa el mecanismo de cierre de

manera remota.

(@) )
Botellas Roseta
Niskin

' Sistema de
drenaje

Goma de latex

Figura 11. (a) Montaje de la roseta con botellas Niskin (b) Vista superior de la roseta (c) Botella Niskin
con sus partes. Adaptada de Napp (2010); GeneralOceanics (2020) y Aquatic (2017).
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2.3. Determinacion de nutrientes en aguas oceanicas: Auto-analizador Skalar San

++

De cada muestra recolectada se tomaron alicuotas de 500 mL las cuales fueron trasvasadas
a botellas oscuras (marca Nalgene) previamente lavadas con jabén libre de fosfatos, acido
clorhidrico 0.1 N y agua destilada. Las muestras fueron almacenadas a -40°C hasta su
andlisis. Se analizaron nutrientes como ortofosfato (PO4%), nitrito + nitrato (NOx), amonio
(NH4") y silicato (SiO2") con un auto-analizador de nutrientes de flujo segmentado (Skalar
San ++) por medio de métodos espectrofotométricos (SKALAR, 2023). El auto-analizador
consta de tres partes: la unidad de muestreo, la unidad quimica y la unidad tratamiento de
datos (Figura 12). El limite de deteccion para cada nutriente fue determinado de 0.01 pM.
Los analisis fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Calidad de Agua del Centro

Universitario de Investigaciones Oceanoldgicas, de la Universidad de Colima.
Unidad de muestreo

El muestreador estd controlado por el software del equipo. Consta de una aguja que
succiona las soluciones de manera automatica a través de una bomba peristaltica y también
contiene un carrusel de 4 racks de 35 posiciones donde se colocan los tubos con las

muestras, los patrones y los blancos (SKALAR, 2007).
Unidad Quimica

Es un sistema integrado automatico en el cual se pueden encontrar calefactores en linea,
dializadores, digestores y unidades de destilacion. Todos los componentes son integrados
en secciones separadas (SKALAR, 2007).

Antes de cada analisis se realiza la estabilizacion del sistema haciendo un lavado con agua
destilada Milli-Q libre de nutrientes con el objetivo de tener una linea base estable y
posteriormente se obtiene una segunda linea base, pero con la introduccion de los reactivos.
Los patrones y los reactivos se introducen al sistema de analisis con concentraciones
conocidas. La introduccion de las muestras se hace a través de una bomba peristaltica
multicanal, la cual mezcla muestra y reactivos quimicos en una corriente que fluye hacia el
analisis colorimétrico automatico (Gordon, 1993). Adicionalmente, se realizan breves

lavados con agua destilada para evitar el solapamiento entre muestras, acumulacion salina y
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residuos. Las reacciones quimicas ocurren mientras pasan a través de un sistema de
espirales de vidrio. El flujo continuo segmentado se alcanza mediante la introduccion de
burbujas de aire (relacion 1:3 a 1:4 aire-liquido) y estas son retiradas antes de llegar al

colorimetro (Perez, 1999).

Unidad de muestreo

Figura 12. Auto-analizador Skalar San ++ (Cortesia de Aramis Olivos).

Debido a que los componentes inorganicos al reaccionar con los diferentes reactivos
forman complejos coloreados, sus concentraciones son determinadas a traves de un detector
ultravioleta (UV) por medio de técnicas espectrofotométricas en donde la absorbancia es

proporcional a la concentracion de nutrientes (Perez, 1999).
Determinacion de nitrato

La cuantificacion de nitrato ocurre mediante la oxidacion hasta nitrito cuando se hace pasar
la muestra a través de una columna que contiene limaduras de cadmio recubiertas con cobre

metalico en una solucién buffer de cloruro de amonio. Luego el nitrito resultante se hace
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reaccionar con sulfanilamida y N-(1-naftil)-etilendiamina que dara una solucion color rosa

y se mide la absorbancia a 520 nm (Figura 13, Strickland & Parson, 1972).

NO:+2Cd + H:0 ——— NO: +2Cd* +20H

y;

y/d \\\\ +2H- 7\
H:NO:S—'-\ {}—NH. + NOy — & HNO.s— Y—N'= N
\—/ -2H.0 N/
Sulfanilamida Sal de diazenio
MNH;
I
NH N
NH °
) - A
7\ N XN
H.NO,S —(’ N=N + | - [
N\ / - I ,/J N
= g Il
N
Sal de diazonio N-(1-naftil)-etilendiamina &T}L‘\__\
.Q%“‘l/ -
S0:NH;

Bencenosulfonamida, 4-[2-[4-[(2-
aminoetil)amino]-1-naftalenil]diazenils]

Figura 13. Reaccion para la determinacion de nitrato. (Creada con BioRender.com).
Determinacion de nitrito

Para la determinacion de nitrito se usan los mismos reactivos utilizados para la
determinacion de nitrato y a la misma absorbancia pero se omite el paso de pasar por la

columna de cadmio (Strickland & Parson, 1972).
Determinacién de ortofosfato

El andlisis de ortofosfato consiste en hacer reaccionar acido molibdico, antimonio trivalente
y &cido ascérbico, como reductor. Al reaccionar con el ortofosfato presente en la muestra se
forma un complejo de fosfomolibdato de coloracion azul, el cual es analizado por
colorimetria a 880 nm. Adicionalmente, se agrega acido sulfurico para favorecer la reaccién
y disminuir interferencias por presencia de silicatos (Ecuacion 1y 2, Strickland & Parson,
1972; Nagul et al., 2015).

POs* +12M004* + 27TH" — H3POs(M003)12 + 12H,0 (1)

HsPMo(V1)12 Ouo + Reductor — [HaPMo(VI)g Mo(V)4 Ouc]® (2)
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Determinacion de silicatos

Su determinacion se hace a través de la formacién del complejo B-1:12 A&cido
silicomolibdico, el cual tras su reduccidn se observa un color azul, conocido como azul de
molibdeno que es detectado a 660 nm por colorimetria. EI complejo se forma acorde a la
reaccion entre molibdato de sodio dihidratado con la muestra y su posterior reduccion se
alcanza tras la adicion de acido ascorbico y por ultimo se agrega acido oxalico para evitar
interferencias con los fosfatos (Ecuacién 3, Strickland & Parson, 1972).

SiOsH4 + 2H3(H3M06021) <« Ha(SiM012040) + 6H20  (3)
Determinacion de amonio

Su determinacion por colorimetria se realiza a 660 nm debido al azul de indofenol, el cual
es formado por la reaccion entre el amonio presente en la muestra y el hipoclorito en
presencia de fenol y nitroprusiato. Ademas, se utiliza una solucion buffer compuesta por
hidroxido de sodio, citrato trisddico y acido etilendiaminotetraacético (EDTA). EI EDTA
favorece la formacién del complejo y la precipitacion de Mg o Ca que pueden estar
disueltos en la muestra (Figura 14, Strickland & Parson, 1972; Patton & Crouch, 1977).

OH
N
Naz[Fe(CN)sNO
NH. + NaOCl + a:lFe(CN)sNO]
NaOH HO
O
Fenal Indofenol

Figura 14 Reaccion para determinacién de amonio (Creada con BioRender.com).

Unidad de tratamiento de datos

El Auto-analizador Skalar San ++ es controlado por el software FlowAccess de Skalar. Este
software es multitarea dado que es el encargado de controlar el equipo y se encarga de la

adquisicion de datos, generar graficas y calculos en tiempo real (SKALAR, 2007).
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2.4. ldentificacion y cuantificacion de abundancia de fitoplancton: Técnica de
Utermohl.

Para realizar el analisis de fitoplancton el agua colectada en cada estacion con las botellas
Niskin fue filtrada con una malla de 160 pm de tamafio de poro para remover
microorganismos con tamafios mas grande que el mencionado donde se encuentran algunas
especies de microplancton y del mesoplancton. A continuacion, se trasvasaron 250 mL de
la muestra filtrada a botellas oscuras (Nalgene) y se le agregd 1 mL de una solucion de
lugol y acetato de sodio para fijar las muestras. Las muestras fueron almacenadas en la

oscuridad y a temperatura ambiente hasta su analisis.

La identificacion y cuantificacion se llevo a cabo en el Laboratorio de biologia
algal/FICOTOX en el Centro de Investigacion Cientifica y Educacién Superior de
Ensenada (CICESE), Baja California. Se siguid la metodologia de Utermdl descrita por
Sournia (1978). Las muestras se sedimentaron en camaras de Utermdl con capacidad de 10
mL por 24 h. Posteriormente, las muestras fueron analizadas a través de un microscopio
invertido (Leica DMI3000B LED) con un sistema fotogréfico integrado con objetivos de
10X, 20X, 40X y 63X. La identificacion y cuantificacion se realizo analizando el fondo de
la camara hasta un total de 400 células, pero en los casos que la abundancia era muy baja se
conté el numero total de microorganismos presentes. El fitoplancton fue identificado a
nivel de especies 0 género acorde a Cupp (1943) y Omura et al. (2012). La abundancia
absoluta del fitoplancton es expresada en nimero de células por litro y la abundancia

relativa en porcentaje.
2.5.  Recoleccion de microorganismos: Hongos, bacterias y fitoplancton.
Hongos y bacterias

Microorganismos como hongos y bacterias fueron colectados en cajas Petri (100 mm x 10
mm) con diferentes medios de cultivo. Para las bacterias se us6 agar de soya y tripticaseina
(TSA, por sus siglas en inglés) con 100 g L™ de cicloheximida, que previene el crecimiento
de hongos. El agar de extracto de malta (MEA, por sus siglas en inglés) se usé para colectar
los hongos. Por ultimo, el agar con extracto de malta, levadura y glucosa (GYM, por sus

siglas en inglés) con y sin agua marina fue utilizado para colectar actinobacterias marinas y
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terrestres. Al medio de cultivo GYM sin agua marina se le agregd 50 pug mL™? de nistatina
(antimicotico, Bristol Myers Squibb de México, S. de R. L. de C.V).

En Sisal, Mérida y Ciudad de Meéxico, los microorganismos fueron succionados de la
atmosfera e impactados en el medio de cultivo a través del bioimpactador Quick Take 30 de
una etapa (SKC Inc. USA, Figura 15a). Las muestras fueron tomadas por 5 min en Sisal y
Mérida y por 15 min en Ciudad de México con un flujo de 28.3 L min™ para todos los

lugares de muestreo.

Los microorganismos fueron colectados a las 8:00 h y 12:00 h hora local, a 2 m de la
superficie. Como se describe en Raga et al. (2021), los muestreos fueron conducidos en
enero del 2017 y julio del 2018 en el Instituto de Ingenieria de la UNAM en Sisal y en la
FQ-UADY en Mérida, respectivamente.

El muestreo en Altzomoni fue llevado a cabo durante la temporada de lluvias en dos
campafas de campo realizadas del 12 al 14 de septiembre de 2019 y del 25 al 27 de
septiembre de 2019. Los microorganismos fueron colectados con un impinger (Santl-
Temkiv et al., 2017), una aspiradora de alto flujo (Karcher modelo DS5800) que succiona
aire de la atmdsfera (Figuras 15e y f). Las particulas quedan atrapadas en el agua
depositada en la aspiradora, la cual fue previamente esterilizada (autoclave a 120 °C por 15
min). El agua se encuentra en constante agitacion en una camara de mezclado, debido a las
direcciones flujo que sigue el aire (Figura 15g). EI impinger colecta particulas de 0.5 - 3.0
um de diametro (Santl-Temkiv et al., 2017) . El muestreo se llevé a cabo en la azotea del
Observatorio Atmosférico Altzomoni, donde se coloc6 aproximadamente 2 L de agua en la
aspiradora por 5 h a un flujo de 61 L min’. El nivel de agua estuvo en constante revision
dado que el volumen puede reducirse debido a la agitacion y evaporacion. Posteriormente,
el agua se homogeneizo, se trasvasé en tubos Falcon de 50 mL y se almacen6 a 4°C. Una
vez en el laboratorio cada muestra se agité manualmente y se colocaron alicuotas en medios
de cultivos TSA y MEA para el crecimiento de hongos y bacterias, respectivamente (Silva,
2020).
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(d) (e) Entrada
: del aerosol

muestreo

Camara de
mezcla

Figura 15. (a) Bioimpactador (b) Foto después de la incubacién del medio de cultivo de hongos (c)
Ejemplo de un hongo aislado (d) Vista interior del impinger (e) Vista exterior del impinger y (f)
Diagrama de direccién de flujo de aire. Adaptada de Santl-Temkiv et al. (2017).

La temperatura de incubacion fue de 37°C, 25°C y 30°C para el TSA, MEA y GYM,
respectivamente. El periodo de incubacién fue de 48 h para bacterias y 72 h para hongos y
actinobacterias. La Figura 15b muestra un medio de cultivo de hongos en su etapa de
incubacion. Concluido el proceso de incubacion las cajas Petri fueron selladas con Parafilm
y almacenadas a 4°C. Las concentraciones de microorganismos son reportadas en unidades
formadoras de colonias por m2 (CFU m=, por sus siglas en inglés). Una vez en el
laboratorio de aerobiologia, los microorganismos fueron aislados y resembrados en nuevos
medios de cultivo hasta su posterior analisis. En la Figura 15c se muestra la fotografia de

un hongo aislado (Rodriguez et al., 2020).
Fitoplancton

Las especies de fitoplancton (tabla 8) fueron adquiridas del Cepario del Acuario del Puerto
de Veracruz en Veracruz y del Laboratorio de biologia algal/FICOTOX, CICESE en

Ensenada, las cuales fueron colectadas en previas campafias de campo.
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2.6. Construccion y experimentacion con el UNAM-MARIine Aerosol Tank
(UNAM-MARAT)

Descripcion del UNAM-MARAT

Con el propdésito de estudiar el spray marino en el laboratorio en condiciones controladas se
construyé un tanque en acrilico de 42 cm de largo, 32 cm de ancho y 60 cm de alto con una
capacidad para 80.6 L inspirado en el tanque MART (Stokes et al., 2013). Para evitar el
contacto con la atmosfera exterior el tanque es sellado con una tapa del mismo material la
cual se ubica en la parte superior. El aislamiento se consigue al usar un empaque de
neopreno y tornillos. Las particulas de aerosol generadas en el tanque son succionadas por
la parte superior del tanque a través de un orificio de un cuarto de pulgada. En la parte
trasera del tanque se ubicd una cascada comercial de 30.5 cm de largo (DYNASTY
SpaParts.com). En la parte lateral, el tanque posee un orificio para la entrada de aire. El aire
antes de entrar al tanque se hace pasar a través de un filtro de particulas de alta eficiencia
(HEPA, por sus siglas en inglés- TSI, # 16020551) para material particulado > 0.3 um y un
filtro de carbono negro (PALL, PN 12011) para retener compuestos volatiles. Por Gltimo,
en la parte inferior del tanque se ubica un orificio para la conexién con el sistema de

circulacion del agua.

El sistema de circulacion esta constituido con mangueras de 1” de diametro interno, tubos y
uniones de PVC. Ademas, cuenta con una valvula para desague en la parte inferior y una
valvula de paso. El agua es impulsada con una bomba de tipo centrifuga (Little Giant
PondWorks, modelo 2-MDQ-SC), la caida de agua intermitente automatica es generada y
controlada con una valvula solenoide de PVC resistente a la corrosion de 2" (WIC
VALVE, modelo 2PCZ-1/2-D-L) y un relevador eléctrico con retraso (Macromatic Relay,
Model TR 65122) previamente programado. El flujo del agua es monitoreado con un
medidor de flujo (GPI TM SERIES, modelo TM050-N). En la Figura 16 se muestra el
arreglo experimental del UNAM-MARAT.
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Figura 16. Arreglo experimental del UNAM-MARAT (elaboracién propia).
Operacion del UNAM-MARAT

Antes de cada experimento se realizan dos limpiezas del sistema, el primero con agua
destilada y el segundo con isopropanol y agua destilada. ElI agua y la soluciéon con
isopropanol al 5% se hace recircular por 30 min. Este procedimiento se realiza con el fin de
eliminar residuos y microorganismos que contribuyan a la concentracion y habilidades de
nucleacion de hielo del spray marino. Una vez que el sistema esta limpio se hace recircular

10 L de la muestra a tratar por 30 min con el fin de purgar el tanque.

Posteriormente, se llena el tanque con 40 L de la muestra a tratar, se cierra y se deja reposar
hasta el dia siguiente. Para monitorear la produccion del spray marino se conecta un
contador de particulas por condensacion (CPC, por sus siglas en inglés - se discutira en la
seccion 2.6.2) en la parte superior del tanque y se toman datos que son almacenados en una
computadora por 20 min para asegurar la linea base. Una vez transcurrido este tiempo se
enciende la cascada por 20 minutos para generar las particulas de aerosol y posteriormente
se toman las muestras por 10 min. La cascada es intermitente para reproducir de una mejor
manera las rupturas de las olas y para tener particulas de aerosol con un rango amplio de
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tamario (i.e., desde 0.01 hasta 10.0 um). Se realizan cuatro ciclos de coleccion de muestra
en los mismos filtros. Las muestras fueron colectadas con un impactador en cascada

utilizando diferentes filtros para el anélisis de INPs y analisis quimicos.

Las condiciones de trabajo e instrumentos seran discutidas en las secciones 2.6.2 'y 2.6.3.

2.6.1. Coleccion de muestras de agua oceanica para el UNAM-MARAT

Las muestras de agua marina para generar el aerosol en el UNAM-MARAT se colectaron
en recipientes de polietileno de 20 L previamente lavados con agua destilada y purgados
con agua de mar. En total se tomaron aproximadamente 60 L de agua de mar para cada
experimento en la Bahia de Acapulco (Guerrero), el Puerto de Veracruz (Veracruz) y la
Bahia de Santiago-Manzanillo (Colima) (Figura 10 y Tabla 2). Las muestras se trasportaron
a la Ciudad de México por via terrestre a temperatura ambiente. En el caso de Manzanillo,
el UNAM-MARAT fue transportado al Laboratorio de Calidad de Agua del Centro
Universitario de Investigaciones Oceanologicas, Universidad de Colima, donde se llevaron
a cabo algunos experimentos. Adicionalmente, se tomaron 60 L de agua de mar el dia
09/04/2022 para transportarla a la Ciudad de México y evaluar los cambios que pueden
sufrir durante el transporte.

Tabla 2. Coordenadas de los sitios de muestreo para las muestras de agua marina para los
experimentos con el UNAM-MARAT.

Lugar Fecha Latitud Longitud
Bahia de Acapulco 22/10/21 16°50'37.2"”"N 99°52'31.1"0
Puerto de Veracruz 23/11/21 19°11'13.9"N 96°7'10.8"0
06/04/22 19°5'44"N 104°22'3"0
Manzanillo
09/04/22 19°5'40"”"N 104°21'43"0
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2.6.2. Medicion de particulas de aerosol: CPC, LasAir y SMPS

Para medir la concentracion de las particulas de aerosol que se generan con el UNAM-
MARAT se utilizaron diferentes equipos los cuales se describen a continuacion.

Contador de particulas por condensacion (CPC, por sus siglas en inglés)

La concentracion de particulas mayores a 0.03 pum fue monitoreada con el CPC (TSI,
modelo 3010; Figura 17a) a un flujo de 1.0 L min™. Los datos son tomados cada segundo,
almacenados con el software LabVIEW 6.1 (National Instruments) y la concentracion se

reporta en particulas por cm,

Un flujo de aire con particulas entra a la camara de saturacion en la cual se evapora el
butanol por calentamiento (35°C). El alcohol y el flujo de aire se mezclan y son dirigidos
hacia el condensador, un blogue de aluminio que se enfria termoeléctricamente a alrededor
de 10°C. Debido a que existe una supersaturacion de moléculas del alcohol, las particulas
crecen por condensacion y las de mayor tamario son dirigidas a la camara de deteccion.
Finalmente, un haz de rayo laser incide sobre las particulas, la luz es dispersada y
posteriormente es dirigida por los colimadores hasta el fotodetector. El fotodetector
transforma la radiacion dptica en pulsos eléctricos para obtener la concentracion de
particulas (TSI, 2002; Figura 17b).
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Figura 17. (a) CPC modelo 3010 (b) Esquema de funcionamiento del CPC (c¢) LasAir 111 310B (d)
Esquema del funcionamiento del LasAir (imagen adaptada con biorender - TSI, 2002; Particle

Measuring System Inc., 2000)
LasAir 111

El LasAir 11l (Particle Measuring Systems, modelo 310B) es un contador 6ptico que mide
particulas con tamafios de didmetro mayores a 0.3 pm con un flujo de 28.3 L min™. Las
particulas son detectadas y clasificadas en funcion de su tamafio (cuenta con 6 canales para
su clasificacion los cuales son 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, y 10 um). La concentracion es

reportada en nimero de particulas por m= cada 11 segundos (Figura 17c).

Dentro del LasAir 111 una bomba succiona las particulas de aerosol a la camara de analisis.
En la Figura 17d se puede observar que en la cdmara de analisis un haz de luz proveniente
de un diodo laser irradia las particulas, las cuales dispersan esta luz en diferentes
direcciones. Debido a la presencia de espejos, la luz es redirigida al fotodetector que las

convierte en pulsos eléctricos, donde la altura de la sefial corresponde a un determinado
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tamafio de particulas y el nimero de pulsos eléctricos es equivalente a su concentracion

(Particle Measuring System Inc., 2000).
Espectrometro SMPS (Scanning Mobility Particle Sizer)

El Espectrometro SMPS (TSI) es un instrumento que se utiliza para analizar las
distribuciones de particulas de aerosol en funcién de su tamafio (el rango de diametro de
movilidad de la particula es 10 a 400 nm) con un flujo de 0.6 L min™. EI Espectrometro
SMPS consta de un clasificador electrostatico modelo 3080 con un analizador de movilidad
diferencial (DMA, por sus siglas en inglés) modelo 3081. Ademas, posee un contador de
particulas por condensacion WCPC (modelo 3787) donde la diferencia con el CPC descrito

anteriormente es que el WCPC usa agua en lugar de butanol (Figura 18a).

Clasificador ~ .
electrostatico < Flojo de cublerta

Aerosol polidisperso

Platatorma del controlador
Perilla de
control

Pantalla Cargador
bipolar

Bomba bypass s ‘

Exceso ‘

Fuente de alimentacion
Alto voltaje

Figura 18. (a) Imagen del UNAM-MARAT con el SMPS. (b) Esquema del funcionamiento del SMPS.
(Adaptada de Particle Measuring System Inc., 2000).
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Descripcidn de funcionamiento del SMPS

Un flujo de aerosol polidisperso pasa a través de un impactador inercial, el cual tiene como

funcién impedir la entrada de particulas con un tamafio mayor al seleccionado y medir el
flujo de aerosol polidisperso. Posteriormente, el flujo de aerosol es expuesto a una gran
cantidad de iones bipolares radioactivos producidos por la fuente radioactiva 8°Kr cuya
funcion es cargar eléctricamente a las particulas de aerosol por el proceso de difusion
(Figura 18b).

De acuerdo a Vivas (2007), el proceso de difusion consiste en que las particulas que
inicialmente son neutras pueden cargarse a través de colisiones entre los iones y las
particulas cargadas perderan su carga lentamente debido a la atraccion de iones con carga
opuesta. Como resultado de estos dos procesos, de carga y neutralizacién, se genera un
proceso de equilibrio en el cual coexisten particulas neutras, particulas cargadas

positivamente y otras negativamente.

Las particulas son conducidas al DMA, un equipo que consiste de dos cilindros
concéntricos de metal, donde el cilindro exterior esta conectado a tierra y el cilindro interior
posee tensidén negativa controlada para asi crear dos flujos laminares. Las particulas de
aerosol cargadas pasan a través de los dos cilindros y solo las particulas con una movilidad
eléctrica (Zp) especifica, la cual se define en funcién de la carga y el tamafio de la particula,
pasan a traves del DMA después de aplicar un voltaje especifico.

De acuerdo a la Ecuacién 4, Zp es la capacidad que tienen las particulas cargadas para

moverse en un campo eléctrico (Vivas, 2007).

7 = neC
P 3muD,

(4),

donde n es el nimero de cargas elementales, e la carga del electrén (1.6 x 10°*® Coulomb);
C es el factor de correccién de Cunningham, p es la viscosidad del gas y Dp el diametro de

la particula que se expone al campo eléctrico.

Por otra parte, la movilidad eléctrica depende de las caracteristicas geométricas del DMA,
por lo tanto, Knutson & Whitby (1975) propone la Ecuacion 5 para calcular la movilidad

eléctrica y la Ecuacion 6 para determinar el ancho de la banda de movilidad (AZp)
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donde gsh es el flujo de cubierta libre de particulas, V el voltaje promedio aplicado en el
cilindro interno, L la longitud de la region de clasificacion dentro del DMA, r1y rz, son los
radios anulares interior y exterior, respectivamente y ga es el flujo del aerosol a través del

clasificador.

Debido a que la movilidad eléctrica de las particulas es inversamente proporcional a su
tamafio, las particulas mas pequefias tendran una mayor movilidad eléctrica y seran
conducidas mas rapidamente al WCPC que las particulas de mayor tamafio. Por Gltimo, los

datos son analizados con el software Aerosol Instrument Manager®.

2.6.3. Recoleccién de las muestras: MOUDI.

Para colectar el aerosol generado en el UNAM-MARAT se utiliz6 un impactador en
cascada de deposito uniforme de micro-orificios (MOUDI, por sus siglas en inglés). El
MOUDI (MSP, Modelo 100R) colecta las particulas por impactacion inercial en funcion
del diametro aerodinamico de las particulas y la homogeneidad de las particulas impactadas
se consigue debido a su rotacion de etapas de impactacion alternantes. EI MOUDI esta
conformado por ocho etapas y cada una de ellas posee orificios con determinados rangos de
tamafos (Tabla 3) que direccionan y clasifican las particulas de aerosol. Cuando las
particulas entran al MOUDI por la parte superior, siguen las lineas de flujo y de acuerdo al
tamario del corte nominal de cada etapa (Tabla 3) van impactando en los sustratos de vidrio.
Las particulas de mayor tamafio se impactan en la parte superior y las de menor tamafio en

las etapas inferiores (Marple et al., 1991).

En la Figura 19a se muestra una fotografia del MOUDI. En la parte inferior del MOUDI se
observa una manguera la cual estd conectada a una bomba que succiona el aerosol con un
flujo de 28.3 L min. La rotacion se produce debido a que los engranajes de las etapas
coinciden con los engranajes del eje giratorio. El flujo de aire cargado con aerosol es

controlado debido a las valvulas que contiene el rotador, donde el flujo de las cuatro
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primeras etapas es regulado por el mandmetro superior y el mandémetro inferior regula las

etapas inferiores (Marple et al., 1991).

Tabla 3. Tamafios nominales y nimeros de orificios para cada etapa del MOUDI (adaptada de Marple

etal., 1991).
Etapa Tamarfio nominal (um) Numero de orificios

1 >10 3

2 5.60 - 10 10
3 3.20-5.60 10
4 1.80-3.20 20
5 1.00-1.80 40
6 0.56 — 1.00 80
7 0.32-0.56 900
8 0.18-0.32 900

Para el analisis de los INPs, las particulas de aerosol son impactadas en sustratos de vidrio
(Siliconized Glass Square Cover Slides, Hampton Research, HR3-215, 22 mm) colocados
sobre los platos de impactacion. Para evitar el movimiento de los sustratos y mantener la
reproducibilidad de la impactacion de las particulas, éstos son sostenidos con soportes de

acero inoxidable (Figura 19b).
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Figura 19. (a) MOUDI modelo 100R (b) partes del impactador y (c) particulas de aerosol marino
depositadas en el sustrato de vidrio y el filtro de aluminio.
Para el andlisis de cromatografia de intercambio ionico, las particulas de aerosol son
impactadas en filtros de aluminio de 47 mm (TSI, modelo 0100-47-AF) y estos se sujetan
con un soporte, pero con disefio circular (Figura 19b). Los filtros de aluminio se calentaron
previamente en una mufla a 500°C por 6 h para evitar posibles interferencias con
impurezas, ademas los filtros se pesan antes y después del muestreo. Una vez colectadas las
particulas para el analisis de INPs y cromatografia de intercambio ionico (Figura 19c), los
filtros y sustratos se almacenan en cajas Petri, se etiquetan, se sellan con parafilm y se

guardan en un refrigerador a 4°C hasta su analisis.

2.6.4. Determinacidon de iones en aguas ocednicas: Cromatografia ionica

La cromatografia idnica (IC, por sus siglas en inglés) es una técnica cromatografica

utilizada para separacion y determinacion de pequefias moléculas con carga (cationes y
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aniones) que se basan en el uso de las resinas de intercambio idnico. El principio fisico de
la IC se basa en las interacciones iénicas (o electrostaticas) de los analitos ionicos y los
iones presentes en la fase estacionaria y mévil. Mientras que para la separacion de cationes
se utiliza una resina ionica con grupos funcionales cargados negativamente o grupos acidos
como &cidos sulfonicos, para la separacion de aniones la resina posee grupos cargados
positivamente o grupos basicos como las aminas cuaternarias (Skoog et al., 2005). Los
detectores de conductividad eléctrica son usados como sistema de deteccion en la IC. Las
ventajas de estos detectores es que son sensibles, universales para cualquier especie
cargada, economicos, de larga duracion y responden a los cambios de concentracion de los
iones. Sin embargo, una de las limitaciones después del proceso de elucion, es que la sefial
de la conductividad de los componentes de la fase movil tiende a enmascarar la sefial de los

iones y, por lo tanto, se reduce su sensibilidad (Skoog et al., 2005).

Para solucionar el problema anterior, se optd por el uso de supresores. El supresor consiste
de una columna rellena con una segunda resina de intercambio iénico, la cual convierte los
iones del disolvente en especies moleculares poco ionizables, sin alterar los iones del

analito. El supresor se localiza después de la columna de separacion (Skoog et al., 2005).

En la Figura 20 se muestran los principales componentes de un cromatografo de
intercambio iénico. El equipo consta de un sistema de suministro de eluyente, una valvula
de inyeccion de la muestra, una columna de alta presién (en donde se encuentra la fase
estacionaria), un supresor, un detector y un ordenador, el cual controla el equipo y permite

visualizar los datos (ThermoScientific, 2005).

66



6. Andlisis de datos
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Figura 20. Componentes de un cromatografo de intercambio i6nico. Adaptada de ThermoScientific
(2005).

El andlisis de intercambio iénico se llevd a cabo en el laboratorio de Aerosoles
Atmosféricos del Instituto de Ciencias de la Atmdsfera y Cambio Climéatico, UNAM. Lo
primero que se realiz6 fue la extraccion de las muestras (Figura 21 a, b y c). Para esto se
cortaron los filtros de aluminio en cuatro partes, se agregé 10 mL de agua desionizada en
frascos nalgene de poliuretano y se sometié a un bafio ultrasonico (Branson, modelo 3510)
durante 1 h a 47°C, permitiendo la desorcién y fragmentacion de las particulas.
Posteriormente, los frascos se colocaron en un agitador mecéanico (agitador orbital GFL,
modelo 3005) por 6 h a 350 rpm. Las muestras fueron filtradas con la ayuda de acrodiscos
para cromatografia ionica de 25 mm de didmetro con tamafio de poro de 0.2 um (Pall
Corporation), esto con el fin de evitar obstrucciones en el sistema del cromatégrafo. Por
ultimo, el filtrado se almacena a -4°C (Chow & Watson 1999).
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Figura 21. Cromatografia de intercambio i6nico: (a) proceso de sonicacion, (b) agitacion, (c) filtrado
con acrodiscos, (d) imagen del cromatégrafo de intercambio i6nico modelo 1CS-1500y (e) parte interna
del cromatégrafo (Cortesia de Isabel Marquez y Montserrat Silva).

Las condiciones cromatograficas para la separacion de iones presentes en el aerosol muestreado

desde el UNAM-MARAT se reportan en la Tabla 4.

La identificacion y cuantificacion de aniones (CI-, NOs’, Br', SO4*, PO4*) y cationes (Na*,
Mg?*, Ca®*, NH4", K*) se llevo a cabo en un cromatografo modelo 1CS-1500, en el cual la
composicion y las concentraciones del eluyente permanecen constantes durante todo el
tiempo de corrida (método isocratico). Una bomba mantiene el flujo de la fase movil
constante a través de toda la columna. La muestra es colocada en la valvula de 6 pasos, la
cual es un arreglo de acero inoxidable con 6 orientaciones y permite la conexion del
sistema de flujo. La vélvula tiene un loop o rizo que determina el volumen de inyeccién

total de manera automatica (Figura 20).
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Tabla 4. Condiciones cromatograficas para analizar aniones y cationes.

Aniones

Cationes

Columna

Dionex lonPac AS23

Dionex lonPac CS12A

(4 x 250 mm) (4 x 250 mm)
Pre-columna Dionex lonPac AG23 Dionex lonPac CG12A
(4 x 50 mm) (4 x 50 mm)
Anion self-regenerating Cation self-regenerating
Supresor . neutralizer 300
neutralizer 300 (CSRS 300, 4 mm)
(ASRS 300, 4 mm) ’
Solucién de Solucion de acido
Fase movil carbonato/bicarbonato de sodio metanosulfonico (CH4SO3)
(0.8 mM) (20 mM)
Método Isocratico Isocratico
Flujo 1 mL min’? 1 mL min'?
Temperatura 30°C 30°C
Deteccién Celda de conductividad eléctrica | Celda de conductividad eléctrica
a 40 mA a 50 mA
Volumen de 500 pl 500 L
inyeccion
Dionex Seven Anion Standard Il | Dionex Six Cation Standard 11
([NaF] 20 mg/L, [NaCl] 100 ([LiCI] 50 mg/L, [NaCl] 200
Estandar mg/L, [NaNO2] 100 mg/L, mg/L, [NH4CI] 250 mg/L, [KCI]
[NaBr] 100 mg/L, [NaNOz] 100 | 500 mg/L, [MgCl2] 250 mg/L,
mg/L, [K3PO4] 200 mg/L, [CaCl,] 500 mg/L)
[Na2SO4] 100 mg/L)
Presion 1120 psi 1046 psi

69




Posteriormente, el eluyente con la muestra pasa a través de una pre-columna con el fin de
evitar el paso de impurezas y alargar el tiempo de vida de la columna. Luego entra a la
columna cromatografica donde ocurre el proceso de separacion. Debido a que algunos
iones poseen mas afinidad por la fase estacionaria son fuertemente retenidos y se mueven
de manera lenta con la fase movil y a su vez los que son débilmente unidos a la fase
estacionaria, se mueven mas rapido y gracias a esta diferencia de movilidad, los iones son
separados. Despueés de que el eluyente y la muestra abandonan la columna, pasan a través
de un supresor el cual tiene la funcion de mejorar selectivamente la deteccion de iones dado

que se encarga de suprimir la conductividad del eluyente (ThermoScientific, 2005).

La identificacion y cuantificacion ocurre en el detector, el cual posee una celda de flujo de
conductividad que tiene dos electrodos en acero inoxidable 316. Los electrodos miden la
diferencia del potencial cuando los iones pasan a través de la celda y la conductividad
eléctrica es calculada a partir de esta medida. La sefial en un tiempo de retencién
determinado que corresponden a un analito especifico y el area bajo la curva de los picos
corresponde a una medida cuantitativa del respectivo ion (ThermoScientific, 2005). Estos
datos son presentados en un cromatograma que es un grafico que muestra las sefiales en

funcién del tiempo de retencion.

Los datos son recolectados y analizados con el software Chromeleon y las unidades son
reportadas en microsiemens por minuto (US min™). Sin embargo, la concentracion de cada
ion en este estudio es reportada en pg m=. Para calcular las concentraciones de cada ion
presente en las muestras colectadas se utiliza la ecuacion de la recta obtenida de la curva de
calibracién. El valor obtenido se multiplica por el volumen de agua destilada usada para la
extraccion (i.e., 10 mL) y posteriormente se divide entre el flujo del MOUDI vy el tiempo

que tardo en colectarse las muestras con el impactador.

La calibracion del equipo se realizé con soluciones estandares certificadas (Dionex Seven
Anion Standard Il y Dionex Six Cation Standard Il para aniones Yy cationes,
respectivamente). Se utilizaron 9 soluciones estandares con concentraciones de 0.025, 0.05,

0.1,0.2,0.5,1, 2, 4y 8 mg L para ambos tipos de iones.
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2.6.5. Analisis de las habilidades nucleadoras de hielo: UNAM-DFA y UNAM-DFT

Los instrumentos para evaluar las habilidades nucleadoras de hielo de las diferentes
muestras por nucleacion heterogénea, via inmersion, fueron construidos en el grupo
Interaccion Micro y Mesoescala del Instituto de Ciencias de la Atmosfera y Cambio
Climatico — UNAM. Ambos equipos simulan la formacion de particulas de hielo bajo
condiciones similares a las encontradas en la atmdsfera, pero en un ambiente controlado en
el laboratorio. El propdsito de estas técnicas es encontrar un patron de comportamiento de
congelacion de las diferentes muestras en funcion de la temperatura. Por lo tanto, la primera
aproximacion es encontrar la fraccion congelada (ff, por sus siglas en inglés) en intervalos
de 0.5°C desde 0°C hasta -40°C. La ff indica el nimero de gotas congeladas a una
temperatura especifica (Nr) sobre el total de las gotas de cada experimento (N) y se calcul6
con la Ecuacion 7.

_ N

ff=5

(7)

La ff es dtil para una identificacion cualitativa de la eficiencia de nucleacién de hielo de
diferentes muestras. Entre méas cerca de 0°C se encuentren las curvas, estas se consideran
mas eficientes. Para presentar la eficiencia de manera cuantitativa se usan variables como la
temperatura inicial de congelamiento (To), que corresponde a la temperatura a la cual se
congela la primera gota en una muestra y la temperatura media de congelamiento (Txso),

que es la temperatura a la cual el 50% de las gotas han congelado (Kanji et al., 2017).
UNAM-DFA

El UNAM-DFA se us6 para evaluar muestras que se encuentran en una matriz liquida, que
en este estudio corresponden a las muestras de agua de mar y de los microorganismos. El
UNAM-DFA consta de tres partes, (i) Sistema de iluminacion y video (ldmpara y
videocamaras), (ii) Sistema mecanico (soporte de acero inoxidable y placas de ELISA), y
(iii) Sistema de enfriamiento (bafio termostatico LAUDA Mod. ECO RE1050, Ladino et
al., 2022).

La muestra se deja descongelar a temperatura ambiente y se agita manualmente.

Posteriormente se colocan 50 uL de la muestra a analizar en cada uno de los 96 pozos de la
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placa de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) con una micropipeta de ocho
canales (Eppendorf 300). En el DFA se asume que cada pozo corresponde a una gota de
nube. Luego la placa se sella con una lamina transparente para evitar contaminacion de la
muestra con el aire ambiente y se procede a colocar la placa en un soporte de acero

inoxidable (Figura 22).

A continuacion, se introduce parcialmente la placa junto con el soporte metélico en un bafio
termostatico de circulacion (intervalo de temperatura de funcionamiento entre -50 y -
200°C) de tal manera que el liquido refrigerante (polidimetilsiloxano, KRYO 51) cubra el
volumen de muestra usado. El ajuste del nivel del liquido se realiza por medio de los
tornillos que posee el soporte metalico. Debido a la bomba de circulacién interna del
termostato, la temperatura se mantiene homogeénea en toda la tina del bafio (Figura 22).

Por dltimo, se programa una rampa de temperatura desde 0 a -40°C en 20 minutos y se
graba el procedimiento con una cAmara localizada en la parte superior del soporte metalico
para su posterior anlisis. Con la ayuda de los videos y las temperaturas reportadas por el
equipo se determina la temperatura exacta a la cual se congela cada pozo o gota de nube.
Este cambio de liquido a solido puede ser evidenciado gracias a la ayuda de una lampara
LED que esta sumergida en el fondo de la tina del bafio termostatico. Cuando las gotas
estan liquidas son brillantes y una vez se congelan se observan opacas. La concentracion de
INPs (Cinp(T)) con el UNAM-DFA es calculada por medio de la Ecuacion 8

—1In (Fuf)
Vdrop

Cinp (T) = (8)

donde, Fur es la fraccion de gotas sin congelar a una temperatura dada T (°C) y el Varop (L)

corresponde al volumen de la gota usada en la placa de ELISA (50 pL).
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Figura 22. Esquema del procedimiento para el andlisis de habilidades nucleadoras de hielo

de diferentes muestras con el UNAM-DFA. (Creada con BioRender)

UNAM-DFT

El disefio del DFT se baso en el estudio realizado por Mason et al. (2015). En la Figura 23a
se presenta el arreglo experimental del UNAM-DFT y como se mencion6 anteriormente, la
intencion es reproducir el modo de inmersion para analizar si las particulas de aerosol
marino generadas en el UNAM-MARAT pueden comportarse como INPs (Cérdoba et al.,
2021).

Descripcion del equipo UNAM-DFT

Las particulas de aerosol impactadas en los sustratos de vidrio se colocan en la parte
inferior de la celda fria (fabricado en acero inoxidable, 4.0 cm x 4.0 cm x 1.5 cm),
previamente limpiada con etanol (Figura 23b). La celda se cierra herméticamente con
tornillos y un vidrio circular en la parte superior para aislar el sistema. Posteriormente
(Figura 23c) la celda fria se coloca sobre un bloque caliente (fabricado en cobre, 4.0 cm X
4.0 cm x 1.0 cm) que tiene en la parte posterior dos resistencias de 100 W y 120 V las
cuales regulan su temperatura a través de un controlador via termocupla. El bloque de cobre

calienta el sistema para que la celda fria tenga una temperatura de 0°C y asi poder formar
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las gotas sobre las particulas de aerosol. El blogue caliente se encuentra sobre un bloque
frio (fabricado en acero inoxidable, 4.0 cm x 4.0 cm x 2.0 cm), el cual tiene como funcion
permitir la recirculacion del liquido refrigerante (polidimetilsiloxano, Kryo 95)
manteniendo una temperatura constante (~ -80°C). Estos dos bloques y la celda fria (area
de estudio) son fijados con cuatro tornillos esquineros y se encuentran acoplados a un

microscopio Optico Axiolab (Axiolab Zeiss, Alemania) con un objetivo de 5x/0.12.

-\ — i
11| Microscopio éptico ’
Formacion |
de gotas | . g D Chiller
i

( b) Area de vista del microscopio
(1.2 mm?)
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hiamedo y seco
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Orificios para

atornillar con las

etapas frias y
calientes
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Tornillo para
aislar la celda

Figura 23. (a) Arreglo experimental del UNAM-DFT, (b) celda fria y (c) ampliacion del area de estudio
(adaptada de Cordoba et al., 2021).

Para obtener las temperaturas bajo cero se usé un bafio termostatico (LAUDA, PRO-

RP1090), el cual con la ayuda de una bomba interna, permite el transporte del

polidimetilsiloxano a través de las mangueras de circulacion.

Para formar las gotas liquidas sobre las particulas de aerosol se necesitd de un sistema de

aire humedo y seco. Como se muestra en la Figura 24, el nitrogeno gaseoso (grado 4.8,

INFRA) pasa a través de un burbujeador el cual tiene agua pura (LAL reagent water,
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Associates of Cape Cod, Inc.) generando vapor de agua que se condensa sobre las
particulas de aerosol formando las gotas. El aire seco consiste en hacer circular inicamente
nitrogeno. El aire humedo/seco fluye a través de un sistema de tuberias en acero inoxidable
(Swagelok) y su flujo es controlado por siete valvulas Swagelok. Cada experimento se
grabé con una camara acoplada al microscopio (MC500-W, JVLAB). Los datos de
temperatura a la cual las gotas congelan fueron almacenados en un dispositivo de
adquisicién de datos (RS485, NOVUS), el cual estaba conectado a un sensor de
temperatura RTD (resistance temperature detector, 0.1°C de precision) que estaba

introducido en medio de la celda fria (Figura 23c).
Descripcion de un experimento de nucleacion de hielo

Para llevar a cabo un experimento, la celda fria debe encontrarse a una temperatura de 0°C
y se deja circular aire humedo induciendo la formacién y crecimiento de gotas liquidas
sobre las particulas de aerosol. El flujo de aire himedo se detiene una vez que las gotas
alcanzan un didmetro de alrededor de 170 um (promedio) y se deja circular el aire seco con
el objetivo de reducir un poco el tamarfio de las gotas y evitar el congelamiento por contacto
entre ellas, dado que se busca estudiar el mecanismo de inmersion y no el de contacto.
Cuando la separacion entre las gotas es evidente, se impide la circulacion de aire
hamedo/seco y se procede a aislar el sistema cerrando las valvulas localizadas en ambos
costados de la celda fria. Por ultimo, para simular el cambio de temperatura que
experimenta una particula de aerosol mientras asciende en la atmosfera, se disminuye la
temperatura desde 0°C hasta -40°C con una tasa de enfriamiento de 10°C min. Durante
esta rampa de temperatura las gotas se congelan por accion de las particulas de aerosol que
estan inmersas en ellas. Posteriormente, se realiza un analisis de los videos para determinar
la temperatura a la cual las gotas congelaron y se procede a realizar las curvas de fraccion

congelada y las concentraciones de INPs.
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Figura 24. Esquema del sistema de aire hiimedo y seco (creado con BioRender).

La concentracion de INPs a una temperatura dada (Cine(T)) es calculada usando la

Ecuacién (9).

Ny (T)\ (Ageposic
r )( T )'No-fne-fnu, 0.25—0.10mm-fnu, 1mm (9)

C T = —I1
e (T) n< Ny AperV

donde Ny(T) corresponde al nimero de gotas sin congelar a una temperatura T (°C), No s
el nimero total de gotas (adimensional), Adeposit €S €l area total de las particulas de aerosol
depositadas en el sustrato de vidrio (cm?), Aper es el area de la muestra analizada por el
DFT (cm?), V es el volumen de aire que pasa a través del MOUDI (L), fre corresponde al
factor de correccion para la incertidumbre asociada con el nimero de eventos de nucleacién
en cada experimento (adimensional) y fnu es el factor de correccion debido al cambio de la
concentracion de particulas en cada etapa del MOUDI (adimensional). Cabe mencionar que
la Ecuacion 9 considera la posibilidad que en una gota estén presentes multiples particulas
(Vali, 1971).

La densidad de sitios activos de hielo (ns) es una variable mas robusta, la cual representa el

namero de sitios responsables de la nucleacién de hielo por el area de la superficie del INP
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(Vali et al., 2015). Para calcular la ns se siguio la metodologia reportada en Cordoba et al.
(2021) y en el estudio de Si et al. (2018). Primero se calculd la densidad de la particula

(pp,rH) €N funcion de la humedad relativa (RH) con la Ecuacién 10.

1
Pp,RH = Pw + (pp,dry - pw) g? (10)

donde pw es la densidad del agua y pp,ary €s la densidad de las particulas secas, en este caso
se tomd el valor de 1.87 g cm™ para el aerosol marino (Si et al., 2018). El factor de
higroscopicidad (gf) fue obtenido de Ming & Russell (2001) asumiendo una RH de 95%.

Posteriormente, se calculd el factor x con la Ecuacién 11, donde x’ es el factor dinamico de

forma para particulas no esféricas y po es la densidad unitaria 1 g cm™=.

X=gf 2R (11
f 7o, (D

Por ultimo, la ns se calcul6 con la Ecuacion 12. Cine(T) corresponde a la concentracion de
INP para cada temperatura (i.e., -20, -25 y -30°C) de cada muestra. El area de superficie
total (Stot,ae,rH) fue calculada a partir del diametro aerodindmico de una particula a una RH,
Niwot €s el nimero total de particulas de aerosol. El didmetro de cada canal del LasAir es
representado por Dgeo,ary (Tabla 6). Es importante sefialar que solo se usaron los canales del
1 al 4 del LasAir, dado que coinciden con el tamafio de particulas colectadas con las etapas
2 a 7 del MOUDIL.

_ Cwp(T) Cinp(T)

- = (12)
Stot,ae,RH T[XZD?geo,dryNtot

Ny
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Tabla 5. Canales del LasAir y diametros usados para el calculo de ns con su correspondiente area de

superficie.
Canal del Rango de Etapas del MOUDI Dgeo dry D?geo.dry
LasAir diametro (um) (um) (um) (cm?)
D1 0.30-0.50 7 (0.32 - 0.56) 0.40 1.60 x 10
D2 0.50 - 1.00 6 (0.56 - 1.00) 0.75 5.62 x 107
D3 1.00 -5.00 3+4+5 (1.00 - 5.60) 3.00 8.99 x 10°®
D4 5.00 - 10.00 2 (5.60 - 10.00) 7.50 5.62 x 10”7

Correlaciones

Se calcularon correlaciones de Spearman en Matlab entre los valores de Tso con variables
como temperatura de agua de mar, salinidad de agua, concentracion de clorofila y
concentracion de nutrientes y abundancia de fitoplancton. Los valores p fueron calculados

con un nivel de confianza p < 0.05.
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I11. Resultados y discusion

Dado que la principal intencidn de este trabajo de investigacion es entender la capacidad
para actuar como INP que tienen las particulas de aerosol emitidas desde el mar en las
costas mexicanas el desarrollo del proyecto doctoral se dividio en tres partes:

a) Evaluacion de las habilidades nucleadoras de hielo de las aguas profundas (entre 3 'y
500 m) de la Costa Pacifica mexicana.

b) Determinacion de las capacidades para actuar como INPs de diferentes
microorganismos (bacterias, hongos y fitoplancton) maritimos y continentales
colectados en México.

c) Evaluacion de las capacidades del aerosol marino generado en el laboratorio para actuar

como INP.

Si bien estos tres subproyectos se evaluaron individualmente, al final se complementan

entre ellos robusteciendo los alcances del proyecto doctoral.

3.1. Evaluacion de las habilidades nucleadoras de hielo en aguas profundas (entre

3y 500 m) de la Costa Pacifica mexicana

Las curvas de fraccién congelada en funcion de la temperatura de las aguas de mar
colectadas a diferentes profundidades en el GoC y de la WBCP por el mecanismo de
inmersion se muestran en la Figura 25a y b, respectivamente. A los resultados obtenidos se
les aplico la correccion del punto de congelacién debido a la salinidad de las muestras. Las
muestras del GoC y WBCP mostraron capacidad para nuclear hielo desde -14°C hasta -
36°C, excepto una curva del GoC que empez6 a nuclear desde -10°C. Se observé que las
muestras colectadas a 500 m de profundidad estan ubicadas a temperaturas muy bajas
indicando baja eficiencia. Las curvas obtenidas para los intervalos de 3-7 m y 10-72 m de
profundidad, no se observa una diferencia clara en cuanto a la eficiencia entre ellas. La
curva homogénea corresponde a una muestra de agua destilada para microbiologia (LAL
reagent water, Associates of Cape Cod, Inc), la cual tiene un contenido muy bajo de
impurezas (< 1.6 pg/mL de glucano) y por lo tanto se sitGa a temperaturas de nucleacion
muy bajas. Las muestras de agua de mar analizadas se ubican hacia la derecha de la curva

homogénea indicando que las muestras de agua de mar poseian material que nucleaba hielo,
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aunque en algunos casos este material pudo ser escaso, y por lo tanto, algunas curvas se

encuentran muy cercanas a la curva homogénea.

3.1.1. Eficiencia de las muestras de agua analizadas.

Se encontrd que las To son relativamente comparables, dado que las To para el GoC estan
entre -10°C y -22°C (Figura 25a) y el intervalo de To para el WBCP se encuentran entre -
14.5°C y -23°C (Figura 24b). Se evidencia que las muestras colectadas entre 3-7 m y 10-72
m de profundidad son comparables, pero las muestras colectadas a 500 m de profundidad
fueron las mas ineficientes dado que los valores de To encontrados estan mas alejadas de
los 0°C.
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Figura 25. Curvas de fraccion congelada en funcion de la temperatura para las muestras recolectadas
en (a) GoCy (b) WBCP. Cada curva corresponde a un promedio de tres experimentos para cada punto
de muestreo con su correspondiente incertidumbre. Los diferentes colores muestran las profundidades
de las muestras colectadas. La curva en color negro representa la curva de nucleacion homogénea, una

muestra de agua pura que se asume gue No posee impurezas.

Los intervalos de To en latitudes altas y en los tropicos es muy amplio (Tabla 6) y los datos

de To encontrados en este estudio son consistentes con los de la literatura. Estos datos
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muestran que hubo diversidad de material nucleante de hielo y no se puede atribuir a una
sola clase de particulas. Al ser el océano tan dindmico las condiciones (disponibilidad de
nutrientes, masas de agua, afloramientos de fitoplancton) van a estar en constante cambio y
habra ocasiones en que los INP presentes en estas aguas sean mas eficientes que en otra
temporada. Sin embargo, esta variabilidad es buena dado que muestra que, aungque no
hayan INPs eficientes, siempre habra particulas que puedan comportarse como INP e

influenciar en la formacion de nubes que contienen hielo.

Tabla 6. Intervalos de TO de diferentes estudios de muestras de agua de mar.

Referencia Lugar Intervalo de To

Cuenca de Bedford, VVancouver,

Schnell & Vali, (1975) Nassau, Bahamas y Huntington -35°Ca-26°C
California

Schnell, (1977) Nova Scotia, Canada -4°Ca-24°C
Atléantico Norte -14°Ca-29°C

Wilson et al. (2015)
Océano Artico -7°Ca-32°C
Irish et al. (2019) Océano Artico -7°Ca-33°C
Gong et al. (2020) San Vicente Island, Cabo Verde -7°Ca-28°C
Ladino et al. (2022) GoM -15°Cy-35°C

Hay que tener en cuenta que todos los estudios mencionados previamente (tabla 6)
corresponden a muestras que fueron colectadas en la SML y a maximo 2 m de profundidad,
donde se acumula material organico para ser potenciales INP. Los resultados encontrados
en este estudio evidencian que, aunque no son tan eficientes, se encuentran en este rango

demostrando que este material nucleante puede estar disperso a grandes profundidades.
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Otra razon para explicar estas diferencias es que en la metodologia usada para el anélisis de
las habilidades nucleadoras de hielo utilizaron volimenes de muestra menores (i.e., 0.6 0 1
uL) que el volumen que se utilizo en el presente estudio (i.e., 50 puL), excepto Ladino et al.
(2022) quienes usaron el mismo volumen. Ademas, cabe mencionar que este es el primer

estudio en reportar las habilidades nucleadoras de hielo de aguas tan profundas.

En cuanto a las Tso, los resultados obtenidos exhibieron una menor variabilidad que los
valores de To, es decir, el rango de Tso observado de las muestras del GoC fue de 9°C
mientras que el de las muestras de WBCP fue de 11°C. Aunque se encontro un Tsp>—28°C
para la mayoria de que fueron colectadas entre 3 my 72 m de profundidad (Anexos - Tabla
Al), es evidente que no hay una diferencia marcada entre los valores de Tso y la
profundidad (Anexos - Figura A). Si bien las aguas profundas no muestran gran eficiencia
al nuclear hielo como las superficiales, con este estudio se demostrdé que puede existir
material activo disperso con la capacidad de nuclear hielo y puede ser de gran importancia
en la formacion de MFC debido a la dindmica oceénica. Los resultados obtenidos
confirman las observaciones realizadas por Alpert et al. (2022), quienes determinaron que
exudados de fitoplancton son responsables de la actividad de nucleacién de hielo en las
particulas de aerosol marino. Los exudados o INAs como los llamaron Alpert et al. (2022),
son una mezcla compleja de material proteinaceo y polisacérido con funcionalidades

carboxilicas y que pueden estar dispersos en la columna de agua de ambientes marinos.

3.1.2. Concentracion de INPs en aguas profundas.

Se encontr6 que las concentraciones de INPs varian entre 2 x 102 Lty 9 x 10* L™ en un
rango temperatura de congelamiento entre -10°C y -36°C para el GoC y para la WBCP
(Figura 26). Ademas, las concentraciones de aguas superficiales (entre 0.2 y 2 m de
profundidad) reportadas por Wilson et al. (2015), Irish et al. (2017) y Ladino et al. (2022)

son presentadas en la Figura 25.
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Figura 26. Concentracidn de INPs en funcion de la temperatura para las muestras de WBCP (cuadros
azules) y GoC (circulos rojos).

Las concentraciones de INPs encontradas para las aguas profundas de la costa pacifica

mexicana fueron mas bajas que las reportadas para latitudes altas como lo reportan Wilson

et al. (2015) y Irish et al. (2017, 2019), pero son comparables a las encontradas en el GoM

(Ladino et al., 2022).

Adicionalmente, la concentracion de INP marinos modelados por Wilson et al. (2015) estan
en concordancia con los resultados encontrados en el presente estudio. Los autores
reportaron que las concentraciones de INPs activos a -20°C (congelamiento por inmersién)
es mas bajo en los tropicos (incluyendo las costas mexicanas) en comparacion a latitudes
medias y altas. La concentracion de INPs se asocia con la materia organica, la cual esta
relacionada con eventos de afloramientos de fitoplancton y esto puede ser una de las
razones de las bajas concentraciones de INPs. Es interesante notar que las concentraciones
encontradas en este estudio son comparables a las muestras de SML del GoM, indicando
que material activo puede ser encontrado incluso a 500 m de profundidad. Se realizaron
distribuciones espaciales de concentraciones de INPs a los diferentes rangos de

profundidad, pero no se observ6 una tendencia clara (Anexos - Figura B).

3.1.3. Variables ambientales vs. Tso

Con el fin de identificar los factores que pudieron afectar las habilidades nucleadoras de
hielo de las aguas colectadas en los dos cruceros, se analizaron otros datos recolectados
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como la temperatura del agua y salinidad debido a que estas variables pueden influenciar en
los afloramientos de fitoplancton y clorofila-a (Chl-a) como indicadora de la presencia
afloramientos. Los cambios de estas variables respecto a la profundidad y los sitios de
muestreo son presentados en anexos (Figuras C y D). Como era de esperar, las
temperaturas del agua de mar mas altas fueron las superficiales (30.2°C para el GoC y
27.2°C para WBCP) y las més bajas fueron las aguas profundas (7.4°C y 6.2°C para el GoC
y WBCP, respectivamente). En contraste con el perfil de la temperatura del agua de mar, la
salinidad no mostr6 un cambio relevante, dado que sus valores mostraron una variabilidad
entre 34 y 35 unidades practicas de salinidad (PSU). Temperaturas similares a las
encontradas en los dos cruceros han sido observadas por Contreras et al. (2012), Sanchez-
Velasco et al. (2013) y Coria-Monter et al. (2018) en el sur del GoC (SGC) y por Etnoyer et
al. (2006) y Aceves et al. (2019) en la Peninsula de California.

Por otra parte, la concentracion de Chl-a fue mas baja en las muestras colectadas entre 3y 7
m, que en las muestras colectadas entre 10 - 72 m de profundidad (Anexos-Figuras C y D)
en ambos sitios de muestreo. En la mayoria de muestras colectadas entre 3y 7 m, la
concentracion de Chl-a estuvo por debajo de 1.0 mg m, mientras que para las muestras
colectadas entre 10 y 72 m de profundidad, el rango de Chl-a estuvo entre 0.36 y 3.98 mg
m=. La concentracion de Chl-a en las muestras mas profundas (500 m de profundidad)
estuvo por debajo de 0.05 mg m=.

Los valores de concentracion de Chl-a observados en el GoC son comparables a aquellos
reportados por Monreal et al. (2001), Hidalgo & Alvarez (2004), Contreras et al. (2012) y
Sanchez-Velasco et al. (2013) en el SGC y la zona de entrada del GoC a profundidades
entre 0 my 70 m. La diferencia en las concentraciones de Chl-a entre los dos conjuntos de
muestras (i.e. muestras colectadas entre 3 - 7 my 10 - 72 m de profundidad) pueda deberse
probablemente a la estratificacion del agua causando una barrera que impide la llegada de
los nutrientes hacia la superficie, lo cual limita el desarrollo de la actividad primaria entre 3
y 7 m de profundidad. Sin embargo, en este estudio no se determin0 si se presento tal

estratificacion.

Se encontrd que las concentraciones de Chl-a para las muestras colectadas entre 10y 72 m

de profundidad en el GoC son més bajas que las de la WBCP, ya que como se menciono en

84



la Seccidn 2.1, en el GoC existe una convergencia de masas de agua. El forzamiento del
Océano Pacifico tiene como consecuencia bajas concentraciones de nutrientes, baja
salinidad y altas temperaturas al sur del GoC ocasionando que sea una zona oligotrofica y
por lo tanto, una zona de baja productividad primaria (Alvarez & Lara, 1991). Espinosa &
Valdez, (2007) determin6 que estas bajas concentraciones de Chl-a en el sur del GoC eran

debidas a la alta dinamica fisica del sistema producida por los vientos.

Finalmente, los valores obtenidos de Tso fueron correlacionados con la temperatura del
agua de mar, la salinidad y Chl-a. Sin embargo, los coeficientes de correlacion de
Spearman obtenidos no fueron estadisticamente significativos (Tabla 7), indicando que
ninguno de ellos es responsable de las tendencias de nucleacion de hielo observados. Si
bien las variables (Tw, Sw y Chl-a) nos muestran los cambios que estan experimentando las
masas de agua de agua en estas zonas de estudio, estas variables no son las adecuadas para
explicar el comportamiento que tiene el material disuelto para comportarse como INPs.

Tabla 7. Correlaciones de Spearman entre valores Tso y variables ambientales, concentracioén de

nutrientes y abundancia fitoplancténica. Los valores p fueron calculados para un nivel de confianza del
95% (p < 0.05).

Tso GoM Ts0 WBCP
3-7m 10-72m 3-7m 10-72m
Variables
. p Valor-p p Valor-p p Valor-p p Valor-p
ambientales

Tw 0.35 0.13 0.15 0.53 -0.11 0.63 0.40 0.08

Sw -0.38 0.10 0.11 0.65 0.05 0.84 0.38 0.10
Chl-a -0.30 0.19 0.12 0.61 0.45 0.05 -0.02 0.92

Concentracion de
. p Valor-p p Valor-p P Valor-p P Valor-p
nutrientes

NH4* 0.19 0.45 0.07 0.79 -0.26 0.37 -0.12 0.68
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NOx 0.39 0.10 -0.01 0.95 0.31 0.28 -0.05 0.87

POs* 0.34 0.15 0.14 0.56 0.12 0.68 -0.07 0.81

SiO2 0.00 1.00 0.04 0.86 -0.07 0.98 -0.02 0.93

Abundancia de
. P Valor-p P Valor-p p Valor-p P Valor-p
fitoplancton

Diatomeas 0.00 0.99 0.18 0.51 0.07 0.76 -0.28 0.24

Dinoflagelados -0.20 0.44 -0.21 0.45 -0.04 0.86 -0.11 0.64

Otros -0.25 0.33 0.05 0.87 -0.08 0.75 -0.14 0.55

3.1.4. Concentracion de nutrientes vs. Tso

Un incremento de la concentracion de los nutrientes (NOyx, NH4*, POs*, SiO2) con la
profundidad fue evidente en ambas regiones de muestreo (Figura 27). Entre los 0.01 y 1000
m de profundidad el fosfato varia entre 0.01 y 3 uM, el nitrato varia entre 0.01 y 40 uM y
los silicatos se pueden encontrar en concentraciones entre 0 y 100 uM de acuerdo a sus
perfiles verticales en la columna de agua (Brown et al., 1995). Comportamientos similares
fueron reportados por Jiménez-Quiroz et al. (2019) para nitrato, fosfato y silicatos en la
Bahia Magdalena (Baja California Sur) y por Gonzales et al. (2020) para nitrito y silicatos a
10 km de la Bahia de Todos Santos (Baja California Norte). Zaytsev et al. (2003) también
observaron un incremento en los nutrientes con la profundidad en Punta Abreojos (WBCP)
y cerca de la zona de entrada del GoC (Bustos & Castro, 2006). Las concentraciones de
SiO2 maés altas fueron encontradas a la profundidad de 500 m (> 118 uM), seguidas de las
muestras colectadas en profundidades desde 3 m a 72 m, la cual vari6 entre 11.7 uM and 71

KM para ambos cruceros.

Las concentraciones de NOy variaron entre 4.9 uM 'y 28.4 uM para el GoC y entre 4.7 uM
y 40.4 uM para la WBCP. Las concentraciones de PO4* variaron desde 0.8 uM a 4.5 pM
para el GoC y desde 0.7 uM hasta 4.4 uM para la WBCP. Ademas de los nutrientes

86



analizados, el amonio mostré las méas bajas concentraciones (i.e., valores que fluctuaron
entre 0.10 uM y 2.4 uM para el GoC y entre 0.02 uM y 2.8 uM para la WBCP; Figura 27)
probablemente debido a al proceso de nitrificacion, donde bacterias oxidan el amonio a
nitrato. Las concentraciones de NOx™ reportadas para la WBCP en este estudio son similares
a aquellas reportadas por Gonzales et al. (2020) (i.e. < 23.8 uM para NOy); sin embargo,
las concentraciones de SiO- (varian entre 11.7 y 213 uM, en este estudio) son tres veces
mas altas a las reportadas por Gonzales et al. (2020) que fueron de 0.28 a 22.8 uM.

Wolf et al. (2020) reportaron que las concentraciones de NOs™ y PO4> oscilaban entre 0 pM
y 1.34 uM y entre 0.22 uM y 0.39 uM, respectivamente, para muestras de agua colectadas
entre 2 m y 5 m de profundidad en el Pacifico Norte Tropical Oriental (ETNP, por sus
siglas en inglés). Las concentraciones mencionadas anteriormente son mas bajas que las
reportadas en el presente trabajo, probablemente debido a las diferencias geograficas entre
las zonas de estudio lo cual hace que varien las fuentes y la cantidad de aportes
continentales. Mientras las muestras de Wolf et al. (2020) fueron colectadas en el océano
abierto, las muestras colectadas en este estudio son mas cercanas a la costa que es el lugar

para que se favorezcan las surgencias costeras.

Las altas concentraciones de nutrientes observadas en superficie suelen sugerir la existencia
de surgencias. De los resultados de los nutrientes encontrados en el GoC y WBCP se podria
inferir que si hubieron surgencias en ambos sitios de muestreo, ya que de acuerdo a
Cervantes et al. (1993), concentraciones por encima de 5.0 uM y 1.0 uM para NOs"y PO4%,
respectivamente, pueden ser considerados como un indice de surgencia. Finalmente, la
diferencia entre las concentraciones encontradas entre muestras colectadas entre 3 - 7 y 10-
72 m podrias deberse a la estratificacion de la columna o al consumo de nutrientes por parte
de microorganismos tales como el fitoplancton para su crecimiento (Gaxiola-Castro et al.,
1999).

Por otra parte, es notable la existencia de una alta eficiencia de nucleacion de hielo (en
términos de Tso) en las muestras colectadas entre 3 m y 7 m de profundidad, comparadas a
las muestras profundas. Por lo tanto, se puede asumir que la disminucién de nutrientes esta
relacionada con el desarrollo de las especies de fitoplancton las cuales pueden influir en la

presencia de INPs y, por lo tanto, en la eficiencia de nucleacion de hielo de las aguas
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colectadas. Sin embargo, los coeficientes de correlacion entre valores de Tso y las
concentraciones de nutrientes no fueron significativos (Tabla 7), quizé porque las particulas

de las muestras colectadas no tenian las propiedades adecuadas para actuar como eficientes

INP.
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Figura 27. Diagrama de cajas de la concentracion de nutrientes (NOx, NH4*, PO4%, SiO>) para el GoC
(paneles superiores) y de la WBCP (paneles inferiores) en funcién de los tres intervalos de recoleccién
de las muestras, de 3-7 m (rojo), 10 — 72 m (azul) y a los 500 m (magenta). En el GoC para las

concentraciones a 500 m solo se muestra una linea dado que solo se tuvo una muestra.

3.1.5.  Produccién primaria vs. Tso

El fitoplancton fue identificado y cuantificado para las muestras de agua colectadas a 3-7 m
y 10-72 m de profundidad. La Figura 27 muestra la abundancia de las diatomeas,
dinoflagelados y las especies como Raphydophyceae, Dyctyocha sp., Euglena sp. y
Mirionecta sp. fueron clasificadas en un grupo adicional llamado “otros”. Adicionalmente,
el promedio de Tso para cada estacion es mostrada en la misma figura. La abundancia total
de fitoplancton oscil6 entre 40 células L™ y 63717 células L para el GoC y entre 20
células L'ty 34105 células L™ para las muestras de la WBCP. Por tal motivo, se encontr6

gue la abundancia de células de fitoplancton era casi el doble en las muestras del GoC.

La comunidad de fitoplancton fue ampliamente dominada por diatomeas, seguida por

dinoflagelados en ambos sitios de muestreo (Figura 28). Observaciones similares son

88



reportadas por Gaxiola-Castro et al. (1999) en algunas partes del GoC y por Cervantes et al.
(2018) en la Bahia Magdalena en la WBCP. Las especies de diatomeas mas abundantes
fueron P. pseudodelicatissima, Cylindrotheca sp., Chaetoceros sp., Cerataulina sp.,
Thalassionema sp., y Chaetoceros sp. Por otra parte, los dinoflagelados méas abundantes
fueron Simbiodinium sp., Gyrodinium sp., Dino sp. 1, Gyrodinium sp., Scrippsiella sp., y
Lioma sp., como se resumen en la Tabla S4 de Cdrdoba et al. (2023). Aunque pareciera
existir una correlacion entre valores mas calidos de Tso y el incremento de algunas especies
de fitoplancton (Figura 28), al igual que con las variables ambientales y concentracién de
nutrientes, las correlaciones de Spearman no mostraron valores estadisticamente

significativos (Tabla 7).

Varios estudios han investigado el potencial que tienen las diatomeas para actuar como
INPs tales como la Thalassiosira pseudonana (Alpert et al., 2011; Knopf et al., 2011,
Wilson et al., 2015), la Skeletonema marinoi y Melosira arctica (Ickes et al., 2020), la
Nitzschia stellate y Berkeleya sp. (Xi et al., 2021) y la Fragilariopsis cylindrus (Eickhoff et
al., 2022). La Thalassiosira pseudonana, Skeletonema marinoi, y Melosira arctica han sido
reportadas que actGan como INPs entre -23.2°C y -33.2°C por el mecanismo de inmersion.
Similarmente, la temperatura de nucleacién de la diatomea Fragilariopsis cylindrus fue
reportada que oscilaba entre -31°C y -38°C y entre -14°C y -25°C para las diatomeas
Nitzschia stellate y Berkeleya sp. Adicionalmente, Wolf et al. (2020) enfatizaron en que las
habilidades nucleadoras de hielo de las particulas de aerosol estan fuertemente enlazadas
con la biogeoquimica del agua de mar, dado que las muestras de ETNP fueron mas
productivas que las que colectaron en Florida Strain. Sin embargo, las particulas de aerosol
generadas por Wolf et al. (2020) fueron a partir de muestras de SML y SSW donde el
material nucleante de hielo esta mas concentrado en comparacion a los andlisis realizados
con el presente estudio. Sus resultados junto con los encontrados en el presente estudio
sugieren que las particulas de aerosol marino generadas en el Océano Pacifico pueden
influenciar la formacion de MFC, y por lo tanto, afectar los patrones de precipitacion
regional. Si bien no fueron muy eficientes, se demostrd que hay presencia de material o

agentes nucleantes de hielo en el océano e incluso aguas muy profundas.
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Figura 28. Abundancia de fitoplancton parael GoCde3ma7m (aye)ydel0ma72m(byf)y
abundancia de fitoplancton parael WBCP de3ma7m (cyg)yde1l0ma 72 m(dy h). Las graficas de
pastel se refieren a la abundancia total de diatomeas, dinoflagelados y “otros (Dyctyocha, Euglena,

Mirionecta y Raphydophyceae)”.

3.2. Determinacién de las capacidades para actuar como INPs de diversos
microorganismos (bacterias, hongos y fitoplancton) maritimos y continentales

colectados en México.

En la Seccién 3.1 se reportaron las habilidades nucleadoras de hielo de muestras de agua
colectadas en las costas mexicanas del Océano Pacifico, encontrando que las particulas de
aerosol presentes en estas aguas tienen la capacidad de actuar como INPs. Adicionalmente,
se encontrd que es altamente probable que la actividad biolégica marina sea un factor

importante. Por lo tanto, en esta seccién se presentan los resultados de la evaluacion de las
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habilidades como nucleos de glaciacion de microorganismos individuales recurrentes en

aguas marinas tanto del Pacifico mexicano como del GoM.

3.2.1. Toy Tso de diferentes microorganismos bioldgicos.

Se evaluaron las habilidades nucleadoras de hielo de 32 especies de bacterias, 6 propagulos
de hongos y 18 especies de fitoplancton marino con el UNAM-DFA. Como se muestra en
las Figuras 29 y 30 y en la Tabla 8, hay una gran variabilidad en las temperaturas To de las
muestras evaluadas, las cuales oscilan entre -11.8°C y -34.3°C. De las 56 especies
evaluadas, solo 15 especies fueron capaces de iniciar la formacion de hielo por encima de -
21.5°C. Esto significa que solo algunas especies pueden ser consideradas como INPs
moderados. Sin embargo, basados en los valores To, la mayoria de ellos (73.2%) fueron
encontrados ser ineficientes en la formacion de hielo. Esto se encuentra en concordancia
con las observaciones realizadas por Kunert et al. (2019) quienes encontraron que solo el
11% de las 100 especies de Fusarium spp. evaluadas mostraron habilidades para nuclear la

formacion de hielo.

Las temperaturas To encontradas en las especies analizadas estan lejos de aquellas que han
sido clasificadas anteriormente como INPs biolégicos muy eficientes tales como la
Pseudomonas syringae (-2.0°C; Wex et al., 2015), Isaria farinosa (-4.0°C; Huffman et al.,
2013), Puccinia sp. (-4.0°C; Morris et al., 2013), Fusarium oxysporum (-3.6°C; Richard et
al. 1996), Fusarium acuminatum (-3.5°C; Kunert et al. 2019) y Erwinia herbicola (-2.3°C;
Lindow, 1978), entre otros. Cupriavidus pauculus fue identificada como una nueva especie
bacteriana con el potencial de actuar como INP con valores de To de -11.8°C.

Tabla 8. Lista de microorganismos, promedio de To, Tso con su correspondiente desviacion estandar. El

simbolo * y ** se refieren a microorganismos colectados en el Océano Pacifico cercano a Oaxaca y en el

centro del GoC, respectivamente.

Micr-gi)e'(g)]ssismo Familia Etiqueta (:Z) (itg) (Ig’) std (°C)
Kocuria palustris B1 -18.3 2.1 -29.0 1.7
Staphylococcus kloosii B2 -25.0 0.2 -33.9 1.2
Rhodococcus corynebacteroide B3 -15.2 1.0 -28.1 0.3
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BACTERIAS

BACTERIAS

Enterobacter soli B4 -25.0 1.9 -32.9 1.7
Paenibacillus dendritiformis B5 -19.3 14 -29.7 0.3
Sphingomonas mucosissima B6 -20.2 2.7 -23.4 0.4

Micrococcus luteus B7 -23.9 3.2 -31.2 0.8
Bacillus nealsonii B8 -24.2 2.3 -30.2 6.7
Vibrio alginolyticus B9 -23.9 2.3 -31.7 0.3
Microbacterium arborescens B10 -22.9 34 -29.1 25
Pantoea séptica B11 -21.2 5.2 -30.3 3.1
Staphylococcus hepdlensis B12 -25.4 2.0 -34.6 18
Bacillus aerius B13 -25.4 1.3 -33.9 15
Proteus mirabillis B14 -24.6 0.8 -34.2 0.9
Vibrio neocaledonicus B15 -23.9 3.9 -30.4 1.7
Bacillus oceanisediminis B16 -29.8 1.6 -33.9 0.3
Exiguobacterium aurantiacum B17 -25.2 1.0 -29.4 1.9
Kocuria polaris B18 -16.0 3.4 -26.8 14
Microbacterium esteraromaticum B19 -21.0 3.9 -32.4 2.1
Microbacterium paludicola B20 -26.4 4.8 -32.2 34
Pseudomonas stutzeri B21 -21.0 4.1 -314 1.9
Cupriavidus pauculus B22 -11.8 0.6 -17.3 0.8
Bacillus zhangzhouensis B23 -23.0 2.2 -33.1 0.5
Staphylococcus hominis B24 -22.3 0.3 -31.4 0.2
Bacillus pumilus B25 -25.0 2.1 -34.2 0.0
Bacillus megaterium B26 -17.7 7.9 -30.4 4.1
Bacillus niacini B27 -23.8 6.5 -335 2.9

Bacillus foraminis B28 -22.5 41 -325 11
Pseudomonas chengduensis B29 -21.6 5.1 -32.3 1.9
Acinetobacter haemoltyticus B30 -24.8 25 -33.3 0.4

Enterobacter cloacae B31 -26.0 1.0 -334 2.0
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Stenotrophomonas maltophilia B32 -34.3 15 -34.8 0.8

Cladosporium sp. F1 -21.8 2.3 -31.4 0.8

Aspergillus sp. F2 -29.0 1.9 -35.3 2.3
Penicillium sp.1 F3 -24.6 55 -33.9 4.9
HONGOS
Aspergillius flavus F4 -25.2 11 -34.3 2.3
Penicillium sp. 2 F5 -25.0 1.0 -33.1 2.0
Alternaria sp. F6 -23.1 2.6 -34.8 2.7
Grammatophora sp. P1 -25.0 4.3 -32.2 0.6
Odontella sp. P2 -27.3 2.0 -31.8 13
Cylindrotheca sp. P3 -26.3 0.3 -30.5 18
Nannochloropsis oculata* P4 -24.2 0.6 -31.8 1.3
Chaetoceros muelleri* P5 -26.3 43 -32.2 2.0
Isochrysis galbana P6 -28.2 3.8 -325 0.7
Tetraselnis suecica P7 -21.0 2.3 -29.3 0.3
Nannochloropsis oculata** P8 -24.3 3.2 -325 0.0
Chaetoceros muelleri** P9 -19.2 1.2 -26.7 0.6
FITOPLANCTON Thalassiosira pseudonana P10 -18.8 1.0 -26.2 0.8
Thalassiosira sp. P11 -19.3 0.6 -235 0.5
Pseudo-nitzschia sp. isolated PnSn P12 -25.0 2.8 -30.8 11
Pseudo-nitzschia sp.
P13 -24.0 21 -32.8 0.4
(aislado My6)

Lingulodinium sp. P14 -25.2 0.8 -31.8 13
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 294) P15 -25.5 1.4 -31.0 14
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 298) P16 -21.5 0.0 -21.8 0.4
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 301) P17 -25.3 0.4 -32.8 0.4

Phaeocystis sp. P18 -16.0 0.9 -195 0.0
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Las curvas de ff (Figura 29) mostraron que la mayoria de las curvas se encuentran mas
cercanas a las curvas de congelamiento homogéneo (linea negra), lo que significa que son
microorganismos ineficientes como INPs. Ademas, la pendiente de las curvas de activacion
(Figura 28), confirman que la habilidad para nuclear hielo no solo esta relacionada a la To.
Esta claro que la mayoria de microorganismos estudiados no se pueden considerar como
excelentes INPs dado que al observar la curva de ff, ninguno alcanza valores de To > -10°C.
Solo un ndmero muy reducido de especies (Cupriavidus pauculus, Sphingomonas
mucosissima, Phaeocystis sp. y Thalassiosira sp.) mostraron una pendiente pronunciada, lo
que se traduce que en esos casos la mayoria de las 96 gotas en la placa de ELISA contenian
material que puede formar particulas de hielo. Si estos microorganismos llegarian a ser
emitidos hacia la atmdsfera, podrian ser buenos ndcleos para formar nubes que contienen
cristales de hielo y sobre todo para la formacién de lluvia, la cual es Gtil para la agricultura
y consumo humano. Con esto se demuestra que solo una cantidad muy reducida de

particulas puede actuar como INPs.
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Figura 29. Curvas de fraccion congelada de (a) bacterias (b) fitoplancton y (c) hongos.

Una métrica mas robusta para determinar las habilidades nucleadoras de hielo de una
muestra dada, es la Tsop. Como se muestra en la Figura 30, solo una de las 32 especies de
bacterias estudiadas (i.e., Cupriavidus pauculus) y dos de las 18 especies de fitoplancton
estudiadas (i.e., Phaeocystis sp., and Pseudo-nitzschia sp. isolated 298) tienen valores de

Tso por encima de -22°C.
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Figura 30. Promedio de temperaturas Tso para cada microorganismo (a) bacterias de Sisal, Mérida 'y
Altzomoni, (b) hongos colectados en la Ciudad de México y (c) algas marinas del Puerto de Veracruz y
Ensenada.

Los valores de Tso reportados para C. pauculus fueron muy reproducibles, sin embargo, la
variabilidad para el resto de las muestras estuvo alrededor de ca. 10°C, excepto para los
propéagulos de hongos que exhibieron un mayor rango de temperatura. Similar a la To, los
valores de Tso encontrados en el presente estudio estuvieron lejos de los reportados para

INPs biol6gicos muy eficientes.

Los valores de To y Tso observados para C. pauculus son alentadores, debido a que es una
bacteria especifica que no ha sido previamente reportada como un INP eficiente. Esta
bacteria fue colectada una gran altura (4000 m s.n.m.) en el observatorio de Altzomoni
durante la temporada de lluvia y bajo condiciones meteoroldgicas severas (e.g., bajas
temperaturas y fuertes vientos). Ademas, C. pauculus fue colectada en agua de nube, lluvia
y muestras de aerosol durante el mismo periodo de muestreo indicando que la bacteria fue
liberada hacia la atmosfera y se activo para formar los cristales de hielo y desencadenar el
proceso de precipitacion. Se ha sugerido que algunas bacterias pueden secretar la proteina
que activa hielo (INA, por sus siglas en inglés) cuando estan bajo estrés (i.e., hambre o
temperaturas bajas, e.g., Murray et al., 2012). Por lo tanto, es muy probable que la C.
pauculus podria haber secretado la proteina INA y esa sea la razon de su buena eficiencia

como INP.
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La C. pauculus pertenece al género Cupriavidus, también conocida como Ralstonia. Las
Cupriavidus, bacterias gram-negativas (Yabuuchi et al., 1995), han sido aisladas de
piscinas de hidroterapia (Aspinall & Graham, 1989), agua contaminada (Anderson et al.,
1997), ambientes clinicos (Azcona-Gutiérrez et al., 2008), equipos medicos como
soluciones nebulizadoras (Oie et al., 2006), trampas para fregaderos de hospitales (Butler et

al., 2022), y agua mineral embotellada (Manaia et al., 1990).

El género Cupriavidus fue encontrado en suelos (Makkar & Casida, 1987; Kageyama et al.,
2005), plantas (Estrada-de los Santos et al., 2012), y agua (Wyndham et al., 1994; Musso et
al., 1994). Estrada de los Santos et al. (2012) reportaron a la “Cupriavidus alkaliphilus sp.
nov.”, un grupo de bacterias aislado de la rizosfera de plantaciones agricolas en el noreste
de Mexico. Mientras que el género Cupriavidus es muy bien conocido en estudios de salud,
hasta donde sabemos, este no es el caso en los estudios atmosféricos. El presente estudio
muestra por primera vez que la C. pauculus puede ser aerotransportada y ademas, resalta el
potencial de esta bacteria para actuar como un potencial INP y la importancia en la
formacion de las nubes de hielo a nivel regional.

De las diferentes especies de fitoplancton analizadas, Phaeocystis sp. fue la mejor para
actuar como INP. La Phaeocystis sp. es un alga marina cosmopolita e ictiotoxica (Jordan &
Chamberlain, 1997). Por lo general, estas algas se encuentran predominantemente en aguas
frias y templadas (Medlin & Zingone, 2007). Adicionalmente, Lange et al. (2002)
reportaron su presencia en el GoM. Las especies mas conocidas son la P. globosa, P.
pouchetii y P. antarctica. El tamafio de estas especies varia entre 0.10 y 0.35 um (Lange et
al., 2002) y aunque el tamafio es muy importante para actuar como INP, talvez su eficiencia
radique en la composicion quimica de sus exudados o membrana. Por lo tanto, se
recomienda realizar mas pruebas (como calentamiento, filtracidon o extraccién de alguno de
sus compuestos quimicos) para detectar cual es la parte determinante para nuclear hielo de

este microorganismo.

Phaeocystis presenta efectos nocivos como la mortalidad de animales marinos o la
acumulacién de espuma en las playas que afectan al turismo (Riegman et al., 1992). Sin
embargo, Phaeocystis es muy importante en la biogeoquimica (ciclo del carbono) y es el

mayor productor de 3-dimetilsulfoniopropionato (DMSP, por sus siglas en inglés), un
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precursor del dimetilsulfuro (DMS, por sus siglas en inglés). EI DMS puede influenciar la
formacion de nubes debido a que puede actuar como un CCN (Baumann et al., 1994; Wang
et al., 2013). Debido a que los presentes resultados mostraron que la Phaeocystis puede
actuar como INP, se pone de manifiesto que esta alga no solo puede afectar la formacion de
nubes a través del DMS, sino que también puede directamente contribuir a la formacién de

hielo en nubes més altas y por lo tanto influenciar en la precipitacién local.

3.3.  Evaluacion de las capacidades del aerosol marino generado en el laboratorio

para actuar como INP

En las secciones 3.1 y 3.2 se evidencid el gran potencial que tienen las aguas del Pacifico
mexicano, asi como los microorganismos presentes en éstas, en la formacién de MFC. Sin
embargo, dado que México posee dos costas y a que es costoso realizar maltiples salidas de
campo (como las de los dos cruceros), se construy6 un tanque que simula la ruptura de las
olas para generar el spray marino. En esta seccion, el nuevo dispositivo permite analizar las
capacidades nucleadoras de hielo de dichas particulas generadas a partir de aguas marinas
colectadas en diferentes partes del Pacifico mexicano y del GoM (i.e., Bahia de Acapulco,
Puerto de Veracruz y Bahia de Santiago-Manzanillo) en un ambiente controlado (i.e., en el

laboratorio).

3.3.1. Condiciones de trabajo del UNAM-MARAT

La concentracion total de particulas (> 10 nm) estuvo continuamente monitoreada en el
UNAM-MARAT a través de un CPC. Dado que se requiere tener un sistema aislado para
tener la certeza que las particulas observadas provienen del agua marina y no del aire
ambiente, el primer paso fue comprobar la eficiencia de filtrado del aire ambiente. En la
Figura 31a se presenta una linea de tiempo de la concentracion de particulas dentro del
UNAM-MARAT sin encender la cascada. Posteriormente se midio la concentracion de las
particulas ambientales (parte media de la figura) las cuales oscilaban entre 3000 y 3500 cm-
3. Por altimo, se evalu6 la eficiencia de dos filtros diferentes, los cuales reportaron ser muy
eficientes ya que la concentracion media fue menor a 0.1 cm™ (parte de derecha de la
figura). Al final, se escogio el filtro mas nuevo de los dos disponibles. Cabe mencionar que

durante este experimento se utilizé agua de llave en el tanque.
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Figura 31. Concentracion de particulas de aerosol en funcidn del tiempo. (a) Revision de los filtros y (b)

determinacion de la linea base con su incertidumbre.

Una vez confirmada la eficiencia de los filtros, se procedio a determinar la linea base de la
concentracion de particulas (concentracion de fondo) generada con el agua que se uso6 en

los diversos experimentos con sales estandar. Se usé agua destilada comercial, se lleno el
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UNAM-MARAT y se sell6. En la Figura 31b se presenta un promedio de 50 repeticiones a
diferentes horas del dia, diferentes dias y diferentes lotes de agua. EI monitoreo de
particulas se realizé durante 20 minutos en cada experimento individual. Se encontrd que la
linea base oscila entre 13 y 17 particulas cm™ (linea negra) con valores maximos de 32
particulas cm y valores minimos de 1.0 particulas cm™ (area sombreada). Estos resultados
estan en concordancia con lo reportado por Prather et al. (2013), quienes encontraron una

linea base < 20 cm2.

Para comprobar que el UNAM-MARAT podia generar particulas de aerosol se utilizo sal
comun (NaCl) y un estandar comercial que simula la composicién inorganica del agua del
océano (Instant Ocean Sea Salt, en las figuras y de aqui en adelante se referird a este
estandar como Instant). Para reproducir la salinidad promedio del mar (36 g kg?), la
solucion se prepard disolviendo 1440 g de las sales en 40 L de agua destilada (Figura 32).
Se puede observar que con ambas sales se generan particulas de aerosol dado que la
concentracion es mas alta que la linea base. Por otra parte, la concentracion de particulas
generadas con el Instant es mayor que la generada con la sal comun. Es muy probable que
esa diferencia se deba a la composicion del Instant ya que la sal comdn estd compuesta
unicamente por NaCl, mientras que el Instant posee una mezcla de sales (Anexo -Tabla
A3).
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Figura 32. Concentracidon de particulas totales para experimentos con sal comun e Instant.
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Con el fin de evaluar la importancia de la cascada en la generacion de las particulas de
aerosol y buscar identificar la configuracion que genere la mayor concentracion de las
particulas, se realizaron experimentos con el Instant y cuatro diferentes cascadas (Tabla 9,
Figura 33a). La cascada A fue la que menor cantidad de particulas produjo, mientras que
las mayores concentraciones se obtuvieron con las cascadas C y D (Figura 33b). Como se
indica en la Tabla 9, la longitud de la ranura de la cascada D es mas grande que la del resto
de cascadas, lo que indica que la longitud de la ranura es una variable importante para
aumentar la cantidad de particulas. Por otro lado, de los experimentos realizados se puede
inferir que el numero de orificios del tubo interno, asi como su diametro, juegan un papel
secundario en la generacion de particulas. Una mayor longitud de ranura implica que la
“ola” que se genera artificialmente es de mayor tamafio lo cual es positivo para los
propdsitos del UNAM-MARAT. La ola generada en el tanque al momento de entrar en el
cuerpo de agua lo hace a través del sistema de hoja (plunging-water sheet system) y no por
el sistema de chorro (plunging-water jet system). Stokes et al. (2013) mencionan que la
forma de la caida y penetracion del agua (i.e., si es tipo hoja o chorro) influye en la
produccidn de particulas de aerosol, siendo mayor con la caida de hoja. Por otra parte, otros
sistemas de generacion del aerosol en tanques no han sido tan eficientes, dado que generan
particulas con un rango de tamafio reducido. Fuentes et al. (2010) encontraron que en los
experimentos que realizaron con fritas de vidrio y difusores de acuario pueden generar altas
concentraciones de particulas, las cuales oscilan entre 0.012 y 0.018 um, dado que solo
pueden simular el mecanismo de film drops. En cambio, con el sistema de hoja se pueden
obtener distribuciones de particulas con un rango mas amplio de tamafio ya que se generan

particulas por ambos mecanismos i.e., film y jet drops (Stokes et al., 2013).
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Figura 33. (a) Fotografias de las cascadas que se construyeron y evaluaron y (b) concentracién de las
particulas de aerosol obtenidas con cada una de las cascadas.

Tabla 9. Caracteristicas de las diferentes cascadas que fueron construidas y evaluadas en el UNAM-
MARAT.

Cascada A B C D
N° de experimentos 14 18 17 12
Longitud ranura (cm) 17.5 25.0 25.0 28.3
Ancho de la ranura (mm) 7 4 4 2
N° orificios del tubo interno 60 68 68 0
Diametro de los orificios del tubo

: 7 7 5 0
interno (mm)

Adicionalmente, se realizaron experimentos variando el tiempo de funcionamiento de la
cascada. Dado que para la construccion del UNAM-MARAT se tom6 como ejemplo el
estudio realizado por Stokes et al. (2013), inicialmente se siguié su metodologia la cual
contempla que el tiempo adecuado para generar una cascada intermitente es 4 s encendida
(on) y 10 s apagada (off); sin embargo, bajo esas condiciones las concentraciones maximas
obtenidas con el UNAM-MARAT fueron de alrededor de 300 cm™ como se observa en la
Figura 34a. Por lo tanto, se cambiaron dichas condiciones encontrando que 2 s encendida y
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10 s apagada era la combinacion ideal ya que bajo esas condiciones se obtuvieron
concentraciones maximas de alrededor de 500 particulas cm® (Figura 34b). La
intermitencia de la cascada es de gran importancia ya que, si ésta se usa de forma continua,
afectaria al tamafio de las particulas de aerosol generadas. Wang et al. (2017) detallan que
la caida continua dificulta la ruptura de las burbujas en la superficie del agua afectando de
igual manera la formacion de particulas por el mecanismo jet drops, que es Util para generar
particulas supermicrométricas. Harb & Foroutan (2019) realizaron diversos experimentos
modificando el tiempo de encendido y apagado de la cascada (3 s ony 1s off; 3sony 2s
off; 3 s ony 3s off; 3 sony 4s off; 3 s ony 5s off). Los autores recomiendan un tiempo de
pausa mas largo para que se pueda desarrollar la pluma de burbujas que seran de utilidad
para producir los mecanismos de film y jet drops.

Bates et al. (1998) reportaron que las concentraciones del spray marino medidas en
ambientes naturales como el Southern Ocean (ambiente marino remoto) eran < 500 cm.
Las concentraciones alcanzadas con el Wave Channel varian entre 50 y 100 particulas cm™
de spray marino y algunos experimentos con agua artificial (i.e., mezcla de sales) realizados
con el MART han reportado concentraciones de particulas que varian entre 560 y 1053 cm™
(Thornton et al., 2023). Las diferencias en las concentraciones de particulas generadas en el
MART, el Wave Channel y el UNAM-MARAT se deben al mecanismo de generacion de
aerosol, la composicion del agua marina y al disefio del tanque. Por ejemplo, el Wave
Channel utiliza un pedal que genera una perturbacién para la generacion de la ola y con el
MART, aunque el mecanismo es igual al UNAM-MARAT, las variaciones de
concentraciones se deben a que el MART es un tanque méas grande con una capacidad para
210 L, mientras que el UNAM-MARAT tiene la capacidad para 80 L.
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Figura 34. Concentraciones de particulas totales en funcion del tiempo variando el tiempo de
funcionamiento de la cascada, (a) 4 sony 10 s off y (b) 2s ony 10 s off.
El Ultimo paso para caracterizar el nuevo tanque fue el de evaluar el tamafio de las
particulas que alli se generan. Para ello se realiz6 un monitoreo de las particulas con el
SMPS vy el LasAir con el objetivo de evaluar si con el UNAM-MARAT se pueden generar
particulas con un amplio rango de tamafio. Para esto, se prepard una solucién con el Instant
y se realiz6 el procedimiento con la cascada intermitente (2 s on, 10 s off) en 10
experimentos diferentes. La Figura 35 muestra la distribucion de las particulas en funcién
del diametro (um). Se puede observar la distribucidén obtenida con el SMPS en la Figura
35a. La linea roja representa el promedio de los 10 experimentos y el area sombreada su
incertidumbre. En esta figura se puede observar que hay un pico maximo de particulas entre
0.1y 0.2 um de diametro, tamafio que corresponde a la moda de acumulacion. Esta moda
es consistente con los datos reportados con el MART (Stokes et al., 2013). La distribucion
obtenida con el LasAir se presenta en la Figura 35b, en este caso se observa una mayor
concentracion de particulas en los tamafios mas pequefios (i.e., 0.3 — 0.5 um). Con ambas
técnicas fue posible demostrar que con el UNAM-MARAT se pueden generar particulas de

aerosol marino con tamafios que varian entre 30 nmy 10 pm.
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3.3.2. Generacién de aerosol marino con el UNAM-MARAT

Se realizaron experimentos de generacion de aerosol marino con diferentes muestras de
agua de mar. En la Figura 36 se muestra la concentracion de particulas en funcién del
tiempo para las muestras colectadas en la Bahia de Acapulco (Figura 36a), el Puerto de
Veracruz (Figura 36b) y de la Bahia de Santiago en Manzanillo (Figura 36c¢). Los
resultados que se presentan en esta seccion para las aguas de la Bahia de Santiago en
Manzanillo corresponden a las muestras de agua colectadas el 09 de abril del 2022, las
cuales fueron transportadas hacia la Ciudad de México, como ocurrid con las muestras de
Acapulco y Veracruz. Los experimentos de generacion de aerosol se llevaron a cabo el 25
de abril del 2022. En la Figura 36 se pueden evidenciar diferencias en la cantidad de
particulas que son generadas a partir de cada muestra, donde la mayor cantidad de
particulas generadas con el UNAM-MARAT fue observada en las muestras de Manzanillo,
con concentraciones maximas entre 1800 y 2000 cm, mientras que las mas bajas fueron
observadas en las muestras de Veracruz (570 y 590 cm™). Esta variacion respecto a la
procedencia de las muestras puede deberse a la diferencia de la composicién (sales y
materia organica) entre ellas dado que el equipo usado para generar las muestras es el
mismo Yy el protocolo usado fue idéntico. Por otro lado, cabe mencionar que en el momento
de recolectar las muestras de Manzanillo se observo un agua muy turbia resultado de la
descomposicion de materia orgénica, en cambio las muestras de Acapulco y Veracruz,
colectadas por terceros, tenian una apariencia mas clara que las aguas de Manzanillo.
Thornton et al. (2023) reportan la importancia de la composicion de las aguas de mar en la

concentracion de las particulas. Los autores realizaron experimentos en el MART creando
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microcosmos con una diatomea (Thalassiosira weissflogii) y wuna cianobacteria
(Synechococcus elongatus) y observaron concentraciones de particulas que variaban entre 1
x 108 y 2 x 10° cm para ambas especies e incluso muestran picos de hasta 6 x 108 cm™ para
las aguas que contenian a la Thalassiosira weissflogii. Mayer et al. (2020) reportan
concentraciones de particulas que varian entre 400 y 500 cm™ para un experimento con
agua marina recolectada en Scripps Pier (32°49'58.12" N, -117°16'16.58" O) en el Océano
Pacifico a la cual se le agregd nutrientes para promover afloramientos de fitoplancton.
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Figura 36. Concentracion total de particulas de aerosol generadas a partir de las muestras de agua
colectadas en (a) Bahia de Acapulco, (b) Puerto de Veracruz y (¢) Manzanillo.
Al comparar la concentracion de las particulas en funcién de su tamafio (Figura 37) se
encontrd que las concentraciones mas altas se encuentran en particulas cuyo tamafio oscila
entre 0.3 y 0.5 um en los tres sitios de muestreo. Al igual que en la Figura 36 se observo
que las concentraciones mas altas se encontraron en las muestras de Manzanillo para
particulas con didmetros entre 0.5 y 10 um (Figura 37). Los nimeros que se muestran en la
parte superior de las barras corresponden a la concentracién promedio de las particulas de

aerosol.
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En la Figura 37 se puede observar que con el UNAM-MARAT se pueden obtener particulas
de la moda gruesa (> 1 um). Por lo general, las particulas que se encuentran en este rango
corresponden a sal marina (NaCl) y particulas bioldgicas (células completas o fragmentadas
de bacterias, fitoplancton, macrogeles y particulas transparentes exopoliméricas, TEP)
(Prather et al., 2013; Verdugo et al., 2004).

Con el animo de entender las diferencias entre las diferentes muestras de aguas marinas,
desde el punto de vista quimico, se analizd la concentracion de iones en funcién del tamafio
de particula (Figura 38). Lamentablemente, hubo problemas con las muestras de Acapulco
y no pudieron ser procesadas para este andlisis puntual. Es evidente que, al tratarse de
particulas de origen marino, los iones mayoritarios son Na* y Cl- como se observa en la
Figura 38. Una tendencia interesante, es que a medida que el tamafio de las particulas
disminuye, las concentraciones de iones como Ca?" y Mg?" incrementa. Esto estid en
concordancia con los resultados reportados por Prather et al. (2013), quienes reportan que
particulas submicrométricas poseen una gran fraccién de contenido organico donde se
pueden encontrar especies de Ca?* y Mg?* formando interacciones con especies organicas

tales como carbohidratos, proteinas y lipidos.
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de cada grupo corresponden a los cationes y los de la derecha a los aniones.

En cuanto a los aniones, se encontré que la concentracion del ion NH4™ y NOs™ incrementa
a medida que disminuye el tamafio de las particulas. El ion amonio puede estar presente
debido a la descomposicion de materia orgénica o excreciones del zooplancton y la
presencia del ion nitrato se puede atribuir a la disponibilidad de nutrientes en el medio, al
igual que en el caso anterior (con los iones calcio y magnesio), es probable que estos iones
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realicen interacciones con las sustancias exopoliméricas coloidales (compuestos de lipidos,
proteinas, &cidos nucleicos y polisacéridos) presentes en el agua de mar (Verdugo, 2012).
Es necesario més andlisis para probar esta hipotesis. Por otra parte, es destacable la
presencia del ion sulfato en las muestras de Veracruz, que puede ser el resultado de
contaminacion por parte de los buques, ya que la toma de muestras fue muy cercana al

Puerto de Veracruz.

En la Figura 39a se muestra la concentracion de los INPs para los tres sitios de muestreo en
funcién de la temperatura. Se encontré que los rangos de temperatura a los que las
diferentes muestras fueron capaces de nuclear hielo son -19 a -34°C, -18 a -34°C, y -18 a -
33°C para Acapulco, Veracruz y Manzanillo, respectivamente. Las concentraciones de
INPs variaron entre 0.9 - 95.4 L para Acapulco, 1.7 - 97.5 L™ para Veracruz y 0.9 - 130.7
L para Manzanillo. De lo anterior se puede inferir que no hay diferencias significativas en
las concentraciones de INPs entre las aguas recolectadas en los tres sitios de muestreo. En
un experimento llevado a cabo con el MART y agua de mar colectada cerca de SIO,
DeMott et al. (2016) encontraron que las concentraciones de INPs variaban entre 1 x 103 y
1 x 103 L%, y reportan temperaturas de nucleacion de hielo entre -7 'y -30°C. Los resultados
observados en las muestras de aerosol marino generadas con el UNAM-MARAT estan
dentro del rango reportado por DeMott et al. (2016). Ademas, los resultados en este estudio
coinciden con lo reportado por McCluskey et al. (2017), quienes encontraron que las
particulas generadas en el MART con aguas colectadas cerca del SIO y estimuladas para
producir afloramientos de fitoplancton pueden nuclear hielo entre -7 y -32°C y que las
concentraciones de INPs varian entre 1 x 102 y 1 x 10 L%, Por otro lado, Thornton et al.
(2023) después de realizar mesocosmos con una diatomea (Thalassiosira weissflogii) y una
especie de cianobacteria (Synechococcus elongatus) individualmente en el MART, reportan
que las particulas de aerosol generadas con el MART, exhiben temperaturas de
congelamiento de hielo entre -14 y -32°C. Los anteriores estudios, concluyen que las
temperaturas de congelamiento méas céalidas de sus experimentos coinciden con picos de
afloramientos de sus mesocosmos. La diferencia con los experimentos realizados con el
UNAM-MARAT es que en los experimentos usando nuestro tanque no se agregé ningun

tipo de medio de cultivo para provocar afloramientos.
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En la Figura 39b se muestra una comparacion de eficiencia de las habilidades nucleadoras
de hielo (en términos de Tso) de las particulas generadas en el UNAM-MARAT para los
tres lugares de muestreo en funcion del tamafio de particula. En esta grafica se puede
observar que las particulas con tamafio entre 0.56 - 1.8 um, para todos los lugares de
muestreo, mostraron ser las mas eficientes como INPs, dado que sus Tsg son mas altas (Tso
> -25.3°C). Para la muestra de Manzanillo, particulas muy pequefias (i.e., 0.18 a 0.32 pum)
manifestaron mejores Tso que los otros lugares de muestreo; sin embargo, no se puede
inferir cual muestra presentd mejor eficiencia dado que no se observa una clara tendencia

para cada sitio de muestreo.
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Figura 39. Variables para evaluar la habilidad de los nucleos de glaciacion para los tres sitios de
muestreo (a) concentracion de INP en funcion de la temperatura, (b) valor promedio de Tso en funcién

del tamafio de particula y (c) valores ns en funcién de la temperatura.
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Como se menciond anteriormente, la ns es una métrica robusta y cuantitativa para comparar
las capacidades nucleadoras de hielo del aerosol (Holden et al., 2021). Por lo tanto, se
calculd el ns para cada muestra como se muestra en la Figura 39c. Se encontré que las ns
mas altas y mas bajas son las derivadas de las muestras de Acapulco y Manzanillo,
respectivamente. Si bien de las tres muestras analizadas la concentracion de particula fue
mayor en las aguas de Manzanillo (Figuras 36 y 37), esta muestra present6 los valores ns
mas bajos indicando que las particulas emitidas de esta muestra de agua tienen menos sitios
activos para la nucleacion de hielo. DeMott et al. (2016) y McCluskey et al. (2017) reportan
valores de ns altos del orden de 1x10° y 1x10° cm™, respectivamente, los cuales coinciden

con los valores encontrados en el presente trabajo (Anexos-Tabla A2).

3.3.3. Correlacion de Tso con la concentracién de iones

Para evaluar la correlacion de los iones con la eficiencia en la nucleacion de hielo, se
calcularon los coeficientes de Spearman entre la concentracion de algunos iones (dado que
algunos no pudieron ser determinados en ciertos tamafios de particulas) y Tso. La figura 40
muestra los coeficientes de correlacion (nimeros azules) y sus respectivos valores p
(ndmeros amarillos, significativos si p < 0.05). Los colores méas oscuros indican una

correlacion positiva, mientras que los colores claros muestran una correlacion negativa.
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Figura 40. Coeficientes de correlacion de Spearman (azul) entre la concentracion de iones y Tso. Valor

p (amarillo)
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De manera general, se observa una mejor correlacion con las muestras de agua colectadas
en Manzanillo que en Veracruz. Ademas, los mas altas coeficientes de Spearman se
muestran para las muestras colectadas el segundo dia (en el cual las aguas eran turbias).
Teniendo en cuenta que una cantidad alta de iones de Ca®** y Mg?" esta asociada con
particulas marinas cuya composicion estd dominado por compuestos de tipo organico, se
puede inferir que el agua colectada el dia 09/04/22 estaba enriquecida en material organico
y por lo tanto, la eficiencia para nuclear hielo de las particulas colectadas de esta agua fue

alta.

3.3.4. Influencia en el transporte de muestras de agua de mar hacia la CDMX

Con el objetivo de evaluar si el transporte de las muestras desde el punto de recoleccion
hasta la CDMX tiene algun efecto sobre las particulas de aerosol generadas en el UNAM-
MARAT en cuanto la capacidad para nuclear hielo, se tomaron dos muestras de agua en el
mismo punto en Manzanillo. Los resultados que se muestran para Manzanillo 09/04/22
hacen referencia a los experimentos realizados al segundo dia de su recoleccion
(experimentos realizados en Manzanillo), y los resultados para las muestras de Manzanillo
25/04/22, se refieren a los experimentos realizados después de 15 dias de su recoleccion
(experimento llevado a cabo en la CDMX). La muestra no se preservd para mantener las
condiciones a las que se sometieron las muestras de agua colectadas en Acapulco y

Veracruz.

En la Figura 41a se muestra la concentracion de particulas totales para las dos muestras de
Manzanillo. Se encontraron diferencias entre ellas dado que la concentracion de particulas
es més alta en la muestra del 25 de abril de 2022 (panel inferior). Por otra parte, la Figura
41b muestra que la mayor concentracion de particulas con tamafios entre 0.3y 1.0 um y las
> 10 um fue reportada en la muestra del 25 de abril de 2022. Sin embargo, para particulas
con tamafios entre 1.0 y 10 um la muestra del 09 de abril del 2022 present6 la mayor

concentracion de particulas.
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Figura 41. Concentracion de particulas para las tres muestras recolectadas en Manzanillo. (a)
Concentracion total de particulas y (b) Concentracion de particulas en funcién de su tamafio.
Dado que se observo que el transporte de las muestras puede producir mayor cantidad de
particulas (Figura 41), se analizd si esos cambios también impactan en sus habilidades
como INPs. Se calcularon los valores ns para tres rangos de temperatura (i.e., -20, -25, y -
30°C). La Figura 42 muestra que los valores ns siempre fueron mayores en las muestras
analizadas el 25/04/2022 (muestra envejecida). Esto puede ser un indicativo que durante el
transporte de la muestra la actividad bioldgica continué y esto puede reflejarse en el
incremento de los valores de ns. Al comparar con estudios que llevaron a cabo experimentos

de mesocosmos donde hubo dias de bajo y alto afloramiento de fitoplancton, las
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concentraciones reportadas en el presente estudio son menores que las reportadas por
DeMott et al. (2016) y cercanas a las reportadas por McCluskey et al. (2017). Una
explicacion para esta baja concentracion puede ser que las muestras (Manzanillo, Acapulco
y Veracruz) se analizaron tal cual se las tomo del mar, mientras que en los estudios
anteriores (DeMott et al. (2016) y McCluskey et al. (2017)) se provocaron afloramientos de
fitoplancton. Si bien, las concentraciones son bajas, estas particulas de las costas mexicanas

pueden influir en la formacion de nubes de hielo.

En cuanto a la concentracion de iones no se observaron cambios significativos entre las
muestras de particulas de aerosol colectadas el 09/04/22 y el 25/04/22, dado que sus
porcentajes fueron relativamente similares en cada una de las etapas. Pero si hubo
diferencias con las muestras colectadas el 06/04/22, dado que este dia el agua era menos
turbia indicando menor cantidad de materia organica. Como se mencioné anteriormente, la
concentracion de iones como Ca®** y Mg?* esta asociado con la presencia de material
orgénico, con estos resultados se puede confirmar que habia mayor concentracién de
materia organica el segundo dia de muestreo en el mar (09/04/22), la cual se traduce en una
mayor concentracion de particulas que pueden nuclear de hielo derivadas de la recoleccion
del dia 09/04/22 (Figura 42).
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Figura 42. Valores ns en funcion de la temperatura para las muestras de Manzanillo.
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IVV. Conclusiones

Evaluacion de las habilidades nucleadoras de hielo de las aguas profundas (entre 3 y 500

m) de la Costa Pacifica mexicana

En la primera parte del presente trabajo se evalu6 por primera vez las habilidades
nucleadoras de hielo de aguas colectadas en las costas mexicanas del Océano Pacifico a
diferentes profundidades. Algunas propiedades fisicoquimicas (temperatura de agua de
mar, salinidad y concentracion de clorofila-a) de las muestras colectadas en la WBCP y el
GoC revelan diferencias importantes que pueden impactar en la presencia de INPs. Las
concentraciones de nutrientes fueron mas bajas en las muestras de agua superficiales
comparadas a las aguas profundas y se encontr6 que las diatomeas fueron el género

dominante seguido de dinoflagelados en ambos cruceros (i.e., la WBCP y el GoC).

Los resultados encontrados indican que las muestras colectadas en la WBCP y el GoC
tenian INPs capaces de iniciar la nucleacién de hielo a temperaturas tan altas como -10°C.
Aunque la eficiencia de nucleacion de hielo en ambos conjuntos de muestras resultd ser
comparable, como se esperaba, se observd que la eficiencia como INPs disminuye con la
profundidad. Las concentraciones de INPs calculadas para las muestras del Océano Pacifico
mexicano resultaron ser comparables con las concentraciones reportadas en el GoM, pero

dos o6rdenes de magnitud mas bajas que las concentraciones medidas para latitudes altas.

Aunque las concentraciones de INPs encontradas en las aguas de las costas mexicanas del
Océano Pacifico fueron bajas, con este estudio se demostré que puede existir material
nucleante de hielo disperso en la columna de agua y pueden contribuir a la formacion de
MFC. Sin embargo, un estudio para caracterizar INPs presentes en la capa de mezcla
marina en el Océano Pacifico mexicano bajo diferentes temporadas contribuiria a

complementar el presente estudio.

Los resultados relacionados con las concentraciones de nutrientes sugieren que en las aguas
de los sitios de estudio se presentaron surgencias, las cuales son de gran importancia en el
desarrollo de la actividad bioldgica, lo que conlleva a la presencia de material biologico
como azlcares, carbohidratos, acidos nucleicos y material proteico que podrian ser

relevantes en las capacidades de las particulas para actuar como INPs.
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Determinacion de las capacidades para actuar como INP de diversos microorganismos

(bacterias, hongos y fitoplancton) maritimos y continentales colectados en México

En la segunda parte del presente trabajo se analizd la capacidad para nuclear hielo de
diferentes bacterias, hongos y especies de fitoplancton. Se encontré que el 91% de los 56
microrganismos analizados no fueron INPs eficientes y por lo tanto su influencia en la

formacion de MFC es minima.

Aunque la mayoria de las especies evaluadas poseen una capacidad entre moderada y
pobre para nuclear hielo, especies como Cupriavidus pauculus y Phaeocystis sp. fueron

identificadas como nuevas especies bioldgicas con gran capacidad para actuar como INPs.

Se demostrd que existe una variabilidad significativa en las propiedades de nucleacion de
hielo de especies del mismo género, esto indica que las generalizaciones acerca de las
propiedades de nucleacidn de hielo de géneros o niveles taxonémicos superiores pueden no

ser apropiadas.

Aunque las 56 especies (bacterias, hongos y fitoplancton) analizadas parecen ser un gran
namero, estudios similares usando microorganismos tropicales son deseados ya que los
tropicos han sido poco estudiados y son una gran fuente de bio-particulas las cuales estan
relacionadas con INPs eficientes. Se espera que las bio-particulas emitidas localmente

afecten la formacion de MFC y el ciclo hidroldgico a escala regional.

Evaluacién de las capacidades del aerosol marino generado en el laboratorio para actuar

como INP

Se construy6 un dispositivo (UNAM-MARAT) para generar spray marino a través de la
simulacion de la ruptura de olas. EI UNAM-MARAT fue disefiado con el objetivo de
evaluar la capacidad de las particulas de aerosol para actuar como ndcleos de hielo a partir
de aguas colectadas en diferentes puntos de las costas mexicanas (Bahia de Acapulco,

Puerto de Veracruz y Bahia de Santiago-Manzanillo).

Se encontrd que para obtener concentraciones de particulas superiores a 500 particulas cm’
3, el UNAM-MARAT se debe operar con 40 L de la muestra a tratar, una cascada con una
longitud de ranura de 28.3 cm y una cascada intermitente con un tiempo de funcionamiento

de 2 s encendida y 10 s apagada.
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Se observo que las aguas colectadas en Manzanillo contenian una mayor cantidad de
particulas de aerosol en comparacion con las muestras recolectadas en Veracruz y
Acapulco. Adicionalmente, se determino que la concentracion de INPs en las tres muestras
fluctuaron entre 0.9 - 130.7 L™t en un rango de temperatura entre -18 y -34°C, consistentes
con otros experimentos realizados en sistemas similares. Sin embargo, las particulas
obtenidas del agua de Manzanillo mostraron tener los valores mas bajos de densidad de
sitios activos para nuclear hielo (ns), lo que indica que tiene menos sitios activos para

desencadenar la nucleacion de hielo.

De acuerdo al analisis llevado a cabo por cromatografia de intercambio idnico, se evidencio
que, al disminuir el tamafio de particula, concentraciones de iones como Ca?*, Mg?*, NH4*
y NOs aumentaban, indicando de manera indirecta la presencia de material organico
disuelto que puede contener proteinas, aztcares, carbohidratos o lipidos, los cuales facilitan

la nucleacion de hielo.

Por ultimo, se encontr6 que el transporte de las muestras desde la costa (punto de
recoleccion) a la Ciudad de México puede contribuir al aumento de particulas de spray
marino, pero no afecta de manera significativa la eficiencia de nucleacién de hielo de

dichas particulas.

En resumen, se confirmé que las aguas tanto del Golfo de México como el Océano Pacifico
mexicano contienen material capaz de nuclear hielo pudiendo con ello llegar a tener un
impacto en el ciclo hidrolégico regional. Aunque este material se encuentre menos
concentrado a grandes profundidades (i.e., 500 m), al alcanzar la superficie del océano
puede ser una fuente importante de INPs, especialmente en ausencia de otras fuentes de
particulas de aerosol (i.e., desiertos, vegetacion, volcanes). De la gran cantidad de
microorganismos o subproductos que pueden ser emitidos hacia la atmosfera, procedentes
de regiones mexicanas, solo una cantidad muy restringida puede comportarse como INPs e

influir en formacion de nubes de hielo a nivel local y regional.
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V. Perspectivas

Dado que México esta rodeado por dos grandes masas de agua como lo son el Océano
Pacifico y el Océano Atléantico, es de gran interés profundizar en estudios relacionados con
las habilidades nucleadoras de hielo de las particulas que son emitidas desde el mar. Se
recomienda realizar estudios que ayuden a explicar la transferencia de particulas marinas
del océano a la atmdsfera. Para ellos, serd necesario recolectar muestras desde una
profundidad especifica (aguas someras, SSW), de la microcapa superficial del mar (SML) y

de la atmosfera cercana a la superficie del mar (aerosol) en un mismo punto.

Dada la importancia de las bio-particulas en la formacion de nubes mixtas, asi como su
abundancia y variedad en latitudes tropicales, se recomienda seguir profundizando en esta
fascinante area de investigacion tratando de evaluar muchas méas especies para encontrar
especies endémicas que puedan actuar como INPs. Por otro lado, con dichos experimentos
se trata de responder la siguiente pregunta: ;cudl es la caracteristica bioldgica o quimica

que le da esa capacidad para actuar como nucleo de glaciacion?

Teniendo en cuenta los resultados satisfactorios obtenidos con el UNAM-MARAT, seria
interesante realizar experimentos donde se pueda controlar y evaluar el rol de la salinidad,
temperatura, pH, concentracion de clorofila, viscosidad y turbidez a las muestras de aguas

empleadas para la generacion de particulas.

Por Gltimo, se recomienda profundizar en la caracterizacién quimica tanto de las aguas
marinas como del spray marino con un especial enfoque en el carbono total (y organico),
asi como en determinar si compuestos como macromoléculas de origen bioldgico estan

relacionados con la capacidad del spray marino de actuar como INPs.
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Anexos

Tabla Al. Promedio de Tso con su correspondiente desviacion estdndar para cada muestra.

GoC
3-7m 10-72m 500 m

Tso (°C) St Tso (°C) St Tso (°C) St

(°C) (°C) (°C)
G1 -27.83 1.26 -27.67 3.21
G2 -28.67 0.76 -25.67 0.58

G3 -27.50 0.50 -30.00 1.00 -30.17 0.29
G4 -28.17 0.76 -29.50 0.87
G5 -26.67 0.29 -29.00 0.50
G6 -27.17 0.29 -28.83 0.29
G7 -27.50 0.00 -26.17 0.29
G8 -27.83 0.76 -29.33 0.29
G9 -28.00 0.87 -31.67 0.76
G10 -29.67 0.76 -29.83 1.26
G11 -27.83 1.04 -31.17 0.58
G12 -27.67 0.76 -29.83 0.76
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G13 -30.67 0.29 -30.50 0.50
G114 -28.50 0.50 -27.67 0.29
G15 -29.83 0.29 -29.83 0.58
G16 -30.17 0.76 -29.17 0.29
G17 -28.67 0.29 -32.00 0.87
G18 -28.00 0.87 -30.00 0.87
G19 -28.50 0.00 -26.17 0.58
G20 -26.67 0.29 -27.67 1.89
WBCP
3-7m 10-72m 500 m

Tso (°C) St Tso (°C) St Tso (°C) St

(°C) Q) (°C)
P1 -28.00 0.87 -29.33 2.08

P2 -29.67 0.29 -29.00 0.87 -29.00 0.50
P3 -25.50 1.00 -26.50 0.50

P4 -28.83 0.29 -29.83 0.87 -30.17 2.84
P5 -29.33 0.58 -28.83 0.58
P6 -28.67 1.15 -28.83 1.04
P7 -27.67 0.76 -30.83 0.29

P8 -28.50 0.50 -29.83 0.29 -30.50 0.50
P9 -25.50 0.87 -24.67 0.29
P10 -26.33 0.29 -24.83 1.26

P11 -27.67 0.29 -28.67 1.04 -29.33 0.29
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P12 -30.33 0.76 -31.67 0.58 -32.83 0.29
P13 -25.33 0.29 -23.33 0.29
P14 -29.67 0.29 -29.00 0.50
P15 -28.00 0.50 -28.33 0.29
P16 -29.50 0.00 -27.00 0.50
P17 -30.67 0.29 -29.00 1.32
P18 -25.33 1.15 -24.50 0.00
P19 -23.50 1.00 -23.83 0.29
P20 -29.50 0.50 -30.17 0.58 -30.00 0.50

Tabla A2. Valores de ns y Tso para cada una de las tres muestras en funcién del tamafio de particula.

. Tamaiio (um)
Lugar variable T(°C)
10-5.6 5.6-3.2 3.2-1.8 1.8-1.0 1.0-0.56 | 0.56-0.32 | 0.32-0.18

-20 388221,9] 1817430,1]
Acaulco ns -25 785518,3| 1961801,6| 4052158,8| 8618167,6| 141015511
P -30 906,5| 1460405,3| 8904128,7| 17600641,4| 8618167,6| 34047932,5
Tso -32,0 -27,3 -23,3 -24,0 -25,3 -31,8 -30,3

-20 869,0
ns -25 104,5 447,4 4642,6 4721,6 2300,0 3421,7

Veracruz

-30 846,3 2873,2 4642,6 4721,6 2300,0 29684,3
Tso -30,5 -27,9 -24,0 -23,9 -23,0 -31,6 -31,6)

-20 22,5
) ns -25 2319 68,5 350,8 138,3]
Manzanillo 06 30 945,9 323,0 5286 350,8 138,3
Tso -27,4 -24,3 -24,0 -23,8 -24,7 -29,4 -31,4

-20 19,3
Manzanillo 09 ns -25 134,4 281,6 178,3 950, 1]
-30 2600,0 578,9 281,6 178,3 950, 1]
Tso -26,6 -23,0 -21,8 -23,5 -27,8 -29,9 -28,8|

-20 24,5 22,4
) ns -25 325,0 278,4 182,7 185,0 1253,9

Manzanillo 25

-30 1698,0 1578,1 278,4 182,7 185,0 1253,9
Tso -25,5 -23,5 -22,5 -23,5 -24,1 -25,0 -24,5]
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Figura A. Temperatura media de congelamiento (Tso) para las muestras de (a) GoC y (b) WBCP en

funcién de la profundidad.
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Figura B. Distribucion espacial de las concentraciones de INPs para el GoC (paneles superiores) y
WBCP (paneles inferiores). Panel (a) y (d) corresponden a las muestras colectadas entre 3y 7 m de
profundidad, panel (b) y (e) corresponden a profundidades de 10 — 72 m y finalmente los paneles (c) y
(f) a 500 m de profundidad.
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paneles c, f e i corresponden a concentracidn de clorofila-a. La profundidad a la cual se recolectaron

las muestras se indica a lado derecho de cada grafica.
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Tabla A3. Composicidn tipica de Instant Ocean Sea Salt y promedio de constituyentes mayoritarios de

agua de mar. Adaptada de (Pretet et al. (2014)

lon Instant Ocean Sea Salt (ppm) Agua de mar (ppm)
Salinidad: ~35 ppt
CI 19290 19353
Na* 10780 10781
SOs* 2660 2712
Mg?* 1320 1284
K* 420 0.399
Ca? 400 412
COs?/ HCO3" 200 126
Br 56 67
Sr* 8.8 7.9
Li* 0.3 0.173
Ba*" <0.04 0.014
Mn?* <0.025 <0.001
Cd* <0.002 <0.001
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HIGHLIGHTS

e Deep water samples from the Pacific Ocean, down to 500 m, contain ice active material.
e Pacific Ocean water samples contain INPs with onset freezing temperatures as high as —10 °C.
o The INP concentration from the Mexican Pacific Ocean is comparable to the concentrations reported in the Gulf of Mexico.

ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Marine aerosol particles from biogenic origin are able to act as ice nucleating particles (INPs) and can play an
Ice nucleation important role in mixed-phase cloud formation. Although several field campaigns have been performed in the

Marine aerosol
Mexican Pacific Ocean
Gulf of California

Atlantic, Arctic, and Southern oceans to evaluate the ice nucleating abilities of marine aerosol particles, this is
not the case for the eastern Pacific Ocean, especially at the coasts of Mexico. The ice nucleating abilities via
immersion freezing, of water samples collected during two oceanographic cruises in the Gulf of California (GoC)
and off the west coast of the Baja California Peninsula (WBCP) at three different depths (i.e., 3-7 m, 10-72 m,
and 500 m) were evaluated. The onset freezing temperature of the water samples from the GoC ranged between
—10 °C and —22 °C, while it varied between —14.5 °C and —23 °C for the WBCP samples. The median freezing
temperatures (i.e., the temperature at which 50% of the droplets freeze, Tsg) from both sets of samples was found
to decrease with depth, indicating that superficial waters contain more ice active material. Although some
meteorological variables (i.e., temperature, salinity, and chlorophyll-a), nutrients concentration, and primary
production showed differences between the sampling points and depth, the obtained correlations with Tsy were
not statistically significant. The INP concentration of the GoC and the WBCP samples varied between 2 x 10% L™}
and9 x 10*Lata freezing temperature range from —10 °C to —36 °C. These concentrations are in agreement
with those measured in the Gulf of Mexico; however, they are two orders of magnitude lower than those reported
at higher latitudes. Even though it is clear that the ocean-atmosphere exchange takes place at the sea surface
microlayer, it was found that deep waters also contain ice active material. Although the present results suggest
that the Mexican Pacific Ocean is not a great source of INPs, in the absence of efficient INPs such as mineral dust
or terrestrial bioparticles, the locally emitted marine aerosol particles can likely impact mixed-phase cloud
formation.

1. Introduction latter predominating over the continents (Miilmenstadt et al., 2015). Ice
nucleating particles (INPs) play an important role in ice formation

Precipitation can be produced by warm rain generated by clouds within clouds through heterogeneous ice nucleation (Murray et al.,
containing only liquid drops and by cold processes triggered by the 2012; Vali et al., 2015; Kanji et al., 2017). The most important hetero-
presence of ice in cirrus and mixed-phase clouds (Houze, 2006), with the geneous nucleation pathway in mixed-phase clouds (i.e., clouds
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containing liquid droplets and ice crystals) is immersion freezing (Vali
et al., 2015; Kanji et al., 2017; Irish et al., 2019).

The oceans, a large source of aerosol particles, cover around 71% of
Earth’s surface and they play an important role in the weather and
climate due to the heat and water exchange with the atmosphere
(Camara et al., 2015). Sea spray aerosol (SSA) has been suggested as a
relevant source of INPs associated with biological activity in remote
marine regions (e.g., Burrows et al., 2013; Wilson et al., 2015; Zhao
et al., 2021). It has been estimated that the oceans emit around 2-100 x
10'° g of SSA per year (Jayarathne et al., 2016).

SSA is compose by crystalline salts and organic material. Also, the
organic material (or the carbon pool) present in marine water is divided
into dissolved organic carbon (DOC) and particulate organic carbon
(POQ). The former is the organic matter that passes through 0.2 pm pore
size filters (Verdugo, 2012) with bacteria, viruses, microgels, and mac-
romolecules e.g., proteins, carbohydrates, amino acids, and lipids as
examples of DOC (Biller et al., 2014; Verdugo et al., 2004; Chin et al.,
1998; Wang et al., 2016; Rohwer et al., 2000). On the other hand, POC
corresponds to large particles (i.e., >0.4 pm of size) and they are
retained in filters with a 0.2 pm pore size (Turnewitsch et al., 2007). The
POC comprise fragments or complete phytoplankton and zooplankton
species, bacteria >1 pm in size, macrogels, and transparent exopolymers
(TEP) (Aller et al., 2017; Verdugo et al., 2004; Pinxteren et al., 2022).
This dissolved and particulate material, produced from biological mi-
croorganisms, can be dispersed in subsurface water (SSW, deeper than 1
mm) or bulk water (Aller et al., 2005) and can be enriched in the sea
surface microlayer (SML), which is the interface layer between the ocean
and the atmosphere (Wurl and Holmes, 2008). Therefore, this organic
material together with crystalline salts can be released into the atmo-
sphere by bubble bursting, with a high potential to impact the hydro-
logical cycle (Christiansen et al., 2019).

Several studies have shown that the ability of marine aerosol parti-
cles to nucleate ice is related to the presence of phytoplankton, bacteria,
and their by-products (Schnell and Vali, 1976; Alpert et al., 2011; Wil-
son et al., 2015; McCluskey et al., 2017; Trueblood et al., 2021; Roy
et al., 2021). When near-surface wind speed exceeds 5 m s’l, the waves
break and generate air bubbles at different depths (Quinn et al., 2015).
These bubbles rise in the water column and, once at the surface, break
releasing the SSA through film and jet drops (Blanchard, 1964; Blan-
chard and Syzdek, 1970; Wilson et al., 2015; Wang et al., 2017).

Water density, water pressure, water temperature, salinity, and wind
speed can significantly influence the chemical composition and biolog-
ical activity of the oceans (Aceves et al., 2019; Contreras et al., 2021).
The temperature and salinity create stratified oceans, where there are
differences in water density (Li et al., 2020). This density gradient is one
of the main mechanisms that promote the motion of deep-water masses
(i.e., deep sea currents) and the top layers are mainly moved by wind
stress horizontally (Da-Allada et al., 2013). These variables can vary
seasonally due to evaporation, river discharges and ice melting process
(Camara et al., 2015). In the North Pacific Ocean there is a current called
North Pacific Gyre where part of it is initiated in the California Current
(CC) and an equatorward current that transports subarctic water from
the surface to 100 m depth; however, due to the cyclonic gyre (called
Southern California Eddy) a California Undercurrent (CUC) is generated
(Dong et al., 2012). The CUC is characterized for a poleward recircu-
lation that transports water with high salinity and high nutrient con-
centration between 100 m and 450 m depth (Kurczyn et al., 2019). This
transport of water masses is responsible of coastal upwellings, and
therefore, it triggers physical, biogeochemical, and ecological variability
in Pacific coastal waters (Jacox et al., 2018). Upwelling in the Mexican
Pacific occurs along the coasts of Baja California, Jalisco, Colima, and
Oaxaca (Chiappa-Carrara et al., 2018). The increase of nutrients stim-
ulates the growth of phytoplankton species, and therefore, the marine
organic matter composition can change (Flint et al., 2002; Contreras
et al., 2021).

Previous studies have mainly focused on the ice nucleating abilities
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of SSW, SML, and marine aerosol samples (Wilson et al., 2015; Ladino
et al., 2016; Irish et al., 2017; Wilbourn et al., 2020; Cérdoba et al.,
2021; Roy et al., 2021; Cornwell et al., 2021; Wagner et al., 2021; Zhao
et al., 2021; Alpert et al., 2022; Knopf et al., 2022); however, deeper
waters are not frequently evaluated, especially in the eastern Pacific
Ocean, a place where coastal upwelling brings cold water and nutrients
that promote phytoplankton blooms in surface waters and with it dis-
solved and particulate organic material (Contreras et al., 2012; Pontiller
et al., 2022). Righetti et al. (2019) revealed a large diversity and
phytoplankton richness between the 40° N and 40° S, where a high
abundance of phytoplankton over the Mexican coast is reported.
Although deep waters are difficult to aerosolize, it is worth remembering
that due to the dynamics of the ocean, organic material can be dragged
from the bottom of the ocean to the surface. Thus, it is important to
evaluate how ice active material is distributed with depth. Therefore,
the present study evaluates the ice nucleating abilities, via immersion
freezing, of water samples collected at different depths in two different
areas of the Mexican Pacific coast.

2. Methods
2.1. Sampling details

The Gulf of California (GoC) is divided into different provinces: the
entrance zone, the Southern Gulf of California (SGC), the Northern Gulf
of California (NGC), and the Upper Gulf of California (UGC) as shown in
Fig. 1. The entrance zone is located between Cabo San Lucas and Cabo
Corrientes. It communicates with the eastern tropical Pacific Ocean and
it is known as “the outer mouth” (Lavin and Marinone, 2003). This area
is characterized by the presence of three surface water masses with
different salinities and temperatures (Lavin and Marinone, 2003; Castro
et al., 2006), the tropical surface water, the CC water, and the GoC
water. Below these water masses, the subtropical subsurface waters can
be found (Larios-Muniz et al., 2022). When these water masses get
mixed, thermal fronts and mesoscale structures like eddies are produced
and it promotes the increase of nutrients in the surface, useful for the
development of phytoplankton (Kahru et al., 2012; Sanchez-Velasco
et al., 2013).

The Baja California Peninsula is located in northwest Mexico, be-
tween the Pacific Ocean and the GoC. Along the western coast of the Baja
California Peninsula (WBCP), the highest nutrient concentrations are
found in Punta Baja, Punta Eugenia, and Bahia Magdalena (Moral-
es-Zarate et al., 2000). Northerly winds play an important role triggering
the seasonal upwelling. Between March and June, upwelling is strong;
however, another strong upwelling takes place between August and
November due to the presence of tropical storms. From November to
January the upwelling decreases because northerly winds weaken
(Cervantes-Duarte et al., 1993; Delgadillo-Hinojosa et al., 2015).

Two oceanographic cruises by the Research Vessel Dr. Jorge Carra-
nza Fraser, were carried out along the WBCP in September and October
2020 and between the entrance zone of the GoC and the SGC in
November 2020. Sampling stations for both cruises are shown in Fig. 1,
while their coordinates and sampling dates are presented in Tables S1
and S2. Sampling stations were determined by the Instituto Nacional de
Pesca (INAPESCA) following different oceanographic purposes. Out of
the different samples collected, 20 were selected for the present study.

Water samples were collected with 8 L Niskin bottles at three depths:
3 m-7 m, 10 m-72 m, and 500 m, using an oceanographic rosette. A
Conductivity, temperature, and depth (CTD) sensor device (SeaBird
SBE-911plus) was installed on the rosette. The CTD device measures
different parameters such as chlorophyll concentration, water temper-
ature, salinity, and depth. Once the samples were on board, they were
transferred into amber bottles and stored at —12 °C during the cruise
journey. Once the vessel arrived at the port of Manzanillo, the samples
were transported to Mexico City at ca. —4 °C.
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Fig. 1. Map showing the sampling stations for both cruises, the WBCP cruise (blue circles) and the GoC cruise (red circles).

2.2. Inorganic nutrients

Aliquots of 500 mL from samples in the Niskin bottles were stored in
dark Nalgene bottles at —40 °C for the analysis of inorganic nutrient. The
concentration of phosphate (PO?(), nitrate + nitrite (NOy), ammonium
(NHY), and silicate (SiO3) were analyzed for each sample using an
automated analyzer (Skalar San ++). The lower detection limit for
P03, NOy, NHY, and SiO7 was determined as 0.01 pM. These analyses
were carried out in the Water Quality Laboratory from the Centro Uni-
versitario de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad de Colima,
following the procedure described by Strickland and Parsons (1972) and
Pérez-Gomez et al. (2020).

2.3. Phytoplankton analysis

At each sampling station, 250 mL of water from different depths was
filtered with a 160 pm mesh pore size to remove zooplankton organisms.
Afterward, approximately 1 mL of lugol/sodium acetate was added. The
samples were stored in dark Nalgene bottles at room temperature until
analysis.

The identification of the phytoplankton species diversity and cell
abundance were performed in the Laboratorio de biologia algal/FICO-
TOX from the Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Supe-
rior de Ensenada (CICESE), Baja California. The Utermo6hl methodology
was adopted (Sournia, 1978). The samples were sedimented for 24 h in
Utermohl chambers with a volume of 10 mL (Hydro-Bios Kiel, Ger-
many). Samples were then analyzed through an inverted microscope
(Leica DMI3000B LED), with an integrated photographic system and
with 10X, 20X, 40X, and 63x objectives. The bottom of the chambers
was analyzed for the identification and quantification of phytoplankton
until a total of 400 cells was reached or by counting the total number of
microorganisms present in the chambers, if the abundances of phyto-
plankton were low.

The phytoplankton organisms were identified to species level or to
genus level according to Cupp (1943), Tomas (1997), and Omura et al.
(2012). The absolute abundance of the sample is expressed in the
number of cells per liter (cell L~1) and the relative abundance is reported
in percentage (%).

2.4. Ice nucleation abilities

Once the water samples arrived at Mexico City, aliquots of 50 mL
were stored at —20 °C in dark falcon tubes. The ice nucleation activity of
the samples was assessed by immersion freezing experiments in the
UNAM-Droplet Freezing Assay (UNAM-DFA, Ladino et al., 2022).
Briefly, 50 pL of water samples were transferred into each of the 96 wells
of a sterile Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) plate (Corning
3896). The plate was then sealed with transparent foil to avoid
contamination of the sample. The ELISA plate is mounted in a holder and
then it is immersed into the bath of a LAUDA thermostat (PRO RP 1090)
containing polydimethylsiloxane. The experiment started when the
temperature decreased from 0 °C to —40 °C at a cooling rate of 2.66 °C
min~!. A light-emitting diode (LED) system is located at the bottom of
the bath to illuminate the plate, and hence, to facilitate the optical
detection of the freezing of each well. A video camera records the ex-
periments from above. The videos are analyzed to detect the freezing
temperature of each well, based on the change of their opacity.

Since the samples are of marine origin, the salts present can affect the
measured freezing temperatures. Therefore, a correction to account for
the freezing point depression was applied (See Supplementary material).

The frozen fraction (f) at 0.5 °C intervals was calculated using
Equation (1) and the cumulative INP concentration per liter of water
(L™Y) with Equation (2).

®

where Nyis the number of frozen droplets at a specific temperature and N
is the total droplets of the ELISA plate.

—In(Fuy)
Vdmp

Cwp(T) ()]

where Fyy is the fraction of unfrozen droplets at temperature T (°C) and
Virop (L) corresponds to the volume added in each well of the ELISA plate
(50 pL)”.
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3. Results and discussion
3.1. Ice nucleation abilities

The ice nucleation abilities of the seawater samples collected at
different depths in the GoC (reddish symbols) and the WBCP (bluish
symbols) by immersion mode are shown in Fig. 2 (corrected for the
freezing point depression caused by the salts). The water samples from
the GoC were found to have onset freezing temperatures (Ty) between
—10°Cand —22 °C (Fig. 2a), while the T for the water samples from the
WBCP was found to range between —14.5 °C and —23 °C (Fig. 2b). The
average freezing temperatures of the “superficial” water samples (i.e.,
3-7 m and 10-72 m depth) were found to be comparable. Samples
collected at 500 m depth were the least efficient as their freezing tem-
peratures were closer to the homogeneous freezing curve (black dotted
line).

Schnell and Vali (1975) found that the freezing temperatures for
seawater samples from the Bedford Basin, Vancouver (BC), Nassau
Bahamas, and Huntington (California) varied between —3.5 °C and
—26 °C. Schnell (1977) later reported freezing temperatures ranging
between —4 °C and —24 °C for water samples collected in Nova Scotia,
Canada. More recently, the water samples from the North Atlantic and
the Arctic oceans were found to freeze between —14 °C and —29 °C and
—7 °C to —32 °C, respectively (Wilson et al., 2015). Irish et al. (2017)
also observed a wide range of T values for water samples collected in
the Arctic (i.e., from —7 °C to —33 °C). Similarly, Gong et al. (2020)
showed that the water samples collected in Sao Vicente Island (Cape
Verde) froze in the range from —7 °C to —28 °C. Finally, Ladino et al.
(2022) reported that water samples collected in the Gulf of Mexico
(GoM) freeze between —15 °C and —35 °C. Note that the aforementioned
temperature corresponds to SML and SSW samples with the deepest
samples collected at 2 m and the ice nucleation analysis were performed
with instruments where the volume the droplet sample was smaller (i.e.,
0.6 or 1 pL) than ours (i.e., 50 pL). Despite the fact that the samples from
the present study correspond to deeper waters than those reported up to
date, our onset freezing temperatures are into the freezing temperature
range reported in previous ice nucleation studies in marine water

Frozen Fraction
o
2]

Frozen Fraction
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samples.

Median freezing temperatures (i.e., the temperature at which 50% of
the droplets freeze, Tsg) exhibited less variability than the T, values
(~9 °C and ~11 °C for the GoC and the WBCP samples, respectively).
Although a Tsy > —28 °C was found for most of the “superficial” water
samples, i.e., those collected between 3 m and 72 m (Table S3), as ex-
pected, there is a clear anticorrelation between Tsy and depth (Fig. 3).
This suggests that although there is ice active material in deep waters,
there are other factors that can control their ice-nucleating abilities,
with the superficial waters showing a higher potential to catalyze mixed-
phase clouds.

Additionally, the present results confirm the observations made by
Alpert et al. (2022), who determined that the plankton exudates are
responsible for the ice nucleation activity in marine aerosol particles.

.23 -23
@ T T (6)
1
24 24 i :
| 1
i i
25 -25 i i
+ | i
-26 H -26
1
ol i
2 3 ! 2
D) i 3
& <
~ -28 E ~ -28
w w
= -
29 ! -29 —_—
I
i T i
-30 4 300 i B
| | 4 |
-31 ! 311 |
! L
-32 —+ -32
.33 -33 :
3-7 10-72 3-7 10-72 500
Depth (m) Depth (m)

Fig. 3. Boxplot charts of Tsq as a function of depth for the (a) GoC and (b)
WBCP samples. The boxplot for the GoC at 500 m was not included as a single
sample was collected at this depth.
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Fig. 2. Frozen fraction as a function of temperature for the (a) GoC and (b) WBCP samples at different depths. Each curve corresponds to an average of three
experiments of each sampling point and depth with their respective standard deviation. The black curve shows the homogenous freezing of pure water (LAL reagent

water, Associates of Cape Cod, Inc.).
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These exudates or ice-nucleating agents (INAs) are a complex mixture of
proteinaceous and polysaccharidic material with a significant contri-
bution from carboxylic functionalities that can be considered ubiquitous
in marine environments, and therefore, they can be dispersed in the bulk
water. It is also important to note that the authors indicate that organic
matter does not depend on the high concentration of dissolved organic
carbon, transparent exopolymer particles or cell number concentration
in the SML and bulk seawater.

Fig. 4 shows the INP concentrations of the GoC (red circles) and the
WBCP samples (blue squares) as a function of temperature and depth.
The INP concentrations were found to vary between ca. 2 x 10?L~! and
9% 10*L tata freezing temperature range from —10 °C to —36 °C. INP
concentrations of superficial seawater samples (between 0.2 m and 5 m
depth) from the Arctic, north Atlantic, and the GoM collected by Irish
etal. (2017, 2019), Wilson et al. (2015), and Ladino et al. (2022) are also
shown in Fig. 4. The INP concentrations found in the deep Mexican
Pacific Ocean waters (>3 m) are lower than those found in high latitudes
by Irish et al. (2017, 2019) and Wilson et al. (2015); however, they are
comparable to those reported by Ladino et al. (2022) from the GoM.
Additionally, the marine INP concentration modeled by Wilson et al.
(2015) agrees with the present results, where it was predicted that the
INP concentrations active at —20 °C (via immersion freezing) is lower in
the tropics (including the Mexican coasts) compared to mid- and
high-latitude seawaters. The marine INPs concentration is associated
with organic matter, which is closely related to episodically phyto-
plankton blooms, and it can be one of the reasons of the low INP con-
centrations. It is interesting that the INP concentration measured in the
GoM-SML samples is comparable to those measured in the deep waters
from the Mexican Pacific Ocean. This indicates that there are ice active
materials at depths as low as 500 m. The spatial distributions of the INP
concentrations were obtained for the different sampling stations at
different depths; however, a tendency was not clearly observed (Fig. S1).

3.2. Environmental variables

To identify potential factors that could affect the ice-nucleating
abilities of superficial and deep waters, the spatio-temporal variability
of seawater temperature, salinity, and chlorophyll-a (Chl-a) were eval-
uated as a function of depth (Figs. S2 and S3). Our results indicate that
the freezing temperatures of the WBCP waters were lower by ca. 3 °C. As
expected, seawater temperature decreases with depth, with the highest
temperatures measured in the superficial waters (GoC: 30.2 °C and
WBCP: 27.2 °C) and the lowest in the deepest waters (GoC: 7.4 °C and
WBCP: 6.2 °C). In contrast with the seawater temperature profile,
salinity did not show a significant trend with depth (Figs. S2 and S3);
however, a slight difference of ca. 1.0 psu was observed between the
study areas. The results show that the oceanographic conditions differ in
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both regions, which is reflected in the phytoplankton community. This is
confirmed in section 3.4.

Superficial seawater temperatures and salinity similar to those re-
ported here have been obtained from satellite measurements elsewhere.
Contreras et al. (2012) reported SST >28.5 °C in the SGC in October
2007. Between June and October, the SSTs varied between 30 °C and
34 °C in the SGC region during the years 2014, 2015 and 2016 (Cor-
ia-Monter et al., 2018). Additionally, Sanchez-Velasco et al. (2013)
found in July 2011 that the seawater temperature in the SGC varied
between 30 °C (superficial water) and 8 °C (500 m). Finally, Etnoyer
et al. (2006) observed SST gradients off the Baja California Peninsula,
from Punta San Antonio to Cabo San Lucas that ranged from 14 °C to
24 °C. Likewise, Aceves et al. (2019) reported SSTs in the Bahia
Sebastidn Vizcaino that ranged between 14.7 °C and 24.7 °C and sea
surface salinity ranging between 34.4 psu and 32.7 psu. All the afore-
mentioned studies were performed close to the sampling location of the
present study.

Superficial samples showed lower Chl-a concentrations than samples
collected between 10 m and 72 m depth, in both sampling sites (Figs. S2
and S3). In most superficial samples, the Chl-a concentrations were
below 1.0 mg m~3, while for the samples collected between 10 m and 72
m depth, it ranges from 0.36 to 3.98 mg m . Chl-a concentrations in the
deepest samples (500 m depth) were below 0.05 mg m~>. The Chl-a
concentration values from the GoM are comparable to those reported
by Monreal et al. (2001), Hidalgo-Gonzalez and Alvarez-Borrego (2004),
Contreras et al. (2012), and Sanchez-Velasco et al. (2013) in the SGC and
the entrance zone of the GoC at depths between 0 m and 70 m. The
differences in the Chl-a concentrations between the two sets of samples
could be attributed to the fact that the GoC has a higher mixture of the
different water masses, that generate different conditions through the
water column, not only in the concentration of nutrients, but in the
penetration and quality of light due to the amount of suspended solids,
temperature, and stability in the water column for the photosynthetic
activity at which different groups generate primary productivity. This
leads to a maximum peak of chlorophyll which is related to the abun-
dance of dissolved oxygen and subsequent processes such as the
degradation of organic matter or biomass transfer to higher trophic
levels that are reflected in the amount of dissolved and particulate
organic material (Alvarez-Borrego and Lara-Lara, 1991; Santamar-
fa-Del-Angel et al., 1994; Hidalgo-Gonzalez and Alvarez-Borrego, 2004).

Finally, the experimentally obtained Ts( values were correlated with
the measured seawater temperature, salinity, and Chl-a. The obtained
Spearman correlation coefficients were not statistically significant
(Table 1), indicating that none of them are likely responsible for the
observed ice nucleation trends shown in Figs. 2 and 4.

3.3. Nutrient concentrations vs. Tso

Fig. 5 shows the nutrient concentrations (NOx, NHZ, PO?{, SiOy) asa
function of depth. An increase with depth in the concentrations of
nutritional salts was evident in both regions. A similar observation was
previously reported by Jiménez-Quiroz et al. (2019) for nitrate, phos-
phate, and silicate in Bahia Magdalena (Baja California Sur) and by
Gonzales et al. (2020) for nitrate and silicate at 10 km from Bahia de
Todos Santos (Baja California Norte). Zaytsev et al. (2003) also observed
an increase in nutrients with depth in Punta Abreojos (WBCP) and close
to the entrance zone of the GoC (Bustos-Serrano and Castro-Valdez,
2006). The concentration of SiO5 was the highest in all samples and in
both cruises. It varied between 11.7 pM and 71 pM at depths from 3 m to
72 m for both sampling sites, but it presented elevated values at 500 m
depth (>118 pM).

The NOx concentrations ranged between 4.9 pM and 28.4 uM for the
GoC and between 4.7 pM and 40.4 uM for the WBCP. The PO3 ™~ con-
centration ranged from 0.8 pM to 4.5 uM for the GoC and from 0.7 uM to
4.4 pM for the WBCP. Out of the analyzed nutrients, ammonium showed
the lowest concentrations (i.e., it fluctuated from 0.10 pM to 2.4 pM for
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Table 1
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Spearman correlations between the Tso values and the environmental variables such as sea water temperature (Tw), water salinity (Sw), the concentration of chlo-
rophyll (Chl-a), the nutrient concentration, and the abundance of phytoplankton cells. The p-values were calculated at the 95% at confidence level (p < 0.05).

Tso GoM Tso WBCP
3-7m 10-72 m 3-7m 10-72 m
Environmental variables p p-value p p-value P p-value P p-value
Tw 0.35 0.13 0.15 0.53 -0.11 0.63 0.40 0.08
Sw —-0.38 0.10 0.11 0.65 0.05 0.84 0.38 0.10
Chl-a -0.30 0.19 0.12 0.61 0.45 0.05 -0.02 0.92
Nutrient concentration P p-value P p-value P p-value P p-value
NHj 0.19 0.45 0.07 0.79 -0.26 0.37 -0.12 0.68
NOx 0.39 0.10 —0.01 0.95 0.31 0.28 —0.05 0.87
PO%‘ 0.34 0.15 0.14 0.56 0.12 0.68 -0.07 0.81
Si0y 0.00 1.00 0.04 0.86 -0.07 0.98 -0.02 0.93
Abundance of phytoplankton P p-value P p-value P p-value P p-value
Diatoms 0.00 0.99 0.18 0.51 0.07 0.76 -0.28 0.24
Dinoflagellates -0.20 0.44 —-0.21 0.45 —0.04 0.86 -0.11 0.64
Others -0.25 0.33 0.05 0.87 —0.08 0.75 -0.14 0.55
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Fig. 5. Nutrient concentrations (left axis) present in the seawater samples for each sampling point for the GoC (upper panels) and the WBCP (bottom panels) as a
function of depth (3-7 m (a and d), 10-72 m (b and e), and 500 m (c and f)). Ts values are shown in purple solid circles (right axis). The sampling points without bars

indicate that the analysis was not performed at this station.

the GoC and from 0.02 pM to 2.8 uM for the WBCP). The NOy concen-
trations reported for WBCP here are similar to those reported by
Gonzales et al. (2020) (i.e., <23. 8 pM for NOy); however, the SiOy
concentrations (in this study) are more than three times higher.

Wolf et al. (2020) reported NO3 and POj concentrations that
ranged between 0 pM and 1.34 pM and between 0.22 pM and 0.39 pM,
respectively, for samples collected between 2 m and 5 m depth in the
Eastern Tropical North Pacific (ETNP). These concentrations are lower
than the concentrations reported in the present study, probably due to
geographic differences between zones that vary the sources and amount
of continental inputs, and a higher primary production that is common
in the zone of ETNP as a result of wind-driven upwelling (Deutsch et al.,
2014).

These results suggest the existence of upwelled waters in both sam-
pling regions, resulting in higher nutrient concentrations. According to
Cervantes-Duarte et al. (1993), concentrations above 5.0 pM and 1.0 pM
for NO3 and PO?{, respectively, can be considered as an upwelling
index, where the low but significant concentrations of ammonium are a
sign of the degradation of the organic material that is remineralized and
does not reach higher concentrations as it is in a medium with high
availability of dissolved oxygen due to the high primary activity (Leg-
endre & Rassoulzadegan, 1995). Finally, the low concentration in the

superficial water masses is a result of the uptake by microorganisms such
as phytoplankton for their growth (Gaxiola-Castro et al., 1999).

On the other hand, it is notable that there exists a higher ice nucle-
ation efficiency (in terms of Tsg) in the samples collected between 3 m
and 7 m depth, compared to deeper samples. As we assume that the
decrease in nutrient concentration is related to the development of
phytoplankton species, it is possible that these species can influence the
presence of INPs, and hence, the ice nucleation efficiency of the
collected samples. However, low correlation coefficients were found
between the Ts( values and the nutrient concentrations (Table 1).

3.4. Primary production vs. Tsg

The phytoplankton abundance was identified and quantified for
samples collected at 3-7 m and 10-72 m depth. Fig. 6 shows the primary
production abundance of diatoms and dinoflagellates. Phytoplanktonic
species such as Dyctyocha sp., Euglena sp., and Mirionecta sp. were
classified as “others”. Additionally, the average Ts, for each station is
shown in the same figure. The total abundance of phytoplankton varied
between 40 cells L™! and 63,717 cells L™! for the GoC samples and be-
tween 20 cells L™! to 34,105 cells L™! for the WBCP samples. Therefore,
the abundance of phytoplankton cells was found to be almost two times
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higher in the GoC samples.

The phytoplankton community was largely dominated by diatoms
followed by dinoflagellates in both sampling sites (Fig. 6), similar to the
observations made by Gaxiola-Castro et al. (1999) for some parts of the
GoC and by Cervantes-Duarte et al. (2018) in Bahia Magdalena in the
WBCP. The most abundant identified diatom species were
P. pseudodelicatissima, Cylindrotheca sp., Chaetoceros sp., Cerataulina sp.,
Thalassionema sp., and Chaetoceros sp. On the other hand, the most
abundant identified dinoflagellates were Simbiodinium sp., Gyrodinium
sp., Dino sp. 1, Gyrodinium sp., Scrippsiella sp., and Lioma sp., as sum-
marized in Table S4. Although there seems to be a correlation between
“warm” Tso values and the increase of some phytoplankton species
(Fig. 6), similar to the environmental variables and the nutrient con-
centrations, the Spearman correlations between Ts( and the abundance
of phytoplankton cells did not show a clear trend with statistically sig-
nificant values (Table 1).

Several studies have investigated the ice nucleating potential of di-
atoms such as the Thalassiosira pseudonana (Alpert et al., 2011; Knopf
et al., 2011; Wilson et al., 2015), the Skeletonema marinoi and Melosira
arctica (Ickes et al., 2020), the Nitzschia stellate and Berkeleya sp. (Xi
et al., 2021), and the Fragilariopsis cylindrus (Eickhoff et al., 2022). The
Thalassiosira pseudonana, Skeletonema marinoi, and Melosira arctica have
been reported to nucleate ice, via immersion freezing, between
—23.15 °C and —33.15 °C. Similarly, the ice nucleation temperature of
the Fragilariopsis cylindrus diatom was reported to range between —31 °C
and —38 °C and between —14 °C and —25 °C for the Nitzschia stellate and
Berkeleya sp. diatoms. Furthermore, Wolf et al. (2020) emphasized that
the ice nucleating abilities of the marine aerosol are strongly linked with
the biogeochemistry of the seawater as the samples from ETNP were
higher productive compared with those from the Florida Strain. How-
ever, it is important to note that in Wolf et al. (2020) aerosol particles
were generated from SML and SSW water samples and then their ice
nucleating abilities were evaluated with the SPIN. Their results together
with those found in the present study suggest that marine aerosol

particles from the Pacific Ocean may influence ice formation in
mixed-phase clouds, and thus, the regional precipitation patterns.

4. Conclusions

The ice nucleating abilities in waters of the Mexican Pacific Ocean
were evaluated for the first time. Additionally, the role of deep waters in
ice particle formation (down to 500 m depth) was assessed. The physi-
cochemical properties (seawater temperature, salinity, and chlorophyll-
a concentration) of the WBCP and the GoC samples indicate important
differences in the two sets of samples, which can potentially impact the
presence of ice-active material. Our results indicate that the water
samples collected at the GoC and the WBCP contained INPs with onset
freezing temperatures as high as —10 °C. Although the efficiency at
nucleating ice from both sets of samples was found to be comparable,
their efficiency as INPs decreased with depth. The INP concentration
measured in the Mexican Pacific Ocean is comparable to the concen-
trations reported in the GoM, but two orders of magnitude lower than
the concentrations measured in higher latitudes. However, it is impor-
tant to note that the reported INP concentrations here can be considered
as the lower limit.

The nutrient concentrations were lower in the superficial seawater
samples compared to deeper samples and diatoms were found to be the
dominant genera followed by the dinoflagellates in both cruises (i.e.,
WBCP and GoC).

The low INP concentrations found in the Mexican Pacific Ocean
could suggest that these waters are not important for mixed-phase cloud
formation; however, despite the low INP concentration in the GoM,
Cordoba et al. (2021) reported that marine aerosol particles are the most
important and efficient INPs in the Yucatan Peninsula. Therefore, a
study to characterize airborne marine INPs emitted by the Mexican
Pacific Ocean under different seasons will nicely complement the pre-
sent study.
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Correction factor for freezing depression by marine salts

Here we describe the process to correct the measured freezing temperatures due to the
effect of the salts dissolved in seawater.

This correction factor was calculated using the Equation S1 from Schwidetzky et al. (2021)
ATy =n-c - Ef Equation S1.
where:
AT; is the difference of freezing temperature between two points.
n is the number of ions of the salt completely dissociated
c is the molality of the salt
E: is the cryoscopic constant of water. E; = -1.86 K- Kg - mol™

We assumed sea salt to be mainly sodium chloride with a seawater density of 1.0269 g cm’
®. The salinity measured in each sampling point was used to calculate c.

A mean of correction factor for each set of samples was found to be as follows:
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Teom_mean 3-7m) = -1.96°C

TcoM_mean_(10-72m) = -1.94°C

Tcom_mean_(s00 m) = -1.93°C

Twecp_mean 37m) =-1.89°C

Twscp_mean_(10-72m) = -1.88°C

Twscp_mean_(s00 m) = -1.92°C

Table S1. Sampling details of the western coast of the Baja California Peninsula samples.

Coordinates
Point Sampling Date Latitude Longitude
P1 28/09/2020 32°11'30" N 117°32'04" W
P2 30/09/2020 31°34'48" N 117°07'18" W
P3 30/09/2020 31°45'35" N 116°48'10" W
P4 07/10/2020 30°54'52" N 116°41'56" W
P5 08/10/2020 30°3525" N 116°12'27" W
P 6 09/10/2020 30°28'49" N 116°24'04" W
P7 13/10/2020 28°54'40" N 114°58'45" W
P8 15/10/2020 27°44'10" N 115°32'57" W
P9 15/10/2020 27°53'31" N 115°15'16" W
P10 17/10/2020 26°59'43" N 114°10'56" W
P11 18/10/2020 26°39'26" N 114°49'30" W
P12 19/10/2020 26°18'08" N 113°48'41" W
P13 19/10/2020 26°29'11" N 113°28'52" W
P14 20/10/2020 25°49'45" N 113°05'03" W
P15 21/10/2020 25°39'57" N 112°17'18" W
P16 22/10/2020 25°34'23" N 112°28'08" W
P17 22/10/2020 25°23'37" N 112°48'04" W
P18 23/10/2020 25°06'20" N 112°14'22" W
P19 23/10/2020 24°55'34" N 112°35'19" W
P20 24/10/2020 24°23'22" N 112°28'56" W
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Table S2. Sampling details of the Gulf of California samples.

Coordinates
Point Sampling Date Latitude Longitude
Gl 07/11/2020 21°47'47" N 106°21'45" W
G2 08/11/2020 22°04'46" N 105°48'46" W
G3 08/11/2020 22°03'08" N 106°25'25" W
G4 09/11/2020 22°16'35" N 107°07'53" W
G5 11/11/2020 22°4328" N 107°23'11" W
G6 11/11/2020 22°56'32" N 107°31'50" W
G7 12/11/2020 23°35'34" N 106°49'02" W
G8 12/11/2020 23°09'26" N 107°40'19" W
G9 12/11/2020 23°23'07" N 107°47'46" W
G10 14/11/2020 24°00'08" N 108°14'31" W
G11 14/11/2020 23°40'11" N 108°56'34" W
G12 15/11/2020 23°28'40" N 109°19'10" W
G13 15/11/2020 23°3921" N 109°32'19" W
G14 16/11/2020 24°26'32" N 107°59'38" W
G15 16/11/2020 24°3921" N 108°08'36" W
G16 16/11/2020 24°21'47" N 108°42'56" W
G17 16/11/2020 24°07'47" N 109°1029" W
G18 17/11/2020 24°35'42" N 108°49'44" W
G19 18/11/2020 24°52'51" N 109°24'02" W
G20 18/11/2020 25°14'30" N 108°41'18" W
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Table S3. Average Tso with their corresponding standard deviation for each sample.

GoC
3-7m 10-72m 500 m
T50 (°C) Std (°C) T50 (°C) Std (°C) T50 (°C) Std (°C)

Gl -27.83 1.26 -27.67 3.21

G2 -28.67 0.76 -25.67 0.58

G3 -27.50 0.50 -30.00 1.00 -30.17 0.29
G4 -28.17 0.76 -29.50 0.87

G5 -26.67 0.29 -29.00 0.50

G6 -27.17 0.29 -28.83 0.29

G7 -27.50 0.00 -26.17 0.29

G8 -27.83 0.76 -29.33 0.29

G9 -28.00 0.87 -31.67 0.76
G10 -29.67 0.76 -29.83 1.26
Gl1 -27.83 1.04 -31.17 0.58
G12 -27.67 0.76 -29.83 0.76
G13 -30.67 0.29 -30.50 0.50
Gl14 -28.50 0.50 -27.67 0.29
G15 -29.83 0.29 -29.83 0.58
G16 -30.17 0.76 -29.17 0.29
G17 -28.67 0.29 -32.00 0.87
G18 -28.00 0.87 -30.00 0.87
G19 -28.50 0.00 -26.17 0.58
G20 -26.67 0.29 -27.67 1.89

WBCP
3-7Tm 10-72m 500 m
T50 (°C) Std (°C) T50 (°C) Std (°C) T50 (°C) Std (°C)

P1 -28.00 0.87 -29.33 2.08

P2 -29.67 0.29 -29.00 0.87 -29.00 0.50
P3 -25.50 1.00 -26.50 0.50

P4 -28.83 0.29 -29.83 0.87 -30.17 2.84
P5 -29.33 0.58 -28.83 0.58
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P6 -28.67 1.15 -28.83 1.04
P7 -27.67 0.76 -30.83 0.29
P8 -28.50 0.50 -29.83 0.29 -30.50 0.50
P9 -25.50 0.87 -24.67 0.29
P10 -26.33 0.29 -24.83 1.26
P11 -27.67 0.29 -28.67 1.04 -29.33 0.29
P12 -30.33 0.76 -31.67 0.58 -32.83 0.29
P13 -25.33 0.29 -23.33 0.29
P14 -29.67 0.29 -29.00 0.50
P15 -28.00 0.50 -28.33 0.29
P16 -29.50 0.00 -27.00 0.50
P17 -30.67 0.29 -29.00 1.32
P18 -25.33 1.15 -24.50 0.00
P19 -23.50 1.00 -23.83 0.29
P20 -29.50 0.50 -30.17 0.58 -30.00 0.50

Table S4. Abundance of phytoplankton cells in the P3, P9, and G7 stations at 3-7 m and

10-72 m depths.

Station P3 (3-7 m)

Diatoms [cell/L] Dinoflagellates [cell/L] Others [cell/L]
Chaetoceros sp 1063 Ceratium sp. 1535 Dyctyocha sp 1063
Cylindrotheca sp 1771 Dinosp 1 472
Dactyliosolen sp 1299 Dinophysis sp 240
Eucampia sp 160 Gonyaulax sp 1417
Hemiaulus sp 1063 Gymnodinium sp 280
Nitzschia sp 600 Gyrodinium sp 2952
P. delicatissima 709 Lingulodinium sp 80
P. pseudodelicatissima | 26453 Oxyphysis sp 80
Pleurosigma sp 40 Oxytosum sp 40
Rhizosolenia sp 120 Podolampas sp 80
Thalassiossira sp 827 Prorocentrum sp 1653
Protoperidinium sp. 400
Simbiodinium sp 3661




Station P3 (10-72 m)

Ceratualina sp 525 Ceratium sp. 175 Dyctyocha sp 1284
Cylindrotheca sp 16631 Cochlodinium sp 175 Mirionecta sp 350
Coscinodiscus sp 58 Dinosp 1 525

Guirnardia sp 117 Gonyaulax sp 58

P. americana 408 Gymnodinium sp 1050

P. delicatissima 175 Gyrodinium sp 117

P. pseudodelicatissima | 1984 Noctiluca sp 58
Planktoniuella sp 175 Prorocentrum sp 58
Protoperidinium sp. 117
Simbiodinium sp 1634
Station P9 (3-7 m)

Chaetoceros sp 220 Dinosp 1 440 Dyctyocha sp 100
Cylindroheca sp 100 Gyrodinium sp 120 Mirionecta sp 160
Coscinodiscus sp 140
Dactyliosolen sp 600

Hemiaulus sp 160
Nitzschia sp 40
P. americana 260
P. delicatissima 80
P. pseudodelicatissima | 3280
Thalassionema sp 160
Station P9 (10-72 m)

Chaetoceros sp 360 Gyrodinium sp 360 Dyctyocha sp 140
Coscinodiscus sp 360 Mirionecta sp 100
Dactyliosolen sp 800

Eucampia sp 80
Navicula sp 320
Nitzschia sp 440
P. australis 160

P. delicatissima 1000

P. pseudodelicatissima | 9200
Rhizosolenia sp 120
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Figure S1. Map showing the spatial distribution of the INP concentrations in the GoC
cruise (upper panels) and the WBCP cruise (lower panels). Panels (a) and (d) correspond to
a sampling range of 3-7 m depth, panels (b) and (e) correspond to depths between 10-72 m,
and finally panels (c) and (f) 500 m depth.
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Figure S2. (top) sea water temperature, (middle) sea water salinity, and (bottom)
chlorophyll concentration trends at different depths: from 3 to 7 m (blue circles in a, b, and
c), from 10 to 72 m (blue stars in d, e, and f), and 500 m (blue square in g, h, and i) for the
GoC cruise samples. The depth is shown on the right axis (orange symbols).
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Figure S3. (top) Sea water temperature, (middle) sea water salinity, and (bottom)
chlorophyll concentration trends at different depths: from 3 to 7 m (blue circles in a, b, and
c), from 10 to 72 m (blue stars in d, e, and f), and 500 m (blue square in g, h, and i) for the

WBCP cruise samples. The depth is shown on the right axis (orange symbols).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Airborne biological particles have a great potential to affect the hydrological cycle as they have been reported as
Biﬂaer_OSOlS the most efficient ice nucleating particles (INPs). However, their spatiospatial-temporal variability and their ice
B?Cter‘a nucleation abilities are highly uncertain. The present study reports the ice-nucleating abilities, via immersion
FD;*:;mS freezing, of 32 bacteria, 6 fungi, and 26 marine phytoplankton species isolated in different environments in

Mexico. Although 15 of the 56 evaluated microorganisms were found to trigger ice formation at temperatures
above —21.5 °C, 41 species (i.e., 91% of the studied microorganisms) can be considered as inefficient INPs as
their median freezing temperatures (Tsg) were observed to be below —25 °C. Only the Cupriavidus pauculus and
the Phaeocystis sp. reported moderately warm Tsg values, i.e., —17.3 °C and — 19.5 °C, respectively. This cor-
roborates the hypothesis that only a very limited fraction of the bioaerosol population have the potential to
impact ice formation within clouds, including those found in the Tropics. Finally, out of the three bioparticles
studied, phytoplankton showed to be the most efficient INP, in terms of Tsp, while fungal propagules show the
lowest potential to impact mixed-phase cloud formation because of their poor ice-nucleating abilities.

Ice nucleating particles
Mixed-phase clouds

1. Introduction

The Earth’s climate is determined by numerous interconnected
physical, chemical, and biological processes that occur in the atmo-
sphere, the oceans, and on its surface (Ramanathan et al., 1989; Wang
et al., 2004; Garrett and Zhao, 2006). About 70% of the Earth’s surface is
covered by clouds (global annual average), with cloud cover being up to
15% higher over oceans than over land (Lohmann et al., 2016). There-
fore, clouds are a key component of the climate system playing an
important role in the radiative balance (Ramanathan et al., 1989;
DeMott et al., 2010; Huang et al., 2021). Furthermore, since between
60% and 70% of the total precipitation is initiated by cold clouds, these
clouds substantially control the exchange of water between oceans and
continents, as well as between the planetary surface and the atmosphere
(Ansmann et al., 2008; Burrows et al., 2013; Lohmann et al., 2016).

Ice particles in the atmosphere play a critical role in modulating
cloud microphysical properties and the chemical composition in the
troposphere (Kanji et al., 2017). Although ice particles can form via
homogeneous or heterogeneous freezing, where the later involves the
presence of aerosol particles, the dominant process by which Mixed-
Phase Clouds (MPC) form is heterogeneous ice nucleation (Tobo,
2016; Kanji et al., 2017; Zhang et al., 2020). Ice nucleating particles
(INP, Vali et al., 2015) are the particles or substances that cause ice to
form at lower supersaturations and supercooling than those needed for
homogenous freezing. Heterogeneous ice nucleation takes place through
four different pathways: deposition ice nucleation, contact freezing,
immersion freezing, and condensation freezing (Lohmann et al., 2016;
Kanji et al, 2017; Ramachandran, 2018). Immersion freezing is
considered to be the most important pathway for MPC and it occurs
when an INP is immersed in a liquid droplet and upon cooling below
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0 °C, it triggers drop freezing (Ansmann et al., 2008; Lohmann et al.,
2016; Tobo, 2016; Kanji et al., 2017).

Aerosol particles, and hence INP, are introduced into the atmosphere
from terrestrial and marine sources (Hoose and Mohler, 2012; Kanji
et al., 2017; Huang et al., 2021). Although a large variety of INP such as
mineral dust, combustion derived soot, volcanic ash, organic species,
and bioaerosols have been reported (e.g., Hoose and Mohler, 2012;
Frohlich-Nowoisky et al., 2016; Kanji et al., 2017), ice formation at
temperatures > —15 °C is typically associated with biological material
(e.g., Christner et al., 2008; Bowers et al., 2009; Murray et al., 2012;
Pummer et al., 2012; Morris et al., 2013; Yakobi-Hancock et al., 2013;
Kanji et al., 2017). Different microorganisms have been reported to be
able to act as INP such as viruses, algae, bacteria, fungal spores, pollen,
plant and animal detritus, as well as their fragments and secretions (e.g.,
Maki et al., 1974; Diehl et al., 2002; Iannone et al., 2011; Pummer et al.,
2012; Yakobi-Hancock et al., 2013; Kunert et al., 2019; Tang et al.,
2022; Knopf et al., 2011; Wilson et al., 2015). In the atmosphere, bio-
aerosols can be present as clumps, individual particles or agglomerates
(Lohmann et al., 2016). Bioparticles contain a variety of shapes such as
rods, spirals, spherical or spheroidal and their size vary from a few
nanometers to tenths of a millimeters (Edwards and Rohwer, 2005;
Ponce et al., 2013; Delort and Amato, 2017; Tang et al., 2022). Although
up to date it is not completely clear why bioaerosols are the most effi-
cient INP, it has been reported that this type of INP have ice nucleation
proteins which can trigger freezing of liquid droplets at temperatures
close to 0 °C (Maki et al., 1974; Christner, 2010; Murray et al., 2012; Hill
et al., 2014).

Pummer et al. (2015) reported that many fungal spores and bacteria
have comparable sizes, and their size determines the temperature at
which they are ice active. On the other hand, Knopf et al. (2011) and
Wilson et al. (2015) have reported that marine microalgae (diatoms) can
also facilitate ice formation in MPC. Yadav et al. (2022) reported that 20
samples (the phyla Firmicutes, Proteobacteria, and Actinobacteria
dominated the bacterial community, and genera including ice-
nucleating species were common) collected along a transect in the
northwestern Himalayan region showed ice nucleation activity at T >
—10 °C. Furthermore, studies on Snomax, a commercially available
material for the production of artificial snow which contains Pseudo-
monas syringae bacteria, showed that ice nucleation can be induced by
this type of bacteria at temperature as high as —2 °C (Wex et al., 2015). It
has been reported that due to the warm freezing temperature of Pseu-
domonas syringae, this bacterium is among the most efficient INP, but
also among the most active, abundant, and naturally known INP other
than P. syringae are those associated with intact cells of the bacterial
species Pseudomona fluorescens and Erwinia herbicola (Hoose et al., 2010;
Kanji et al., 2017). Lindow et al. (1978) evaluated the ice nucleation
activity of E. herbicola, observing very little ice nucleation activity at
temperatures above —7 °C. However, INP active at temperatures above
—4 °C were observed when the medium had been supplemented with
relatively high concentrations of a suitable carbon source.

As far as fungi are concerned, Fusarium spp. is the best-known INP
active fungus; however, their emission rate and spatial distribution are
not well known (Kunert et al., 2019). Kunert et al. (2019) tested
different Fusarium species via the immersion freezing mode using the
high-throughput Twin-plate Ice Nucleation Assay (TINA) and found
mean freezing temperatures ranging from —3.5 °C (F. acuminatum) down
to —11.2 °C (F. begoniae). Other fungal spores have been recognized as
good INP as they initiate ice formation at temperatures as high as ca.
—4 °C (Isaria farinosa and Puccinia spp.), ca. —5 °C (Mortierella alpina),
and — 10 °C (Penicillium digitatum) (Huffman et al., 2013; Morris et al.,
2013; Yakobi-Hancock et al., 2013; Frohlich-Nowoisky et al., 2015).
Also, Jayaweera and Flanagan (1982) reported freezing temperatures of
—15 °C for Cladosporium herbarum.

Knopfetal. (2011) reported that the diatom Thalassiosira pseudonana
can act as INP at temperatures above —23.2 °C. However, although
T. pseudonana was found to be an efficient INP, it is highly uncertain if
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this also applied to other diatom or planktonic species. Wilson et al.
(2015) investigated the exudates of the T. pseudonana diatom cells,
finding that they can nucleate ice at similar temperatures than the cells.
Therefore, this indicates that intact cells or their fragments do not need
to be present to trigger ice formation.

Australia, Brazil, Costa Rica, Colombia, China, Ecuador, New
Guinea, Mexico, Indonesia, Kenya, Papua, and Peru have been recog-
nized as megadiverse countries and are home to almost 70% of the
planet’s microbial population species (Sierra et al., 2014). Mexico, a
megadiverse country, could be an important source of bioaerosols, and
because of its location, it can also be a receptor of bioparticles trans-
ported from long-distances into the country by synoptic systems such as
African dust intrusions and cold fronts (Ladino et al., 2019; Rodriguez-
Gomez et al., 2020; Raga et al., 2021). Despite the fact that there is a
large biodiversity in the tropics, very few studies have been carried out
on biological INP in this region. Therefore, there is a need to strengthen
the current knowledge related to the relationship between bioaerosols
and their ice nucleation efficiency in tropical latitudes to complement
the already available information for mid- and high-latitudes.

The objective of the present study is to analyze the ability to nucleate
ice, via immersion freezing, of different bacteria and marine phyto-
plankton species, as well as terrestrial fungal propagules collected in
Mexico. To our knowledge, this is the first time that the ice nucleating
abilities of microorganisms from different families relevant to the Tro-
pics, are evaluated.

2. Methods
2.1. Sampling sites

The samples used in the present study were collected in six different
sites along Mexico. Ambient aerosol particles were collected at four
sampling sites (Sisal, Mérida, Altzomoni, and Mexico City) as shown in
Fig. 1. Additionally, marine microorganisms were isolated from water
samples collected in the Gulf of Mexico (GoM, Port of Veracruz) and the
Mexican Pacific Ocean (Ensenada).

2.1.1. Sisal and Mérida

The Yucatan Peninsula is located in the southeast region of the
country and separates the GoM from the Caribbean Sea and is divided
into three States: Quintana Roo, Campeche, and Yucatan. The Yucatan
Peninsula has a very flat topography where most of the territory is a
plain that was formed as a result of the appearance of a continental shelf
composed of calcareous rock (INEGI, 2019).

The seaside town of Sisal (21°09'36"N, 90°02'24"W), located in the
northwestern coast of Yucatan Peninsula, sampling took place on the
roof of the Engineering Institute building of the UNAM (IE-UNAM)

o
i Merida |

(*lPort of Veracruz

e

Google Earth
e

Fig. 1. Location of the sampling sites: Mérida and Sisal (Yucatan), Altzomoni
(State of Mexico), Mexico City, Port of Veracruz (Veracruz), and Ensenada (Baja
California). The Map was obtained from Google Earth.
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located 50 m from the coast and 1.7 km from the center of Sisal. Sisal can
be considered a remote place as it is a small village with 2078 in-
habitants (INEGI, 2020a) and without important industrial activities in
its surroundings. Also note that Sisal belongs to the Mesoamerican
biological corridor (Méndez, 2016). Mérida (20.98°N, 89.64°W) is the
capital of the State of Yucatéan, sampling took place on the roof of the
School of Chemistry building from the Autonomous University of
Yucatan (SC-UADY), located in the central-western part of the city.
Mérida has a population of 995,129 inhabitants (INEGI, 2020b) and a
variety of industrial activities take place within the city. Therefore, this
site can be considered as urban with the influence of marine emissions as
the GoM is 50 km away from downtown (Rodriguez-Gomez et al., 2020).

Sisal predominantly has warm sub-humid climate (SEMAR, 2013),
with average annual temperature of 26.5 °C and average annual rainfall
of 503 mm (CONAGUA, 2017). The City of Merida has an average
temperature of 25 °C, with an annual accumulated rainfall of 900 mm.
Most of the Yucatan Peninsula has two periods of low or no rain: the pre-
summer or spring (between January and April), and the intra-summer
during July and August. The prevailing winds are from the southeast
(0-15 km h™1) most of the year; however, from November to February
there are strong northeasterly winds (50-90 km h’l), associated with
cold fronts (Osnaya Miranda and Vidal Hernandez, 2021).

2.1.2. Altzomoni

The high-altitude atmospheric observatory Altzomoni (19°07'12"N,
98°39'14"W) is located within the Izta-Popo Zoquiapan National Park.
This sampling site is part of the Atmospheric Observatory University
Network (RUOA, https://www.ruoa.unam.mx/) at 4000 m a.s.l. and is
located between the Popocatépetl and Iztaccihuatl volcanoes in the
central part on Mexico (SEMARNAT, 2013). The Izta-Popo Zoquiapan
National Park is recognized for its outstanding biodiversity and the
richness of its ecosystems, which provide both environmental services as
well as fauna and plant assets used by the inhabitants of the region
(SEMARNAT, 2016).

Due to the high latitude, Altzomoni is affected during the cold season
by weather systems typical of mid-latitudes, such as cold fronts and the
intrusion of continental polar air masses. In the summer the station can
be impacted by different weather systems such as hurricanes and trop-
ical waves (SEMARNAT, 2013). Due to its topography and location, the
park has a variety of climates ranging from humid temperate to cold and
very cold climates, and the temperature decreases with height at a rate
of 0.68 °C/100 m (SEMARNAT, 2013). Likewise, the park is located in
the region of the trade winds, in an area where local convective circu-
lations predominate, which makes possible great meteorological sta-
bility during most of the year (SEMARNAT, 2013).

2.1.3. Mexico City

Airborne samples were collected is Mexico City, on the roof of the
Institute for Atmospheric Sciences and Climate Change (ICAyCC),
located on the main campus of the UNAM (19°19'44"N, 99°11 '14"W) in
the southwest sector on the city. The sole ecological reserve in Mexico
City is found within this campus, which is a natural space (237 ha) in
which >1500 native species of plants, animals, fungi, and microorgan-
isms live. Given that the population of Mexico City was reported to be
9,209,944 inhabitants in 2020 (INEGI, 2020a), this sampling site is
clearly impacted by anthropogenic activities.

Mexico City is characterized by presenting a temperate sub-humid
climate with rains in summer (from May to October) and with a well-
defined dry season from November to April. The average annual rain-
fall is 833 mm and the average annual temperature is 15.6 °C.

It is important to note that the air quality in Mexico City significantly
differs from that found in the Altzomoni and Sisal, and Merida sampling
sites as a result of the combination of physiographic characteristics on
the area, the amount of emitted pollutants, and meteorological condi-
tions (Bell et al., 2006; Molina et al., 2009).
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2.1.4. Port of Veracruz

The State of Veracruz is located in the central zone of the slope of the
GoM. The Port is located 90 km away from Xalapa (the State capital) and
400 km away from Mexico City. Its climate is warm, with an annual
average temperature and rainfall of 25.3 °C and 1500 mm, respectively.
The Port of Veracruz (19°12'02”N, 096°08'15”"W) is an important com-
mercial maritime port in Mexico. Between October and May, the height
of the waves is influenced by the strong winds associated with the
passage of cold fronts, with heights >2.5 m, and in some cases reaching
5.0 m. Between May and November low pressure systems and tropical
cyclones can impact the Port.

2.1.5. Ensenada

Ensenada City is located in the northwest of the State of Baja Cali-
fornia and it is 106 km away from the northern border with the United
States of America. It borders to the East with the Gulf of California, to the
West with the Pacific Ocean, to the north with the municipalities of
Playas de Rosarito, Tijuana, and Tecate, to the Northeast with Mexicali,
and to the South with the State of Baja California Sur.

The Ensenada climate is dry temperate with rain events in winter.
Precipitation is scarce in the region with just 100-300 mm recorded
annually. The ambient temperatures oscillate between 5 °C (January)
and 30 °C (August). During spring and summer, the prevailing wind
(3-10 knots) blows from the NW; however, in fall and winter, stronger
NE winds (> 21 knots) called “Santa Ana Winds” can be observed.

2.2. Sampling

For the airborne samples (except for the Altzomoni samples), a
single-stage Biostage Quick Take 30 cascade impactor for viable parti-
cles (SKC Inc. USA) was used. Petri dishes (100 mm x 10 mm) with
different mediums were used to impact, collect, and grow the microor-
ganisms. Trypto-casein soy agar (TSA, BD, Bioxon) supplemented with
100 mg L' of cycloheximide, to prevent the growth of fungal propa-
gules, was used for mesophilic cultivable bacteria (MCB). Additionally,
Petri dishes with malt extract agar (MEA, BD Bioxon) were used for
cultivable fungal propagules and glucose yeast malt extract (GYM) agar
with and without seawater were used for marine and terrestrial acti-
nobacteria (Rodriguez-Gomez et al., 2020). The medium prepared
without seawater was supplemented with 50 pg mL ™! of Nystatin as an
antimycotic (Bristol Myers Squibb de México, S. de R.L. de C.V.). The
biostage impactor works at a constant flow of 28.3 L min™! and the
sampling time was set to 5 min for the Sisal and Merida samples and to
15 min for the Mexico City samples.

Sampling in Merida and Sisal took place between January 2017 and
July 2018 through different short-term field campaigns, as described in
Raga et al. (2021). Samples were collected in the morning (between
8:00 h and 12:00 h, local time) at both sites. The biostage impactor was
placed 2 m above the terrace floor of the SC-UADY and the EI-UNAM
buildings. Sampling in Mexico City targeted fungal propagules only
and took place on 31 May 2021, also at 2 m above the terrace floor.

The Altzomoni sampling was carried out during the rainy season in
two short-term field campaigns, on 12-14 September 2019 and on
25-27 September 2019. The sampling was carried out using a Liquid
impinger (i.e., a Karcher vacuum cleaner (DS5800); Santl-Temkiv et al.,
2017). The impinger was placed on a metal base on the roof of the
Altzomoni Atmospheric Observatory. Airborne particles were sampled
for 5 h at a flow of 61 L min~'. The used water was previously sterilized
in an autoclave at 120 °C for 15 min. After the sampling, an aliquot was
stored in sterilized Falcon tubes at 4 °C until they were transferred to
Petri dishes containing TSA to cultivate and grow MCB.

In the Port of Veracruz and Ensenada 24 aquatic strains of micro-
algae were acquired from a culture collection available at the Aquarium
of the Port of Veracruz and at the FICOTOX/Laboratory of Algal Biology
of the Center for Scientific Research and Higher Education of Ensenada
(CICESE), respectively. The strains were maintained in a media (f2
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Guillar medium) that mimicked their environment of origin.

2.3. Microorganisms identification and preparation

For the different sampling sites, the following procedure was
applied. The TSA, MEA, and GYM plates were cultured at 37 °C, 25 °C,
and 30 °C, respectively. The concentrations of cultivable bacteria were
reported as Colony Forming Units per m® of air (CFU m™>). After 48 h
(for bacteria) and 72 h (for fungal propagules and actinobacteria), the
CFU were quantified and the Petri dishes were sealed with parafilm and
stored at 4 °C for further analysis.

Representative bacterial colonies from each plate were random
selected and purified by several reseedings in TSA. Subsequently, Gram
stain was performed for their classification into Gram-positive and
Gram-negative bacteria by microscopic observation (100x) of the
preparations. Isolated bacteria were preserved in Luria Bertani broth
(BD Bioxon) 30% glycerol and stored at —72 °C before sequencing. The
full description of the MCB sequencing procedure is described in
Rodriguez-Gomez et al. (2020).

The identification of fungal propagules was carried out at the genus
level using taxonomic keys based on the macroscopic characteristics of
the colonies and the microscopic examination of the spores (60x).

The isolated bacteria and fungi species were reseeded to obtain fresh
solutions. The bacteria were incubated at 35 °C for 24 h, and the fungi at
25 °C for 72 h. An inoculum of a fresh bacteria and fungi culture was
resuspended in ultrapure and sterile pyrogen-free water (LAL, Reagent
Water, Associated of Cape Cod, Inc.). The cell concentration on each
suspension was fixed to ~3 x 108 cell mL™! with a DensiCHECK Plus
Instrument (bioMérieux, Inc).

As mentioned above, the used Port of Veracruz and the Ensenada
microalgae samples were previously isolated and identified. Each iso-
lated microalga was reseeded in 50 mL of fresh filtered seawater and
sterilized in a laminar flow hood. The used material and working areas
were previously cleaned with ethanol 95% and sterilized with UV-light
at 253.7 nm for 15 min. The microalgae were incubated at 23.9 °C and

ELISA plate
preparation
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fed with f2 Guillard medium (G0154 lot RNBD8756 Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany) for a week. The suspension of each microalga for
the ice nucleation experiments has a concentration between 2.49 x 10*
and 5.52 x 10° cells per mL. The concentrations were determined by the
Utermohl technique. It is important to note that the cell concentration
can impact the ice nucleating abilities of a given biological sample. Wex
et al. (2015) showed that although a concentrated solution (1.0 x 10!
mg mL™Y) of P. syringae can freeze at ca. -3 °C, this temperature can
decrease by ~6 °C if the solution is diluted by nine orders of magnitude
(1.0 x 108 mg mL™Y).

Aliquots (three drops) of formalin 4% were added to each microalga
strain solution. After that, 1 mL of the sample was transferred to the
Utermohl chamber with a volume of 10 mL (Hydro-Bios Kiel, Germany).
The volume is completed with distilled water and then microalga sam-
ples were sedimented for 24 h. After this sediment period, the microalga
samples were analyzed through an inverted microscope (Leica
DMI3000B LED and OLYMPUS CKX41 in Ensenada and the Port of
Veracruz, respectively), with an integrated photographic system and
with 10x, 20x, 40x, and 63x objectives for the Leica and 20x, 40x
objective for the OLYMPUS. The quantification of cells was done in
transects with the help of a counter of cells (CRM-BC6, CRM Globe).

2.4. Ice nucleation experiments

The immersion freezing experiments were performed with the
UNAM-droplet freezing assay (UNAM-DFA, Ladino et al., 2022). It
consists of a stainless-steel support that fits into the chiller (LAUDA ECO
RE1050) and is adapted to the size of an Enzyme-Linked ImmunoSor-
bent Assay (ELISA) plate as shown in Fig. 2. It also contains an array of
LEDs which is submerged in the refrigerant liquid (poly-
dimethylsiloxane). This lamp allows the distinction of supercooled
liquid or frozen drops from the videos recorded with a camera (Fig. 2).

To carry out the experiments, an 8-channel micropipette (Eppendorf
300, Germany) is used to deposit 50 pL of each suspension sample in
each of the 96 wells of the ELISA plate. To prevent contamination from

7
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Fig. 2. Scheme of the UNAM-DFA with its main components.
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ambient air, the plate is sealed with a transparent adhesive mica. Once
the ELISA plate is prepared, it is embedded in the stainless-steel support
(Fig. 2), a video begins to be recorded to monitor the opacity, and hence,
the freezing temperature of each well, and a temperature ramp from 0 °C
to —40 °C is executed at a cooling rate of 2.66 °C min~'. The frozen
fraction was obtained from the freezing temperature of each well. The
procedure was performed two to three times for each sample.

The full description of the UNAM-DFA can be found in Ladino et al.
(2022).

3. Results and discussion
3.1. Ice-nucleating abilities

The ice-nucleating abilities of 32 bacteria species, 6 fungi, and 18
marine phytoplankton were evaluated with the UNAM-DFA. As shown
in Figs. 3 and 4, and Table 1, there is a large variability in the onset
freezing temperatures (Tp) of the samples, as they range between
—11.8 °C and — 34.3 °C. Out of the 56 evaluated species, only 15 were
found to initiate ice formation above —21.5 °C. This means that some
species can be considered as moderate INPs; however, based on the T,
values, most of them (73.2%) were found to be inefficient in catalyzing
ice formation. This is in agreement with the observations made by
Kunert et al. (2019) who found that only 11% of the 100 evaluated
Fusarium spp. species were ice-active. The measured T, are far from
those previously reported for very efficient biological INPs such as
Pseudomonas syringae (—2.0 °C; Wex et al.,, 2015), Isaria farinosa
(—4.0 °C; Huffman et al., 2013), Puccinia sp. (—4.0 °C; Morris et al.,
2013), Fusarium oxysporum (—3.6 °C; Richard et al., 1996), Fusarium
acuminatum (—3.5 °C; Kunert et al.,, 2019), and Erwinia herbicola
(—2.3 °C; Lindow et al., 1978), among others. Cupriavidus pauculus was
identified as a new ice-active bacterium with a To of —11.8 °C.

The frozen faction curves presented in Fig. 3 show that most of the
curves are close to the homogeneous freezing curve (H.F., black line),
indicative of very inefficient INPs present in those samples. Also, the
slope of the activation curves (Fig. 3), confirm that the ability to
nucleate ice is not only related to T. It is clear that most of the studied
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microorganisms cannot be considered as good INPs as a frozen fraction
of one is only reached >10 °C below T(. Only very limited species
(Cupriavidus pauculus, Sphingomonas mucosissima, Phaeocystis sp., and
Thalassiosira sp.) showed a steep slope indicating that in those cases,
most of the 96 droplets on the ELISA plate contained ice-active material.

A more robust metric to determine the ice-nucleating abilities of a
given sample, is the median freezing temperature (Tsp). As shown in
Fig. 5, only one of the 32 studied bacteria species (i.e., Cupriavidus
pauculus) and two of the 18 studied phytoplankton species (i.e., Phaeo-
cystis sp., and Pseudo-nitzschia sp. isolated 298) have a Tso above —22 °C.

The Ts( values reported by the C. pauculus were very reproducible;
however, the variability for the rest of the samples was around ca. 10 °C;
except for the fungal propagules as a larger temperature range was
observed. Similar to the Ty, the measured Tsp in the present study are far
away from those reported by efficient biological INPs.

The Ty and Tso values observed for C. pauculus are encouraging,
because this specific bacterium has not been previously reported as a
good INP. It is important to note that this bacterium was collected in the
high-altitude Altzomoni observatory during the rainy season and under
very harsh meteorological conditions (e.g., low temperatures and strong
winds). Also note that this bacterium was extracted from cloud water,
rain water, and aerosol samples collected during the same sampling
period. It has been suggested that some bacteria can secret the Ice
Nucleation Active (INA) protein when they are under stress (i.e., hungry
or under low temperatures, e.g., Murray et al., 2012). Therefore, it is
very likely that the C. pauculus could have secreted the INA protein and
that is the reason it was found to be the most efficient INP. The
C. pauculus belongs to the genus Cupriavidus also known as “Centers for
Disease Control (CDC) Group IVc-2” or Ralstonia. The Cupriavidus, a
gram-negative bacterium (Yabuuchi et al., 1995), have been isolated
from hydrotherapy pool (Aspinall and Graham, 1989), contaminated
water (Anderson et al., 1997), clinical environments (Azcona-Gutiérrez
et al., 2008), medical equipment such as nebulization solutions (Oie
et al., 2006), hospital sink traps (Butler et al., 2022), and bottled mineral
water (Manaia et al., 1990). The C. pauculus are opportunistic pathogens
that could be acquired by oral route in humans. C. pauculus has been
isolated in clinical cases of cystic fibrosis (Coenye et al., 2005),
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Port of Veracruz and Ensenada.

meningitis (Duggal et al., 2013), pneumonia (Yahya et al., 2017),
bacteremia (Vay et al., 2007), peritonitis (Zapardiel et al., 1991),
tenosinovitis (Musso et al., 1994), and colitis (Garcia-Masedo Fernandez
et al., 2019). Although these microorganisms are not the cause of these
ailments, they can complicate patients’ condition by causing serious
infections (Anderson et al., 1997). The genus Cupriavidus has been found
in soils (Makkar and Casida, 1987; Kageyama et al., 2005), plants
(Estrada-de los Santos et al., 2012), and water (Wyndham et al., 1994;
Musso et al., 1994). Estrada-de los Santos et al. (2012) reported “the
Cupriavidus alkaliphilus sp. nov.”, a group of bacteria isolated from
rhizosphere of agricultural plants in northeastern Mexico. While the
genus Cupriavidus is well known in health studies, to the best of our
knowledge, this is not the case in atmospheric studies. The present work
shows for the first time that C. pauculus can be airborne. We highlight
the potential of this bacterium to act as a potential INP and the impor-
tance of the formation of ice clouds at the regional level.

Out of the different analyzed phytoplankton species, Phaeocystis sp.
was found to be the best INP. The Phaeocystis spp. is a cosmopolitan and
ichthyotoxic marine alga (Jordan and Chamberlain, 1997). These algae
are predominantly found in cold and temperate waters (Midlin and
Zingone, 2007). Additionally, Lange et al. (2002) reported their pres-
ence in the Gulf of Mexico. The better-known species are P. globosa, P.
pouchetii, and P. antarctica.

Phaeocystis are considered a nuisance due to the harmful effects such
as mortality of sea animals or foam accumulation on beaches affecting
tourism (Riegman et al., 1992). However, Phaeocystis is important in
biogeochemistry (carbon cycle) and it is a major producer of 3-dimethyl-
sulphoniopropionate (DMSP), a precursor of dimethylsulfide (DMS).
DMS can influence cloud formation because it acts as cloud condensa-
tion nuclei (CCN) (Baumann et al., 1994; Wang et al., 2015). Given that

the present results shows that Phaeocystis can act as INP, this indicates
that these algae not only influence cloud formation through the pro-
duction of DMS, but it could also directly contribute to ice cloud for-
mation by acting as INP.

3.2. Atmospheric implications

Biological particles are ubiquitous in the Earth’s atmosphere, and
despite the fact that laboratory experiments and field observations have
shown that they are key players in ice formation within clouds, their role
in MPC formation on a global scale has been reported to be negligible (e.
g., Sesartic et al., 2012, 2013). However, there is vast evidence indi-
cating that on a regional scale, bioparticles can control ice formation
within clouds, and hence, impact precipitation patterns (Phillips et al.,
2009). Given that the marine and terrestrial microbiome are very
diverse and because there can be significant variability in the ice
nucleation properties of biological species belonging to the same genus
(as shown in Figs. 3 and 4), there is an urgent need to improve the
current understanding of the role that bioparticles play in the hydro-
logical cycle. In particular more knowledge is needed on: i) the rela-
tionship between freezing temperatures as a function of specific
biological species, ii) the spatial distribution of biological INP, and iii)
the identification of unknown and commonly found or recurrent bio-
particles having the capacity to act as INP. This information will be very
valuable for modelers as there is a lack of such data (Huang et al., 2021).
Given that three different microorganism families were evaluated using
the same setup, the present study is able to determine which one has the
highest likelihood to impact MPC formation. As summarized in Fig. 6,
we show that in terms of Tsg, the phytoplankton species are the most
important INP, followed by bacteria and fungi. Also, bacteria collected
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Table 1

Atmospheric Research 293 (2023) 106893

List of microorganisms, average onset freezing (To) and median (Ts() temperatures with their corresponding standard deviation. The microorganisms in bold text refer
to those with onset freezing temperatures above —21.5 °C. * and ** refer to microorganisms from Pacific Ocean collected close to Oaxaca and close to central Gulf of

California, respectively.

Microorganism type Microorganism family Reference label To (°C) Standard deviation (°C) Tso (°C) Standard deviation (°C)
Kocuria palustris Bl —18.3 2.1 -29.0 1.7
Staphylococcus kloosii B2 —25.0 0.2 -33.9 1.2
Rhodococcus corynebacteroide B3 —15.2 1.0 —28.1 0.3
Enterobacter soli B4 —25.0 1.9 -32.9 1.7
Paenibacillus dendritiformis B5 —-19.3 1.4 —29.7 0.3
Sphing mucosissi B6 —20.2 2.7 -23.4 0.4
Micrococcus luteus B7 —-239 3.2 —-31.2 0.8
Bacillus nealsonii B8 —24.2 2.3 -30.2 6.7
Vibrio alginolyticus B9 -23.9 2.3 -31.7 0.3
Microbacterium arborescens B10 —-22.9 3.4 —29.1 2.5
Pantoea septica B11 —21.2 5.2 -30.3 3.1
Staphylococcus lugdunensis B12 —25.4 2.0 —34.6 1.8
Bacillus aerius B13 —25.4 1.3 —33.9 1.5
Proteus mirabilis B14 —24.6 0.8 —-34.2 0.9
Vibrio neocaledonicus B15 -23.9 3.9 —30.4 1.7
Bacillus oceanisediminis B16 —29.8 1.6 —33.9 0.3

BACTERIA Exiguobacterium aurantiacum B17 —25.2 1.0 —29.4 1.9
Kocuria polaris B18 —16.0 3.4 —26.8 1.4
Microbacterium esteraromaticum B19 —21.0 3.9 —32.4 2.1
Microbacterium paludicola B20 —26.4 4.8 —-32.2 3.4
Pseudomonas stutzeri B21 —21.0 4.1 -31.4 1.9
Cupriavidus pauculus B22 —-11.8 0.6 -17.3 0.8
Bacillus zhangzhouensis B23 —-23.0 2.2 -33.1 0.5
Staphylococcus hominis B24 —22.3 0.3 -31.4 0.2
Bacillus pumilus B25 —25.0 2.1 —34.2 0.0
Bacillus megaterium B26 -17.7 7.9 —30.4 4.1
Bacillus niacini B27 —23.8 6.5 -33.5 2.9
Bacillus foraminis B28 -225 4.1 -325 1.1
Pseudomonas chengduensis B29 —21.6 5.1 -32.3 1.9
Acinetobacter haemoltyticus B30 —24.8 2.5 —33.3 0.4
Enterobacter cloacae B31 -26.0 1.0 -33.4 2.0
Stenotrophomonas maltophilia B32 —34.3 1.5 —34.8 0.8
Cladosporium sp. F1 —21.8 2.3 —31.4 0.8
Aspergillus sp. F2 -29.0 1.9 -35.3 2.3
Penicillium sp.1 F3 —24.6 5.5 -33.9 4.9

FUNGUS Aspergillus flavus F4 —25.2 1.1 —34.3 2.3
Penicillium sp. 2 F5 —25.0 1.0 —33.1 2.0
Alternaria sp. F6 -23.1 2.6 —34.8 2.7
Grammatophora sp. P1 —-25.0 4.3 —-32.2 0.6
Odontella sp. P2 —27.3 2.0 —31.8 1.3
Cylindrotheca sp. P3 -26.3 0.3 -30.5 1.8
Nannochloropsis oculata*™ P4 —24.2 0.6 -31.8 1.3
Chaetoceros muelleri* P5 —26.3 4.3 —32.2 2.0
Isochrysis galbana P6 —28.2 3.8 -325 0.7
Tetraselnis suecica P7 —21.0 2.3 -29.3 0.3
Nannochloropsis oculata** P8 —24.3 3.2 -32.5 0.0
Chaetoceros muelleri** P9 —19.2 1.2 —26.7 0.6

PHYTOPLANKTON Thalassiosira pseudonana P10 —18.8 1.0 —26.2 0.8
Thalassiosira sp. P11 —-19.3 0.6 —23.5 0.5
Pseudo-nitzschia sp. isolated PnSn P12 —25.0 2.8 -30.8 1.1
Pseudo-nitzschia sp.

(isolated My6) P13 —24.0 2.1 -32.8 0.4
Lingulodinium sp. P14 —25.2 0.8 —31.8 1.3
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 294) P15 —25.5 1.4 -31.0 1.4
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 298) Pl6 -21.5 0.0 -21.8 0.4
Pseudo-nitzschia sp. (isolated 301) P17 —25.3 0.4 -32.8 0.4
Phaeocystis sp. P18 —16.0 0.9 -19.5 0.0

in a coastal environment (i.e., Sisal and Merida) are better INP than
those collected in a continental site (i.e., Altzomoni), as shown in Fig. S1
(Supplementary Material). It is important to note that biological parti-
cles are known to have large sizes (typically >1 pm) which may inhibit
their efficient transport from the ground to high altitudes; however, the
entire microorganism does not necessary need be present at such alti-
tudes to trigger ice nucleation. Wilson et al. (2015) showed that the
exudates of the T. pseudonana can be as efficient as their cells. Therefore,
the biological ice active material (e.g., exudates or cell fragments) can be
transported to high altitudes by other particles where they can impact
ice formation.

4. Conclusions

The ice-nucleating abilities of different tropical bacteria, fungal
propagules, and phytoplankton species were evaluated. The results
show that most of the 56 individual microorganisms (91.1%) analyzed
in the present study are not expected to be important INP for MPC for-
mation based on their low Ty and Ts( values (Table 1 and Figs. 4 and 5).
The ice-nucleating abilities of the different microorganisms were found
to be lower than other well-known INP such as mineral dust and other
biological particles such as Pseudomonas syringae, Isaria farinosa, Pucci-
nia sp., Fusarium oxysporum, Fusarium acuminatum, and Erwinia herbicola.
Although most of the evaluated species were found to be moderate to
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Fig. 5. Average Ts, temperatures for each microorganism. a) Bacteria from Sisal,

Port of Veracruz and Ensenada.

(@)

T, (°C)

B F P

Merida, and Altzomoni, b) Fungi from Mexico City, and ¢) Marine algae from the

(b)

T, (C)

]

£

B F P

Fig. 6. Box-plot of (a) Ty and (b) Tso temperatures for each group of microorganisms. B, F, and P refers to bacteria, fungi, and phytoplankton, respectively. The
central blue line represents the median, the lower and upper limits show the 25th and 75th percentiles, respectively. The whiskers correspond to the minimum and
maximum values that are not outliers. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

poor INP, Cupriavidus pauculus and Phaeocystis sp. were identified as new
ice-active bacteria and phytoplankton, respectively. Further studies are
needed to confirm the importance of these microorganisms in MPC
formation. This study has shown that there can be significant variability
in the ice nucleation properties of microorganisms from the same genus,
indicating that generalizations about the ice nucleation properties of
genera or higher taxonomic level may not be appropriate.

The information provided here is completely novel for tropical lati-
tudes and although 56 species may sound a large number, similar studies
using different tropical microorganisms are desirable, especially because
the tropics are a vast source of bioparticles, and are unlikely to be pre-
sent at higher latitudes. Therefore, these local bioparticles are expected
to impact MPC formation and the regional hydrological cycle.
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Figure S1. Box-plot of T, temperatures and Tso temperatures for each microorganism
family. The Yucatan (BY) and Altzomoni bacteria (BA) species were separated into two
different groups. The central blue line represents the median, the lower and upper limits
show the 25" and 75™ percentiles, respectively. The whiskers correspond to the minimum

and maximum values that are not outliers.



	Fernanda Cordoba_ Articulos juntos.pdf
	Ice nucleating abilities of deep waters from the Mexican Pacific ocean
	1 Introduction
	2 Methods
	2.1 Sampling details
	2.2 Inorganic nutrients
	2.3 Phytoplankton analysis
	2.4 Ice nucleation abilities

	3 Results and discussion
	3.1 Ice nucleation abilities
	3.2 Environmental variables
	3.3 Nutrient concentrations vs. T50
	3.4 Primary production vs. T50

	4 Conclusions
	Credit author statement
	Declaration of competing interest
	Data availability
	Acknowledgments
	Appendix A Supplementary data
	References

	Maritime and continental microorganisms collected in Mexico: An investigation of their ice-nucleating abilities
	1 Introduction
	2 Methods
	2.1 Sampling sites
	2.1.1 Sisal and Mérida
	2.1.2 Altzomoni
	2.1.3 Mexico City
	2.1.4 Port of Veracruz
	2.1.5 Ensenada

	2.2 Sampling
	2.3 Microorganisms identification and preparation
	2.4 Ice nucleation experiments

	3 Results and discussion
	3.1 Ice-nucleating abilities
	3.2 Atmospheric implications

	4 Conclusions
	Credit author statement
	Declaration of Competing Interest
	Data availability
	Acknowledgements
	Appendix A Supplementary data
	References



