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ABSTRACT. Transparent exopolymer particles (TEP) have been reported as a significant fraction of organic microgels in different oceans. No
TEP data have been published for the California Current region off Baja California that indicate the potential contribution of this reservoir to
the carbon budget. We measured TEP in seawater samples, using the spectrophotometric method with alcian blue stain, and additional envi-
ronmental and biological variables during 3 seasons at coastal stations between ~1.4 and 12.0 mi offshore, near 31°N. Concentrations of TEP
obtained with 0.45 um pore size filters showed spatial and temporal distributions with a tendency to increase from offshore to nearshore and
from winter to summer, respectively, ranging from undetectable values to 7.18 pg XG eq-mL "' (median: 0.70). A significant positive correlation
was observed between the concentration of TEP and bacterioplankton abundance (P < 0.05), and between total organic carbon and bacterio-
plankton abundance (P < 0.05). Transparent exopolymer particles also presented a negative correlation with community respiration (P < 0.05),
suggesting that TEP provided a physical substrate for settlement of prokaryotic microorganisms but probably did not supply labile carbon. We
compared the concentration of alcian blue stainable particles retained by the standard 0.45 pm pore size with the concentration obtained with
0.22 pm filters; the latter showed 1.7 to 64.0 fold (median: 4.1) higher TEP concentrations. This strong dependence of TEP concentration on
pore size makes it difficult to define the quantitative contribution of TEP and their precursors to particulate organic matter and their role in
the carbon cycle. Further studies on TEP in the Mexican portion of the California Current must corroborate the observed spatial and seasonal
trends, and estimate a TEP-to-carbon conversion factor that provides a better approximation to its contribution to the regional carbon budget.
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RESUMEN. Las particulas de exopolimeros transparentes (PET) constituyen una fraccion significativa de los microgeles organicos en dife-
rentes océanos. Para la corriente de California frente a Baja California, aun no existen datos de PET publicados que indiquen la contribucion
potencial de esta reserva al presupuesto de carbono. Se midieron las PET en muestras de agua de mar, usando el método espectrofotométrico
con tincion de azul alcian, asi como variables ambientales y biologicas en estaciones costeras cercanas a 31°N, entre ~1.4 y 12.0 mi de la costa,
durante 3 temporadas. Las concentraciones de PET obtenidas con membranas de tamafio de poro de 0.45 pum presentaron distribucion espacial y
distribucion temporal con una tendencia a incrementar del océano a la costa, y de invierno a verano, respectivamente, y fluctuaron desde niveles
indetectables hasta 7.18 pg XG eq-mL" (mediana: 0.70). Se observo una correlacion positiva significativa entre la concentracion de PET y la
abundancia de bacterioplancton (P < 0.05), y entre el carbono organico total y el bacterioplancton (P < 0.05). Las PET presentaron una corre-
lacién negativa con la respiracion comunitaria (P < 0.05), lo cual sugiere que la materia organica de las PET funciona como sustrato fisico para
el asentamiento de microorganismos procaridticos y no como suplemento de carbono 1abil. Se comparo la concentracion de particulas tefiidas
con azul alcian retenidas por el tamafio de poro operativo de 0.45 um con la obtenida con filtros de 0.22 um, esta tltima entre 1.7 y 64.0 veces
(mediana: 4.1) mayor. Esta fuerte dependencia de la concentracion de PET al tamaiio de poro dificulta definir la contribucion cuantitativa de
PET y sus precursores a la materia organica particulada, y su papel en el ciclo del carbono. Otros estudios sobre las PET en la parte mexicana de
la corriente de California deben corroborar las tendencias espaciotemporales que fueron observadas, asi como ponderar un factor de conversion
a carbono que provea una mejor aproximacion de su contribucién al presupuesto de carbono.

Palabras clave: particulas de exopolimeros transparentes, abundancia de bacterioplancton, respiracion comunitaria, hidrografia, corriente de
California.
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INTRODUCTION

Transparent exopolymer particles (TEP) constitute a key
component of nonliving particulate organic matter in seawa-
ter (Kaltenbdck and Herndl 1992). Transparent exopolymer
particles, also defined as a self-assemblage microgels (>0.4
um) that are stainable with alcian blue, are produced mainly
from phytoplankton and bacterioplankton exudates (Bar-Zeev
et al. 2012). These particles have highly viscous and sticky
properties that allow them to bind to each other and coagulate
in a wide range of sizes, becoming part of the size contin-
uum from dissolved to large organic aggregates (Alldredge
et al. 1993, Ding et al. 2009, Verdugo 2012). Transparent
exopolymer particles have been implicated in the sequester-
ing of trace metals, considered as hot spots of intense micro-
bial activity, and held responsible for the formation of the
matrix that embeds sinking particles (Passow 2002). In this
way, the contribution of TEP to the cycles of carbon and other
elements acquires great relevance due to their interaction with
ocean physics and microbial physiology, which may define
the amount of compounds that are exported to the ocean floor
or are remineralized in the water column.

The biological and environmental factors that control
the assembly of TEP in the marine environment are not well
known. Marine dissolved organic precursors may coagulate
under conditions of strong turbulence and pronounced gradi-
ents of salinity (Stoderegger and Herndl 1999, Engel 2000,
Surge and Lohmann 2002). Other factors that have been
shown to influence the formation or disintegration of TEP are
pH, cation availability (such as Ca*" and Mg*"), and tempera-
ture (Chin et al. 1998, Chen et al. 2015, Baltar et al. 2016).
Although little is known about the mechanical architecture
and chemical composition of TEP, these particles are abun-
dant in carbon-rich acidic polysaccharides that contain some
reactive groups (carboxyl and half-ester sulphate) (Passow
2002). These organic molecules may form visible complexes
and also be easily quantified by spectrophotometry through
staining with alcian blue after filtration of water samples
through 0.45 pm pore size filters (Passow and Alldredge
1995). The use of these filters has allowed the creation of a
worldwide data stock in the last decades. The smaller pores
are known to increase the collection of TEP but this has not
been investigated in detail (Villacorte et al. 2015).

There are no previous reports about TEP concentrations
or their possible contribution to the carbon budget in Pacific
waters off western Mexico. Here we report TEP concentra-
tions under different oceanographic conditions in some loca-
tions off the northern coast of Baja California (Mexico). This
area has a marked environmental gradient perpendicular to the
coast, which is seasonally influenced by upwelling processes
associated with the California Current System. We expected
to find a triggered increase of exudates derived from primary
producers during the upwelling season (e.g., phytoplankton
and macroalgae) and that these exudates then coagulate as
TEP (Engel 2000, Chen and Thornton 2015). Moreover, we
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INTRODUCCION

Las particulas de exopolimeros transparentes (PET) cons-
tituyen un componente clave de la materia organica particu-
lada inerte en el agua de mar (Kaltenbock y Herndl 1992).
Las PET, que se definen como microgeles autoensamblados
(>0.4 pm) que son tefiibles con azul alcian, son producidas
principalmente de exudados del fitoplancton y el bacterio-
plancton (Bar-Zeev et al. 2012). Estas particulas tienen alta
viscosidad y propiedades pegajosas que permiten la unidon
entre ellas y la coagulacion en una amplia gama de tamafios,
convirtiéndose en parte del continuo de tamafios desde sustan-
cias organicas disueltas hasta grandes agregados (Alldredge
et al. 1993, Ding et al. 2009, Verdugo 2012). Las PET han
sido relacionadas con el secuestro de metales traza, asi como
consideradas como puntos focales de intensa actividad micro-
biana y responsables de la formacion de la matriz que incor-
pora a particulas en hundimiento (Passow 2002). Por lo tanto,
la contribucion de las PET a los ciclos de carbono y otros
elementos adquiere gran relevancia debido a que su interac-
cion con la fisica oceanica y la fisiologia microbiana puede
definir la cantidad de compuestos que se exportan al fondo
oceanico o son remineralizados en la columna de agua.

Los factores bioldgicos y ambientales que controlan el
ensamblaje de las PET en el medio marino no son bien cono-
cidos. Los precursores organicos disueltos en el mar pueden
coagular en condiciones de fuerte turbulencia y pronunciados
gradientes de salinidad (Stoderegger y Herndl 1999, Engel
2000, Surge y Lohmann 2002). Otros factores que influyen en
la formacion o desintegracion de las PET son el pH, la dispo-
nibilidad de cationes (como Ca®>" y Mg*") y la temperatura
(Chinetal. 1998, Chen et al. 2015, Baltar et al. 2016). Aunque
se sabe poco sobre su arquitectura mecanica y su composicion
quimica, las PET son abundantes en polisacaridos acidos ricos
en carbono que contienen algunos grupos reactivos (carboxilo
y sulfato de semiéster) (Passow 2002). Estas moléculas orga-
nicas pueden formar complejos visibles y también pueden
cuantificarse facilmente por un método espectrofotométrico
mediante la tincion con azul alcian después de la filtracion
de muestras de agua a través de poros de 0.45 um (Passow y
Alldredge 1995). El uso de estos filtros ha permitido generar
un acervo global de informacion en las ultimas décadas. Se
sabe que los poros mas pequefios aumentan la retencion de
PET, pero esto no se ha investigado a detalle (Villacorte et
al. 2015).

Para las aguas del Pacifico frente a México, no existen
antecedentes de las concentraciones de PET, ni de su posible
contribucion al presupuesto de carbono. Aqui, presentamos
concentraciones de PET bajo diferentes condiciones ocea-
nograficas en algunas localidades frente a la costa norte
de Baja California (México). Esta area tiene un marcado
gradiente ambiental perpendicular a la costa, que es influen-
ciado estacionalmente por los procesos de surgencia asociados
con el Sistema de la Corriente de California. Se espera que
durante el periodo de surgencia se desencadene un aumento
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expected TEP to provide organic nutrition and/or hotspots
for microbial activity and, consequently, control a significant
fraction of the vertical fluxes of organic material (Azetsu-
Scott and Niven 2005, Bar-Zeev and Rahav 2015, Bochdan-
sky et al. 2016). We also evaluated the differences of TEP
concentrations obtained with 3 different filter pore sizes to
put the results obtained with the traditional 0.45 pm pore size
in perspective.

MATERIALS AND METHODS

Sampling was carried out on board the R/V Alpha Helix
on the eastern North Pacific, off Baja California, during
3 cruises in 2016: MICMAR-II (AH1602-016), from 11 to
12 February; OMCENS/MICMAR-III (AH1604-019), from
26 to 28 April; and OB2016, from 30 June to 1 July (Jun—Jul)
(Table 1). Water samples were collected from 5 depths that
were arbitrarily defined according to the maximum depth of
the water column, except during the last cruise, when water
samples were taken at 8 depths at IMECOCAL station 100.30
and the ANTARES station, and 2 depths at the nearshore
Todos Santos Bay station. All water samples were collected
using a rosette sampler equipped with 12 standard 8-L Niskin
bottles. For hydrographic profiling, the rosette included a
Sea-Bird 9 CTD, an SBE 43 oxygen sensor, and a Seapoint
fluorometer. The mixed layer depth was estimated from
temperature profiles as the distance of the quasi-isothermal
layer (Kara 2000), and by considering the time-dependent
optimal values of the potential temperature differential (A6)
that were proposed seasonally for this region by Jeronimo and
Gomez-Valdes (2010). Chlorophyll a (Chla) profiles were
obtained indirectly from the fluorescence measurements that

de los exudados derivados de los productores primarios (e.g.,
fitoplancton y macroalgas) y que estos exudados posterior-
mente coagulen como PET (Engel 2000, Chen y Thornton
2015). También se espera que las PET proporcionen nutricion
organica y/o focos de alta actividad para microorganismos Yy,
en consecuencia, controlen una fraccion significativa de los
flujos verticales de material organico (Azetsu-Scott y Niven
2005, Bar-Zeev y Rahav 2015, Bochdansky et al. 2016).
También evaluamos las diferencias entre las concentraciones
de PET obtenidas con 3 tamaiios de poro de filtro diferentes
para poner en perspectiva los resultados obtenidos con el
tamafio de poro tradicional de 0.45 pm.

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos se llevaron a cabo a bordo del B/L
Alpha Helix en el Pacifico nororiental frente a Baja California,
México, durante 3 cruceros: MICMAR-II (AH1602-016), del
11 al 12 de febrero, OMCENS/MICMAR-III (AH1604-019),
del 26 al 28 de abril; y OB2016, del 30 de junio al 1 de julio
de 2016 (junio-julio) (Tabla 1). Se recolectaron muestras de
agua a 5 profundidades definidas arbitrariamente de acuerdo
con la profundidad maxima de la columna de agua, excepto
en el ultimo crucero, en el cual se tomaron las muestras de
agua a 8 profundidades en las estaciones IMECOCAL 100.30
y ANTARES, y a 2 profundidades en la estaciéon mds costera
en la bahia de Todos Santos. Todas las muestras se recolec-
taron con un muestreador de roseta equipado con 12 botellas
estandar tipo Niskin de 8 L. Para los perfiles hidrograficos,
la roseta incluyé un CTD Sea-Bird 9, un sensor de oxigeno
SBE 43 y un fluorémetro Seapoint. La profundidad de la capa
de mezcla se estim¢ a partir de perfiles de temperatura como

Table 1. Location, environmental features, and collection dates in 2016 for each sampling site.
Tabla 1. Ubicacion de los sitios de muestreo, caracteristicas ambientales y fechas de recoleccion en 2016.

Number of
Location Coordinates Environment Max. depth sampling depths Collection date
ENSENADA 31°40'N Coastal ~100 5 11 February
116°41'W 27 April
1 July
MICMAR 31°35'N Coastal ~1,250 5 12 February
116°52'W 28 April
ANTARES 31°45'N Oceanic ~1,100 Sand 8 12 February
116°57'W 28 April
1 July
IMECOCAL 100.30 31°41'N Coastal ~415 8 30 June
116°46'W
Todos Santos Bay 31°46'N Nearshore ~60 2 30 June
116°39'W
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were calibrated through spectrophotometric determinations
on extracts of discrete samples from the water column.

The concentration of TEP was evaluated colorimetrically
following the method of Passow and Alldredge (1995). Several
aliquots of 20—100 mL of unfixed seawater were filtered under
constant and gentle vacuum (~10-15 kPa) through 0.45 um
pore size polycarbonate membranes. Additionally, water filtra-
tion was performed through 0.22 and 1.00 um pore sizes at all
sampling locations in April, and through the 0.22 pum pore size
only at the ANTARES station during June—July. The particulate
matter retained on the filters was then stained with pre-filtered
(0.22 pm) 0.02% alcian blue (Sigma-Aldrich, C.1.74240) in
0.06% glacial acetic acid (pH = 2.5); before and after staining,
the filters were rinsed with pre-filtered (0.22 um) Milli-Q water.
Membranes stained with alcian blue were placed in capped vials
and eluted in 2 mL of 80% sulfuric acid for 2-3 h. Vials were
centrifuged at 1,500 rpm for 5 min and then the absorbance of
the acid supernatant was measured at 787 nm with a UV-visible
spectrometer (Lambda 40, Perkin-Elmer) using a 1 cm path-
length cell. The TEP concentrations were estimated based on a
calibration derived from absorbance values of xanthan gum stan-
dards (ug XG eq'mL™") after processing in the same manner as
above and according to the equation proposed by Villacorte et al.
(2015). A rough equivalence of TEP (ug XG eq'mL™") to carbon
content (g C-mL™") was calculated using the average factor
of 0.63 proposed by Engel (2004). Depth-integrated values
of carbon associated to TEP were calculated from the vertical
profiles of TEP retained by the 0.45 um pore size membrane.

Quantification by epifluorescence microscopy of hetero-
trophic prokaryote cells (Bacteria and Archaea), hereinafter
referred to as bacterioplankton, was performed using samples
taken from the first 2 cruises and preserved with buff-
ered formalin (final concentration 1%) after staining with
4',6-diamidino-2-phenylindole (Kepner and Pratt 1994).
Coupled with bacterioplankton abundances, aerobic commu-
nity respiration was assessed in unfiltered samples from the
ANTARES station. For this purpose, duplicate water samples
were dispensed into 160 mL borosilicate BOD bottles and then
incubated for 10-12 d. During incubation, oxygen consump-
tion was measured in each bottle at different time intervals
using planar oxygen sensitive spots (SP-PSt3-NAU-YOP)
and the Fibox 4 system (PreSens, Regensburg, Germany)
(Berggren et al. 2012, Villegas-Mendoza et al. 2015). In April
2016 a set of unfiltered seawater samples from the 3 loca-
tions was preserved with phosphoric acid (0.25% V/V final
concentration) and frozen for total organic carbon (TOC)
analysis by the high temperature combustion method through
a TOC analyzer (vario TOC cube, Elementar Americas)
at the Laboratory of CeMIEGeo at CICESE. Ampoulated
low-carbon water and deep seawater (provided by Hansell
laboratory, RSMAS/MAC University of Miami) were used
as certified reference materials, which were injected before
sample injection while alternating a standard between groups
of samples. The relative standard deviations (CV) of 3 repli-
cate TOC analyses were <9% (average: 4.2%). Statistical
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la distancia de la capa cuasi-isotérmica (Kara 2000), y consi-
derando los valores del diferencial de temperatura potencial
(A) que fueron propuestos estacionalmente por Jeronimo y
Gomez-Valdes (2010). Los perfiles de clorofila a (Chla) se
obtuvieron indirectamente a partir de mediciones de fluores-
cencia que se calibraron con determinaciones espectrofotomé-
tricas en extractos de muestras discretas de la columna de agua.

La concentracion de PET se evalud colorimétricamente
siguiendo el método de Passow y Alldredge (1995). Varias
alicuotas de 20-100 mL de agua de mar no fijada fueron
filtradas a presion de vacio constante y suave (~10-15 kPa)
a través de membranas de policarbonato con tamaiio de poro
de 45 um. Adicionalmente, se realizaron filtraciones de agua
a través de tamafios de poro de 0.22 y 1.0 um en todos los
sitios de muestreo en abril, y a través de un tamafio de poro
de 0.22 pum unicamente en la estacion ANTARES durante
junio-julio. Posteriormente, la materia particulada retenida
por los filtros se tifié con una solucion prefiltrada (0.22 pum)
de azul alcian al 0.02% (Sigma-Aldrich, C.I. 74240) en acido
acético glacial al 0.06% (pH = 2.5); antes y después de la
tincion, los filtros fueron enjuagados con agua Milli-Q prefil-
trada (0.22 pm). Las membranas tefiidas con azul alcian se
colocaron en viales tapados y se eluyeron en 2 mL de acido
sulfurico al 80% durante 2-3 h. Los viales se centrifugaron a
1,500 rpm durante 5 min y, luego, se midi6 la absorbancia del
acido sobrenadante a 787 nm con un espectrometro UV visible
(Lambda 40, Perkin Elmer) usando una celda de 1 cm de reco-
rrido. Las concentraciones de PET se estimaron con base en
una calibracion derivada de los valores de absorbancia de
suspensiones de concentracion estandar de goma de xantano
(ng XG eq'mL™) después de ser procesadas de la misma
manera que las muestras; en los calculos se utilizo la ecuacion
propuesta por Villacorte et al. (2015). Se estim6 una equiva-
lencia aproximada de PET (ug XG eq'mL™") a contenido de
carbono (ug C-mL™") utilizando el factor promedio de 0.63
propuesto por Engel (2004). Los valores integrados de carbono
en la columna de agua asociados con las PET se calcularon
a partir de los perfiles verticales de las PET retenidas por un
tamafio de poro de 0.45 pm.

La cuantificacion por microscopia de epifluorescencia de
células procariotas heterotroficas (Bacteria y Archaea), en lo
sucesivo denominadas bacterioplancton, se realizo a partir de
las muestras de los 2 primeros cruceros preservadas con forma-
lina tamponada (concentracion final 1%) después de tincion
con 4',6-diamidino-2-fenilindol (Kepner y Pratt 1994). Junto
con las abundancias de bacterioplancton, se evalud la respira-
cion de la comunidad aerdbica en muestras no filtradas de la
estacion ANTARES. Para este propdsito, se dispensaron mues-
tras de agua por duplicado en botellas de borosilicato BOD
de 160 mL y luego se incubaron entre 10 y 12 d. Durante la
incubacion, se midi6 el consumo de oxigeno en cada botella
a diferentes intervalos de tiempo usando sensores planos de
oxigeno (SP-PSt3-NAU-YOP) y un sistema Fibox 4 (PreSens,
Regensburg, Alemania) (Berggrenetal. 2012, Villegas-Mendoza
et al. 2015). En abril de 2016 un grupo de muestras de agua de
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analyses were performed with Statistica v10 computer soft-
ware (StatSoft, Tulsa, OK; http://www.statsoft.com).

REsuLTS
Hydrography and distribution of chlorophyll a

Overall, all sampled locations presented similar hydro-
graphic properties. As expected, sea surface temperature grad-
ually increased by ~2.7-3.5 °C from February to July, and the
mixed layer depth decreased especially at the more oceanic
stations (Fig. 1). An exception to this pattern was observed
mainly in April, in the upper layer of the ENSENADA station,
where the mixed layer depth was shallower (5.2 m), tempera-
tures were lower (average: 14.8 °C), and seawater was denser
(average: 24.8) than at the stations distant from the coast
(Fig. la—c). This feature was attributed to a larger influence
of upwelling processes over this period.

The Chla profiles derived from fluorescence measure-
ments generally showed lowest values in February (from
undetectable to 0.78 pg-'L') and a temporal increase in
the magnitude and shallowing of the deep Chla maximum
(DCM) from this month onward (Fig. 2). The deepest DCMs
were detected at around 15 m (5.64 pg-L™") in April at the
MICMAR station and 21 m (2.74 pg-L!) in June—July at
IMECOCAL station 100.30, whereas at the ANTARES
station, DCM was located at 41 m (0.47 ug'L™") and at 15 m
(2.29 ug-L™) in April and June—July, respectively (Fig. 2b, c).
The ENSENADA station was characterized by a shallower
DCM, with relatively low Chla values at around 8 m depth
in April (0.94 pug'L') and June-July (1.21 pg'L"). Chla
remained relatively high throughout the first 18 m depth at
Todos Santos Bay (Fig. 2¢).

Comparison between TEP retained by different pore sizes

The comparison between the amounts of TEP retained by
the different pore sizes of membranes in April and June—July
showed large differences that were confirmed by a nonpara-
metric signed-rank test for the combinations of 2 related sets
of data (Wilcoxon, Z =2.84, n =15 and Z = 4.20, n = 23 for
0.45 pm vs 1.0 pum and 0.45 pm vs 0.22 pm, respectively;
P <0.05). The concentration of alcian blue stainable particles
collected by the 0.2 um pore size was 1.7 to 64.0 fold (aver-
age: 11.4 fold; median: 4.1) and 3.0 to 37.0 fold (average:
15.7 fold; median: 8.8) higher than those retained (when they
were detectable) by the 0.4 and 1.0 pm pore sizes, respec-
tively (Fig. 3a—c). Only a weak but significant correlation of
TEP concentrations retained by filters of 0.22 and 1.0 um of
pore sizes was detected (R*=0.31, n =15, P <0.05).

TEP dynamics

TEP estimated from the material retained by the opera-
tional 0.45 um pore diameter ranged from undetectable to
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mar sin filtrar de los 3 lugares fue preservado con acido fosfo-
rico (0.25% V/V de concentracion final) y congelado para deter-
minar el carbono organico total (COT) mediante el método de
combustion a alta temperatura a través de un analizador COT
(vario TOC cube, Elementar Americas) en el laboratorio de
CeMIEGeo del CICESE. Se utilizaron ampolletas de agua con
bajo contenido de carbono y agua de mar profunda (proporcio-
nadas por el laboratorio Hansell, RSMAS/MAC de la Univer-
sidad de Miami) como materiales de referencia certificados, que
se inyectaron antes de la inyeccion de la muestra alternando un
estandar de concentracion conocida entre los grupos de mues-
tras. Las desviaciones estandar relativas (CV) de 3 analisis de
COT repetidos fueron <9% (promedio: 4.2%). Los analisis esta-
disticos se realizaron con el software informatico Statistica v10
(StatSoft, Tulsa, OK; http://www.statsoft.com).

RESULTADOS
Hidrografia y distribucion de clorofila a

En general, todos los sitios de muestreo presentaron
propiedades hidrograficas similares. Tal como se esperaba,
de febrero a julio la temperatura superficial del mar aument6
gradualmente en ~2.7-3.5 °Cy la profundidad de la capa mixta
disminuyd, especialmente en las estaciones mds ocednicas
(Fig. 1). Una excepcion a este patrén se observé en la capa
superficial de la estacion ENSENADA durante abril, cuando se
presentaron una profundidad de la capa de mezcla mas super-
ficial (5.2 m), temperaturas mas bajas (promedio: 14.8 °C)
y agua de mar mas densa (promedio: 24.8) respecto a esta-
ciones alejadas de la costa (Fig. 1a—c). Esta caracteristica se
atribuy6 a una mayor influencia de los eventos de surgencia
durante este periodo.

Los perfiles de Chla derivados de las mediciones de
fluorescencia generalmente mostraron valores mas bajos en
febrero (de indetectable a 0.78 pg L), asi como un aumento
temporal de lamagnitud y la disminucion del maximo profundo
de Chla (MPC) a partir de este mes (Fig. 2). Los MPC mas
profundos se detectaron a alrededor de 15 m (5.64 pg-L™)
en abril en la estacion MICMAR y 21 m (2.74 pg-L™") en
junio-julio en la estacion IMECOCAL 100.30, mientras que
en la estacion ANTARES los MPC se detectaron a 41 m
(047 pg'L'Y) ya 15 m (2.29 pg'L!) en abril y junio-julio,
respectivamente (Fig. 2b, c). La estacion ENSENADA se
caracterizd por presentar un MPC mads somero, con valores
de Chla relativamente bajos a ~8 m de profundidad tanto en
abril (0.94 pg-L!) como en junio-julio (1.21 pg-L™1). La Chla
se mantuvo relativamente alta a lo largo de los primeros 18 m
de profundidad en la bahia de Todos Santos (Fig. 2c¢).

Comparacion entre las PET retenidas por diferentes
tamaifios de poro

La comparacion entre las cantidades de PET retenidas
por los diferentes tamafios de poro de las membranas en
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Figure 1. Vertical profiles of temperature (red line) and density (blue line) at the stations ENSENADA (a—c), MICMAR (d—e), IMECOCAL
100.30 (f), and ANTARES (g—i) during the cruises conducted in February, April, and June—July 2016. Dashed line corresponds to mixed

layer depth.

Figura 1. Perfiles verticales de temperatura (linea roja) y densidad (linea azul) en las estaciones ENSENADA (a—c), MICMAR (d—e),
IMECOCAL 100.30 (f) y ANTARES (g—i) en los cruceros de febrero, abril y junio-julio de 2016. La linea discontinua corresponde a la

profundidad de la capa de la mezcla.

7.18 ug XG eq'mL™" (average: 1.13 ug XG eq-mL™'; median:
0.70 ug XG eq-mL™"), with the lowest concentrations in
February at the offshore and deeper stations (ANTARES
and MICMAR) and the highest in June—July at mostly all
sampled sites, especially at the shallower and nearshore
stations (the Todos Santos Bay station and the ENSENADA
station, lower panel in Fig. 3). High TEP concentrations
were also detected in February in the water column of the
ENSENADA station (Fig. 3a*). The vertical TEP distri-
bution showed a slight tendency to decrease with depth at
most stations, although higher variability within data from
the ENSENADA and MICMAR stations was predominantly
observed in February (CV range: 47-194%).
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abril y junio-julio mostrd diferencias marcadas que fueron
confirmadas por una prueba no paramétrica de rangos para
las combinaciones de 2 conjuntos de datos relacionados
(Wilcoxon, Z=2.84, n =15y Z= 4.20, n = 23 para 0.45 um
frente a 1.0 um y 0.45 pum frente a 0.22 um, respectivamente;
P <0.05). La concentracion de particulas tefiidas con azul
alcian, recolectadas por el tamafio de poro de 0.2 um fue de
1.7 a 64 veces (promedio: 11.4 veces; mediana: 4.1) y de 3
a 37 veces (promedio: 15.7 veces; mediana: 8.8) mayor que
las concentraciones retenidas (cuando fueron detectables) a
través de los tamafios de poro de 0.4 y 1.0 um, respectiva-
mente (Fig. 3a—c). Solo se detectd una correlacion débil pero
significativa de las concentraciones de PET retenidas por
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Figure 2. Vertical profiles of chlorophyll a derived from fluorescence measurements at the sampling stations in February (a), April (b),
and June—July 2016 (c).

Figura 2. Perfiles verticales de clorofila @ (Chla) derivados de las mediciones de fluorescencia en las estaciones de muestreo en febrero (a),
abril (b) y junio-julio de 2016 (c).
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Figure 3. Vertical profiles of transparent exopolymer particles (TEP) at the stations ENSENADA and Todos de Santos Bay (TSB; a, a*),
MICMAR and IMECOCAL 100.30 (b, b*), and ANTARES (¢, ¢*). Profiles in the upper panel correspond to TEP retained by nominal pore
sizes of 0.2 and 1.0 um in samples from April and June—July 2016. Profiles with asterisk in the lower panel correspond to TEP retained by
the operational pore size (0.45 um) during the 3 cruises. Error bars indicate standard error. Red color on symbols means undetectable value.
Figura 3. Perfiles verticales de particulas de exopolimeros transparentes (TEP) en las estaciones ENSENADA y bahia de Todos Santos
(TSB; a, a*), MICMAR e IMECOCAL 100.30 (b, b*) y ANTARES (¢, ¢*). Los perfiles en el panel superior corresponden a las TEP
retenidas por un tamafio de poro nominal de 0.2 y 1.0 um en muestras de abril y junio-julio de 2016. Los perfiles con asterisco (*) del panel
inferior corresponden a las TEP retenidas por el tamafio de poro operativo (0.45 um) durante los 3 cruceros. Las barras de error indican el
error estandar. El color rojo de los simbolos indica un valor indetectable.
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by 0.45 um pore size (a) and vertical profiles of total organic carbon
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of integration. Error bars indicate standard error.

Figura 4. Dindmica temporal de la concentracion integrada de
carbono asociada a las particulas de exopolimeros transparentes
(TEP) retenidas por un tamafio de poro de 0.45 um (a) y perfiles
verticales de carbono orgénico total en abril de 2016 (b). El
numero vertical sobre la barra representa la profundidad de la
integracion. Las barras de error indican el error estandar.

At the ANTARES station, depth-integrated TEP concen-
trations (expressed as grams of carbon per square meter)
varied temporally by ~88% (from ~1 to 464 g C-m2, high-
est value recorded in June—July), whereas this variation was
~21% and 80% at the MICMAR station (~134to 181 g C-m™?)
and the ENSENADA station (~17 to 107 g C-m™), respec-
tively. Depth-integrated TEP concentrations followed an
increasing trend toward summer except at the ENSENADA
station, which showed relatively similar values in February
and June—July (Fig. 4a). A rough estimate of depth-integrated
TEP in the upper layer (considering the available samples
from <100 m depth) revealed a moderately low contri-
bution to the sampled water column at the ANTARES
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filtros con tamafio de poro de 0.22 y 1.0 um (R* = 0.31, n =
15, P <0.05).

Dinamicas de las PET

Las PET estimadas a partir del material retenido por el
diametro de poro operativo de 0.45 pm oscilaron entre indetec-
table y 7.18 pug XG eq'mL" (promedio: 1.13 ng XG eq'mL™;
mediana: 0.70 pg XG eq-'mL™"), con las concentraciones mas
bajas en febrero en las estaciones mas alejadas de la costa y
mas profundas (estaciones ANTARES y MICMAR) y las mas
altas en junio-julio en la mayoria de los sitios de muestreo,
especialmente en las estaciones mas someras y cercanas a la
costa (la estacion de la bahia de Todos Santos y la estacion
ENSENADA; panel inferior en Fig. 3). Las concentraciones
altas de PET en la columna de agua también se detectaron en
febrero en la estacion ENSENADA (Fig. 3a*). La distribucion
vertical de las PET mostr6 una ligera tendencia a disminuir
con la profundidad en la mayoria de las estaciones, aunque se
observo una mayor variabilidad (intervalo CV: 47-194%) en
los datos de las estaciones ENSENADA y MICMAR predo-
minantemente en febrero.

En la estacion ANTARES, las concentraciones integradas
de PET (expresadas en carbono por metro cuadrado) variaron
temporalmente en ~88% (de ~1 a464 g C-m?; valor mas alto
registrado en junio-julio), mientras que esta variacion fue de
~21% y 80% en la estacion MICMAR (~134 a 181 g C-m™?)
y en la estacion ENSENADA (~17 a 107 g C-m?), respecti-
vamente. Las concentraciones integradas de PET siguieron
una tendencia al aumento hacia el verano, excepto en la
estacion ENSENADA, que presentd valores relativamente
similares en febrero y junio-julio (Fig. 4a). Una estima-
cion aproximada de las PET integradas para la capa super-
ficial (considerando las muestras disponibles de <100 m de
profundidad) revel6 una contribucién moderadamente baja a
la columna de agua en la estacion ANTARES en abril (~7%)
y julio (14%), y en la estacion MICMAR en febrero (~27%)
y abril (13%). Esta contribuciéon fue considerablemente
mayor en febrero en la estacion ANTARES (~100%) y en
junio-julio en la estacion IMECOCAL 100.30 (43%). En
términos de contenido de carbono, la estacion ENSENADA,
generalmente, presentd las mayores concentraciones inte-
gradas (promedio: 39 = 15 g C-m™?) en la capa superficial,
excepto en junio-julio, cuando los contenidos de carbono
en las estaciones ANTARES (63 g C-m?) e IMECOCAL
100.30 (55 g C-m?) fueron maximos.

Como se observo para la distribucion de las PET, el COT
mostr6 diferencias bien definidas entre los lugares, lo cual
reveldo una mayor concentracion de COT en las estaciones
ENSENADA y MICMAR que en la estacion ANTARES
(Fig. 4b). Las concentraciones de COT en abril (inter-
valo: 0.63 a 1.33 pg C-mL'; promedio: 0.87 pg C-mL™")
fueron de ~1.3 a 6.8 veces mayores (Wilcoxon; Z=3.61, n =
15, P> 0.05) que el contenido de carbono obtenido indirecta-
mente de las PET (intervalo: indetectable a 0.87 pg C-mL;
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station in April (~7%) and July (14%) and at the MICMAR
station in February (~27%) and April (13%). This contribu-
tion was considerably larger in February at the ANTARES
station (~100%) and in June-July at IMECOCAL 100.30
(43%). In terms of carbon content, the ENSENADA station
predominately showed the highest integrated concentrations
(average: 39 + 15 g C-m™?) in the upper layer, except in June—
July, when carbon contents at ANTARES (63 g C-m?) and
IMECOCAL 100.30 (55 g C-m™?) were maxima.

As observed for the TEP distribution, TOC showed
well-defined differences between locations, revealing higher
TOC concentrations at the ENSENADA and MICMAR
stations than at the ANTARES station (Fig. 4b). TOC concen-
trations in April (range: 0.63 to 1.33 pg C-mL"', average:
0.87 pg C-mL ") were ~1.3 to 6.8 fold higher (Wilcoxon; Z =
3.61, n=15, P> 0.05) than the TEP carbon content concen-
trations (range: undetectable to 0.87 pg C-mL"'; average:
0.43 pg C-mL™") indirectly obtained from the same samples
filtered through the 0.45 um pore size.
Rates of community aerobic and
bacterioplankton abundance

respiration

The community respiration rates ranged from 1.45 to
5.88 uM O,-d ! (average: 3.33 +1.39 uM O,-d!) with greater
values in February (average: 3.75 + 1.03 uM O,-d™") than in
April (average: 2.21 = 0.46 uM O, d ™). There was no clear
vertical pattern, although relatively high rates were observed
in the upper 100 m depth (Fig. 5a). Bacterioplankton abun-
dance ranged from 7.84 x 10%to 1.87 x 10° cells-mL"! (aver-
age: 7.84 x 10° cells'mL™!). This biological variable showed
high values at the surface and eventually the subsurface
close to the DCM, with a pronounced tendency to decline
with depth. Abundances from April were generally higher
than those from February, except for some subsurface
values at the ENSENADA station. In the uppermost layers,
the ENSENADA station showed the highest abundance
followed by MICMAR. However, in April, abundances
below 8 m depth were relatively higher at the offshore
stations (Fig. 5b, c).

DiscussioN
Comparison between TEP retained by different pore sizes

Filtration is a crucial and critical step during analyses of
particulate and dissolved material in most studies of seawa-
ter. Although this study focused on the first description of
TEP concentrations in the North Pacific off Baja California,
we made some comparisons between the concentrations
obtained with the operational pore size (0.45 pum) estab-
lished by the original method (Alldredge et al. 1993) and
those obtained with 2 other pore sizes in order to expose the
potential bias that may occur when the nature of this organic
compounds allows for self-assembling or disaggregation in
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promedio: 0.43 pg C-mL™") a partir de las mismas muestras
filtradas con un tamafio de poro de 0.45 um.

Tasas de respiracion aerdbica comunitaria y abundancia
de bacterioplancton

Las tasas de respiracion de la comunidad fluctuaron de
1.452a5.88 uM O, d™!' (promedio: 3.33 = 1.39 uM O, d™") con
mayores valores en febrero (promedio: 3.75+ 1.03 uM O,-d™")
que en abril (promedio: 2.21 + 0.46 uM O,-d™"). No hubo un
patron vertical claro, aunque se observaron tasas relativa-
mente altas en los primeros 100 m de profundidad (Fig. 5a).
La abundancia de bacterioplancton oscild entre 7.84 x 10*
y 1.87 x 10 cél'mL™" (promedio: 7.84 x 10°). Esta variable
biologica presentd altos valores en la superficie y eventual-
mente en la subsuperficie cerca de la MPC, con una fuerte
tendencia a disminuir con la profundidad. Las abundancias
de abril, generalmente, fueron mas altas que las de febrero, a
excepcion de algunos valores en la subsuperficie en la esta-
cion ENSENADA. En las capas mas superficiales, la estacion
ENSENADA present6 la maxima abundancia seguida por
MICMAR. Sin embargo, en abril, las abundancias por debajo
de 8 m de profundidad fueron relativamente mayores en las
estaciones alejadas de la costa (Fig. 5b, ¢).

DiSCUSION

Comparacion entre las PET retenidas por diferentes
tamafios de poro

La filtracion es un paso crucial y critico durante los analisis
de particulas y material disuelto en la mayoria de los estudios
del agua de mar. Aunque este estudio se centrd en realizar
una primera descripcion de las concentraciones de PET
en el Pacifico Norte frente a Baja California, se realizaron
algunas comparaciones entre las concentraciones obtenidas
con el tamafio de poro operacional (0.45 pum) establecido por
el método original (Alldredge et al. 1993) y aquellas obte-
nidas con otros 2 tamafios de poro para exponer el sesgo
potencial que puede ocurrir cuando la naturaleza de estos
compuestos organicos permite el autoensamblaje o desagre-
gacion en el rango inferior del material particulado (>0.4 pum)
o de las PET coloidales (0.05 a 0.45 pm). En algunos expe-
rimentos con cultivos de tipo discontinuos de Alexandrium
tamarense, Chaetoceros affinis y Microcystis sp., Villacorte
et al. (2015) demostraron que la produccion de PET en medi-
ciones continuas se mantuvo generalmente entre el ~11%
y ~23% de la fraccion total de PET mas los precursores de
las PET (10 kDa a 0.4 um). En general, los resultados obte-
nidos a partir de nuestro estudio revelaron que la concentra-
cion promedio de particulas tefiidas con azul alcian retenidas
con un tamaiio de poro de 0.2 pm fue ~79% y ~93% mas
alta que la concentracion obtenida con tamafios de poro de
0.4y 1.0 um, respectivamente. Estos porcentajes son relativa-
mente mas altos comparados con algunos valores promedio
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Figure 5. Vertical profiles of rates of aerobic community respiration in February and April 2016 at ANTARES (a) and bacterial abundances
in February (b) and April (¢) 2016 at the stations ENSENADA, MICMAR and ANTARES. Error bars indicate standard error.

Figura 5. Perfiles verticales de las tasas de respiracion aerdbica de la comunidad en ANTARES en febrero y abril de 2016 (a) y abun-
dancia bacteriana en las estaciones ENSENADA, MICMAR y ANTARES en febrero (b) y abril (¢) de 2016 . Las barras de error indican

el error estandar.

the lower range of particulate material (>0.4 um) or colloi-
dal TEP (0.05 to 0.45 pm). In some experiments with batch
cultures of Alexandrium tamarense, Chaetoceros affinis,
and Microcystis sp., Villacorte et al. (2015) demonstrated
that continuous production measurements of TEP were
generally between ~11% and ~23% of the whole fraction of
TEP plus TEP precursors (10 kDa—0.4 um). In general, the
results obtained from our study revealed that the average
concentration of alcian blue stainable particles collected by
the 0.2 um pore size was ~79% and ~93% higher than that
collected by the 0.4 and 1.0 pore sizes, respectively. These
percentages are relatively higher compared with some aver-
age values (~42-50%) reported for coastal and estuarine
systems (Passow and Alldredge 1995, Sun et al. 2012). The
relative importance of this small fraction is consistent with
several studies implementing different microscopy tech-
niques coupled with image analysis and energy-dispersive
X-ray spectroscopy, which estimated large concentrations of
small colloids (0.005 to 0.2 um) in seawater ranging from
~107 to 10? particles per milliliter (Koike et al. 1990, Wells
and Goldberg 1991). Using oceanic samples (surface, 1,600
and 2,600 m depth) collected by cross-flow ultrafiltration in
the Gulf of Mexico and Middle Atlantic Bight, Santschi et
al. (1998) demonstrated high prevalence of macromolecules
and colloids rich in polysaccharides ranging from 0.001 to
0.200 pm in legth, as well as showing an important size
fraction of fibrillar polysaccharides measuring 1.0-3.0 nm
in diameter and 0.1-2.0 um long. Analyses of size classes
of TEP in samples from estuarine and coastal waters off
Netherlands and Belgium revealed that ~36-90% of TEP
concentrations (ranging from ~0.5 to 1.6 pg XG eq-mL™")
corresponded to the colloidal fraction (Villacorte et al.
2009).

The lack of a significant relationship between alcian blue
stainable particles in size fractions >0.22 pm and >0.45 pm
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(~42-50%) reportados para sistemas costeros y estuarinos
(Passow y Alldredge 1995, Sun et al. 2012). La importancia
relativa de esta pequefia fraccion es consistente con varios
estudios que implementan diferentes técnicas de microscopia
acopladas con analisis de imagenes y espectroscopia de rayos
X de energia dispersiva, los cuales estimaron una alta concen-
tracion de pequefios coloides (0.005 a 0.2 pm) en agua de mar
que oscild entre ~107 y 10° particulas por mililitro (Koike et
al. 1990, Wells y Goldberg 1991). Con muestras oceanicas
recolectadas por ultrafiltracion de flujo cruzado en el golfo de
México y la ensenada del Atlantico medio (superficie, 1,600 y
2,600 m de profundidad), Santschi et al. (1998) demostraron
una alta prevalencia de macromoléculas y coloides ricos en
polisacéridos con longitudes de 0.001 a 0.200 pm, asi como
una importante fraccion de tamafio de polisacaridos fibrilares
con un didmetro de 1.0-3.0 nm y una longitud de 0.1-2.0 um.
Otros analisis de fracciones por tamafio de PET en muestras
de aguas estuarinas y costeras de Holanda y Bélgica reve-
laron que entre el ~36% y 90% de las concentraciones de PET
(entre ~0.5 y 1.6 ng XG eq-mL™") correspondio a la fraccion
coloidal (Villacorte et al. 2009).

La ausencia de una relacion significativa entre las parti-
culas tefiidas con azul alcian en las fracciones de tamafio
>0.22 um y >0.45 pm indica diferencias sustanciales entre la
interaccion dinamica de particulas grandes y particulas coloi-
dales, puesto que tienen una vida relativamente corta y estan
sujetas a altas tasas de recambio (ensamblaje/dispersion)
en la columna de agua (Verdugo 2012). Algunos enfoques
experimentales sugieren que la masa de los precursores de
PET (>0.2 pum) es mucho mayor bajo condiciones de estan-
camiento que bajo condiciones turbulentas (Stoderegger y
Herndl 1999). Asi, el uso de membranas con un tamaiio de
poro mas pequeilo, como 0.2 pm, podria aumentar la efecti-
vidad para retener una fraccion de coloides tefiibles a mayor
profundidad, e incluso en sitios bajo condiciones limitantes de
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indicates substantial differences between the dynamic inter-
action of large particles and colloidal particles, since they
have a relatively short lifespan and are subject to high
rates of assembly/dispersion turnover in the water column
(Verdugo 2012). Some experimental approaches suggest that
the mass of TEP precursors (>0.2 pm) is much higher under
stagnant than under turbulent conditions (Stoderegger and
Herndl 1999). Thus, the use of a membrane with a smaller
pore size (e.g., 0.2 um) could increase sensitivity to collect
a fraction of stainable colloids at greater depths and even
in places under nutrient-depleted conditions. However, we
do not discard the possibility that the shape and the amount
of TEP precursors in the seawater sample could influence
filtration efficiency through the clogging of membrane
pores and thus the breakdown or assembly thereof. In addi-
tion, cell lysis may also contribute to the formation of new
stainable substances on the filters as a result of the increased
pressure during filtration (Discart et al. 2015).

TEP and environmental and biological variables

The California Current System off Baja California is
considered to be highly dynamic in terms of seasonal and
spatial fluctuations of primary production (Hernandez de
La Torre et al. 2004, Kahru et al. 2009, Gaxiola-Castro et
al. 2010, Martinez-Gaxiola et al. 2010). Part of this vari-
ability originates from environmental gradients between the
coast and the open ocean and also along mesoscale processes
(Santamaria-del-Angel et al. 2002, Barocio-Ledn et al. 2007).
At the beginning of this research, we aimed to describe the
TEP concentration to elucidate how it is influenced tempo-
rally and spatially by environmental properties and primary
production off northern Baja California. In this area, the
incidence of intense upwelling from April to June promotes
an increase in the concentration of inorganic nutrients in
surface and subsurface layers (Pérez-Brunius et al. 2007,
Durazo 2015) that stimulates the growth and accumulation
of macroalgal and phytoplankton biomass (Martinez-Gaxiola
et al. 2010, Cruz-Trejo et al. 2015). During the study period
upwelling was strongest in April, as indicated by a shallowing
of the mixed layer depth and the thermocline, and the cool-
ing of the surface layer at the stations nearest to the coast.
Biological evidence of upwelling processes was also noted
through the Chla dynamics and shallowing of the DCM at
the stations closest to shore (Millan-Nuiiez et al. 1997). This
behavior coincides well with some satellite observations of
sea surface temperature and ocean color, and with upwelling
indices (e.g., Espinosa-Carredn et al. 2004, Goémez-Ocampo
etal. 2017).

Our data showed relatively high concentrations of TEP
>0.45 pm (>0.3 pg XG eq'mL™"), even at greater depths,
compared to other published concentrations for the open
ocean and coastal and estuarine environments (Wetz et al.
2009, Malpezzi et al. 2013, Annane et al. 2015, Benavides
et al. 2015). Most field studies have shown increased
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nutrientes. Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que
la forma y la cantidad de los precursores de PET en la muestra
de agua de mar puedan influir en la eficiencia de la filtracion a
través de la obstruccion de los poros de la membrana y, por lo
tanto, en la ruptura o ensamblaje de los mismos. Aunado a lo
anterior, un aporte potencial de nuevas sustancias coloreables
en los filtros derivada de la lisis de las células puede ocurrir
como resultado del incremento en la presion durante la filtra-
cion (Discart et al. 2015).

PET y variables ambientales y biolégicas

El Sistema de la Corriente de California frente a Baja
California se considera altamente dindmico en términos de
fluctuaciones estacionales y espaciales de la produccion
primaria (Hernandez de La Torre et al. 2004, Kahru et al.
2009, Gaxiola-Castro et al. 2010, Martinez-Gaxiola et al.
2010). Parte de esta variabilidad se origina de gradientes
ambientales entre la costa y el océano abierto, y también a
lo largo de procesos de mesoescala (Santamaria-del-Angel
et al. 2002, Barocio-Ledn et al. 2007). Al comienzo de esta
investigacion, se propuso describir la concentracién de PET
para dilucidar como esta es influenciada temporalmente y
espacialmente por las propiedades ambientales y la produc-
cion primaria frente al norte de Baja California. En esta area,
la incidencia de eventos intensos de surgencia promueve un
aumento en la concentracion de nutrientes inorganicos en
las capas superficiales y subsuperficiales de abril a junio
(Pérez-Brunius et al. 2007, Durazo 2015) que estimula el
crecimiento y la acumulaciéon de biomasa de macroalgas y
fitoplancton (Martinez-Gaxiola et al. 2010, Cruz-Trejo et al.
2015). Durante el periodo de estudio la surgencia mas intensa
fue en abril, tal como lo indican la disminucion de profun-
didad de la capa de mezcla y la termoclina, y el enfriamiento
de la capa superficial en las estaciones mas cercanas a la
costa. Las evidencias bioldgicas de los procesos de surgencia
también se observaron mediante la dindmica de la Chla y la
disminucion de la profundidad del MPC en las estaciones mas
cercanas a la costa (Millan-Nuiez et al. 1997). Este compor-
tamiento concuerda con algunas observaciones por satélite de
la temperatura de la superficie del mar y del color del océano,
asi como con los indices de surgencia (e.g., Espinosa-Carreon
et al. 2004, Gémez-Ocampo et al. 2017).

Nuestros datos mostraron concentraciones PET >0.45 um
relativamente altas (>0.3 ug XG eq'mL™), incluso en capas
mas profundas, en comparacion con otras concentraciones
publicadas para el mar abierto y para ambientes costeros y
estuarinos (Wetz et al. 2009, Malpezzi et al. 2013, Annane et
al. 2015, Benavides et al. 2015). La mayoria de los estudios
de campo han mostrado incrementos en las concentraciones
de PET durante o inmediatamente después de la madurez de
las proliferaciones fitoplanctonicas (Passow 2002, Thornton
2002, Wetz et al. 2009). La dindmica temporal de las PET
en el area de estudio sigui6 la tendencia estacional de la
productividad primaria, la cual consiste en un aumento
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concentrations of TEP during phytoplankton blooms or imme-
diately after phytoplankton bloom maturity (Passow 2002,
Thornton 2002, Wetz et al. 2009). The temporal dynamics of
TEP in the study area followed the seasonal trend of primary
productivity, which consists in a significant increase toward
spring that continues on with relatively high concentrations
until early summer (Gaxiola-Castro et al. 2010). In February,
the low phytoplankton biomass did not produce a substantial
amount of TEP or TEP possibly degraded rapidly. In general,
TEP decreased from the coast to the more offshore stations
following the pattern reported by comparative studies for
similar locations (influenced by upwelling) and other envi-
ronmental gradients such as salinity (e.g., estuaries) and/or
pollution (e.g., infringed by sewage, factories, or agricultural
activities) (Chateauvert et al. 2012, Bar-Zeev and Rahav
2015). High concentrations of TEP close to the coast could
also be strongly influenced by contributions from benthic
invertebrates and macroalgae (Thornton 2004, McKee et al.
2005). This coastal increase in TEP is consistent with the
distribution and the gross chemical composition of some
macroalgae species from the Baja California Peninsula,
which have been reported to contain more than 40% of
carbohydrates (dry weight) in biomass (Serviere-Zaragoza
et al. 2002, Hernandez-Carmona et al. 2009). Thus, reserve
and structural polysaccharides could be released to the envi-
ronment as potential precursors of TEP after exudation or
tissue rupture.

Relatively large TEP concentrations in deeper waters could
be partly due to the seasonal increase in primary production
levels, and these large concentrations are perhaps amplified
by the attachment of ballast minerals that strengthen the verti-
cal flux of particles (Ploug and Passow 2007, Iversen and
Ploug 2010) and/or by spontaneous coagulation and break-
down of particulate organic matter in deeper layers (Engel
et al. 2004, Wurl et al. 2011). A rough comparison between
the depth-integrated carbon content of phytoplankton biomass
estimated from Chla (assuming the pg C to pg Chla ratio = 50;
Li et al. 2010), and the TEP carbon concentration for the first
100 m depth at all sampling stations, except the ENSENADA
(up to 75 m depth) and MICMAR (up to 40 and 60 m depth
in February and April, respectively) stations, suggests that
the nonliving organic fraction on average contributes a ~65
fold (range: 2 to 264) larger amount to particulate carbon than
phytoplankton cells do. Note that our estimations depend on
the TEP-to-carbon conversion factors, which have a wide
range of variation (from 0.51 to 0.88 ug C-ug XG eq''mL";
Engel and Passow 2001). We currently lack a conversion factor
for changing the concentration of alcian blue stained parti-
cles to particulate organic carbon for our region. Our results
suggest that TEP could be responsible for up to ~50% of the
particulate organic carbon fluxes to the mesopelagic zone, as
it has been described for other regions (Martin et al. 2011).
In this study, TEP also exhibited relatively high concentra-
tions (>0.3 pg XG eq'mL™") between ~300 and 900 m depth
in June and April. The cause for these high concentrations is
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significativo hacia la primavera que se mantiene relativa-
mente alto hasta principios de verano (Gaxiola-Castro et
al. 2010). En febrero, la baja biomasa fitoplanctonica no
produjo una cantidad sustancial de PET, o posiblemente las
PET se degradaron rapidamente. En general, las PET dismi-
nuyeron de la costa a las estaciones mas oceanicas siguiendo
el patron reportado por estudios comparativos para lugares
similares (influenciados por la surgencia) y para otros
gradientes ambientales tales como la salinidad (e.g., estua-
rios) y/o la contaminacion (e.g., generada por aguas resi-
duales, fabricas o actividades agricolas) (Chateauvert et al.
2012, Bar-Zeev y Rahav 2015). Las altas concentraciones
de PET cerca de la costa también podrian estar fuertemente
influenciadas por las contribuciones de invertebrados bento-
nicos y macroalgas (Thornton 2004, McKee et al. 2005).
Este incremento costero en las PET es consistente con la
distribucion y la composicion quimica bruta de algunas
especies de macroalgas de la peninsula de Baja California,
que segun los reportes, contienen mas del 40% de carbo-
hidratos (peso seco) en su biomasa (Serviere-Zaragoza et
al. 2002, Hernandez-Carmona et al. 2009). De esta manera,
los polisacaridos de reserva y estructurales podrian ser libe-
rados al medioambiente como precursores potenciales de las
PET después de la exudacion o ruptura de tejido.

La concentracion de PET relativamente alta en aguas mas
profundas podria deberse, en parte, a un aumento estacional
en los niveles de produccion primaria, y estas concentra-
ciones quizas aumenten aun mas por un efecto de adhesion a
minerales que fortalecen el flujo vertical de particulas (Ploug
y Passow 2007, Iversen y Ploug 2010), y/o por la coagulacion
espontanea y fragmentacion de materia organica particulada
en capas mas profundas (Engel et al. 2004, Wurl et al. 2011).
Una comparacion aproximada entre el contenido de carbono
integrado de la biomasa de fitoplancton estimada mediante
Chla (suponiendo un cociente g C a pg Chla = 50; Li et al.
2010), y la concentracion integrada de carbono asociada a
las PET para los primeros 100 m de profundidad en todas
las estaciones de muestreo, excepto la estacion ENSENADA
(hasta 75 m de profundidad) y la estacion MICMAR (hasta
40 m y 60 m de profundidad en febrero y abril, respectiva-
mente), sugiere que la fraccion organica inerte contribuye
en promedio una cantidad de carbono particulado ~65 veces
(intervalo: 2 a 264) mayor que la que contribuyen las células
del fitoplancton. Se debe considerar que nuestras estimaciones
dependen de los factores de conversion existentes de las PET
a carbono, los cuales tienen un rango de variacion amplio
(0.51 2 0.88 pg C-ug XG eq''mL"; Engel y Passow 2001).
Actualmente, nosotros carecemos de un factor de conver-
sion para cambiar de la concentracion de particulas tefiidas
con azul alcian a carbono organico particulado para nuestra
region. Nuestros resultados sugieren que las PET podrian
ser responsables, como se ha descrito para otras regiones, de
hasta el 50% de los flujos de carbono de particulas organicas
a la zona mesopelagica (Martin et al. 2011). En este estudio,
las PET también exhiben concentraciones relativamente altas
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not entirely clear, but it has been suggested that new organic
precursors derived from physically and biologically mediated
disintegration (e.g., sloppy feeding, viral lysis, swimming
behavior of macrozooplankton) of settling fecal pellets and
marine snow could later self-assemble as TEP in deep layers
(Baldi et al. 1997; Prieto et al. 2001; Goldthwait et al. 2004,
2005). Some experimental assays in batch cultures indicate
that there may be considerable differences in the origin and
composition of TEP between upper and deeper layers. This is
based on the fact that TEP in the oceanic euphotic zone proceed
predominantly from exudates of photoautotrophic organisms,
whereas in the deep layers they are heterotrophically produced
through transformations by prokaryotes that increase their
stickiness and recalcitrant properties (Barrera-Alba et al.
2008, Rochelle-Newall et al. 2010).

Regarding the ecological role of TEP, a weak but
significant positive correlation between bacterioplankton
abundances and TEP concentrations (Pearson’s R*= 0.38,
P < 0.05; Fig. 6a) suggests a functional relationship, for
example, in the releasing, aggregation, and recycling of
organic matter, especially during events of high primary
production (Ortega-Retuerta et al. 2010). Moreover, we
estimated a statistically significant positive relationship
between bacterioplankton abundance and TOC, as well as
estimating a negative correlation between TEP and micro-
bial respiration rates for the ANTARES station (Pearson’s
R*=0.61 and 0.59, respectively, P <0.05; Fig. 6b, c). In the
surface layer, these observed respiration rates corresponded
to intermediate values compared to some estimates from
oceanic areas (average: 2.4 uM O,-d'; range: <0.7-12.7;
n = 51) and upwelling zones (average: 6.5 uM O,-d;
range: undetectable to 33.4; n = 132; Robinson et al. 2002).
However, below 100 m depth respiration rates were much
greater than those detected in samples from the oxygen
minimum zone (at 110 m depth, below the oxycline) in
the tropical Pacific off western Mexico that were incubated
under different dissolved oxygen levels (Tiano et al. 2014).
Similarly, in this stratum and even deeper, TOC data fell in
the range of large concentrations according to some data-
base from the eastern North Pacific (Wheeler 2013). These
relationships are consistent with the argument that micro-
gels may be too large and their components very inaccessi-
ble or refractory to be consumed by prokaryotes (Verdugo
2012, Orellana and Leck 2015). In this study, the range
of bacterial abundance was similar to the ranges reported
for the surface layer in the southern California Current
ecosystem (Linacre-Rojas et al. 2012, Samo et al. 2012);
therefore, our evidence suggests that the conformation of
organic matter during the study period seemed to serve
as a physical substrate for settlement of microbial assem-
blages. This association could provide refuge against from
nanoflagellate grazing and viral lysis rather than a supply
of semi-labile carbon along the water column (Mari and
Rassoulzadegan 2004, Mari et al. 2007, Weinbauer et al.
2009, Bar-Zeev et al. 2012).
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(>0.3 pg XG eq'mL") entre los 300 y 900 m de profundidad
en junio y abril. La causa de esta alta concentracion no es
del todo clara, pero se ha sugerido que los nuevos precur-
sores organicos derivados de la desintegracion de pelotillas
fecales y nieve marina por agentes fisicos y bioldgicos (e.g.,
babeo alimenticio, lisis viral, natacion del macrozooplancton)
podrian autoensamblarse mas tarde como PET en capas
profundas (Baldi et al. 1997; Prieto et al. 2001; Goldthwait et
al. 2004, 2005). Algunos ensayos experimentales de cultivos
discontinuos sugieren que pueden haber diferencias conside-
rables en el origen y la composicion de las PET entre capas
superiores y mas profundas. Esto se basa en el hecho de que
las PET de la zona euf6tica ocednica proceden predominante-
mente de exudados de organismos fotoautotroficos, mientras
que en las capas profundas las PET se producen heterotro-
ficamente a través de transformaciones por procariotas
que aumentan su pegajosidad y propiedades recalcitrantes
(Barrera-Alba et al. 2008, Rochelle-Newall et al. 2010).

En cuanto al papel ecologico de las PET, una correla-
cion positiva débil pero significativa entre la abundancia de
bacterioplancton y la concentracion de PET (R* de Pearson =
0.38, P < 0.05; Fig. 6a) sugiere una asociacion funcional, por
ejemplo, en los procesos de liberacion, agregacion y reciclaje
de materia organica, especialmente durante los eventos de alta
produccion primaria (Ortega-Retuerta et al. 2010). Por otra
parte, la abundancia de bacterioplancton y COT present6 una
relacion positiva estadisticamente significativa, asi como una
correlacion negativa entre las PET y las tasas de respiracion
microbiana en la estacion ANTARES (R? de Pearson = 0.61 y
0.59, respectivamente, P < 0.05; Fig. 6b, c). En la capa super-
ficial, estas tasas de respiracion corresponden a valores inter-
medios en comparacion con algunas estimaciones de areas
oceanicas (promedio: 2.4 pM O,-d'; intervalo: <0.7-12.7;
n=51)y zonas de surgencia (promedio: 6.5 uM O,-d"'; inter-
valo: indetectable a 33.4; n = 132; Robinson et al. 2002). Sin
embargo, por debajo de 100 m de profundidad, nuestras tasas
de respiracion fueron mucho mayores que las detectadas en
las muestras de la zona del minimo de oxigeno (por debajo de
la oxiclinaa 110 m de profundidad) del Pacifico tropical frente
a la costa occidental de México que fueron incubadas bajo
diferentes niveles de oxigeno disuelto (Tiano et al. 2014). De
manera similar, en estos estratos y en estratos mas profundos,
los datos de COT cayeron en el intervalo de concentraciones
altas de acuerdo con la base de datos del Pacifico noro-
riental (Wheeler 2013). Estas relaciones son consistentes con
el argumento de que los microgeles podrian ser demasiado
grandes y sus componentes muy inaccesibles o refractarios
para ser consumidos por procariotas (Verdugo 2012, Orellana
y Leck 2015). En este estudio, el intervalo de abundancia
bacteriana fue similar a los intervalos reportados para la capa
superficial de la zona surefia del ecosistema de la corriente
de California (Linacre-Rojas et al. 2012, Samo et al. 2012);
por tanto, nuestras evidencias sugieren que esta conforma-
cion de materia organica durante el periodo de estudio parece
servir mas como un sustrato fisico para el asentamiento de
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Figure 6. Scatter plots of bacterioplankton abundance vs transparent exopolymer particles (TEP) (a), bacterioplankton abundance vs total
organic carbon (b), and microbial respiration rate vs TEP (c). Linear regressions are as follows. (a) bacterioplankton abundance (x105 cell mL ") =
2.83 x (ug XG eqmL™") +3.98; R* = 0.38, n =30, P < 0.05. (b) Bacterioplankton abundance (x105 cellsmL ") = 14.05 x (ug C:'mL™") - 7.61; R*
=0.61, n= 10, P < 0.05. (¢) Respiration rate (uM O,"d") =-2.6682 x (ug XG eq'mL™") +4.3982; R>=0.59, n =10, P < 0.05.

Figura 6. Diagramas de dispersion de la abundancia de bacterioplancton frente a las particulas transparentes de exopolimeros (TEP)
(a), abundancia de bacterioplancton frente a carbono organico total (b) y tasa de respiracion microbiana frente a TEP (c). Las regre-
siones lineales son las siguientes. (a) Abundancia de bacterioplancton (x105 cél'mL™") = 2.83 x (ug XG eqmL™) + 3.98; R? = 0.38,
n =30, P <0.05. (b) Abundancia de bacterioplancton (x105 cél'mL") = 14.05 x (ug C-mL™") — 7.61; R>*=0.61, n = 10, P < 0.05. (¢) Tasa de
respiracion (UM O,-d™") =-2.6682 x (ug XG eq'mL™") +4.3982; R?=0.59, n =10, P < 0.05.

We are aware that the TEP magnitudes observed during
the study period may have been affected by interannual vari-
ability or other low-frequency events (Kim and Miller 2006).
The year 2016 was relatively warm due the prevalence of
El Nifio conditions during the first 6 months (NOAA-ERSL
2016). In the California Current System, the presence of
El Niflo has been associated with the deepening of the nutri-
cline and possibly with a lower input of nutrients to the upper
layer (Mann and Lazier 2006, Gémez-Ocampo et al. 2017).
A depth-integrated primary production data set from 2003 to
2004 showed lower production values during a weak 2002—
2003 El Nifo in the winter time (Martinez-Gaxiola et al.
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ensamblajes microbianos. Esta asociacion podria propor-
cionar un refugio contra el pastoreo por nanoflagelados y la
lisis viral, en lugar de un suministro de carbono semi-labil a
lo largo de la columna de agua (Mari y Rassoulzadegan 2004,
Mari et al. 2007, Weinbauer et al. 2009, Bar-Zeev et al. 2012).

Estamos conscientes de que las magnitudes de las PET
observadas durante el periodo de estudio pudieron haber sido
afectadas por la variabilidad interanual u otros eventos de
baja frecuencia (Kim y Miller 2006). El afio 2016 fue rela-
tivamente calido debido a la prevalencia de condiciones de
El Nifio durante los primeros 6 meses (NOAA-ERSL 2016).
En el Sistema de la Corriente de California, la presencia de



Hakspiel-Segura et al.: Transparent exopolymer particles off Baja California

2010). This low production is consistent with the progres-
sive decrease of chlorophyll biomass during the 2015-2016
El Nifo, as determined from satellite oceanic data and the
Regional Ocean Modeling System (ROMS). However, this
decrease is not as marked as the observed magnitudes of El
Nifo 3.4 Index suggest (Jacox et al. 2016). Our high concen-
trations of TEP could be comparable with those observed
in some experimental studies, where under nutrient-limited
conditions, growing phytoplankton cells are more likely to
exude large amounts of polysaccharides (as TEP precur-
sors) in the stationary phase (Guerrini et al. 1998, Wurl et al.
2011). Given the anomalously warm conditions, a positive
effect on TEP aggregation would also be expected due to the
increase in temperature to up to 32 °C (at 8.2 pH), which is
the upper threshold experimentally established for the inhi-
bition of marine microgel self-assembly (Seebah et al. 2014,
Chen et al. 2015).

Our results indicate that the seasonal and spatial distri-
bution of TEP is influenced by hydrographic properties and
the dynamics of primary producers in the upper layer of the
water column in the study area, which is part of the California
Current System. In spring and early summer, dissolved
organic precursors derived mainly from macroalgae and
phytoplanktonic exudates and grazing (sloppy feeding,
excretion, and defecation) are largely produced and spon-
taneously self-assembled as TEP in the euphotic zone.
Thus, TEP associated to a ballast particle may be efficiently
exported to the deep ocean, where their labile carbon is
continuously subjected to consumption and heterotrophically
transformed into refractory organic carbon. In a spatial scale,
TEP tend to decrease predominantly along a trophic gradi-
ent from the most influenced upwelling location to offshore
or oceanic waters. Hence, the present study corroborates
that under relatively mesotrophic-to-eutrophic conditions,
TEP seem to be more dependent on nutrient availability and
photoautotrophic activity in the uppermost layers, whereas
in the deeper layers TEP and their precursors are relatively
more controlled by heterotrophically mediated processes
that contribute to the increase of their degree of assem-
blage and recalcitrance (Lechtenfeld et al. 2015, Moran et
al. 2016). Our carbon estimates based on depth-integrated
TEP are strongly influenced by the conversion factor we
chose and the pore size of the filter we used. This influence
limits some interpretations regarding the contribution of TEP
to the carbon budget, whereby the observed magnitudes can
be considered mainly for relative spatiotemporal compar-
isons until a calibration of the method for this region has
been performed. This potential contribution of carbon asso-
ciated with TEP below the euphotic zone is more relevant
in offshore waters than in nearshore areas, and it should be
taken into account in future carbon budgets calling for better
measurement methods. However, our relatively limited data
set suggest that bacterioplankton is tightly coupled with
TEP, serving mostly as a physical substrate rather than a
labile or semi-labile carbon source. We recommend a more
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El Nifio se ha asociado con una profundizacién de la nutri-
clina y, probablemente, con un aporte menor de nutrientes a la
capa superficial (Mann y Lazier 2006, Gomez-Ocampo et al.
2017). Una serie temporal de valores de produccion primaria
integrada desde 2003 hasta 2004 mostré valores mas bajos
en el invierno de 2002-2003 durante un evento de El Nifio
débil (Martinez-Gaxiola et al. 2010). Esta baja produccion es
consistente con la disminucion progresiva de la biomasa de la
clorofila durante el periodo de EI Nifio de 2015-2016, que se
determind mediante observaciones de datos oceanicos sate-
litales y la aplicacion del Sistema Regional de Modelizacion
Oceénica (ROMS, por sus siglas en ingles). No obstante, esta
disminucion no fue tan acentuada como sugiere la magnitud
observada del indice de El Nifio 3.4 (Jacox et al. 2016). Nues-
tras altas concentraciones de PET podrian ser comparables
con las observadas en algunos estudios experimentales, donde
bajo condiciones limitantes por nutrientes, las células de fito-
plancton en crecimiento son mas propensas a exudar grandes
cantidades de polisacaridos (como precursores de PET) en
fase estacionaria (Guerrini et al. 1998, Wurl et al. 2011).
Aunado a una condicidén climatica anormalmente calida,
también podria esperarse un efecto positivo en la agregacion
de las PET por el aumento de la temperatura hasta 32 °C (a
8.2 de pH), que es el umbral superior establecido experimen-
talmente para la inhibicion del autoensamblaje de microgeles
marinos (Seebah et al. 2014, Chen et al. 2015).

Nuestros resultados indican que la distribucion estacional
y espacial de las PET esta influenciada por las propiedades
hidrograficas y la dinamica de los productores primarios en
la capa superficial del area de estudio que se encuentra dentro
del Sistema de la Corriente de California. En la primavera
y principios del verano, los precursores organicos disueltos
derivados principalmente de exudados de macroalgas y fito-
plancton y del pastoreo (babeo alimenticio, excrecion y defe-
cacion) se producen en gran medida y se autoensamblan
espontaneamente como PET en la zona eufética. De esta
manera, las PET asociadas a una particula de lastre pueden
ser exportadas eficientemente al océano profundo, donde su
carbono labil continuamente esta sujeto al consumo y es trans-
formado heterotroficamente a carbono orgénico refractario.
En la escala espacial, las PET tienden a disminuir predomi-
nantemente a lo largo de un gradiente trofico desde la zona
mas influenciada por eventos de surgencia hasta las aguas mar
adentro u oceanicas. Por lo tanto, el presente estudio corrobora
que en condiciones relativamente mesotroficas y eutroficas,
las PET parecen ser mas dependientes de la disponibilidad
de nutrientes y la actividad fotoautotrofica en las capas mas
superficiales, mientras que en las capas mas profundas estas
y sus precursores son relativamente mas controlados por
procesos modulados heterotroficamente que contribuyen al
incremento de su grado de ensamblaje y propiedades recal-
citrantes (Lechtenfeld et al. 2015, Moran et al. 2016). Nues-
tras estimaciones de carbono basadas en valores integrados
de las PET estan fuertemente influenciadas por el factor de
conversion elegido y el tamafio de poro del filtro utilizado.
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intense time series monitoring of TEP to corroborate their
seasonal trends and magnitudes in years influenced by vari-
ous oceanographic processes at interannual and decadal
scales, together with the differences in the concentrations of
alcian blue stainable particles collected with different filter
pore sizes. Future studies must also assess the physiological
implications of TEP on prokaryotic activity and their signifi-
cance in the organic carbon budget.
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