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RESUMEN

La presencia de mercurio (Hg) tiene efectos negativos, particularmente para niveles
tréficos altos, en de las comunidades acudticas costeras. ElI Hg se bioacumula en los individuos y
se biomagnifica en las redes troficas, por lo cual depredadores tope pueden sufrir efectos
negativos en la salud. Dos especies de pinnipedos, depredadores tope, viven y se reproducen en
Uruguay: el lobo fino (Arctocephalus australis, Aa) y el ledbn marino sudamericano (Otaria
flavescens, Of). Ambas especies presentan colonias reproductivas en la Isla de Lobos
(Maldonado), Of depreda en el ambiente costero-benténico y tiene un nivel tréfico mayor,
mientras que Aa se alimenta en aguas pelagicas a la altura del quiebre del talud continental. Los
objetivos de la tesina fueron determinar los niveles de Hg en hembras adultas de Of y Aa, y
evaluar la existencia de una correlacion entre el Hg de hembras y sus crias, usando el pelo.
Ademas, dado que el Hg ingresa a los organismos por medio de su dieta, se pretende evaluar la
relacion entre los niveles de Hg de hembras adultas y sus hébitos tréficos, por medio del analisis
de is6topos estables de Carbono y Nitrogeno. Para ello, Se tomaron muestras de pelo de hembras
y crias de ambas especies, se cuantifico la acumulacion de Hg total (HgT) y los niveles
isotopicos de &*3C y &°N. Se utilizaron modelos de regresion para evaluar el efecto de los
valores isotopicos de las hembras, asi como de los niveles de HgT en crias y el sexo de estas, de
forma independiente en el HgT de las hembras. Of present6 valores significativamente mayores
de HgT (30,5ug/g peso seco, rango de 19,9 - 53,4ug/g), de 5'3C (-13,8 + 0,22) y de §'°N (19,2 +
0,56), que en Aa (6,3ug/g, rango de 1,3 - 10,3 pg/g, 8*°C: -15,5 + 0,63 y 8°N: 16,5 + 0,53
respectivamente, p<<0,001). A nivel intraespecifico, en Of se detectd un efecto positivo del §*3C
en la acumulacion de HgT en pelo (p=0,003), mientras que en Aa no hubo ningun efecto. No se
encontrd un efecto del §°N en HgT, para ninguna de las dos especies. La diferencia observada
en los niveles de HgT entre hembras de ambas especies puede explicarse por el mayor nivel
tréfico de Of y por la capacidad del Hg de biomagnificarse. Por otro lado, en Of el efecto del
313C sobre el HgT reflejaria que la alimentacion mas costera incrementa los niveles de HgT. Con
respecto a los niveles de HQT de las hembras y sus crias, se detectdé una relacion positiva y
significativa en Of, pero no en Aa. Esto podria relacionarse con los elevados niveles de HgQT
reportados en las hembras de Of, que podrian superar la capacidad de detoxificacion, por lo que
el Hg atravesaria la barrera hemato-placentaria y se transmitiria a la cria durante la gestacion.
Este trabajo analizd por primera vez la bioacumulacién de Hg en pinnipedos de Uruguay,
registrando los niveles mas elevados para Otaria flavescens, poniendo de manifiesto que esta
especie estaria siendo afectada por el Hg, lo que podria teneres consecuencias en su salud a corto
y largo plazo.

Palabras claves: Bioacumulacion, crias, leones marinos, lobos marinos, mercurio, pinnipedos.



INTRODUCCION

La contaminacion ambiental ha ido en aumento en las Ultimas décadas siendo en la
actualidad uno de los principales problemas que el planeta enfrenta. Los distintos tipos de
contaminantes quimicos que afectan los sistemas acuaticos pueden ser organicos 0 inorganicos
provenientes de industrias, urbanizaciones, agricultura, mineria, transporte, entre otros
(Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2010). La contaminacion inorganica,
principalmente por metales es una de las mas severas amenazas que afectan a la estructura y el

funcionamiento de los ecosistemas (ONU, 2010; Potters, 2013; Reyes et al., 2016).

Los elementos traza estan presentes de forma natural en la corteza terrestre en muy bajas
concentraciones, y se clasifican en esenciales y no-esenciales. Los elementos esenciales se
caracterizan por ser indispensables para el funcionamiento de los organismos, ya que forman
biomoléculas, pero si sobrepasan cierto umbral, se vuelven toxicos (Luoma & Rainbow, 2008).
Los metales no-esenciales, sin funcion bioldgica aparente, pueden ser téxicos incluso en muy

bajas concentraciones, como es el caso del mercurio (Hg) (Jaishankar et al., 2014).

El Hg, debido a sus propiedades, presenta un ciclo biogeoquimico que incluye una
circulacion global entre los continentes, la atmosfera y los océanos (Luoma & Rainbow, 2008;
Selin, 2009). En su ciclo natural las emisiones se dan principalmente en erupciones de volcanes y
otras actividades geoldgicas en zonas donde el suelo y las rocas presentan gran reserva de
mercurio (Fitzgerald & Lamborg, 2005). Este es liberado a la atmodsfera, donde puede
permanecer dias 0 meses, principalmente como Hg® hasta decantar en sistemas terrestres o
acuaticos. ElI Hg entra a los ecosistemas marinos usualmente proveniente de ambientes
dulceacuicolas, parte del mismo es incorporado al ambiente acuatico y el resto vuelve a la
atmosfera donde continda con su ciclo (Pehkonen & Lin, 1998; Mason & Sheu, 2002; Selin,
2009).

Existe una serie de actividades antrépicas que aceleran y/o modifican el ciclo natural del
Hg y generan que sus concentraciones sean mayores a los umbrales tdxicos de los organismos
(Luoma & Rainbow, 2008). Estas actividades que generan emisiones hacia la atmdsfera, rios y
océanos son principalmente la quema de combustibles fésiles, especialmente la quema de carbon
y la mineria, siendo la mas contaminante la de oro (UNEP, 2013). Otras actividades que también

aportan Hg son la produccion industrial (soda caustica, cemento), la agricultura, la deforestacion



y los vertidos domesticos (Selin, 2009; Streets et al., 2017; UN Environment, 2019). Debido a
todas éstas fuentes, la deposicion atmosférica de Hg desde 1800, asociada a la Revolucion
Industrial, ha aumentado a nivel global (Lamborg etal., 2002; Schuster et al., 2002; UNEP,
2013). Por estos motivos, en el siglo XX la deposicién de Hg fue cuatro veces mayor en el
hemisferio norte (Li et al., 2020). Sin embargo, en las Ultimas décadas el aumento de la emision
de Hg se dio en ambos hemisferios, pero de forma diferencial. Mientras que Europa y América
del Norte disminuyeron su liberacion, Asia aument6. Ademas, en América del Sur y Africa
Subsahariana la principal fuente de Hg es la mineria de oro, la cual aporta el 38% a nivel
mundial, en otras regiones la principal fuente es la quema de combustibles (UN Environment,
2019).

El Hg se puede encontrar en el ambiente de tres maneras: mercurio elemental, inorganico
u organico, estos Ultimos se dividen en metil-, etil- y fenil-mercurio. EI metilmercurio (MeHg) es
el que se encuentra en mayor cantidad en el ambiente (Goldman & Shannon, 2001; Clarkson,
2002; Tchounwou et al., 2003). Suele generarse en ambientes acuaticos donde el Hg inorganico
se transforma en MeHg en un proceso facilitado por bacterias (Goldman & Shannon, 2001;
Ullrich et al., 2001; Selin, 2009). EI MeHg presenta mayor nivel de toxicidad para los seres vivos
que el Hg inorganico. Amos tipos de mercurio, como el resto de los metales y los contaminantes
organicos, se acumula en los sedimentos, desde donde entra en las redes troficas por medio de
los productores primarios (e. g. macrdfitas, algas) y consumidores primarios (e. g. organismos

bentonico detritivoros) (Luoma & Rainbow, 2008).

Dos propiedades fundamentales del MeHg en ambientes acuéticos son la bioacumulacion
y biomagnificacion. La bioacumulacion se refiere al ingreso de Hg desde el ambiente a los
organismos acumulandose a lo largo de la vida de estos, de manera que se almacena e
incrementa su nivel a medida que el organismo crece. Es el resultado de interacciones entre las
rutas de ingreso, excreciéon y metabolizacion del elemento (Streit, 1998). Se considera que hay
una bioacumulacion cuando los niveles presentes dentro de los organismos son mayores que en
el ambiente en el que habita (Dallinger et al., 1987). Mientras que la biomagnificacion ocurre
cuando los niveles de Hg van aumentando progresivamente a medida que aumenta el nivel
tréfico, haciendo que los depredadores tope sean los que presentan mayores niveles de Hg
(Dallinger et al., 1987; Storelli, 2008). EI MeHg tiene la capacidad de bioacumularse hasta un

millon de veces a lo largo de las redes tréficas acuaticas desde los microorganismos hasta los
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depredadores topes, por lo que este es el principal responsable de la biomagnificacion (Kehrig
et al., 2009). La biomagnificacion no depende solamente de interacciones tréficas, también varia
dependiendo de caracteristicas fisico-quimicas como la temperatura, el pH, la salinidad,
productividad, entre otros ( Lavoie et al., 2013; Cérdoba-Tovar et al., 2022).

A la hora de analizar los niveles de Hg de las muestras, usualmente no se distingue entre
los diferentes tipos sino que se mide el mercurio total (HgT). Este es representativo de los

niveles de MeHg.

En diversos ambientes costeros (manglares, estuarios, entre otros) se han reportado
niveles elevados de HgT (Muresan et al., 2008; Eagles-Smith & Ackerman, 2014; Briant et al.,
2017). Por ejemplo, en sustrato de varias zonas de la Costa de Oro (Ecuador), se encontraron
niveles mayores que los indicados por las normas internacionales de calidad de sedimento segun
Environment Canada (1990), con concentraciones de HgT que oscilaron entre 6,57 y 7,61 ug/g
(Marin et al., 2016). Las desembocaduras de los grandes rios, se presentan como sitios puntuales
de entrada de Hg en los océanos, y se ha planteado mediante modelizacion que las primeras
capas del océano han duplicado su concentracion de Hg en los altimos 100 afios (UNEP, 2013;
Zhang et al., 2014).

En la costa Uruguaya del Rio de la Plata y Océano Atlantico adyacente, se reportaron
HgT en el intermareal arenoso de 13 playas, con valores medios de 10,9 ng/g (21 ng/g), los
puntos con mayores niveles fueron frente a la desembocadura del rio Santa Lucia y las playas de
la ciudad de Montevideo (Garcia-Alonso et al., 2017). Proximo a la desembocadura del rio Santa
Lucia se encuentra la industrial cloro-alkali Efice S.A. que utiliza celdas de mercurio en su
produccién, en este proceso se utiliza un electrodo de mercurio. El Estado Uruguayo le ha
solicitado desde el 2016 que modifique su forma de produccién (Resolucion 310/016, Ministerio
de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente). Hasta el dia de hoy siguen

implementando el uso del Hg, pero tiene que cesar su uso antes del 31 de diciembre de 2025.

En octubre de 2013 en Kumamoto-Japon, en el marco de la reunion de las Naciones
Unidas, Uruguay se suscribio el Convenio de Minamata, que es un tratado mundial para proteger
la salud humana y el ambiente de los efectos adversos del mercurio
(www.mercuryconvention.org). En setiembre de 2014 Uruguay ratificé el convenio, bajo la Ley

19.267, que entrd en vigor el 16 de agosto de 2017. La ley incluye varios articulos enfocados a la


http://www.mercuryconvention.org/

restauracion, implementacion de alternativas al empleo de mercurio, asi como un articulo
especifico (19), en donde los paises ratificantes se comprometen a generar investigacion,

desarrollo y vigilancia del mercurio en los ecosistemas.

Si bien se han reportado niveles de Hg en diversos ambientes costeros de Uruguay, como
en el intermareal arenoso de varias playas (Garcia-Alonso et al., 2017), los estudios realizados
hasta ahora se han centrado principalmente en organismos de niveles troficos bajos y medios, sin
abordar a los depredadores tope. Por lo tanto, es fundamental avanzar en este tipo de
investigaciones, dado que proporcionan informacion clave sobre los efectos del Hg en la biota y
sus potenciales riesgos en las redes troficas costeras.

Grupo de estudio

Los pinnipedos estdn compuestos por tres familias: Otariidae (lobos y leones marinos),
Odobenidae (morsas) y Phocidae (focas) (Berta, 2018). Los primeros analisis para estimar Hg en
tejidos de pinnipedos se hicieron en la década de los 60 en focidos de Europa (Henriksson et al.,
1969), y no fue hasta la década de los 80 que se empezaron a realizar estudios en el hemisferio
sur. EI Hg en pinnipedos se suele medir en tejidos colectados de organismos muertos y donde el
mercurio se acumula (i.e. higado, rifién, musculo) (Brookens et al., 2007; Krey et al., 2015; Lima
etal., 2022). El pelo, por su parte, constituye una matriz bioldgica que también permite conocer
la exposicion a Hg en organismos tanto vivos como muertos. Es importante mencionar que
cuando se trabaja con animales vivos, es muy frecuente que los estudios se realicen en crias y

juveniles, ya que son mas faciles de manipular (i.e. Brookens et al., 2007; Lima et al., 2022).

Dentro de una misma poblacion se ha visto diferencias en los niveles de HgT segun rango
etario, teniendo menor valor las crias y juveniles que los adultos. También se registraron
diferencias segun el sexo en adultos de especies que presentan dimorfismo sexual, siendo mayor
en machos. En crias no se ha registrado que la acumulacion sea diferente entre los sexos
(Brookens et al., 2007; Grajewska et al., 2020; McHuron et al., 2016).

Los efectos del mercurio que han sido registrados en pinnipedos son muy variados. Por
ejemplo, altos niveles de Hg se han relacionado con neumonia e infecciones bacterianas (Taylor
et al., 2022). El Hg se acumula en el sistema nervioso, mas precisamente en el cerebro, pudiendo

generar grandes problemas por su caracteristica neurotoxica (Lopez-Berenguer et al., 2020). La



presencia de Hg in vitro e in vivo en pinnipedos, ha generado inmunosupresion, disminuyendo la
proliferacion de linfocitos, pudiendo desencadenar diversas enfermedades (Kakuschke et al.,
2008, 2009, 2011; Levin et al., 2020; Taylor et al., 2022). El efecto sobre el sistema inmune de
pinnipedos es mayor durante periodos criticos del desarrollo, siendo las crias recién nacidas
(hasta los 50 dias de vida), las méas vulnerables (Kakuschke et al., 2008; Taylor et al., 2022).

En Uruguay se reproducen dos especies de otaridos: el lobo fino Sudamericano
(Arctocephalus australis, Aa) y el lebn marino Sudamericano (Otaria flavescens, Of) (Vaz-
Ferreira, 1976a, 1976b). Ambas especies han sido explotadas en nuestro pais, por lo que se
registré una disminucion del numero de individuos en sus colonias reproductivas durante el siglo
XX. Dicha disminucion fue mas grave en los leones marinos, ya que se explotaron
principalmente crias. La tendencia de crecimiento poblacional del lobo fino es del 1,5% anual
(Franco-Trecu et al., 2019), mientras que la de los leones marinos es de -2% (Franco-Trecu,
2015).

Ambas especies son depredadores tope que se alimentan principalmente de peces y
cefaldpodos. Por un lado, Aa se alimenta principalmente en ambientes peldgicos cercanos al
quiebre del talud continental (Franco-Trecu et al., 2021), de presas como merluza (Merluccius
hubbsi), anchoita (Engraulis anchoita), calamares (lllex argentinus y Loligo sanpaulensis), pez
sable (Trichiurus lepturus) y pescadilla de red (Cynoscion guatucupa) (Franco-Trecu etal.,
2013). Por otro lado, Of se alimenta en &reas costeras de la plataforma continental (Riet-Sapriza
etal., 2013), de presas costero-bentonicas como la corvina rubia (Micropogonias furnieri), la

brétola (Uruphycis brasilensis) la pescadilla de red y calamares (Franco-Trecu et al., 2013).

Debido a que el mercurio ingresa en los organismos principalmente por medio de su
dieta, conocer aspectos de los habitos alimenticios de los individuos analizados es
extremadamente relevante para poder relacionarlos con la concentracion de mercurio encontrada.
La técnica de isotopos estables se basa en que la composicion isotopica de los tejidos del
depredador, refleja la de las presas consumidas y asimiladas, sumado a un factor de
enriquecimiento trofico ( Fry, 2006; Caut et al., 2009). En estudios de ecologia tréfica se utilizan
principalmente el is6topo del nitrégeno (5°N) como indicador del nivel tréfico de los individuos,
y el de carbono (8!3C) que da informacion del origen de la productividad primaria. Para las aguas

uruguayas existen antecedentes que indican una clara diferenciacion isotdpica entre presas
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bentonica-costeras y las pelagicas, donde las primeras presentan valores mayores de &%C
(Franco-Trecu et al., 2012). Ademas se ha descrito que el ledbn marino depreda en un mayor nivel
trofico (8*°N) que el lobo fino y la existencia de una segregacion espacial entre especies,
respaldada por medio del 33C (Franco-Trecu et al., 2012, 2013, 2014).

Si bien se han reportado valores de Hg en sedimento de la costa Rio de la Plata y Océano
Atléntico, ademas de la rectificacion al acuerdo de Minamata y un previo estudio donde se
midieron los niveles de ciertos metales en ambas especies de pinnipedos (De Maria et al., 2021),
hasta la fecha no se ha evaluado los niveles de Hg en estas. Dado que conocer la situacion
costera de nuestro pais en relacién a la contaminacién por Hg es de interés nacional e
internacional y teniendo en cuenta el rol ecolégico que cumplen los depredadores tope, en esta
tesina se evaluo la acumulacion de Hg en Aa 'y Of.

HIPOTESIS

I- El mercurio, es un elemento traza que se biomagnifica (Lavoie et al., 2013; Cordoba-
Tovar etal., 2022), por lo que es de esperar que organismos con un nivel tréfico superior
deberian presentar mayor acumulacion de HgT . Considerando que O. flavescens presenta un
mayor nivel trofico que A. australis (Franco-Trecu et al., 2014), hipotetizamos que las hembras

del ledn marino tendran mayor acumulacion de HgT en pelo que las hembras de lobo fino.

- Dado que el Hg es un compuesto toxico que puede atravesar la barrera placentaria
(Caserta et al., 2013; Habran et al., 2011). La generacion del pelo con el que nacen las crias
(lanugo) se da durante la ultima etapa de la gestacion por lo que esperamos que el nivel de HgT
del lanugo, refleje la exposicion fetal y se relacione de forma significativa y positiva con los
valores de HgT en pelo de sus madres en ambas especies de pinnipedos. Teniendo en cuenta que
no se ha visto diferencia de la acumulacion en pelo en cria entre sexo (McHuron et al., 2016),

esperariamos que el sexo de la cria no afecte su acumulacion de HgT.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la acumulaciéon de HgT en las hembras de O. flavescens y A. australis de la Isla
de Lobos -Uruguay en relacion a sus habitos tréficos y la transferencia de este elemento traza a

sus crias durante la gestacion.
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Obijetivos especificos
I.  Determinar los valores de HgT acumulado en pelo de hembras en ambas especies

y evaluar su relacion con los habitos tréficos.
Il.  Evaluar si existe una correlacion de los niveles de HgT entre las hembras y sus
crias en ambas especies de pinnipedos, considerando el efecto del sexo de las

crias.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y muestreo

El muestreo fue realizado en la Isla de Lobos (35°01°’S, 54°50°W), ubicada
aproximadamente a 9 km de la costa de Punta del Este, Maldonado, Uruguay, en la confluencia
del Rio de la Plata con el océano Atlantico. En esta isla se encuentran colonias reproductivas de
ambas especies de Pinnipedos, donde ocurren los nacimientos, copulas y cuidado maternal de las
crias (Franco-Trecu et al., 2010, 2015). Entre las temporadas reproductivas de 2006 y 2013 se
capturaron 12 hembras adultas de Of y 25 de Aa con sus crias y se obtuvieron muestras de pelo
de la parte dorsal trasera de ambos por medio de un corte con tijera. Los individuos fueron
medidos, pesados y las crias sexadas, las crias presentaban hasta un mes de vida. Las hembras

fueron anestesiadas segun protocolos descriptos en Katz et al. (2018).

Anélisis de laboratorio

Las muestras fueron lavadas dos veces con Extran al 2% y agua desionizada para luego
ser enjuagadas con agua ultrapura mili-Q. Las muestras fueron liofilizadas, y organizadas en los
pares hembra-cria. Luego de esto, cada muestra fue utilizada para los andlisis de is6topos
estables y la cuantificacion de HgT.

Para el andlisis de mercurio total, se digirieron alicuotas secas de 100 a 300 mg de cabello
en 8mL de agua regia (3 HCI: 1 HNOs), con 4 mL de agua ultrapura + 2 mL de peroxido de
hidrogeno (H202) + 6 mL de H2SO4:HNOz (1:1). Los extractos se digirieron en un horno
microondas (Mars Xpress, CEM, Modelo 907,501, EE. UU.), siguiendo el protocolo descrito en
Gomes et al., (2022). El tiempo total de digestion de los tejidos fue de 35 min (10 min, hasta
alcanzar 95°C; y 25 min con temperatura constante de 95°C) con una potencia de 1600W.
Después de enfriar durante 30 min, los extractos se filtraron a través de papel Whatman® 40 y se
colocaron en tubos, que se llenaron hasta 25 mL con agua ultrapura (Milipore MiliQ).
Posteriormente, se afiadié 1 mL de cada extracto final a 29 mL de agua ultrapura y luego se
afiadieron 150 pL de BrCl, 60 pL de NH,OH-HCI y 150 puL de SnCl,. En todos los anélisis se
incluyeron soluciones de control analitico (n=3). La determinacion de HgT en los tejidos se
realiz6 mediante espectrofotometria de fluorescencia atomica utilizando la técnica de generacion
de vapor frio (Sistema de andlisis de mercurio CV-AFS, Modelo 2600, Tekran Instruments

Corporation).
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Para el analisis de isOtopos estables se pesaron muestras de entre 0,4 a 0,5 mg utilizando
una balanza analitica (precision de 0,001 mg) y se encapsularon en capsulas de estafio para la
posterior determinacion isotopica. Las muestras fueron analizadas utilizando un analizador
elemental Thermo Scientific (Flash 2000) con una interfase CONFLO IV acoplada a un
espectrometro de masas Delta VV Advantage (Thermo Scientific, Alemania). Los resultados se
expresan en delta (3), significando la desviacion en %o, con respecto a los estandares
internacionales, (Belemito de Pee Dee de Viena (VPDB) para Carbono y N2 atmosférico para
Nitrogeno), utilizando la formula: X = (Rmuestra/ Rreferencia) — 1. Donde la X se refiere a 13C y ©°N,
la relacion Rmuestra CON Rreferencia SON C/*2C 0 ®N/“N, o sea la relacion muestra y estandares

internacionales respectivamente.

Anélisis de datos

Se evaluaron diferencias en HgT, 33C y §!°N de las hembras entre especies por medio de
ANOVASs de 2 vias, incluyendo el sexo de las crias como segunda variable. Para comprender
como afectan los héabitos tréficos la bioacumulacion de HgT se realizaron modelos de regresion
con los valores isotopicos de §*3C y 6*°N como variables explicativas, y la acumulacion de HgT
en pelo de hembras como variable respuesta. En ambos casos, se comenzd por el modelo
completo que incluye la interaccion entre especie y el valor isotépico, que se fue simplificando,

eliminando las variables no significativas.

Se busco identificar una posible diferencia en la bioacumulacion de Hg entre los sexos de
las crias, esto se evallo mediante modelos de regresion lineal (GLM), donde se utilizd el sexo de
la cria y la especie como las variables explicativas, mientras que los niveles de HgT en las crias
como la variable respuesta. Para analizar el efecto de la concentracion de HgT de las hembras en
la de sus crias, se utilizaron modelos de regresion, evaluando el efecto del sexo de las crias como
variable explicativa. En todos los casos la seleccion de modelos se realiz6 por medio del criterio
de informacién de Akaike (AIC). Todos los andlisis de datos se realizaron en el software libre R
version 4.3.1 (R Core Team, 2023).
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RESULTADOS

Los valores de HgT en pelo de hembras adultas de Of fueron significativamente mayores
(media=30,5; DS=9,3 pg/g; rango = 19,9 - 53,4ug/g) que en hembras de Aa (media= 6,3;
DS=2,5 pg/g; rango= 1,3 - 10,3png/g) (p<0,001) (Fig. 1). No se encontrd un efecto del sexo de las
crias (Tabla 1).

Tabla 1. Modelos lineales de concentracion de HgT en funcién de la especie y al sexo de las crias. Se
muestra el valor del estimado y su error estandar entre paréntesis, asi como el p-valor correspondiente
para cada variable del modelo. Se muestra el R? ajustado y el Criterio de Informacién de Akaike (AIC)
para cada modelo.

Modelo Intercepto Especie Sexo cria (S,Eéﬁ)efiseexo Re- AlIC
P (SASL) (macho) . adjustado
cria (macho)
Hg hembra ~ (7,11;1,47)  (24,96; 2,61) (-1,91; 2,32) (0,46; 4,07) 0.81 939
Especie * Sexo cria  p<<0,001 p<<0,001 p=0,42 p=0,91 '
Hg hembra ~ (7,05; 1,35)  (25,15;1,97) (-1,76; 1,88) i 0.8 937
Especie + Sexo cria  p<<0,001 p<<0,001 p=0,36 '
Hg hembra ~ (6,34; 1,2) (25,13;1,12) i i
Especie p<<0,00L p<<0,001 082 236
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Figura 1. Acumulacion de HgT en pelo de hembras de Arctocephalus australis (Aa) y Otaria flavescens
(Of) en relacion a (A) la firma isotopica de §**C y (B) la firma isotopica de §'°N.

Relacion de HgT con habitos alimenticios

Los valores de 8C (media= -13,8%o; DS=0,2%o; rango= -14,1 — -13,5%0) y &N
(media=19,2%o0; DS=0,6%0; rango = 18,3 - 20,4%o) en pelo de hembras adultas de Of fueron
significativamente mayores que en hembras de Aa (8*C media= -15,5%0; DS=0,6%o; rango = -
16,2 — -13,3%o, 8N media=16,5%0; DS=0,5%0; rango = 15,6 - 17,7%o, respectivamente,
p<0,001) (Fig. 1).
A nivel intraespecifico se encontrd un efecto significativo de la interaccion de especie y 83C en
el HgT, indicando que para Of, los habitos troficos més costeros (mayor 83C), aumentan la
acumulacién de HgT en pelo (p=0,003), mientras que no hay efecto en Aa (Fig. 2, Tabla 2). No

se encontrd efecto del 3*°N en los valores de HgT (Tabla 2).
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Tabla 2. Modelos lineales para la acumulacién de HgT en hembras en funcion de la especie y de los
valores isotdpicos de 8°C y 8N, por separado. Para cada variable se muestra el valor del estimado, su
error estandar entre paréntesis, asi como el p-valor correspondiente. Se muestra el R? ajustado y el

Criterio de Informacién de Akaike (AIC) para cada modelo.

Especie Valor Especie*valor R2-

Modelo Intercepto (SASL) isotopico isotopico adjustado AIC
Hg hembra~  (-2,4: 25,1) ffgg) (-06:1.6)  (26.8;8.4) 08 230
: 13 — ’ — — y
Especie * 6°C p=0,93 0=0,002 p=0,73 p=0,003
Hg hembra~  (13,3;27,8) (24,4; 3,5) (0,4;1,8) ) 081 938
Especie + 6°C p=0,6 p<<0,001 p=0,8 ’
Hg hembra~  (-8,5;36,5) (38,3;72,2) (0,9;2,2) (-0,8; 3,9) 081 240
Especie * 8°N p=0,8 p=0,6 p=0,69 p=0,84 ’
Hg hembra~  (-4,3;29,7) (23,4;1,8) (0,6; 1,8) i 081 238
Especie + 8°N p=0,8 p<<0,001 p=0,7 ’
Hg hembra ~ 6,3;1,2) (25,1; 1,1) i i
Especie p<<0,00L  p<<0,001 0,82 236
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Figura 2. Acumulacion de HgT en pelo de hembras de Arctocephalus australis (Aa) y Otaria flavescens
(Of) en funcidn de los valores del is6topo estable 3*3C. Las lineas representan el modelo ajustado para los

valores cada especie con su respectivo intervalo de confianza del 95%.

Transferencia de mercurio madre-cria

El valor medio de HQT en pelo de crias de Aa fue significativamente menor (4,9 +
1,8u0/g) que en las crias de Of (25,0 £ 6,3ug/g) (p<0,001) (Fig. 3, Tabla 3). Se encontrd una
relacion significativa entre la acumulacion del HgT de hembras y sus crias en Of, a pesar de que
el sexo de las crias no fue significativo, el modelo con menor AIC contiene la interaccion entre el
Hg de la cria con su sexo (Fig. 4, Tabla 4). En el caso de las diadas de Aa no se encontrd una

relacion significativa entre hembras y crias (Fig. 5, Tabla 4).
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Tabla 3. Modelos lineales de concentracién de HgT en crias en funcion de la especie y del sexo. Se
muestra el valor del estimado y su error estdndar entre paréntesis, asi como el p-valor correspondiente

para variable del modelo. Se indican el R? ajustado y el AIC Criterio de Informacion de Akaike (AIC) de

cada modelo.
. . Especie 2
Modelo Intercepto Especie  Sexo cria (SASL)*Sexo .R AIC
(SASL) (macho) cria (macho) adjustado
Hg cria ~ Especie  (4,6;0,9) (23,8;1,8) (0,8;1,5) (-7,2; 2,5) 0.88 212
* Sexo cria p<<0,001 p<<0,001 p=0,6 p=0,008 '
Hg cria ~ Especie  (5,6;0,9) (20,3;1,4) (-1,7;1,3) i 0.85 218

+ Sexo cria p<<0,001 p<<0,001 p=0,2

Tabla 4. Modelos lineales de concentracion de HgT en hembras en funcion del HgT y el sexo de las crias.
Se muestra el valor del estimado y su error estdndar entre paréntesis, asi como el p-valor correspondiente
para variable del modelo. Se indican el R? ajustado y el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) de cada

modelo.

Sexo cria Hg cria*Sexo R2-

(macho) cria (macho)  adjustado AlC

Modelo Intercepto Hg cria

Especie

Hg hembra~Hg (-18,7; 11,8) (1,8;0,4) (31,1;14)9 (-0,9: 0,6) p=0,1 0.67 73

cria * Sexo cria p=0,2 p=0,003 p=0,07
o
Hg hembra~Hg  (-4,7;9,4) (1,3;0,3) (6,6;4,2) i 0.60 75
cria + Sexo cria p=0,6 p=0,003 p=0,2 :
Hg hembra~Hg (6,7;1,8) p= (0,08; 0,39) (-3,5; 2,9) _ _
cria * Sexo cria 0,001 p=0,8 p=0,2 (0.3:05) p=0.6 0,07 119
(3}
<

Hg hembra ~ Hg (6,1;1,4) (0,3;0,9) (-2,1;0,9)

cria+ Sexocria  p<<0.001 p=0,4 p= 0,04 i 0.1 118
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Figura 3. Acumulacién de HgT en pelo de crias de Arctocephalus australis (Aa) y Otaria flavescens (Of)
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DISCUSION

En este trabajo se reporta por primera vez los niveles de HgT de hembras y crias de
Otaria flavescens y Arctocephalus australis de Uruguay, analizando su relacion con los hébitos
alimenticios, por medio del analisis de isétopos estables. El valor de HgT aqui reportado para Of
es el mayor encontrado en otaridos globalmente. Ademas, es mayor que en otras poblaciones
cercanas de la misma especie (Fossi etal., 1997; Pefia etal., 1988). Se reportd una relacion

positiva y significativa entre la acumulacion de HgT en pelo de hembras de Of y sus crias.

1. Acumulacion de HgT en hembras adultas

Las hembras adultas de Of presentaron mayores valores de HgT y de 5'°N que las de Aa.
Estos resultados apoyan la hip6tesis 1, indicando que los niveles de HgT se vieron afectados por
un mayor nivel tréfico. Por otra parte, Of tiene una alimentacion costera, sefialado por los
mayores valores de !3C. La alimentacion costera podria ser otro de los motivos que explicarian
los mayores niveles de acumulacion de Hg debido a que La costa uruguaya esta influenciada por
la confluencia Brasil-Malvinas, asi como por la descarga del Rio de la Plata. Debido a que se han
reportado niveles elevados de Hg en sedimentos de playas del Rio de la Plata (Garcia-Alonso
etal., 2017), es probable que estos niveles se deban a aportes de ciertos afluentes, como los rios
Pilcomayo y Paranad que presentan zonas de mineria aledafas, que liberan Hg al rio (Hylander
etal., 2000; Nriagu, 1993). También los valores presentes en el sedimento podrian estar
relacionados con descargas que se realizan directamente al Rio de la Plata, ya que se encontraron
valores elevados en la descarga del Rio Santa Lucia y en la bahia de Montevideo (Garcia-Alonso
etal., 2017). En un trabajo realizado en el sur Brasil, cerca de la costa uruguaya, se comparé el
HQT en cuatro especies de delfines con distintos habitos troficos. Se encontré que las especies
con areas de alimentacion costeras (e.g. Pontoporia blainvillei) presentaban los menores niveles
de mercurio, mientras que las especies con habitos costero-bentonicos (e.g. Tursiops truncatus y
Sotalia guianensis) presentaban valores intermedios. Los ejemplares de Steno bredanesis, que
presentaban habitos pelagicos, tuvieron los valores mayores de mercurio (Baptista et al., 2016).
Los autores lo explican debido a los habitos troficos, por su zona de alimentacion y su
preferencia individual en las presas. Este trabajo realizado en una zona cercana a nuestro pais
muestra un patrén opuesto a nuestros resultados, lo que indicaria que el area costera no siempre

es propensa a tener mayores niveles de HgT per se, lo que podia esperarse por el impacto
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humano. Estos resultados tal vez indiquen que los altos niveles de Hg encontrados en el ambiente

costero de Uruguay podrian relacionarse con la descarga del Rio de la Plata.

Los niveles de mercurio total (HgT) en el pelo de otaridos en Sudamérica muestran
variaciones segun la especie y sus habitos troficos. En Peru, las concentraciones en vibrisas de
adultos de Of y Aa presentaron valores de 2,3 pg/g (2,1 po/g) v 2,3 pg/g (£2,1 pgl/o)
respectivamente (Kooyomijian, 2021). En Zalophus californianus del Golfo de México se estudid
los niveles de HgT en distintos islotes de la colonia, los que presentaron mayores valores
tuvieron una media de 14,1 pg/g (9,3 pg/g) (Elorriaga-Verplancken & Aurioles-Gamboa,
2008). También en otra colonia de Z. californianus de Portugal en hembras adultas se encontrd
en pelo una media de 12,1 pg/g (£3,7) los valores presentes fueron mayores que en otaridos de
Pert, pero es menor que la media registrada para Of en este estudio (McHuron et al., 2016).
Los niveles de Aa encontrados en Pert son menores que los registrados en el presente estudio, y
a pesar que los valores de Z. californianus en ambas investigaciones son mayores que los

planteados en leones marinos de Per(, siguen siendo menores que los registrados en este estudio.

2. Potenciales efectos de HgT en la salud

Los valores de HgT reportados en el presente estudio para Of fueron mayores a los
umbrales toxicoldgicos descritos para otros mamiferos como el del oso polar (5,4ug/g) (Basu
etal.,, 2009) y el de mustélidos (nutria marina) (20 y 30 pg/g el minimo y méaximo
respectivamente) (Basu et al., 2007). Esto podria indicar que las hembras de leén marino
presentarian efectos tdxicos por el Hg. Por otro lado, se ha planteado que la acumulacion de HgT
en pelo es una via de detoxificacion de los organismos, neutralizando el efecto de éste elemento
en el organismo (Pefia et al., 1988). Se menciona que los niveles de Hg encontrados en pelo no
siempre reflejan los niveles de Hg en los tejidos internos como la sangre (Peterson et al., 2015).
Un trabajo estimd que solo el 4% del Hg que ingresa al organismo es incorporado al pelo
(Grajewska et al., 2020). A pesar que los umbrales planteados son en pelo, seria importante
realizar nuevos analisis comparando los niveles de HgT encontrados en pelo y sangre de estas
poblaciones, para identificar si existe o no una relacion y si el Hg podria generar problemas en la

salud de los organismos.
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Se han descrito diferentes efectos adversos de la acumulacion de mercurio en la salud de
Pinnipedos. Un ejemplo es el de la foca comdn (Phoca vitulina) del Mar del Norte, en la cual se
reportd la influencia del MeHg en el sistema inmune, actuando como un inmunosupresor,
generando procesos inflamatorios agudos y cronicos (Kakuschke et al., 2008, 2009). Dichas
inflamaciones podrian ocurrir por la capacidad del Hg en disminuir la expresion de citosinas. En
muestras in vitro de sangre del lebn marino de Steller (Eumetopias jubatus), se obtuvo que con
concentraciones de 0,1 pg/g de MeHg hay una disminucion del 50% de expresion de citosinas
(Levin et al., 2020). El efecto inmunosupresor del Hg permite la entrada de nuevos patégenos,
como es el caso de las crias del ledbn marino australiano (Neophoca cinerea) que presentan
infeccion por anquilostoma. Esta es generada por el nematodo Uncinaria sanguinis, gque ocasiona
contagio de enfermedades y la muerte de crias (Taylor et al., 2022). Estos trabajos demuestran
que la exposicion a Hg debilita el sistema inmune pudiendo conllevar el contagio de

enfermedades e incluso la muerte en pinnipedos.

Durante el 2023 en varios paises de Sudameérica, incluido Uruguay, distintas poblaciones
de otaridos fueron afectados por la influenza aviar A (H5N1) (De Araujo et al., 2024; Gamarra-
Toledo etal., 2024; Tomas et al., 2024). En Uruguay los leones marinos fueron mas afectados
que los lobos marinos, sufriendo mayor mortandad (Szteren & Franco-Trecu, aceptado). Por otra
parte, Katz etal. (2022) testearon muestras de Of y Aa para Leptospira spp (genera
leptospirosis), Mycobacterium spp (relacionada con la tuberculosis), Toxoplasma gondii y
Neospora canium, las dos ultimas generan toxoplasmaosis, reportando en todos los casos mayor
cero prevalencia en Of. Dados estos antecedentes, se podria hipoterizar que los mayores niveles
de Hg en Of podrian estar afectando su sistema inmune, haciendo a su poblacién méas propensa a

contraer infecciones y eventualmente causar su mortalidad.

3. Relaciones a nivel intraespecifico
En hembras del leén marino, los individuos que presentaron mayores niveles de HgT,
también tuvieron mayores valores de §°C, indicando que el uso de recursos mas costeros,
incrementa la acumulacién de HgT. Las hembras lactantes de ledbn marino de Isla de Lobos,
utilizan areas de alimentacion ubicadas exclusivamente en la plataforma continental. Sin

embargo, mas all4 de que todas se alimentan en el ambiente costero, se ha reportado que las

24



distancias maximas que las hembras se alejaron desde la colonia variaron entre 38 y 135 Km
(Riet-Sapriza etal., 2013). Esto indicaria que algunas hembras se alimentan en areas mas
cercanas a la costa 0 mas influenciadas por el Rio de la Plata, mientras que otras se alimentan en
aguas mas influenciadas por el Océano Atlantico. El efecto del area de alimentacién sobre el Hg
a nivel intraespecifico también se observé en otros Pinnipedos, como en el elefante marino del
norte (M. angustirostris), donde las crias de hembras que se alimentaban en la zona
mesopeldgica presentaban menor acumulacion de Hg que aquellas que se alimentaban en
profundidades mayores (Peterson et al., 2024). En el caso de Aa, no se detect6 un efecto del §*3C
en el nivel de HQT, si consideramos a la regién pelagica como pristina, se esperaria que distintas
areas de alimentacion en esta regidn presentan valores similares de HgT. No se observé un efecto
de los valores de 8°N en la acumulacion de HgT en pelo de hembras de ninguna de las dos
especies, las hembras presentan valores similares de 5°N por lo que no se aprecia el resultado de
la biomagnificacion dentro de las poblaciones. Elorriaga-Verplancken y Aurioles-Gamboa
(2008) reportaron que las hembras de Z. californianus del Golfo de California, México,
presentaban una relacion significativa entre los niveles de HgT y los valores de 615N. A
diferencia de las hembras analizadas en el presente estudio, esta poblacion de Z. californianus
estaba dividida en diferentes zonas de alimentacion, con preferencias por presas de distintos
niveles troficos. Esto generaba variaciones en los valores de 315N entre las hembras, lo que

permitia evidenciar el proceso de biomagnificacion.

Los resultados relacionados con este objetivo fueron publicados en una revista

internacional arbitrada (ver Anexo).

4. Correlacion madre-cria de los niveles de HgT

La relacion positiva y significativa reportada entre los niveles de Hg de hembras y sus
crias apoya la hipotesis propuesta para Of, y representa evidencia de la permeabilidad de la
placenta en relacion al HgT. Si bien se ha planteado que la placenta podria operar como un filtro
controlando que las toxinas en la sangre de la hembra no pasen a su cria (Morgan-Ortiz et al.,
2015), existe numerosa evidencia que muestra que el Hg tiene capacidad de traspasar la barrera
placentaria. Se ha encontrado este elemento en placentas de la foca gris (Halichoerus grypus
grypus) (media= 0,26 pg/g, rango= 0,3-0,12ug/g) (Nehring et al., 2017), en lanugo de crias de
elefantes marinos del norte (M. angustirostris) (media= 26,38ug/g, rango= 10,07 - 44,26 ug/g)
(Peterson et al., 2024), asi como de P. vitulina (rango= 1,52 - 6,68 ug/g) (Trukhin & Kalinchuk,
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2018). La transferencia de HgT a las crias durante la gestacion podria ocasionar efectos adversos
en su desarrollo. Por ello, resulta fundamental llevar a cabo estudios especificos que evalten los
posibles impactos durante las etapas de desarrollo y las consecuencias a largo plazo que este
fendmeno podria generar a lo largo de su vida.

A pesar de lo visto en Of, en el caso de Aa no se encontr6 relacion entre los niveles de
HgT de las hembras y sus crias, rechazando nuestra segunda hipdtesis para esta especie. Esto
podria estar relacionado con que los bajos niveles de HgT en hembras, pudiendo existir un
umbral donde al pasar el mismo existiria la relacion significativa entre la hembra y su cria. Este
resultado pone en duda que se use el valor de las crias como representante de las madres sin tener

en cuenta como es la transferencia de HgT en la poblacion.

La transferencia entre madre y cria durante la gestacion podria ocasionar efectos adversos
en el desarrollo de los fetos, incluyendo alteraciones neuroguimicas e inmunotdxicas, como se ha
reportado en otras especies (Gundacker & Hengstschlager, 2012). Por lo que estos resultados
resaltan la importancia de seguir profundizando en el estudio de la transferencia de HgT en
pinnipedos. Hasta el momento, no se han encontrado estudios comparativos en otras especies, lo
que limita la comprension de este fendmeno en el contexto mas amplio de la ecologia y la

conservacion de estas especies.

CONCLUSIONES

Las hembras y crias de Otaria flavescens presentan una mayor acumulacion de HgT en
pelo en comparacion con Arctocephalus australis. Los valores isotopicos de §C y §'°N también
son significativamente mayores en hembras adultas de O. flavescens. A nivel intraespecifico, O.
flavescens muestra una relacion positiva entre la acumulacién de HgT en pelo y la firma
isotopica de 5!3C. Por otro lado, existe una relacion positiva y significativa entre la acumulacion

de HgT en el pelo de las hembras y la de sus crias en O. flavescens.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Mercury, a toxic metal released by various human activities, exerts envir 1 stress th h its bio-
Arctocephalus australis accumulation and biomagnification, particularly in marine habitats. South American fur seals (Arctocephalus
Merpcury australis) and sea lions (Otaria flavescens) reproduce on the Atlantic coast of Uruguay. As top predators, they can

Otaria flavescens
Rio de la plata
Stable isotopes
Uruguay

accumulate toxic levels of mercury and are often used as sentinel species for monitoring ecosystem health. Fur
seals prey on pelagic species, such as fish and squid, while sea lions consume coastal-benthic prey. We analyzed
the total mercury concentration (THg) in hair and the trophic habits (5'*C and §'°N) of females from both
species. The average THg concentration in adult female sea lions (30.5 + 9.3 pg/g dry weight) was significantly
higher than in fur seals (6.3 + 2.5 pg/g dry weight). Additionally, the mean 8'°N and §'°C values were signif-
icantly higher in sea lion (81°N: 19.2  0.6%o, 813C: —13.8 + 0.2%0) compared to fur seals (8'°N: 16.5 + 0.5%o,
813C: —15.5 + 0.6%0). Our results suggest that different trophic levels and feedings areas affect the THg con-
centration in Uruguayan Otariids. Notably, at the intraspecific level, the THg concentration in sea lions increased
with 8'3C values, suggesting a link to coastal feeding habits. This indicates that coastal feeding behaviors,
compared to feeding in pelagic environments, enhance mercury bioaccumulation in Otariids along the Uru-
guayan coast, with the discharge of freshwater from the Rio de la Plata (one of the largest estuaries in South
America) basin identified as a potential mercury source. THg concentrations found in female sea lion hair are the
highest reported in Otariids globally. Mercury levels exceeded toxic thresholds observed in other mammals and
could pose significant health risks. Our findings may explain why sea lions were particularly affected by the
avian influenza outbreak in Uruguay compared to fur seals. Monitoring the declining sea lion population is
crucial, making our results significant for integrated conservation and management strategies.

1. Introduction

various speciation and partitioning processes upon entering the aquatic
environment (Luoma & Rainbow, 2008). One of the most critical pro-

Mercury (Hg), an extremely toxic and non-essential metallic
element, is a trace component found in relatively low concentrations in
the environment (Jaishankar et al., 2014; Luoma & Rainbow, 2008). In
recent years, the release of Hg from anthropogenic sources has increased
due to fossil fuel combustion, mining, and global industrialization. Be-
tween 2010 and 2015, mercury emissions increased by 20% (AMAP/UN
Environment, 2019). Mercury, like other trace elements, undergoes

* This paper has been recommended for acceptance by Maria Cristina Fossi.
* Corresponding author.

cesses involves microbial action converting mercury into methylmer-
cury (Rasmussen et al., 2005), which accumulates in biological tissues
across benthic and pelagic ecosystems.

Total mercury (THg), predominantly as MeHg, is found in substrates,
macrophytes, and benthic organisms, while higher concentrations are
observed in piscivorous fish (Driscoll et al., 2013; Ullrich et al., 2001).
This metal subsequently enters other organisms through dietary intake,
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accumulating and magnifying at higher trophic levels. Bioaccumulation
refers to the integration of Hg into biomolecules and its accumulation in
tissues over an organism’s lifespan (Dallinger et al., 1987; Streit, 1998),
while biomagnification describes the process where Hg concentrations
increase with trophic position (Storelli, 2008). Top predator species,
such as sharks, cetaceans, and pinnipeds, are particularly susceptible to
toxic effects of mercury (Lehnherr, 2014). Marine mammals, often used
as sentinel species due to their pivotal ecological roles, provide valuable
insights into ecosystem health (Estes et al., 2016; Fleming et al., 2016;
Sergio et al., 2008; Sydeman et al., 2015). Previous studies have found
high concentrations of THg and other metals in several pinniped species,
generally when their feeding grounds are near urbanized coastal areas
with a history of mercury-specific contamination, such as abandoned
mining sites. Examples include Zalophus californianus in Baja California
(Ferna ndez -Robledo et al., 2022) and Phoca vitulina in California
(McHuron et al., 2014). Over the last thirty years, there has been a
growing use of stable isotope analysis (SIA) to investigate various as-
pects of trophic ecology across different organisms (Layman et al.,
2012). The SIA technique is based on the premise that the isotopic
composition of a consumer’s tissue reflects that of its assimilated prey,
adjusted by a trophic enrichment factor (Caut et al., 2009; Crawford
et al, 2008). Nitrogen stable isotope ratios (5'°N) indicate the in-
dividual’s trophic level, while carbon stable isotope ratios (5'°C) indi-
cate the source of primary productivity, allowing differentiation
between benthic-coastal and pelagic prey in Uruguay (Franco-Trecu
et al., 2012). Since the entry of Hg into organisms primarily occurs
through their diet, mercury analysis is often coupled with stable isotope
analysis to determine trophic position and dietary sources, allowing
researchers to better understand the pathways and extent of bio-
accumulation and biomagnification within the food web (Beneditto
etal., 2013; Kehrig et al.,, 2017).

Otariids (fur seals and sea lions) are marine mammals that breed on
land and feed at sea (Berta, 201 8). There are two species that reproduce
in Uruguay, the South American fur seal (Arctocephalus australis) and the
South American sea lion (Otaria flavescens) (Vaz-Ferreira, 1976a,
1976b). The Uruguayan sea lion population is estimated at approxi-
mately 10,000 individuals, with a negative annual growth rate of —2%
(Franco-Trecu, 2015) while the fur seal population, which is an order of
magnitude larger, has a positive annual growth rate of 1.5%
(Franco-Trecu et al., 2019).

Both species are generalist predators, although they differ in their
feeding areas. Fur seals feed on pelagic prey like Argentine hake (Mer-
luccius hubbsi), Argentine anchovy (Engraulis anchoita), squid (Illex
argentinus and Loligo sanpaulensis), largehead hairtail (Trichiurus lep-
turus) and striped weakfish (Cynoscion guatucupa) (Franco-Trecu et al.,
2013) at the break of the continental margin (Franco-Trecu et al., 2021),
which is located about 200 nautical miles from the coast. Sea lions feed
on coastal and benthic prey like Whitemouth croaker (Micropogonias
furnieri), Brazilian codling (Urophysis brasiliensis), striped weakfish and
squid (Franco-Trecu et al., 2013; Riet-Sapriza et al., 2013).

Environmental degradation has been observed along the Uruguayan
coast due to changes in land use, including unsustainable agricultural
practices, industrial activities, and urbanization (Bonilla et al., 2015;
Garcia-Alonso et al, 2019). Furthermore, sediments in Uruguayan
beaches affected by anthropogenic activities—such as urbanization, port
transportation, oil refineries, and the chlor-alkali industry—show
elevated levels of various elements, including Hg, Pb, Cu, and Zn
(Garcia-Alonso etal,, 2017). Additionally, some metals have been found
to accumulate in sediment-feeding annelid polychaetes (Castiglioni
etal., 2018; Garcia-Alonso et al., 2017). Even though the concentrations
of various elements (e.g., Cu, Cr, Pb, Zn) in the dentine of otariids have
been previously measured (De Maria et al., 2021), Hg concentration
values were not assessed for the Uruguayan populations of sea lions and
fur seals. In this study, we aimed to determine the concentrations of THg
in female sea lions and fur seals from Uruguay. Additionally, we sought
to evaluate whether these levels were linked to the trophic habits of both
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species. To achieve this, we conducted stable isotope analyses of §'°C
and 5'°N on the same tissue samples. We expected that female sea lions
would exhibit higher levels of THg compared to fur seals. This expec-
tation arises from sea lions having a higher trophic level (Franco-Trecu
et al., 2013, 2014) and feeding in coastal waters (Franco-Trecu et al.,
2014; Riet-Sapriza et al., 2013), which are areas with degraded envi-
ronmental conditions in Uruguay (Garcia-Alonso et al., 2017). Addi-
tionally, we anticipate that individuals within each species consuming
prey from higher trophic levels (indicated by higher 5'°N values) would
have elevated levels of THg due to biomagnification processes.

2. Materials and methods

We worked in Isla de Lobos (35°01'S, 54°50'W), where female fur
seals and sea lions breed and suckle their pups (Franco-Trecu et al.,
2010, Franco-Trecu, 2015). This breeding colony is located five nautical
miles from the mainland in the easternmost part of the Rio de la Plata
estuary, the second largest estuary in South America. Isla de Lobos is
part of a group of coastal islands located on the broad and shallow
continental shelf. The Rio de la Plata estuary has a dynamic mixing of
seawater and freshwater due to the confluence of the Brazil and Falkland
(Malvinas) currents along with the discharge of water from an enormous
basin that includes extensive mining, agriculture, and industrial activ-
ities. From the 2006 to 2012 reproductive seasons, females (12 sea lions
and 25 fur seals) were anesthetized according to Katz et al. (2018) to cut
hair samples from the dorsal region near the tail, with sample weights
ranging from 100 to 300 mg. Measurements of standard length (cm) and
body mass (g) were also taken.

2.1. Samples preparation for Hg and SIA

To avoid interference in isotope and mercury analyses, hair samples
were washed twice with 2% Extran detergent and rinsed with ultrapure
Milli-Q water. After that, samples were freeze-dried. Subsamples of
0.4-0.5 mg were collected in tin capsules for elemental and isotopic
determination using a Flash 2000 elemental analyzer coupled to a Delta
V mass spectrometer. Analytical control was performed for every 10
samples using certified isotopic standards (Elemental Microanalysis
Protein Standard OAS: 46.5 + 0.78%o for C; 13.32 + 0.40%o for N;
—26.98 + 0.13%o for 5'°C; +5.94 + 0.08%o for 5'°N) and uncertainty
were determined (0.05 % for C, 0.03%o for N, and +0.2%o for 8'°N and
813y, Accuracy was calculated and the values were above 95%.

To determine the THg concentration, dry aliquots of 100-300 mg of
hair were solubilized in 8 mL of aqua regia (3 HCl:1 HNO3), with 4 mL of
ultrapure water, 2 mL of hydrogen peroxide (H205), and 6 mL of H2SO4
(1:1). The total digestion time of the tissues was 35 min (10 min to reach
95°C, and 25 min at a constant temperature of 95 °C) at a power of 1600
W. After cooling for 30 min, the extracts were filtered through What-
man® 40 paper and placed in tubes, which were filled to 25 mL with
ultrapure water (Milipore Milli-Q). After this, 1 mL of each final extract
was added to 29 mL of ultrapure water and then 150 pL of BrCl, 60 pL of
NH,OHeHCI and 150 pL of SnCl, were added. Analytical control solu-
tions (n = 3) were included in all analyses, and the coefficient of vari-
ation was less than 10%. To determine accuracy, we used certified
animal tissue material (NIST Reference Material 2976; 61.0 + 3.6 ug
kg ! dry weight) and obtained a variation of 95 + 15% (ranging from 92
to 104%) of the certified concentration. The determination of Hg was
carried out by atomic fluorescence spectrophotometry using the cold
vapor generation technique with a quantification limit of 0.07 ng.g-1
(CV-AFS Mercury Analysis System, Model 2600, Tekran Instruments
Corporation).

2.2. Data andlysis

Differences in THg, 8'°N, and §'°C between species were assessed
using ANOVAs. We evaluated the effect of female length and body mass
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on Hg concentration using linear models. To assess the effect of foraging
habitat and trophic level on THg concentrations, we employed regres-
sion models with the independent variables of §'°C and §'°N values,
respectively. In both regression models, species, as well as the interac-
tion between species and isotopic values, were included as explanatory
variables. In both cases, the interaction was removed if found to be non-
significant, and assessing this simplification with the Akaike Informa-
tion Criterion (AIC) using the AAIC >2 criterion (Bolker, 2007). Selected
statistical models were validated by residuals analysis (results not
shown) by checking the randomness, homogeneity of variance, and
normality of the deviance residuals (Pinheiro & Bates, 2000). All sta-
tistical analyses were carried out in the software R 4.2.0 (R Core Team,
2022).

3. Results

The average THg concentration in adult female sea lions (30.5 + 9.3
ng/g dry weight) was significantly higher than in fur seals (6.3 + 2.5 pg/
g dry weight) (F(;, 37)=163.10, p < 0.001). Additionally, the mean'°N
(Fa, 37) = 216.00, p < 0.001) and 8'°C (F(;, 37) = 91.58, p < 0.001)
values were significantly higher in female sea lions (8'°N: 19.15 +
0.56%o, 8'3C: —13.83 + 0.22%0) compared to female fur seals ("°N:
16.50 =+ 0.53%o, 5'°C: —15.51 + 0.63%0) (Fig. 1A and B). We did not find
a significant effect of length or body mass on THg in either sea lions
(length: F(; 10) = 1.09, p = 0.32; body mass: F(; 10) = 1.64, p = 0.23) or
fur seals (length: F(y 23) = 1.16, p = 0.29; body mass: F(y,16) = 0.01, p =
0.93). Regarding the effect of trophic habits on THg concentrations,
there was a significant interaction between 5'>C values and species on
THg concentration (Table 1). In fur seals, THg concentration did not
vary with 8'°C values. However, in female sea lions, THg concentration
increased with 8'>C values (Fig. 2, Table 1). At the intraspecific level,
there was no significant effect of 5'°N values on THg concentration, and
no interaction between species and 8'°N values was observed (Table 1).
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4. Discussion

Here we report for the first time the concentration of mercury in
South American sea lion and fur seal adult females from the Uruguayan
Atlantic coast. Notably, the mean THg value obtained in the hair of adult
female sea lions (~30.5 pg/g) is the highest reported in Otariids glob-
ally. According to the literature, Eumetopias jubatus adult females
showed an average THg concentration in hair of 16.09 ug/g (Peterson
et al., 2015), which is lower than all individual values herein reported
for sea lions (range: 19.9-53.4 pg/g). Moreover, sea lions’ THg levels in
hair were higher than reported for the same species in Argentina (33.3
and 17.9 pg/g) (Fossi et al., 1997; Pena et al., 1988). Higher mean values
have been reported for Phoca vitulina in Germany (55.9 + 61.3 pg/g)
(Wengzel et al., 1993).

Our findings suggested a significant influence of trophic levels (5'°N)
and feeding areas (8'°C) used by females on THg concentration in
Uruguay. Female fur seals primarily consumed pelagic resources (lower
8'3C values) in offshore areas near the continental slope break
(Franco-Trecu et al., 2013, 2021), whereas female sea lions predomi-
nantly consumed benthic resources (higher 8'3C values) in coastal wa-
ters (Franco-Trecu et al., 2013; Riet-Sapriza et al., 2013). It is important
to highlight that the prey of these species in Uruguayan waters not only
had higher 8'C values in the benthic-coastal environment compared to
the pelagic one but also exhibited elevated §'°N values (Franco-Trecu
et al., 2012). These results suggest that the benthic food web at the coast
exhibits elevated Hg levels compared to the pelagic food web near the
continental slope break. In Uruguay, the coastal area where sea lions
feed is strongly influenced by the Rio de la Plata plume. This plume
carries freshwater from one of the largest basins in America, trans-
porting Hg from various continental sources and activities
(Garcia-Alonso et al., 2019) in tributaries such as the Pilcomayo River,
which includes areas with historical mining activities that have released
mercury for centuries (Nriagu, 1993). Additionally, gold mining in
Parana tributaries has contributed Hg to the basin (Hylander et al,
2000). Another historical source of mercury is organomercurial fungi-
cides used for decades in sugarcane plantations, banned in Brazil in
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Table 1
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Linear models for hair THg concentration related to stable isotopes value (8'*Cand §'°N) and species. Estimates and their Standard Error are shown in parentheses, F-
statistic and p correspond to the statistical significance for each variable and interaction in each model. The R adjusted are shown for each model.

Model Intercept Species (SASL) Isotopic value Species*isotopic value R-
adjusted
THg ~ Species *3'°C (-2.4,25.1)p= 093  (398.6, 116.6) Fy 33 = 202.2p = 0.002  (-0.6, 1.6) (26.8,8.4) 0.85
Fui33 = 0.08p = 073 Fa 3 = 10.3p = 0.003
THg ~ Species *5'5N  (-8.5,36.5)p = 0.82  (38.3,72.2) (0.9, 2.2) Fu 33 =0.12p = 0.69  (-0.8, 3.9) Fy33 = 0.04p = 0.84  0.81
F33 = 154.6 p = 0.60
THg ~ Species + 8'°N  (-4.3,29.7)p— 0.89  (23.4,1.8) (0.6, 1.8) Fu 35 =013p =072 - 0.81

F(1,34 = 159.0 p<<0.001
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Fig. 2. Individuals hair THg concentration (jg/g dry weight) in relation to
isotopic §'*C value for each species (circles for South American fur seals, n =
25, and triangles for South American sea lions, n = 12). The grey area indicates
the 95% confidence interval.

1980 (Lacerda et al., 1993). Recently, elevated levels of THg have been
detected in sandy beaches of the Rio de la Plata estuary, indicating
recent anthropogenic discharge of this toxic element, probably from
chlor-alkali industries at the estuarine coast (Garcia-Alonso et al., 2017).
A study conducted in four species of small piscivorous cetaceans along
the South Atlantic coast of Brazil (relatively close to Uruguay) reports
that species with coastal habits exhibited lower levels of accumulated
THg, while pelagic species showed the highest Hg levels, and those with
coastal-pelagic habits displayed intermediate values (Baptista et al.,
2016). These results suggest that while the coastal environment itself
may not necessarily be more polluted, the coastal environment of
Uruguay is particularly affected by Hg contamination due to the
discharge of the Rio de la Plata plume.

Within female sea lions, a positive relationship was found between
8'3C values and THg levels, indicating that females with more coastal
foraging habits were associated with greater concentration of THg.
Interestingly, a recent study on northern elephant seals (Mirounga
angustirostris) show that individuals foraging at shallower depths
within the mesopelagic zone transferred lower levels of Hg to their
offspring, compared to those foraging at deeper mesopelagic depths,
which transferred higher levels of Hg. Maternal transfer of Hg to
developing seal pups was related to maternal Hg concentration and was
strongly correlated with maternal foraging behavior (Peterson et al.,
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2024). This suggests that the mesopelagic North Pacific contains
elevated levels of THg. These differences in foraging behavior and Hg
concentration highlight the complexity of Hg bioaccumulation in ma-
rine mammals and the need for species-specific assessments.

A significant body of evidence suggests that Hg biomagnifies across
trophic levels (Lehnherr, 2014; Storelli, 2008). In line with this, the
interspecies comparison shows that the mean §'°N values and THg levels
were significantly higher in female sea lions compared to female fur
seals, confirming, as expected, that trophic level influences THg con-
centration. However, our models evaluating intraspecific effects showed
no consistent relationship between §'°N values and THg levels within
either species. Interestingly, a relationship between 5'°C and THg levels
was detected, but this pattern was specific to coastal sea lions and not
observed in the pelagic fur seals. Additionally, the observed §'°N values
within each species likely do not span a full trophic level, which may
explain the lack of a clear association between 5'°N and THg at intra-
specific level.

Remarkably, the values of THg found in sea lions’ hair were far above
the threshold level (5.4 pg/g) known to produce neurological damage in
polar bears (Basu et al., 2009). Additionally, these values exceed the
toxicological thresholds established for hair in other piscivorous mam-
mals, such as mustelids, with reported tresholds of 20 pg/g (Basu et al.,
2007). This suggests that the sea lions in our study may be exposed to
potentially harmful levels of mercury. It has been suggested that the
incorporation of Hg into the hair of these species is a significant
detoxification pathway, neutralizing the toxic metal (Pena et al., 1988).
However, THg concentrations in hair are generally a poor index of in-
ternal THg concentrations throughout the year, although even close to
active hair growth the relationship between THg concentrations in hair
and blood were quite weak (Peterson et al., 2015). Despite this, recent
research estimated that the incorporation of Hg into newly formed fur is
a less effective method of Hg elimination, removing just 4% of mercury
entering the body via the alimentary route (Grajewska et al., 2020). This
highlights the potential risk of mercury exposure in sea lions, given the
high THg levels observed in their hair.

Adverse effects of Hg concentration above the toxicological
threshold have been reported in different pinniped species and their
impact on health has been diverse. In harbor seal (P. vitulina), multiple
influences of methylmercury (MeHg) on the immune system were re-
ported, such as immunosuppression or acute and chronic inflammatory
processes leading to hypersensitivities or autoimmune diseases
(Kalkuschke et al., 2008, 2009). In Australian sea lions (Neophoca cin-
erea), an endangered species with a marked population decline, an in-
testinal nematode (Uncinaria sanguinis) has been identified as an
important cause of disease and mortality in pups. In tumn, several pa-
rameters related to red blood cells were affected by the presence of
metals and suggest that they could be exacerbating the anemia caused
by hookworm disease (Tayloretal., 2022). All these findings support the
suggestion of a chronic influence of metal contaminants on the health of
pinnipeds. In Uruguay, the seroprevalence of Leptospira spp., tubercu-
losis antigens, and N. caninum and T. gondii is higher in sea lions than in
fur seals (Katz et al., 2022). A recent study reported a positive rela-
tionship between avian influenza prevalence and Hg concentrations in
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several species of migratory wild ducks, suggesting that high mercury
levels could have immunotoxic effects and contribute to the spread of
avian influenza, even beyond contaminated areas. The study found that
the odds of prior influenza infection increased more than fivefold across
the observed range of blood mercury concentrations, indicating that
mercury contamination may weaken the immune system, making ducks
more susceptible to influenza and facilitating its spread along migratory
routes (Teitelbaum et al., 2022). As well as in other South American
countries, a high mortality rate among otariid species was recorded in
2023 due to a panzootic outbreak caused by the highly pathogenic avian
influenza A (H5N1) (De Araujo et al., 2024; Gamarra-Toledo et al.,
2024; Tomas et al., 2024). Sea lions were notably more affected than fur
seals, despite the latter’s larger population (Szteren and Franco-Trecu, ).
Hence, considering the impact of Hg on immune system cells, it is
plausible to posit that the elevated levels of THg in sea lions may induce
immunosuppression, thereby diminishing the response to pathogenic
avian influenza A (H5N1) and potentially increasing mortality within
the population.

In summary, we report that female sea lions exhibit higher concen-
trations of THg, 8'°N and §'3C compared to fur seals, in Uruguay. Our
results suggest that different trophic levels and feedings areas affect the
concentration of THg in Otariids along the Uruguayan coast. We hy-
pothesize that these elevated levels can be attributed to the freshwater
discharge from the Rio de la Plata basin. Such elevated THg levels in
female sea lions could potentially lead to immunosuppression, making
this declining population more susceptible to disease. Future research
should focus on identifying specific sources of mercury and developing
mitigation strategies to protect these marine mammals.
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