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RESUMO 
 

Os leões-marinhos-sul-americanos (Otaria flavescens) são otariídeos com uma ampla 
distribuição ao longo da costa da América do Sul. Suas populações dos oceanos Atlântico e 
Pacífico apresentam evidências de estrutura genética com baixo fluxo gênico nas análises 
usando marcadores matrilineares, o que levou a sugestão de Unidades Evolutivamente 
Significativas distintas. Contudo, estudos recentes indicaram a existência de fluxo gênico 
considerável no extremo sul do continente, região onde está localizado o Estreito de Magalhães, 
e mais especificamente a população da Ilha Magdalena, objeto de estudo da presente análise. 
Para verificar a relação dos leões-marinhos-sul-americanos desta ilha com as populações dos 
oceanos Atlântico e Pacífico, foram obtidas cinco amostras, mas apenas duas sequências da 
região controladora do DNA mitocondrial (mtDNA) foram obtidas com boa qualidade, as quais 
possuíam 518 pares de base (pb). Essas sequências foram alinhadas com outras 182 disponíveis 
para a espécie na plataforma GenBank e foram considerados 289 sítios, após o recorte das 
extremidades. Os haplótipos foram identificados para o local de estudo e sua relação com as 
demais populações das localidades nos oceanos Atlântico e Pacífico foi estabelecida por uma 
rede de haplótipos. Além disso, a análise de variância molecular (AMOVA) foi realizada para 
compreender a estruturação genética das populações estudadas comparando-as par-a-par com 
países: Brasil= 6, Uruguai= 13, Argentina= 104, Ilhas Falklands= 7, Ilha Magdalena= 2, Chile= 
40 e Peru= 12. Por fim, três cenários com grupos distintos foram testados para avaliar 
estruturação: 1) Atlântico, Pacífico e Magdalena como três grupos distintos; 2) Atlântico + Ilha 
Magdalena e Pacífico; 3) Pacífico + Ilha Magdalena e Atlântico. A rede de haplótipos formou 
três agrupamentos principais: o primeiro formado principalmente pelas populações do Pacífico 
e alguns indivíduos da Argentina; o segundo por haplótipos oriundos do Brasil, Uruguai, 
Argentina e Ilhas Falklands/Malvinas, e terceiro formado por haplótipos do Uruguai e da 
Argentina. Os dois haplótipos da Ilha Magdalena foram alocados no primeiro agrupamento, 
localizando-se ao lado de haplótipos do extremo sul do continente, com representantes tanto do 
Chile quanto da Argentina. As comparações par-a-par indicam uma relativamente grande 
divergência entre a população de Magdalena e todas àquelas do Atlântico (FST: 041-0,67), e 
os resultados de AMOVA apontam para uma estrutura entre o Atlântico e o Pacífico. Dessa 
maneira, os haplótipos compartilhados entre os oceanos corroboram que estes não formam 
Unidades Evolutivamente Significativas independentes. De todo modo, há divergência entre as 
populações dos dois oceanos, mas a população da Ilha Magdalena está intimamente relacionada 
com haplótipos do extremo sul de ambos os oceanos, o que indica que as populações do Estreito 
de Magalhães atuam no fluxo de gênico mediado por fêmeas de leões-marinhos-sul-
americanos. 

 

Palavras-chave: Pinípedes, Estreito de Magalhães, Região controle mitocondrial. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

South American sea lions (Otaria flavescens) are otariids with a wide distribution along the 
South American coast. Populations from the Atlantic and Pacific oceans show evidence of 
genetic structure with low gene flow in analyses using matrilineal markers, which led to the 
suggestion that they represent distinct Evolutionarily Significant Units. However, recent studies 
have indicated the existence of considerable gene flow at the southern tip of the continent, a 
region where the Strait of Magellan is located, and more specifically the population of 
Magdalena Island, which is the focus of the present study. To assess the relationship between 
South American sea lions from this island and populations from the Atlantic and Pacific oceans, 
five samples were obtained; however, only two sequences of the mitochondrial DNA (mtDNA) 
control region were recovered with good quality, each comprising 518 base pairs (bp). These 
sequences were aligned with 182 other sequences available for the species in the GenBank 
database, and 289 sites were retained after trimming the ends. Haplotypes were identified for 
the study location, and their relationships with populations from Atlantic and Pacific localities 
were inferred using a haplotype network. In addition, an analysis of molecular variance 
(AMOVA) was performed to evaluate the genetic structure of the studied populations through 
pairwise comparisons among countries: Brazil = 6, Uruguay = 13, Argentina = 104, Falkland 
Islands = 7, Magdalena Island = 2, Chile = 40, and Peru = 12. Finally, three scenarios with 
different groupings were tested to evaluate genetic structure: (1) Atlantic, Pacific, and 
Magdalena as three distinct groups; (2) Atlantic + Magdalena Island and Pacific; and (3) Pacific 
+ Magdalena Island and Atlantic. The haplotype network revealed three main clusters: the first 
composed mainly of Pacific populations and some individuals from Argentina; the second 
consisting of haplotypes from Brazil, Uruguay, Argentina, and the Falkland/Malvinas Islands; 
and the third formed by haplotypes from Uruguay and Argentina. The two haplotypes from 
Magdalena Island were assigned to the first cluster, positioned alongside haplotypes from the 
southernmost region of the continent, including representatives from both Chile and Argentina. 
Pairwise comparisons indicated relatively high divergence between the Magdalena population 
and all Atlantic populations (FST: 0,41–0,67), and AMOVA results pointed to genetic 
structuring between the Atlantic and Pacific. Thus, the presence of shared haplotypes between 
the two oceans supports the conclusion that they do not constitute independent Evolutionarily 
Significant Units. Nevertheless, despite the divergence between populations from the two 
oceans, the Magdalena Island population is closely related to haplotypes from the southern 
extremes of both oceans, indicating that populations from the Strait of Magellan play a role in 
female-mediated gene flow in South American sea lions. 

 

 

Keywords: Pinnipeds, Strait of Magellan, Mitochondrial control region. 
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1. INTRODUÇÃO 

Pinípedes são mamíferos (Ordem: Carnívora) altamente adaptados ao ambiente 

marinho. Eles são divididos nas famílias Odobenidae (morsas), Phocidae (focas verdadeiras) e 

Otariidae (leões e lobos marinhos) (Brunner, 2004). A família Otariidae, atualmente composta 

por 15 espécies de leões e lobos-marinhos, teve sua origem no Oceano Pacífico Norte, há 

aproximadamente 9 milhões de anos e, a partir de uma dispersão transequatorial há 6-7 milhões 

de anos, estendeu sua área de distribuição para o hemisfério sul (Yonezawa, Kohno, Hasegawa, 

2009; Berta; Churchill; Boessenecker, 2018; Nyakatura, Bininda-Emonds, 2012; Lopes et al., 

2021). 

O leão-marinho-sul-americano, Otaria flavescens (Shaw 1800), é uma espécie da 

família Otariidae com distribuição ao longo de 10.000 km da costa da América do Sul, 

ocupando as margens do Pacífico e do Atlântico. O limite sul de distribuição da espécie é a ilha 

de Cabo Horn, no Chile; quanto aos limites ao norte, estes são: (a) no oceano Pacífico: Peru e, 

(b) no oceano Atlântico:  sul do Brasil (Cárdenas-Alayza, Crespo, Oliveira, 2016). A origem da 

espécie ocorreu no Pacífico, nas proximidades do Peru, a partir de onde estendeu sua 

distribuição para a costa do Chile, e depois, por canais inter-oceânicos, para o oceano Atlântico, 

ao longo da costa até atingir sua distribuição geográfica atual. Alguns autores propõem que a 

dispersão do Pacífico para o Atlântico ocorreu a partir da migração de uma única fêmea 

(Churchill, Boessenecker, Clementz, 2014). 

 Em decorrência de dinâmicas ambientais e geológicas do Pleistoceno, as populações do 

Atlântico e do Pacífico experienciaram diversos eventos de isolamento e reconexão, que 

marcam sua história biogeográfica. Com as glaciações do Pleistoceno, quando a espécie já 

ocupava a região sul do Atlântico, as conexões marinhas entre os oceanos foram fechadas, 

levando ao isolamento das populações e impedindo o fluxo gênico (Oliveira et al., 2017). 

Durante este período, o Estreito de Magalhães, que representa uma conexão marinha entre o 

Pacífico e o Atlântico, foi completamente fechado (Ponce et al., 2011).  

Nos últimos dois séculos, as populações de leões-marinhos-sul-americanos passaram 

por um forte declínio populacional (Crespo et al., 2012), consequência principalmente da caça, 

que acontece desde os tempos pré-colombianos e foi intensificada a partir de 1515, em especial 

nas áreas reprodutivas da costa do Atlântico (Strange, 1979; Dans et al., 2004). Foi apenas a 

partir da década de 1960 que a caça começou a cessar (Baylis et al., 2015; Dans et al., 2004), 
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mesmo que mantida no Uruguai até 1991 (Feijoo et al., 2011). Atualmente, a interação com a 

atividade de pesca é a maior ameaça a conservação da espécie (Oliveira et al., 2017; Crespo et 

al., 2012), além da alta mortalidade no Peru, decorrente da escassez de alimentos provocada 

por eventos de El Niño (Oliveira et al., 2017).  

Estima-se que, atualmente existam 376.700 indivíduos da espécie na natureza (Crespo, 

Oliveira, Sepúlveda, 2021). Destes, aproximadamente 233.000 estão no Pacífico (128.000 no 

Chile e 105.000 no Peru) (Oliva et al., 2020; Cárdenas-Alayza, Crespo, Oliveira, 2016; 

IMARPE 2013). Já no Atlântico, existem 142.900, com a maioria dos indivíduos concentrados 

principalmente na Argentina (123.200 animais) (Cárdenas-Alayza, Crespo, Oliveira, 2016). Os 

demais se distribuem no Uruguai (12.000) (Páez 2006, Franco-Trecu, 2015), Ilhas Falklands 

(7.500) (Crespo et al., 2012) e Brasil (200) (Sanfelice, Vasques, Crespo, 1999; Pavanato et al., 

2013). 

Alguns autores defendem que as populações do Pacífico e do Atlântico formam 

Unidades Evolutivamente Significativas (UES) distintas (Túnez et al., 2007; Túnez et al., 2010; 

Feijoo et al., 2011, Oliveira et al., 2017), em decorrência de diferenças significativas a nível 

anatômico e genético. A morfologia do crânio (Brunner, 2004; Drehmer, 2005), por exemplo, 

difere consideravelmente de acordo com sua área de distribuição, assim como genes 

mitocondriais e loci de microssatélites (Hoffman et al., 2016; Feijoo et al., 2011; Oliveira et 

al., 2017).  

Ao longo da história, diversos critérios já foram utilizados para definir uma UES, como 

uma longa história evolutiva, informações da história natural, e dados morfométricos, que eram 

utilizados em conjunto com critérios genéticos a nível mitocondrial e nuclear (Ryder, 1986). 

Foi padronizado, então, que para que uma população seja de fato considerada uma UES, é 

necessário que tenha monofilia haplotípica recíproca de alelos mitocondriais, ou seja, que não 

compartilhe haplótipos mitocondriais com outra UES, e apresente uma divergência significativa 

em loci nuclear (Mortiz, 1994).  

Análises do mtDNA (DNA mitocondrial) das populações do Atlântico e do Pacífico 

indicam que elas não possuem quase nenhum haplótipo compartilhado (Túnez et al., 2007; 

Artico et al., 2010; Feijoo et al., 2011; Hoffman et al., 2016). Este cenário pode ser explicado 

pela alta filopatria de fêmeas, um padrão comum em muitas espécies de pinípedes, que têm o 

fluxo gênico mediado principalmente por machos, que performam grandes dispersões 

(Riedman, 1990; Fabiani et al., 2003; Lopes et al., 2015).  
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A região controle do mitocondrial D-loop, região onde estão os principais elementos 

regulatórios para a replicação e expressão do genoma mitocondrial dos mamíferos, é muito 

utilizada para estudos relacionados à estrutura populacional de mamíferos (Sbisà et al., 1997). 

Esta é a região que evolui mais rapidamente em todo o genoma mitocondrial, variando muito 

em tamanho, mesmo entre indivíduos da mesma espécie, em decorrência da diferença nas 

quantidades de repetições “in tandem” (Saccone, Attimonelli, Sbisà. 1987). Considerando que 

são necessárias novas análises acerca dos leões-marinhos-sul-americanos que ocupam regiões 

de conexão entre o Pacífico e o Atlântico (Oliveira et al., 2017), e os esforços para investigar a 

estrutura populacional esbarra na carência de dados sobre a os indivíduos que ocupam o 

extremo sul da América do Sul, onde pode haver fluxo genético entre as populações do 

Atlântico e do Pacífico (Peralta et al., 2021). Nesse contexto, o presente estudo buscou 

determinar a posição filogeográfica da população da Ilha Magdalena, localizada no Estreito de 

Magalhães, uma possível zona de contato. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 O objetivo geral deste estudo foi identificar a relação genética de leões-marinhos-sul-

americanos (O. flavecens) que habitam na Ilha Magdalena, localizada no Estreito de Magalhães, 

no sul do Chile, com as outras populações do Atlântico e do Pacífico, baseando-se nas análises 

da região controle do DNA mitocondrial. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

● Sequenciar a região controle do DNA mitocondrial (D-loop) de leões-marinhos-sul-

americanos da Ilha Magdalena; 

● Estimar a distância genética entre população da Ilha Magdalena e as outras ao longo de 

sua área de distribuição e 

● Determinar quais haplótipos estão mais próximos àqueles da Ilha Magdalena. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 O leão-marinho-sul-americano (Otaria flavescens) 

 Previamente descrito como Otaria byronia (Blainville 1820), o leão-marinho-sul-

americano, atualmente classificado como Otaria flavescens (Shaw 1800), divergiu das outras 

linhagens de Otariídeos da América do Sul há aproximadamente 3 milhões de anos (Lopes et 

al., 2021). Ele é nativo do Peru, Chile, Argentina, Ilhas Falklands, Uruguai e Brasil, sendo 

classificado como LC (baixa preocupação) pela lista vermelha da IUCN (Cárdenas-Alayza, 

Crespo, Oliveira, 2016). Embora não seja considerada uma espécie migratória, machos adultos 

já foram registrados performando grandes migrações, com observações a mais de 300 km da 

costa (Campagna et al., 2001; Hückstädt, Krautz 2004), enquanto as fêmeas apresentam alta 

filopatria (Oliveira et al., 2017). 

 A espécie tem uma expectativa de vida de aproximadamente 20 anos e é caracterizada 

por um evidente dimorfismo sexual (Cappozzo, 2002). Machos adultos podem atingir até 2,6 

m de comprimento e 350 kg, ao passo que fêmeas podem alcançar 2 m de comprimento e 170 

kg (Grandi et al., 2010; Rosas, Haimovici, Pinedo, 1993; Cappozzo, Perrin 2009; Riet-Sapriza 

et al., 2013). Os machos atingem a maturidade sexual entre 4 e 7 anos e as fêmeas entre 4 e 5 

anos (Cárdenas-Alayza, Crespo, Oliveira, 2016; Grandi et al., 2010). Sua temporada 

reprodutiva se inicia em dezembro, com a duração variando de acordo com a latitude. Em 

regiões próximas ao equador, a temporada dura mais tempo, enquanto em altas latitudes, é mais 

rápida (Campagna, 1985). Os filhotes nascem do meio de dezembro até o início de fevereiro, e 

a maioria das colônias reprodutivas atingem seu pico demográfico na metade de janeiro 

(Cárdenas-Alayza, Crespo, Oliveira, 2016). 

 Estudos acerca da estrutura filogeográfica dos leões-marinhos-sul-americanos indicam 

estrutura genética entre as populações do Atlântico e do Pacífico, tanto para marcadores 

mitocondriais quanto para loci nuclear (Túnez et al., 2010; Feijoo et al., 2011; Hoffman et al., 

2016; Oliveira et al., 2017). Nessa perspectiva, alguns autores chegaram a sugerir que 

formassem duas Unidades Evolutivamente Significativas, mas haplótipos compartilhados entre 

as populações do Atlântico e do Pacífico levaram à rejeição da classificação (Hoffman et al., 

2016; Peralta et al., 2021).  
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3.2 Unidades Evolutivamente Significativas 

 A proposta de Unidades Evolutivamente Significativas veio como resultado de esforços 

para conservação, procurando estratégias de manejo baseadas em informações como história 

natural, morfometria, área de distribuição, eletroforese de proteínas e análises citogenéticas 

(Ryder, 1986). Contudo, a classificação deixou critérios muito subjetivos, dificultando seu uso 

prático, o que culminou na revisão do conceito, por Moritz (1994), que definiu os critérios de 

monofilia haplotípica recíproca em marcadores mitocondriais, e divergência significativa em 

loci nuclear para definição de uma UES. 

 Seguindo esses critérios, as populações de leões-marinhos-sul-americanos no Atlântico 

e do Pacífico já foram caracterizadas como UES (Oliveira et al. 2017) Todavia, esse tema tem 

passado por diversas modificações ao longo do tempo, sempre mantendo o foco na preservação 

de sustentabilidade ecológica de populações, considerando a influência dos processos 

evolutivos para estratégias de conservação (Rato et al., 2024). Nesse contexto, Hoelzel (2023), 

motivado pela importância de identificar populações ou grupos de populações evoluindo 

independentemente, para estratégias de manejo efetivas, sugeriu uma nova designação a partir 

do conceito de UES: Unidade para Conservação Evolutivamente Sustentável (UCES), com o 

objetivo de conservar unidades demográficas em diferentes trajetórias evolutivas. Assim é 

possível evitar a maneira binária adotada para a classificação atual de UES, utilizada para 

sistemas em constante evolução. 

 

3.3 Região de controladora mitocondrial 

A maioria dos vertebrados possui um genoma mitocondrial na faixa entre 16.000 e 

18.000 pb (Cantatore, Saccone, 1987), com uma taxa de mutação mais alta que o DNA nuclear 

(Rand, Harrison, 1989). Dentro desse genoma, as sequências apresentam uma organização 

extremamente compacta, com apenas uma região não-codificante maior, localizada entre os 

genes para tRNApro (tRNAglu em aves) e tRNAphe. Essa região varia em comprimento entre 

espécies, e algumas vezes dentre indivíduos de uma mesma espécie, em decorrência de 

variações no número de repetições in tandem (Gemmell et al., 1996). 

A região controladora do DNA mitocondrial é rotineiramente utilizada para investigar 

a estrutura filogenética de populações animais e determinar estruturas filogenéticas (Avise, 

2009; Paijmans, Gilbert, Hofreiter, 2013). A rápida taxa evolutiva e o alto polimorfismo 

característico da região justificam a escolha para investigar tanto as dinâmicas ancestrais quanto 
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as mais atuais (Kornienko et al., 2019). Dentro do genoma mitocondrial, essa região é a porção 

de maior heteroplasmia (Termignoni-Garcia et al., 2023), característica frequentemente 

ignorada nas análises (Biray, Peksen, Bilgin, 2025). Tal heteroplasmia representa a variação 

genética a nível de indivíduo, que pode ser decorrente de processos mutacionais ou por “escape 

paterno” (Ye et al., 2022), quando ocorre a transmissão excepcional de DNA paterno — 

geralmente mitocondrial — para a prole, contrariando o padrão típico de herança 

exclusivamente materna. 

Na região controladora estão presentes a origem de replicação, e promotores para 

transcrição dos genes responsáveis pela transcrição da fita pesada e da fita leve (Clayton, 1991). 

A nomenclatura de “fita leve” e “fita pesada” baseia-se na composição de bases das fitas, que 

possuem diferentes regiões promotoras, onde se ligam proteínas de origem nuclear (Ghivizzani 

et al., 1993; Nass, 1995). O RNA transcrito entre o promotor da fita leve e a origem de 

replicação da fita pesada funciona como um primer para a replicação da fita pesada (Chang, 

Clayton, 1984). A replicação termina logo após as sequências associadas à terminação (TAS), 

dando origem a pequenas fitas, denominadas de fitas 7s (Doda, Wright, Clayton, 1981; Clayton, 

1991). As fitas 7s permanecem associadas à fita leve, deslocando a fita pesada original, levando 

à formação de uma estrutura de fita tripla, conhecida como loop de deslocamento ou D-loop 

(Wilkinson et al., 1997). Dessa maneira, o tamanho do D-loop está diretamente relacionado 

com o comprimento da fita 7s DNA, que varia de acordo com o sítio associado à terminação 

que é utilizado (Doda, Wright, Clayton, 1981).  

O loop de deslocamento (D-loop) passa por diversos eventos de substituição, deleção, 

inserção e duplicação, em um ritmo superar àquele observado no restante do genoma 

mitocondrial. Por essa razão, essa região foi historicamente utilizada em estudos filogeográficos 

de diversas espécies de vertebrados (e.g. Avise, 1989). As repetições in tandem comuns da 

região são compostas por sequências de DNA relativamente curtas (Stewart, Baker, 1994), e 

acredita-se que tenham um papel essencial na formação de estruturas secundárias 

termodinamicamente estáveis (Buroker et al., 1990; Wilkinson, Chapman, 1991; Stewart, 

Baker 1994; Fumagalli et al., 1996).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

   

4.1 Área de estudo e coleta das amostras 

 O local de coleta foi a Ilha Magdalena (52°55′10″ S; 70°34′34″ W), localizada no 

extremo sul do Chile, no Estreito de Magalhães, na chamada XII região de Magalhães e da 

Antártica Chilena, a aproximadamente e 35 km ao norte da capital da província, Punta Arenas. 

Ela integra o Monumento Natural Los Pingüinos  (Bingham; Herrmann, 2008; Edgington et al., 

2009), uma área protegida criada para conservar uma das maiores e mais importantes colônias 

de pinguins‑de‑Magalhães (Spheniscus magellanicus) do Chile (Bingham, 2020). Seu tamanho 

é de aproximadamente 85 hectares com ambiente predominante de campo aberto, vegetação 

rasteira, solo arenoso e pedregoso. A região é caracterizada por correntes de ressurgência e uma 

alta produtividade biológica, principalmente durante o inverno (Funes-Rodríguez.; Gómez-

Gutiérrez; Palomares-Garcia, 2007; Cervantes-Duarte et al., 2013), com a temperatura média 

da superfície do mar entre 20ºC, durante o primeiro trimestre do ano e 26,9ºC durante o último 

(Cervantes-Duarte, 2010).  
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Figura 1: Localização da Ilha Magdalena, onde foram coletadas as amostras. 

 
Fonte: Google Earth, 2026. 

 

 Amostras de tecidos de cinco indivíduos de O. flavescens da Ilha Magdalena foram 

coletadas pela Dra. Maritza Sepúlveda da Universidade de Valparaíso, no Chile. As amostras 

foram armazenadas em tubos com álcool 70% e identificadas, com as datas de coleta e suas 

respectivas localizações. Em seguida, o material foi encaminhado para o Laboratório de 

Ecologia de Mamíferos Marinhos (LEM) da Universidade do Vale do Rio dos Sinos – 

UNISINOS, aos cuidados da professora Dra. Larissa Rosa de Oliveira. 

 

4.2 Processamento das amostras 

 Para o processamento das amostras, foi firmada uma parceria com o professor Dr. Victor 

Hugo Valiate, do Laboratório de Genética e Biologia Molecular (LGBM) da UNISINOS. Nesse 
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laboratório o DNA foi extraído e a região controladora do DNA mitocondrial (D-loop) foi 

amplificada. As extrações foram realizadas segundo as metodologias fenol-clorofórmio 

(Sambrook, Russell, 2001) e salting-out (Miller, Dykes, Polesky, 1988).  

 

4.2.1 Extração do DNA pelo protocolo de fenol-clorofórmio 

O tecido das amostras foi cortado em pequenos fragmentos e misturado com 200μl da 

solução tampão T.E, permanecendo em repouso por 15 minutos. Após esse período, o tampão 

T.E foi retirado e substituído por 500 μl de tampão de lise (10 mM de Tris_HCL, 100 mM de 

NaCl, 10 mM de EDTA (pH 8) e SDS 2%) e 24 μl de proteinase K (20 μl/ml). A solução foi 

homogeneizada e incubada a 55 °C por uma noite. Na etapa seguinte, foi adicionado 500-525 

μl de fenol-clorofórmio-isoamílico (24:25:1) à amostra, que foi homogeneizada manualmente 

por 5 minutos e centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi retirado 

e transferido para um novo tubo, enquanto a fase orgânica foi descartada (esse procedimento 

foi repetido mais duas vezes). Após a última repetição, se adicionou 1 mL de etanol absoluto 

ao sobrenadante, que foi homogeneizado e incubado no freezer por 32 horas.  

Para a purificação do DNA, a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante obtido foi descartado, e manteve-se apenas o pellet. Após esta etapa, foi 

adicionado 300 μl de etanol 70% ao tubo com o pellet, que em seguida ficou por 10 minutos no 

freezer, e depois foi centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi então 

retirado sem perturbar o pellet, e o processo foi repetido outras duas vezes. Ao fim do 

processamento, o pellet permaneceu em uma estufa a 60 ºC até secar, para receber 20μl de 

tampão T.E. 

 

4.2.2 Extração do DNA pelo protocolo de Salting-out 

 As amostras de tecido foram cortadas em pedaços pequenos e adicionadas ao tubo 

contendo 500μl de Buffer de lise e 10μl de proteinase K, sendo incubadas de 15 a 20 minutos a 

60 ºC para digestão enzimática. Em seguida, foi adicionado 200μl de solução proteica de 

precipitação à solução, que foi homogeneizada com o auxílio de um vórtex, e incubada em 

freezer por 5 minutos. Na etapa seguinte, a solução foi centrifugada a 16.000 rpm por 5 minutos, 

e o sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado 600 μl de isopropanol, 

homogeneizado por inversão 5 vezes.  A solução foi então centrifugada novamente a 16.000 

rpm por 5 minutos, e o sobrenadante foi removido, mantendo apenas o pellet. Em sequência, 
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foi adicionado 600μl de etanol 70%, que foi homogeneizado por inversão 5 vezes e centrifugado 

a 16.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet foi posto para secar. Após 

seco, foi adicionado 30 μl de T.E para dissolver o pellet desta solução. 

 

4.2.3 Amplificação e sequenciamento 

 A região alvo amplificada pelo método PCR (Polimerase Chain Reaction) (Saiki et al., 

1985) foi a região controladora do mtDNA. Os primers utilizados foram THR 5’ e TDKD 5’. 

As reações de PCR foram realizadas com um volume de 20μl (1μl DNA, 1μl de cada primer, 

4μl de master mix e 12μl de água ultrapura), seguindo o protocolo de 1 ciclo de 3 minutos a 94 

ºC; 10 ciclos de “touchdown” cada, incluindo 50 segundos a 94 ºC; 50 segundos a 60 ºC (-1 ºC 

por ciclo), e 80 segundos a 72 ºC; 30 ciclos de 50 segundos a 94 ºC, 50 segundos a 50 ºC e 80 

segundos a 72 ºC; e 1 ciclo de 5 minutos a 72 ºC (etapa de extensão final). Em seguida, os 

produtos foram corados com “GelRed” e observados em gel de agarose 1% em transiluminador 

com luz ultravioleta. Por fim, após a confirmação das amplificações bem-sucedidas, estas foram 

encaminhadas para a empresa Macrogen, na Coréia do Sul, onde foram sequenciadas, 

utilizando-se o método de Sanger (sequenciador automático).  Das cinco amostras, apenas duas 

foram amplificadas com boa qualidade.  

 

4.2.4 Alinhamento  

Além das duas sequências de DNA obtidas no presente estudo, para o alinhamento, 

foram adicionadas as sequências obtidas por meio da plataforma GenBank. Selecionou-se 

sequências considerando o critério de tamanho mínimo de 306 sítios, após o corte das 

extremidades das menores sequências, e dentre todas as sequências disponíveis na plataforma, 

identificadas como “D-loop” ou “mitochondrial control region”, foram selecionadas as 

seguintes 182 sequências: HM347787-HM347796; HM467619-HM467642; HM467644-

HM467646; JQ434428-JQ434457; KY859197-859234; KY859236-859242; MG386937-

MG386959; MW690594-MW690640. Assim, o alinhamento foi composto por 184 sequências. 

Em seguida, foram consultadas as referências associadas a cada sequência no GenBank, para 

determinar a localização de cada uma, e o alinhamento foi então realizado no software MEGA 

12, por meio da ferramenta ClustalW. 
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Considerando que uma região específica das sequências analisadas apresenta alta 

variação no número de repetições in tandem, comuns da região de controladora do mitocondrial 

(D-loop), optou-se por desconsiderar os sítios com gaps nas análises. 

 

4.2.5 Estrutura populacional e filogeografia 

As sequências obtidas da Ilha Magdalena foram comparadas com outras disponíveis 

para a espécie na plataforma GenBank. As sequências de DNA previamente alinhadas foram 

convertidas em arquivos FASTA e organizadas de acordo com sua procedência geográfica. Em 

seguida, com o auxílio do DNASP v.6.12.03, foram obtidos os números de haplótipos, assim 

como suas sequências e a variação haplotípica de cada população. Já para a construção da rede 

de haplótipos foi realizada através da median-joining network (redes de conexão mediana), 

utilizando-se o programa POPART. 

A partir dos resultados obtidos no DNASP, estimou-se a diversidade nucleotídica (π) 

(Nei, 1987) e Análise Molecular de Variância (AMOVA), para estimar a partição da variação 

genética (1.000 permutações, utilizando-se ARLEQUIN (Excoffier, Lischer, 2010).  

Foram analisados três cenários para um dos dois alinhamentos gerados (completo e sem 

gaps) para o teste de AMOVA. No primeiro cenário, foram determinados três grupos distintos 

(Atlântico, Pacífico e Magdalena), enquanto nos outros dois cenários, foram apenas os grupos 

do Atlântico e Pacífico, com Magdalena alternando entre eles. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Alinhamento e diversidades haplotípica e nucleotídica 

As 182 sequências selecionadas no GenBank pertenciam ao Brasil (n= 6), Uruguai (n= 

13), Argentina (n= 104), Ilhas Falklands/Malvinas (n= 7), Chile (n= 40) e Peru (n= 12). As 

sequências parciais da região de controle mitocondrial obtidas para os dois espécimes de Otaria 

flavescens, da Ilha Magdalena, tinham 518 pb, e com elas o alinhamento completa 184 

sequências, com 306 sítios após o corte das extremidades, contabilizando 127 haplótipos 

(Anexo 1), com o DNASP, não considerando sítios com “gaps” ou “missing”, em decorrência 

da alta variação no número de repetições de uma região específica do alinhamento. Contudo, 

após o alinhamento manual com as amostras do GenBank o tamanho final das sequências 

analisadas foi de 289 pb. 

Dos haplótipos obtidos, nove são compartilhados entre populações, dentre os quais dois 

possuem representantes do Atlântico e do Pacífico. Os haplótipos compartilhados entre os 

oceanos são o 34, entre a Argentina e o Chile, e o 58, entre a Argentina, Falklands e o Chile. Já 

representando o mesmo oceano, tem-se o haplótipo 23, compartilhado entre o Brasil, o Uruguai 

e a Argentina, os 81, 82, 83, 84 e 85 compartilhados entre o Brasil e a Argentina, e o 96, entre 

a Argentina e Falklands (Tabela 1). 

Tabela 1: Lista de haplótipos de leões-marinhos-sul-americanos compartilhados entre 
diferentes localidades, segundo a região controle do mtDNA. 

 Brasil Uruguai Argentina Falklands Magdalena Chile Peru 

Hap_23 1 2 2 0 0 0 0 

Hap_34 0 0 4 0 0 1 0 

Hap_58 0 0 1 1 0 1 0 

Hap_81 1 0 3 0 0 0 0 

Hap_82 1 0 1 0 0 0 0 

Hap_83 1 0 1 0 0 0 0 

Hap_84 1 0 1 0 0 0 0 

Hap_85 1 0 1 0 0 0 0 

Hap_96 0 0 2 1 0 0 0 
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2026. 

Na tabela 2, a seguir, é possível constatar os valores relacionados às diversidades 

haplotípica e nucleotídica de cada localidade considerada, assim como o número de sequências 

utilizadas no estudo e os haplótipos que formam. 
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Tabela 2: Distribuição geográfica dos haplótipos de leões-marinhos-sul-americanos, suas 
diversidades haplotípica e nucleotídica, segundo a região controle do mtDNA. 

 Nº de sequências Nº de haplótipos Hd π 

Brasil 6 6 1,0000 0.020751 +/- 0.013251 

Uruguai 13 12 0,9872 0.025725 +/- 0.014398 

Argentina 104 65 0,9849 0.036974 +/- 0.018734 

Falklands 7 7 1,0000 0.023336 +/- 0.014295 

Magdalena 2 2 1,0000 0.013158 +/- 0.014711 

Chile 40 34 0,9910 0.035973 +/- 0.018553 

Peru 12 12 1,0000 0.012740 +/- 0.007798 
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2026. 

5.2 Estrutura populacional e filogeográfica 

A rede de haplótipos de D-loop indicou segregação geográfica entre as diferentes 

regiões da América do Sul, representadas pelas localidades Brasil, Uruguai, Argentina, Ilhas 

Falklands/Malvinas, Isla Magdalena, Chile e Peru. Os dois haplótipos obtidos de exemplares 

da Isla Magdalena compuseram um cluster formado quase que exclusivamente por indivíduos 

do Pacífico (Chile e Peru; muito embora este referido grupo tenha representantes do Atlântico, 

isto ficou restrito à indivíduos da Argentina). Além deste cluster, dois outros foram observados, 

ambos incluindo indivíduos da Argentina, que estão agrupados com haplótipos do Brasil, 

Uruguai e Falklands no cluster intermediário, e apenas com indivíduos do Uruguai no cluster 

mais distante daquele composto principalmente por representantes do Pacífico. Apenas um 

haplótipo do Pacífico foi agrupado fora do seu cluster principal, representado por um indivíduo 

de Isla Marta, extremo sul do Chile (Figura 2).  
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iiiiFigura 2: Rede de haplótipos (median-joining network) da região controle do mtDNA 
populações do leão-marinho-sul-americano (Otaria flavescens) do Brasil, Uruguai, Argentina, 
Ilhas Falklands, Ilha Magdalena, Chile e Peru. 

 
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2026. 

5.2.1 Comparações par-a-par do índice de fixação (Fst) entre os países e a Ilha Magdalena 

As comparações par-a-par do Fst da região controladora do DNA mitocondrial, exibem 

Fsts que variam entre 0,03 (Brasil e Argentina) e 0,75 (Brasil e Ilha Magdalena). Contudo, os 

valores-p das comparações entre Brasil e Argentina e Brasil e Magdalena são de 0.18919+-

0.0344 e 0.05405+-0.0242, respectivamente, sendo valores superiores a 0,05, e, portanto, 

resultados não-significativos, como aqueles entre Chile e Magdalena (FST: 0.09833, valor-p: 

0.19820+-0.0445), e Peru e Magdalena (Fst : 0.16465, valor-p: 0.14414+-0.0337). Os 

resultados significativos variaram entre 0,14 (Falklands e Argentina) e 0,67 (Magdalena e 

Falklands). Na figura 3 é possível observar todos os valores de Fst, distinguindo os resultados 

significativos dos não-significativos. 
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Figura 3: Mapa de calor dos índices de fixação Fst par-a-par entre as populações de leão-
marinho-sul-americano (Otaria flavescens), segundo a região controle do mtDNA. 

 
Legenda = resultados não-significativos representados em cinza 

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2026. 

 

5.2.2 Estrutura entre grupos (AMOVA) 

Os resultados das Análises de Variância Molecular (AMOVA), para três cenários 

diferentes: 1) Atlântico, Pacífico e Magdalena; 2) Atlântico + Magdalena, e Pacífico; e 3) 

Pacífico + Magdalena, e Atlântico, indicaram uma forte estrutura genética entre indivíduos 

dentro das populações.  Para o cenário considerando três grupos separados, os valores de Fst, 

Fsc e Fct foram 0.47465, 0.28141 e 0.26892, respectivamente, sendo o valor-p de Fct mais 

elevado, mas ainda significativo (0.02737+-0.00514). No cenário onde a população Magdalena 

foi agrupada àquela do oceano Atlântico, os resultados de Fst, Fsc e Fct foram de 0.47533, 

0.29746 e 0.25319, respectivamente, com Fct significativo (valor-p = 0.04888+-0.00574). Por 

fim, no cenário onde a população de Magdalena foi agrupada àquela do oceano Pacífico, os 

resultados de Fst, Fsc e Fct de 0.47895, 0.27291 e 0.28337, respectivamente, com Fct mais uma 

vez elevando, mas significativo (valor-p = 0.03030+-0.00659) (Gráfico 1). 



17 

Gráfico 1: Índices de fixação para cenários alternativos de agrupamento das populações do leão-
marinho-sul-americano (Otaria flavescens). 

 
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2026. 
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6. DISCUSSÃO 

 

6. 1 Alinhamento e número de haplótipos 

Os resultados de diversidades haplotípica e nucleotídica das populações de O. flavescens 

aqui encontrados são bem elevados, o que pode ser explicado pelo baixo número de sequências 

utilizadas para representar algumas regiões, que possuem o número de haplótipos igual ao 

número de sequências, e portanto, diversidade haplotípica 1. Já as localidades com maior 

número de sequências são a Argentina, com 104 sequências e o Chile, com 40, apresentando 

diversidades haplotípicas de 0,9849 e 0,9910, respectivamente. Outros estudos, como os de 

Oliveira e colaboradores (2017) e Peralta e colaboradores (2021), registraram valores mais 

baixos para a diversidade haplotípica da Argentina, com respectivos valores de 0,83 e 0,869.  

Dessa maneira, é possível constatar que ao utilizar apenas sequências disponíveis no GenBank 

para representar todas as regiões, com exceção de Ilha Magdalena, que teve um baixo número 

de sequências (2), os valores de diversidade haplotípica sofrem um viés decorrente do fato de 

que cada sequência disponível na plataforma pode representar um ou mais indivíduos de um 

mesmo haplótipo.  

Peralta e colaboradores (2021), que conduziram o primeiro estudo a investigar 

exaustivamente a população do extremo sul da Argentina, incluindo as províncias de Santa Cruz 

e Tierra del Fuego, registraram 69 haplótipos ao longo da costa da Argentina, dos quais 12 são 

exclusivos da Tierra del Fogo, o que aponta para uma alta diversidade genética das colônias na 

região mais sul do continente. A partir da análise conduzida pelos autores, determinou-se que 

a população da Patagônia, na Argentina, compõe uma Unidade para Conservação (UC) 

diferente daquela formada pela população da Tierra del Fogo, que compõe outra UC, composta 

pelas colônias da Península Mitre e do Canal Beagle. Todavia, como não há associação dos 

haplótipos específicos por código de identificação no GenBank, não foi possível agrupar as 

sequências de Magdalena àquelas da UC da Tierra del Fuego, para formar um grupo 

representado por sequências provenientes do extremo sul do continente, que podem constituir 

uma zona de contato. 

Nesse sentido, identificou-se dois haplótipos compartilhados entre o Pacífico e o 

Atlântico. O haplótipo 34 (HM467645.1; JQ434453.1; MW690613.1; MW690628.1; 

MW690637.1), compartilhado pela Argentina e o Chile, sendo que a sequência do Chile 

(JQ434453.1) corresponde um espécime de Rómulo e um da Ilha Marta, ambos no Chile, a 
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latitudes inferiores a 45º S, e uma das sequências da Argentina, da qual se tem a informação 

acerca da localidade (HM467645.1), sendo esta Cerro Bayo, também a latitudes abaixo de 45° 

S. O outro haplótipo compartilhado é o 58 (JQ434455.1; KY859241.1; MW690627.1), entre as 

Ilhas Falklands, a Argentina e o Chile, com a sequência do Chile representando um espécime 

também da Isla Marta. Esses resultados, corroboram que há fluxo de genes de linhagem 

maternal entre os oceanos, como já fora levantado por outros pesquisadores, que apontam uma 

ligação inter-oceânica representando uma zona de contato entre as populações do Atlântico e 

do Pacífico (Hoffman et al., 2016; Peralta et al., 2025).  

 

5.2 Estrutura populacional e filogeografia 

Ao observar a rede de haplótipos (Figura 2), é possível perceber uma clara divergência 

entre o grupo do Atlântico e do Pacífico, com poucos indivíduos da Argentina agrupados no 

lado do Pacífico. Hoffman e colaboradores (2016), ao investigar a estrutura populacional de 

leões-marinhos-sul-americanos das Ilhas Falklands, também observaram um padrão de 

separação entre o Atlântico e o Pacífico na sua rede de haplótipos, que também agrupou a 

população das Ilhas Falklands com o grupo do Atlântico. Em seguida, Oliveira e colaboradores 

(2017) também observaram o mesmo padrão de separação entre as populações do Atlântico e 

do Pacífico em suas redes de haplótipos para a região controle do DNA mitocondrial, e 

adicionalmente para o gene mitocondrial citocromo b. Estes resultados e a ausência de 

haplótipos compartilhados na época levou Oliveira e colaboradores (2017) a propor que as 

populações do Atlântico e do Pacífico formam duas Unidades Evolutivamente Significativas 

distintas.  

Todavia, os dois haplótipos compartilhados entre as propostas UESs, entre o Chile e as 

Ilhas Falklands (Hoffman et al., 2016), contradizem a hipótese de monofilia haplotípica 

recíproca entre os oceanos, necessária para a classificação como UES (Hoffman et al., 2016; 

Peralta et al., 2021). Os haplótipos compartilhados aqui identificados reforçam que não há 

suporte genético para a separação duas UESs diferentes, para o Atlântico e o Pacífico, em 

contraste aos resultados de Oliveira e colaboradores (2017).  

Contudo, em todos os cenários de AMOVA propostos, o FCT foi significativo, mesmo 

que baixo em relação ao FSC e o FST, e com valores-p mais elevados. Isso indica certa estrutura 

genética entre os grupos do Atlântico e do Pacífico, como observado em outros estudos de 

estrutura populacional de leões-marinhos-sul-americanos, baseados em dados genéticos (Feijoo 
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et al., 2011; Hofmann et al., 2016; Oliveira et al., 2017) e morfométricos, como da morfometria 

do crânio (Drehmer et al., 2005). Então, mesmo que não haja suporte para a classificação de 

duas UESs, uma estrutura genética entre as populações do Atlântico e do Pacífico ainda é 

presente, e indica fluxo gênico de origem materna mediado no extremo sul do continente. 

Historicamente, a relativamente baixa amostragem em latitudes inferiores a 45° S para 

fins de análise da estrutura populacional dos leões-marinhos-sul-americanos levou, por um 

tempo, a conclusões imprecisas acerca da estrutura genética entre os oceanos, uma vez que as 

possíveis zonas de contato não foram contempladas. Contudo, estudos mais atuais, com 

amostras provenientes de latitudes abaixo 45° S, vêm desvendando a história filogeográfica da 

espécie (Weinberger, 2013; Hoffman et al., 2016, Oliveira et al., 2017; Peralta et al., 2021). 

O lobo-marinho-sul-americano (Arctocephalus australis), outra espécie da família 

Otariidae, também apresenta estrutura genética entre os grupos do Atlântico e do Pacífico, e 

como as fêmeas dessa espécie também apresentam alta filopatria, fica evidente a presença de 

alguma barreira ao fluxo de gênico mediado por fêmeas de otarídeos da região (Túnez et al., 

2007; Oliveira, Ott, Malabarba, 2008). Como os machos realizam grandes migrações, é possível 

concluir que tal barreira não é física, e para ser identificada é necessário encontrar o ponto de 

contato entre as populações do Atlântico e do Pacífico, o que demanda mais amostras advindas 

do extremo sul do continente (Oliveira et al., 2017). 

Alguns autores levantam que a estrutura genética entre as populações do Atlântico e do 

Pacífico podem ser resultantes da primeira, e talvez única, dispersão de fêmeas do Pacífico para 

o Atlântico (Churchill, Boessenecker, Clementz, 2014). Porém, considerando o cenário atual 

de fluxo gênico de origem materna no extremo sul do continente, é mais plausível considerar a 

estrutura como resultado da dinâmica climática do Pleistoceno, que pode estar diretamente 

relacionada à origem e manutenção dessa estrutura filogeográfica. Isto porque a única rota de 

migração da espécie, no extremo sul do continente, é uma região de condições extremas ao 

longo da maior parte do tempo, desde os ciclos glaciais do Pleistoceno, levando as populações 

de leões-marinhos-sul-americanos a permanecerem isoladas por um longo período de tempo 

(Oliveira et al., 2017). Durante a Última Máxima Glacial, por exemplo, o Estreito de 

Magalhães, região investigada no presente estudo, estava congelado (Mcculloch, Bentley, 

1998), bloqueando o fluxo gênico entre as populações do Atlântico e do Pacífico, tendo 

permanecido assim durante a maior parte do Pleistoceno tardio (Ponce et al., 2011). 



21 

 A separação dos leões-marinhos-sul-americanos em duas UESs, uma vez suportada por 

evidências genéticas (Oliveira et al., 2017; Feijoo et al., 2011; Túnez et al., 2010; Artico et al., 

2010) e morfológicas (Brunner, 2004; Drehmer et al., 2005), foi uma ferramenta essencial para 

o planejamento de estratégias de manejo eficientes, considerando as particularidades de cada 

lada do continente sul-americano. Contudo, a separação das populações do Atlântico e do 

Pacífico como UESs distintas foi refutada a partir de novas análises, que utilizaram amostras 

obtidas a partir de latitudes abaixo de 45° S e registraram haplótipos compartilhados entre as 

UESs propostas (Hoffman et al., 2016; Peralta et al., 2021). Dessa maneira, as iniciativas para 

a conservação da espécie atualmente devem considerar a separação em cinco Unidades para a 

Conservação, como proposto por Peralta e colaboradores (2021) após uma extensa análise da 

estrutura populacional da espécie por toda sua área de distribuição. 

As estratégias de manejo devem considerar, então, as particularidades de cada UC, como 

o declínio populacional durante eventos de El Niño no Pacífico (Oliveira, 2011), a caça ilegal 

que ocorre no Peru, as interações com a aquacultura de salmão, no Chile (Sepúlveda, Oliva, 

2005), a caça histórica ao longo da costa Atlântica, e a baixa variabilidade genética e declínio 

populacional no Uruguai (Crespo et al., 2012; Feijoo et al., 2011; Franco-Trecu, 2015). Então, 

considerando o cenário onde é proposto que as colônias da Tierra del Fuego formam uma 

Unidade para Conservação independente (Peralta et al., 2021), as informações genéticas 

provenientes dessa região são de suma importância para delimitação da estrutura filogenética 

da espécie, e o papel dessa unidade no fluxo de genes de origem materna entre o Atlântico e o 

Pacífico. 

 Dessa forma, fica clara a importância da disponibilidade de informações acerca de 

número de espécimes e suas localizações para cada sequência inserida na plataforma GenBank, 

o que possibilita que futuros estudos sobre a filogeografia de O. flavescens sejam conduzidos 

de maneira mais incisiva, propiciando o esclarecimento da estrutura filogeográfica dos leões-

marinhos-sul-americanos. Para além disso, uma vez que diferentes marcadores variam em 

potencial para detectar estruturas populacionais (Hoffman et al., 2009), e alguns marcadores 

moleculares de mtDNA apresentam baixa resolução para estudos relacionados à variabilidade 

genética, é pertinente que outros marcadores sejam utilizados em conjunto com o D-loop 

(Peralta et al., 2021). 
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7. CONCLUSÃO 

 

 As populações de leões-marinhos-sul-americanos do Atlântico e do Pacífico, embora 

não cumpram os requisitos necessários para formar duas UESs distintas, por compartilharem 

haplótipos mitocondriais, possuem populações bem diferenciadas. Os indivíduos da Ilha de 

Magdalena estão agrupados no cluster composto majoritariamente por indivíduos do oceano 

Pacífico e são geneticamente mais próximos a haplótipos do Chile e de alguns haplótipos da 

Argentina, que também compõem este cluster. Contudo, embora tenha-se confirmado que os 

haplótipos mais próximos aos da Ilha Magdalena incluem sequências do extremo sul (abaixo 

de 45° S), não foi possível determinar a localização precisa de todas as sequências para 

determinar se a relação de proximidade é limitada à haplótipos de latitudes mais baixas.  

Então, a população de Magdalena, que provavelmente faz parte da Unidade para 

Conservação da Tierra del Fuego, está claramente associada com haplótipos do extremo sul do 

continente sul-americano, indicando que as populações do Estreito de Magalhães atuam 

efetivamente no fluxo gênico de origem materna entre indivíduos do Atlântico e do Pacífico.  

Por fim, são necessários estudos mais aprofundados para determinar com precisão a 

estrutura filogeográfica do leão-marinho-sul-americano, incluindo as localidades de 

amostragem das sequências disponíveis do Genbank e o número de indivíduos que representam 

cada haplótipo. Além disso, é imprescindível que se empreguem marcadores nucleares e outros 

marcadores mitocondriais com menor taxa de mutação para testar os achados associados à 

região controle do DNA mitocondrial. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Distribuição geográfica dos haplótipos de leões-marinhos-sul-americanos (O. 

flavescens) utilizados no alinhamento, segundo a região controle do mtDNA. 

H Brasil Uruguai Argentina Falklands Magdalena Chile Peru 
Hap_1 0 0 0 0 1 0 0 
Hap_2 0 0 0 0 1 0 0 
Hap_3 0 0 6 0 0 0 0 
Hap_4 0 0 4 0 0 0 0 
Hap_5 0 0 7 0 0 0 0 
Hap_6 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_7 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_8 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_9 0 0 4 0 0 0 0 
Hap_10 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_11 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_12 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_13 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_14 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_15 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_16 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_17 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_18 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_19 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_20 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_21 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_22 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_23 1 2 2 0 0 0 0 
Hap_24 0 1 0 0 0 0 0 
Hap_25 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_26 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_27 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_28 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_29 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_30 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_31 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_32 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_33 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_34 0 0 4 0 0 1 0 
Hap_35 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_36 0 0 0 0 0 3 0 
Hap_37 0 0 0 0 0 2 0 
Hap_38 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_39 0 0 0 0 0 2 0 
Hap_40 0 0 0 0 0 1 0 
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Hap_41 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_42 0 0 0 0 0 2 0 
Hap_43 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_44 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_45 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_46 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_47 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_48 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_49 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_50 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_51 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_52 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_53 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_54 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_55 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_56 0 0 0 0 0 2 0 
Hap_57 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_58 0 0 1 1 0 1 0 
Hap_59 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_60 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_61 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_62 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_63 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_64 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_65 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_66 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_67 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_68 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_69 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_70 0 0 0 0 0 0 1 
Hap_71 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_72 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_73 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_74 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_75 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_76 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_77 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_78 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_79 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_80 0 0 0 0 0 1 0 
Hap_81 1 0 3 0 0 0 0 
Hap_82 1 0 1 0 0 0 0 
Hap_83 1 0 1 0 0 0 0 
Hap_84 1 0 1 0 0 0 0 
Hap_85 1 0 1 0 0 0 0 
Hap_86 0 0 2 0 0 0 0 
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Hap_87 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_88 0 0 5 0 0 0 0 
Hap_89 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_90 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_91 0 0 0 1 0 0 0 
Hap_92 0 0 0 1 0 0 0 
Hap_93 0 0 0 1 0 0 0 
Hap_94 0 0 0 1 0 0 0 
Hap_95 0 0 0 1 0 0 0 
Hap_96 0 0 2 1 0 0 0 
Hap_97 0 0 3 0 0 0 0 
Hap_98 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_99 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_100 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_101 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_102 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_103 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_104 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_105 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_106 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_107 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_108 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_109 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_110 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_111 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_112 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_113 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_114 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_115 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_116 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_117 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_118 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_119 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_120 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_121 0 0 2 0 0 0 0 
Hap_122 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_123 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_124 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_125 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_126 0 0 1 0 0 0 0 
Hap_127 0 0 1 0 0 0 0 
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Anexo 2: Alinhamento das sequências da região controle do mtDNA de leões-marinhos-sul-americanos (O. flavescens) utilizadas no estudo, 

segundo a metodologia ClustalW. 
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Anexo 3: Rede de haplótipos (median-joining network) da região controle do mtDNA populações do leão-marinho-sul-americano (Otaria 

flavescens) do Brasil, Uruguai, Argentina, Ilhas Falklands, Ilha Magdalena, Chile e Peru. 
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