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CONSTITUICAO CROMOSSOMICA E MECANISMO DE DETERMINACAO
DO SEXO EM OFIDIOS SUL-AMERICANOS. 1. ASPECTOS CARIOTIPICOS

WILLY BECAK

Seccgdo de Genética, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil

Estudos sobre a constituigio cromossomica dos ofidios sio relativamente es-
cassos. Dentre os trabalhos citologicos realizados em varios grupos de répteis, sao
poucos os que se referem especialmente as serpentes (Tabela 1).

COLUBERIDAE

L]

O primeiro trabalho referente a constituicio cromosséomica de ofidios é o de
Thatcher (1922), que descreve a espermatogénese de Tamnophis butleri, onde en-
controu células com numero dipléide de 37 cromossomos. s cromossomos sexuais
no macho seriam XXY e na primeira divisio de maturaciio o duplo X separar-se-ia,
por disjuncao, do Y.

Em contraste com ésses resultados, Nakamura (1927, 1928, 1929) verificou
em Natrix tigrina, Elaphe quadrivirgata e Elaphe climacophora, que o macho era
homogamético em relagio aos cromossomos sexuais (XX). Em Natrix ligring en-
controu 2n = 40 cromossomos, sendo 10 metacéntricos, 6 acrocéntricos e 24 micro-
cromossomos. Em Elaphe quadrivirgata e Elaphe climacophora descreveu 2n = 30,
com 10 metacentricos, 6 acrocéntricos e 20 microcromossomos,

Matthey (1931) descreveu os caridtipos de Tropidonotus natrix (Natrix na-
trix), T'ropidonotus viperinus (Natrix maura), Zamenis gemonensis (Coluber ge-
monensis), Coronella austriaca e Tarbophis fallax (Telescopus fallax), onde encon-
trou 2n = 306, sendo 8 metacéntricos, 8 acrocéntricos e 20 microcromossomos. Se-
gundo Nakamura, porém, existiriam 10 metacéntricos e nio 8 em cada complexo.
Em Coelopeltis lacertina (Malpolon monspessulanus monspessulanus) Matthey (1931)

encontrou 2n = 42, com 6 metacéntricos, 14 ou 16 acrocéntricos e 22 ou 20 micro-
CrOMmOsSs0mos,

Nakamura (1935) estudou os caridtipos de Dinodon rufozonatum e Macropis-
todon rudis carinatus, que apresentam 2n = 46, com 2 metacéntricos, 14 acrocén-
tricos e 30 microcromossomos. Em Holarchus formosanus e Zaocys nigromargi-
natus oshimai encontrou 2n = 36, com 10 metacéntricos, 6 acrocéntricos e 20 mi-
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TABELA 1 — RESUMO DAS CONSTITUICOES CROMOSSOMICAS {HUMEH[!
B
Espécle* Sexo estudado 2n
= —emen—e e — — e —_— — r———— e ——— - - re——————— - j:‘.
COLUEBRIDAE
Coelopeltis lacertina (Malpolon monspessulanus monspessulanus) ...... Macho _ 42
L A O T e e B T ol e s e e s Macho a6
T T T T Yy T B R e e L R e Macho 46
o Ty L T e T s e e i e e N S S A S Macho 36
B R e O OO e e o ais s i s e e R Tt e T e A T e el s TR e Macho 36
HOIErCRAS & TOrMORMNHE T O o e e el i e Wi sl i Macho 36
T e R T g P TE B e i o et il S el el e A S Macho 36
Macropiatodon Tdi8 CaArIMalE i i i i e T R e e e e Macho 46
o e d e Bt o Mg Vol A ca o TN el ol e e S v oo g oo SRR Rt o TSRO S T Gl -y Macho e fémea 36
I Rl Ol O O i e e T e s et e e e e e Macho 36
7o T B d o R G e o N L ST y® el AR ey I I e O Macho 40
Oligodon arnensis ...... AT RS e e Lty e S e e i Macho 46
D AN D B R s o g b f A g b b e m A b b 8% e Hn Wb Bom Macho 34
Tarbophis fallax (Telescopus fallax) ........... e o e e e e Macho 36
i E DT Tl B TR F A s St TR Sy e s e Sl i e ot R ety Tl R el el Macho 37
Tropidonotus natriz (Natrir natriz) ....... e L L N SR PRl Macho 36
Tropidonotus viperinug (NOIFiZ MAUTA) ... . ieeionconncsscssnnssssnsns Macho 36
Zameniz gemonensis (Coluber gemonensis) .........eeieoeeeennnnsnenns Macho 36
Zaocys nigromarginatus ogshimai ............... R e S S e Macho 36
ELAPIDAE
B OIS G OB IOUE s s s e E R b nth E R s e WA e B e Macho 44
BN Oaru s I I OIS i i s e i N e e e e R T e 1 Macho 36
P A e TP R by R R et i e P s e e e 2 e A e - Macho 38 |
HYDROPHIDAE |
Latiealidal semll oot a il i e s i iia i e i e e R A e e e Macho 33
VIPERIDAE
e N T 1 T Ry vy e e g IR LR e T T T e S R e Macho 42
Vipera  berus s BaoRal Mmoo s i i B e e e Macho 36
Macho e fémea 36
CROTALIDAE
AQIIBITONON BOUEUS. s i via v s i aci e s s wu WS e gm0 0 e i a8 a7 Macho 36
Agkistrodon halys blomhoffii ................. T P M S o TR0 Macho 36
T'rimeresurus Mmucrosquamatis .. .......c.... o b e e e e R Macho 36
Trimeresurus gramineus stejnegeri ............. e B TR R (e Macho 36 I'
Trimeresturtd JIavovirIdil . ovconiiviccwensssnsany s R T R T R 36
g ) L T LT L T e e 36 |
|

Os nomes de espécies que constam entre parénteses sio os atualmente adotados

em substituicio aos originalmente descritos nos trabalhos menclonados
1964).

(Hoge,
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E TIPOS) DE OFIDIOS, RELATADAS NA LITERATURA

B,
Macroerossomos rruﬁfi::;m a$| fumlfr?'mnlm Autores
oo A 3 L. S o = e
(6 M + 14 A) 22 48 Matthey (1931)
16 (10 M + 6 A) ) 46 Matthey (1931)
6 (2m + 14 A) 30 . 48 Nakamura (1933)
16 (10 M + 6 A) 20 | 46 Nakamura (1927, 1928, 1935)
16 (10 M + 6 A) 20) | 46 Nakamura (1929, 1935)
16 (10 M 4+ @& A) 20 | 46 Nakamura (1935)
18 12 M + 4 &) 20 48 Bhatnagar (1961)
6 (2 M + 14 A) 30 48 Nakamura (1935)
H (20 M + 14 A) 2 70 ou 72 Van Brink (1959)
16 oM + 6 A) 20) | 46 Bhatnagar (1960)
B (1o M + 6 A) 24 50 Nakamura (1927, 1928)
4 (24 A) 22 | 46 Bhatnagar (1959)
B(8Mes + 8 A 18 ' 42 Bhatnagar (1960)
B (10 M + 6§ A) 20 46 Matthey (1931)
.- 22 Thatcher (1922)
SSEI0 M 6 L) 20) 46 Matthey (1931), Muldal (1948)
16 (10 M + 6 A) 20 46 Matthey (1931)
ERRI0 M 6 A) 20 46 Matthey (1931)
800 M + & A) 20 46 Nakamura (1935)
(2 M + 22 A) 20 46 Bhatnagar (1960)
{4 M + 18 A) 14 40 Nakamura (1935)
(I0MesS +4A) | 24 48 Nakamura (1935)
(8 M 4+ 8 A) 24 46 Nakamura (1935)
M + 18 A) 20 46 Matthey (1928, 1929, 1931, 1933)
M + 6 A) 20 46 Makino & Momma (1949)
X 20 Kiobel (1962)
M 4+ 6 A) 20 46 Nakamura(1935)
M 4+ 8 A) 20 46 Nakamura (1927, 1935)
M 4+ 6 A) 20 46 Nakamura (1933)
M 4+ B A) 20 46 Nakamura (1935)
fe o Momma (1948), Makino & Momma (1949)
i o Momma (1948), Makino & Momma (1949)
M = Cromossomos metacéntricos
S = Cromossomos submetacéntricos
A = Cromossomos acrocéntiricos
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crocromossomos.  Van Brink (1959) descreven em mitoses de embrides de Natrix

rhombifera 2n 36, com 20 metacéntricos, 14 acrocéntricos e 2 microcromosso-
mos. Bhatnagar (1959, 1960b, 1961) estudou os cariotipos de Oligodon arnensis

2n = 46, com 24 acrocéntricos e 22 microcromossomos, Ptyas mucosus 2n = 54,

|

com & metacentricos e submelacéntricos, 8 acrocéntricos e 18 microcromossomos,
Natrix stolata 2n = 36, com 10 metacéntricos, 6 acrocéntricos e 20 microcromos-
somos e Lycodon aulicus 2n = 30, com 12 metacéntricos, 4 acrocéntricos e 20
Microcromossomos.

Esses dados podem ser resumidos, classificando-se as espécies estudadas pela
formula cromossémica, que compreende o nimero e forma dos cromossomos e pelo
numero fundamental (Matthey, 1949).

1) NF.=46; 2n =34 (6 M+ 2S 4+ 8 A + 18 m), formula apresentada por
Ptyas mucosus, representando M os macrocromossomos metacéntricos, S os sub-

metacéntricos, A os acrocénlricos e m 0S MICrOCTOMOSS0MOS,

2) NJF.=46; 2n = 36 (10 M + 6 A + 20 m), caracleristica da maioria das
espécies de ofidios estudados, cujo numero de base N.B. é 36: Coluber gemo-
nensis; Coronella austriaca: Elaphe climacophora: Elaphe quadrivirgata: Ho-
larchus formosanus: Natrix maura; Natrix natrix; Natrixz stolata: Telescopus

fallax: Zaocys nigromarginatus oshimai.

Y

3). NF. = 46; 2n = 46 (24 A + 22 m), caracteristica de Qligodon arnensis.

4) NF. = 48; 2n = 42 (6 M + 14 A + 22 m), em Malpolon monspessulanus
monspessulanus.

5) NJF. = 48; 2n = 46 (2 M + 14 A + 30 m), apresentado por Macropisto-
don rudis carinatus e Dinodon rufozonatum.

G)IRENES=— bl 2ni= fm‘ (I0 M + 6 A + 24 m), tipica de Natrix tigrina.

7) NF.=T700u 72;: 2n = 36 (20 M 4+ 14 A + 2 m), descrita em Natrix
rhombifera, apresenta N.F. marcadamente diferente e superior ao encontrado

|

em outros ofidios e mesmo em espécies correlatas como Natrix maura. Natrix
natrix e Natrix tigrina, com N.F. de 46 nas duas primeiras espécies e 50 na
ultima. FEssa diferenca parece-nos, pelo menos em parte, devida ao fato dessas
espécies terem sido estudadas s6 na meiose, enquanto que em Natrix rhombi-
fera a determinacao foi baseada no estudo de células mitoticas. Nas células
somaticas, dependendo da técnica, os cromossomos metafasicos apresentam-se
mais distendidos e a estrutura, relativamente mais delicada, permite uma lo-
calizagio mais precisa do centromero. Na meiose é, as vezes, impossivel dis-
tinguir nitidamente a presenca do braco menor num acrocéntrico. engquanto
que na mitose, geralmente, o braco menor ¢ mais evidente. Essa diferenca
pode ser responsavel pela discrepancia do nimero fundamental determinado

em Natrix rhombifera em relacio ao descrito nas outras espécies de Natrix.
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ELAPIDAE

Nakamura (1935) descreveu o cariotipo de Bungarus multicinctus e Naja naja
atra. Na primeira encontrou 2n = 36. com 4 metacéntricos, 18 acrocéntricos e
14 microcromossomos e na segunda 2n = 38, com 6 metacéntricos, 4 submetacén-
tricos, 4 acrocéntricos e 21 microcromossomos. Bhatnagar (1960a) encontrou em
Bungarus caeruleus 2n = 44, com 2 melacénlricos, 22 acrocénlricos e 20 micro-
CTOMOSS0IMos,

Resumindo, as espécies estudadas apresentam as seguintes formulas e niime-
ros fundamentais:

1) NF.=40; 2n = 36 (4 M +°18 A + 14 m), apresentada por Bungarus
multicinetus.

2) NF. =46; 2n =44 (2 M + 22 A + 20 m). em Bungarus caeruleus.

3) NF.=48; 2n =38 (4 M+ 065 4+ 4 A 4+ 24 m), descrita em Naja naja

(rlra.

HYDROPHIDAE

Nakamura (1935) descreven o cariotipo de Laticauda semifasciata, encontran-

do 2n = 38, com § melacénlricos, 6 acrocéntricos ¢ 21 microcromossomos.

1) A formula de Laticauda semifasciata é: N.F. = 463 2n = 38 (8 M + 6
A+ 24 m).

VIPERIDAE

Matthey (1928, 1929), na espermalogénese de Fipera aspis, encontrou 2n = 41,
com 21 macrocromossomos e 20 microcromossomos. De suas preparacoes. conclui
que a formula sexual do macho deveria ser X0, mas em 1931 estudando novas
preparacoes renuncia a essa hipdtese, concluindo que o nimero diploide é de 42,
com < metacéntricos, 18 acrocéntricos e 20 microcromossomos,

Makino e Momma (1949), em Fipera berus sachaliensis, observaram 2n = 36.

com 10 metacéntricos, 6 acrocéntricos e 20 microcromossomos, o que foi confir-
mado por Kdibel (1962), que obzervou um par heteromorfico na fémea,

Nessa familia ocorrem, pois, 2 tipos de f{ormulas:

1) NJF.=46; 2n = 36 (10 M + 6 A + 20 m)., que é a mais comum nos
ofidios, sendo encontrada em Fipera berus.

2) NF.=46; 2n =42 (4 M + 18 A 4+ 20 m), em Fipera aspis.

CROTALIDAE

Nakamura (1927, 1935) descreveu os caridtipos de Agkistrodon halys blom-
hoffi, Aghkistrodon acutus. Trimeresurus mucrosquamatus e Trimeresurus gramineus
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stejnegeri, todas com 2n = 30, com 10 meltacenlricos, 6 acrocentricos e 20 micro-
cromossomos, Makino ¢ Momma (1949) também encontraram em Trimeresurus
flavoviridis ¢ Trimeresurus okinawensis 2n = 30.

1) Todas as CROTALIDAE de cuja constiluicio cromossomica temos conhecimento
apresentam a mesma formula ja citada: NJF. = 46; 2n = 36 (10 M + 6

A + 20 m).

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS — Os ofidios provieram de varias localidades do Brasil, principal-
mente do sul, conforme discriminacdo no textd. Os exemplares classificados e iden-
tificados, apds retirada do material, foram incorporados a Colecao do Instituto
Butantan.

MEIOS DE CULTURA E DROGAS — Para as culturas de sangue usamos o
meio 199 (Difeo) liofilizado ou meio que preparamos com a seguinte composicao:
0,5 g de hidrolisado de caseina; 0,1 g de glutamina; 0,01 g de cloreto de cisteina;
0,025 g de acido ascorbico: 960 ml de soluciao de Earle; 1 ml de solucao de com-
plexo B (0,1% de nicotinamida, 0,19% de cloreto de piridoxina, 0,19 de tiamina,
0,19: de Acido paraaminobenzoéico, 0,19 de pantotenato de caleio, 0,1% de colina
e 0,019 de riboflavina); 1 ml de biotina a 0,19 ; 1 ml de acido folico a 0,19 em
NaHCO, a 2,89. A éste meio adicionou-se 40 ml de vermelho de fenol a 0,05%
em NaHCO, a 0,55%.

Os meios foram esterilizados por filtracio sob pressido, em Seitz EK, distribui-
dos em frascos e mantidos a —20°C. Antes de ser utilizado, acrescentou-se 100 U.IL
de penicilina, 100 ,g de estreptomicina e 20 ;g de micostatina por ml de meio.

Outras drogas utilizadas: Heparina Vitrum, solucdo a 5% contendo 5.000 U.IL
por ml, diluida a 1:25 em meio de cultura; Bacto-Phytohemagglutinin M e P, Difco,
reidratada com Aagua bidestilada: Colecemid Ciba, diluida a 110-4¢ M em agua bi-
destilada.

CULTURA TEMPORARIA DE LEUCOCITOS — Para o estudo dos cromos-
somos nas células somaticas de ofidios desenvolvemos um método baseado no uti-
lizado para os cromossomos humanos (Becak, Becak e Nazareth, 1962a, b; 1963a, b).

Os animais eram sacrificados por inoculacao intracerebral de alcool. O sangue,
coletado com seringa heparinizada (0,1 mg por ml), era transferido para tubo de
ensaio, misturado com fito-hemaglutinina (0,01 ml por ml), mantido em agua ge-
lada por 60 minutos e em seguida centrifugado a 400 rpm, durante 5 minutos. O
plasma, contendo os leucécitos, era misturado ao meio de cultura de modo que
o meio final contivesse 1 a 2%106 células por ml e 30% de plasma. Quando a
ouantidade de plasma era insuficiente, procediamos a nova centrifugacio do sangue
a 2,000 rpm, durante 5 minutos ¢ com o sobrenadante completavamos o volume.
O pH era ajustado a 7,2 com gas carbonico ou solucdao de bicarbonato de sodio a
2%, fazendo-se entao o controle de esterilidade. As culturas eram distribuidas
em aliquotas de 10 ml em tubos de ensaio 15* 16, fechados com rolhas nio tdéxicas,
de latex puro, incubadas a ‘30°C e ajustadas quanto ao pH. As culturas eram
feitas sempre simultineamente em dois ou mais tubos, para contrdle de eventuais
alteracoes in vitro. Apdés 72 horas de incubacao, a atividade mitotica nas culturas
encontrava-se no maximo. Adicionavamos entdo Colecemid na concentracio final
de 1#10=¢% M. Apds um periodo de seis horas, as culturas eram transferidas a
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tubos siliconizados e centrifugadas a 900 rpm, durante cinco minutos. O sobrena-
dante era removido, deixando-se em cada tubo 1 ml de meio, no qual o sedimento
era ressuspenso. A essa suspensao juntavamos 4 ml de agua bidestilada, resul-
tando uma solucio hipoténica na qual as células eram mantidas durante dez mi-
nutos a temperatura ambiente. A suspensiao era centrifugada a 700 rpm durante
cinco minutos, sendo o sobrenadante removido. Ao sedimento era lentamente adi-
cionado 2 a 4 ml de fixador fresco, constituido de trés partes de alcool metilico
e uma parte de acido acético glacial. O material era fixado no minimo durante
uma hora, sendo a seguir ressuspenso com pipeta siliconizada. Apés nova centri-
fugacao a 900 rpm, durante cinco minutos, o sobrenadante era substituido por 0,5
a 1 ml de fixador novo. O material em tubo hermeéticamente arrolhado pode ser
mantido por mais de um meés em geladeira sem alteracao aparente, Ao utiliza-lo
apos certo tempo, porém, o fixador velho deve ser substituido por igual wvolume
de fixador fresco. A suspensao final era gotejada em laminas limpas e previa-
mente imersas em agua destilada gelada. Retirado o excesso de fluido com auxi-
lio de um papel de filtro, as laminas eram ligeiramente aquecidas para secagem
do material, sendo depois submetidas a coloracao.

TECNICA DE ESMAGAMENTO — Para o estudo citogenético das godnadas
e eventualmente de outros tecidos utilizamos um método direto: uma solucio de
colchicina a 0,59 era injetada na serpente, na proporcio de 1 ml por 100 g, por
via subcutinea. Apés 1 a 2 horas o animal era sacrificado, procedendo-se a re-
tirada das gonadas e outros orgaos a serem estudados. O material, cortado em
fragmentos de = 2 mm, era imerso em agua bidestilada gelada, durante 15 mi-
nutos. Apos ésse tratamento hipoténico, a fixacdo era feita numa solucio de
acido acético glacial a 509, durante 15 a 30 minutos. O material fixado era
transferido para laminas limpas, onde era distribuido homogéneamente. As lami-
nas eram cobertas com laminulas siliconizadas 24*32 mm e o material esmagado
por pressao sobre a laminula. Apds selecAo das melhores preparacoes, em micros-
copio de contraste de fase, as laminas eram resfriadas por meio de jatos de gas
carbonico e as laminulas destacadas com ajuda de uma lamina de barbear. A si-
liconizacao prévia das laminulas auxilia a dispersio e achatamento das células,
assim como diminui a adesfo das células as laminulas, quando estas sio destacadas.
As laminas, contendo o material, eram submetidas & coloracio.

INCLUSAO EM PARAFINA — Além dos métodos acima descritos, utilizamos
também as técnicas classicas de cortes histologicos, de material incluido em pa-
rafina. Ceérebro e gonadas eram fixados numa solucdo de Bouin Allen durante
duas horas a 37°C, passados na série de alcoois, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina. Os blocos eram cortados na espessura de 3 e 5 j. € os cortes sub-
metidos a coloraciao.

COLORACAO — Coloragdo sem hidrdlise:

a) Hematoxilina eosina (férmula de Harris) era utilizada para cortes histo-
logicos de gonadas e cérebro.

b) Oreceina acética. Foi o método mais utilizado para o estudo de metéafa-
ses somaticas de células cultivadas. As laminas eram imersas durante 30 minutos
numa solucao de orceina sintética (Merck) a 1%, em Acido acético a 659.. Apods
passagem rapida em d&lcool 95%, éalcool absoluto e toluol, as liminas eram mon-
tadas. KEssa coloracao é satisfatéria para contagem e identificacio dos cromosso-
mos somaticos. Apresenta a vantagem de conservar-se por tempo relativamente
longo; apés dois anos as preparacdes apresentam-se ainda perfeitamente coradas.
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Coloracdo com hidrdolise:

As preparacoes eram hidrolisadas em HCIN a 60°C durante 8 a 10 minutos,
lavadas em dagua destilada gelada e coradas, segundo o objetivo e o tipo de ma-
terial.

a) Azul de toluidina. A formula é constituida de 1 g de azul de toluidina,
0,5 g de carbonato de litio, 75 ml de agua destilada, 20 ml de glicerina e 5 ml de
dlcool etilico a 95%. Apdos coloraciao durante 10 minutos, as laminas eram enxa-
guadas em agua destilada e sécas a temperatura ambiente, durante 10 minutos.
Essa secagem evita a passagem pelo alecool, que retira parte do corante dos cro-
mossomos. Em seguida as laminas eram passadas rapidamente pelo toluol e mon-
tadas. Essa coloracao permite boa resolucio dos cromossomos, mas a descolora-
cao e relativamente rapida.

b) Azul de Unna. Esse corante sob a forma de solucao (R.A.L.-Paris) era
diluido 1:4 em dgua destilada. Coradas durante 10 minutos, as laminas eram sécas
por 10 minutos a temperatura ambiente, passadas em toluol e montadas. Essa
coloracio é delicada e aconselhavel para o estudo morfolégico dos cromossomos,
mas descora rapidamente.

¢) Fucsina basica ou vermelho Magenta. Solucio aquosa a 0,259%. As pre-
paracbes eram coradas durante 1 minuto, lavadas em Agua destilada e sécas a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds passagem pelo toluol, as lAminas
eram montadas. Essa coloracdo é intensa, o que facilita as contagens cromosso-
micas, mas grosseira e por isso foi utilizada s6 excepcionalmente,

d) Giemsa. A féormula que utilizamos contém 0,5 g de Giemsa em p6, 33 ml
de glicerina e 33 ml de metanol. Os recipientes usados devem estar isentos de
umidade a qual alteraria o corante em poucos dias. As preparacoes eram coradas
durante 10 minutos na solucdo préviamente amadurecida por uma semana e filtra-
da. Apos a coloracdo, as laminas eram enxaguadas em Agua corrente, sécas 2
temperatura ambiente por 10 minutos e apds passagem pelo toluol eram monta-
das. Issa coloracio é intensa e excelente para o estudo de material meidtico.
Apoés alguns meses, no entanto, observa-se descoloracio nas preparacoes.

e) Feulgen. As preparacoes eram tratadas durante 90 minutos no reativo
de Schiff amadurecido (1 g de fucsina basica pulverizada (Merck), 200 ml de agua
destilada, 20 ml de HCI normal, 1 g de bissulfito de sodio anidro). Em seguida
as laminas eram passadas em trés banhos (2 minutos cada) de Agua sulfurosa re-
centemente preparada (200 ml de agua destilada, 10 ml de uma solucdo aquosa
a 109 de bissulfito de sddio anidro e 10 ml de HCl normal). Apds desidratacao
em dlcool 909 e absoluto, as laminas eram enxaguadas em toluol e montadas.
Essa técnica é seletiva do ADN e portanto excelente para estudos citogenéticos,
em especial no que se refere a heteropicnose dos cromossomos. A reacdo de Feul-
gen produz coloracio delicada, mas é, as vézes, pouco intensa, o que pode ser com-
pensado com os recursos da microscopia de contraste de fase.

MICROFOTOGRAFIA — O material era examinado ac microscopio, selecio-
nando-se as melhores metafases que eram entdo desenhadas e fotografadas. O
exame oOptico foi realizado em microscopio Zeiss com objetiva de imersdao Neofluar
100> e ocular B». Para as fotografias empregamos um fotomicroscopio Zeiss com
objetiva de imersdo apocromatica 1003, ocular projetiva 3,2, Optovar 1,25%, con-
traste de fase, lampada de mereario, filtro verde VG99 e filme Microfile Kodak
(35 mm). O aumento final nas ampliacoes fotograficas era de aproximadamente
3.000 vézes.
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Apos contagem e andlise dos cromossomos nos desenhos e nas fotografias, as
ampliacoes eram recortadas, os cromossomos dispostos em pares, ordenados em ta-
manho decrescente ¢ montados em cartolina.

MEDIDAS — 0Os cromossomos de ofidios podem ser geralmente clas ificados
em dois grupos. No primeiro, que consideramos como macrocromossomos, 0s Cro-
mssomos caracterizam-se pelo tamanho relativamente grande, o que permite a me-
dida dos seus parametros, sendo facil a disposicio em pares. No segundo grupo,
que consideramos como microcromossomos, estio os que, apesar do gradiente de
tamanho, se caracterizam por terem dimensées muito reduzidas que dificultam a
distincdo entre os mesmos e torna praticamente impossivel a medida de seus pa-
rametros.

A classificacao em macrocromossomos e microcromossomos € faeil, na maior
parte dos caridtipos estudados. No entanto, em certas espécies essa separacio nao
& muito nitida, adotando-se nesses casos um critério arbitrario de classificacao, por
comparaciao com outras espécies.

Para efeito de caracterizacio e pareamento dos cromossomos utilizamos trés
medidas:

A) Comprimento relativo do cromossomo. Percentagem expressa em funciao do
comprimento total dos macrocromossomos duma célula diploide contendo dois
cromossomos Z. s microcromossomos nao foram considerados para efeito de
medicdo devido a seu tamanho reduzido.

comprimento do cromossomo » 200
comprimento total do genoma (2n)

E) Proporciao dos bracos. Relacao de tamanho entre os bracos dos cromossomos.
Varia de 1 a oo, correspondendo 1 a um cromossomo metacéntrico e oo a um
cromossomo que fosse telocéntrico.

comprimento do braco maior
comprimento do braco menor

B

C) Indice centromérico. Obtido pela proporcao do braco curto em relacio ao
comprimento do cromossomo e indica a posicio do centromero. Varia de O
a 0,50 correspondendo 0 a um centromero que fésse terminal e 0,50 a um
centromero absolutamente mediano.

comprimento do braco curto

e T

comprimento do cromossomo

Os dados que constam nas tabelas para cada espécie foram obtidos pela média
aritmética das medidas lineares dos macrocromossomos de 10 metafases somaticas,
em geral, quando possivel de 5 células de macho e 5 células de fémea.

Adotamos o seguinte critério de classificacao morfolégica dos cromossomos:
metacéntrico, mediocéntrico ou com centromero mediano, B < 1,5, C > 0,40; sub-
metacéntrico, submediocéntrico ou com centromero submediano B — 15 a 2,0,
C = 0,33 a 0,40; acrocéntrico ou com centromero subterminal, B =0 2,05 Cae 0,33

Nas espécies que apresentam heteromorfismo dos eromossomos sexuais na fé-
mea, para possibilitar a uniformizacao e comparacao dos indices referentes ao ma-
cho e a fémea, o comprimento relativo dos cromossomos em ambos os sexos foi



46 CONSTITUICAO CROMOSSOMICA E MECANISMO DE DETERMINACAQ
DO SEX0 EM OFIDIOS SUL-AMERICANOS, 1. ASPECTOS CARIOTIFICOS

expresso em funcio do comprimento total dos macrocromossomos de uma célula
dipléide contendo dois Z.

ANALISE CITOLOGICA

Apresentamos a seguir os resultados do estudo cromossémico de vinle espécies
de serpentes das familias BOIDAE, CROTALIDAE ¢ COLUBRIDAE.,

BOIDAE
Boa constrictor amarali (Stull)

O estudo citogenético foi realizado em material obtido de culturas de sangue
de dois machos e trés fémeas: Macho, Cultura n.° 127, sem procedéncia; Macho,
Cultura n.° 294, Colecio I.B. n.” 22,601, procedente de Santa Cruz do Rio Pardo.
Estado de Sao Paulo; Fémea, Cultura n.® 177, sem procedéncia; Fémea, Cultura
n.° 201; Colecao I.B. n.® 21.529; procedente de Barra Bonita, Fstado de Sao
Paulo; Fémea, Cultura n.° 209; Colecio [.B. n.° 21.591, procedente de Nogueira,
Estado de Santa Catarina).

TABELA 2

Numero de cromossomos Total de
Cultura n® Sexo células
35 36 37 contadas
127 Macho 1 26 —_— 27
204 Macho 2 15 -— 17
77 Fémea - (5 - 6
201 Fémea 2 30 — 32
209 Fémea —— 29 - 29
TOLAL 2w weadn 5 106 — 111

Foram selecionadas e examinadas nas preparacbes citologicas 111 metafases
mitéticas, sendo 44 células de machos e 67 de fémeas (Tabela 2). A analise ca-
riotipica demonstrou que nessa espécie, em ambos os sexos, ocorrem 36 cromosso-
mos (Figs. 1. 3). Destes, 16 sio macrocromossomos e 20 sao microcromossomos.
(s macrocromossomos siio facilmente distinguidos em oito pares que foram orde-
nados pelo tamanho e numerados de um a oito. O primeiro, terceiro e quarto
pares apresentam centromero aproximadamente mediano, o segundo par tem o cen-

TABELA 3

Pares de macrocromossomos Ne 1 Ne 21 NMNe 3 Ne 4| Ne 5| N* 6 Ne T| Ne 8
Comprimento relativo (%) ....| 26 21 16 10 9 Kl & 5
Relacfio dos bracos ............ 1,0 1,5 1.1 i k2| 4,2 0,9 6,4 7,0
indice centromérico ............ | 0,49 0,40 0,47| 0,49 0,20 0,16 0,14 0,13
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Legendas das ilustracdes — As fotografias foram obtidas num fotomicroscopio

Zeiss, com objetiva de imersao apocromatica 100 3, ocular 3,2 %, Optovar 1,25
e filtro verde VGY.

As figuras 1 a 68 sao de células somaticas de culturas de sangue (figs. 61 a
65 sio de células somaticas de testiculo), coradas pela Orceina acética ou Giemsa

e fotografadas em contraste de fase. As ampliacoes sao indicadas pela escala em
miecra nas figuras de cada espécie e para cada sexo.

Prancha I — BOIDAE: — Figs. 1-4: Boa constrictor amarali (Jibdia)., Fig. 1: Macho.
Metafase; 2n = 36 cromosscmos. Flg, 2: Macho. Caridotipo com 16 macro-
cromossomos ¢ 20 microcromossomos. Fig, 3: Fémea. Metafase; 2n = 36

cromossomos. Fig., 4: Fémea. Caridtipo com 16 macrocromossomos e 20 mi-
CrOCrOITOSSO0TTIONE,

Figs. 5-6: Boa constrictor constrictor (Jibdia). Fig. 5: Macho. DMetafase;
2n = 36 cromossomos. Fig., 6: Macho. Carioétipo com 16 mAacrocromossomos
e 20 microcromossomos.
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tromero submediano e o quinto, sexto, sélimo e oilavo pares, apresenlam centro-
mero sublerminal (Fiegs, 2. 4). As medidas realizadas pelo eritério ja exposlo
correspondem as médias dos parimetros obtidos de dez metifases mititicas de
machos e de fémeas (Tabela 3).

Pela observacio dos cariotipos e avaliacio quantitativa através das medidas
descritas podemos concluir que aparentemente nio existe em Boa constrictor ama-
rali nenhum par de macrocromossomos morfologicamente distintos, que possam ser

considerados como helerocromossomos, tanto no macho como na f[émea.

Boa constrictor constrictor lLum;wus}

0 estudo dessa subespécie foi baseado num exemplar de sexo masculino: Cul-
tura n.” 246; Colecio I.B. n.° 22.285. procedente de Rondonia, Territorio de
Rondania.

TABELA 4

Niomero de cromossomos -
Total de

Cultura ne =eX0 colulas
= 35 36 = 37 contadas

n

246 Macho _— 19 2 21

Foram analisadas, nas preparacoes obtidas da cultura de sangue, 21 metafa-
ses somaticas (Tabela 4). O cariotipo de Boa constrictor constrictor lem 30 cro-
mossomos (Fig, 5) e ésles apresentam-se quanto a morfologia ¢ medidas, com ca-
racteristicas semelhantes as de Boa constrictor amarali.  Os macrocromossomos sio
em numero de 16 e os microcromossomos em numero de 20, Quando dispostos
e classificados em ordem de tamanho, os macrocromoszomos do primeiro, lerceiro
e quarlo pares apresenlam-se como melacéntricos, os do segundo par como subme-
tacéntricos, e os do quinto, sexto, selimo e oilavo pares como acrocéntricos (lig.
6). Na Tabela 5, constam os indices correspondentes aos tamanhos relaltivos dos
MACTOCTOMOss0mos assim como a proporcao dos bracos e posicio dos cenlromeros,

Nnos macrocromossomaos,

TABELA 5

|
Pares de macrocromossomos | Ne 1| Ne 2| Me 3| Mo 4| Ne 'Erl Ne G| Ne T ] Ne 8§
L= ———— A d il
: . 1 iy | . 2
Comprimento relativo (%) .... 27 21 16 0 9 T G o
Relaclo dos bracos ... ... .... 1.1 1,5 1,2 1,1 3.9 6,0 11,6 9.5
Indice centromérico ............ 0,47 (0,40 0,45 | R 0,21 0,15 (0,51 0,09

Funectes murinus (Linnaeus)

Foram utilizados dois exemplares, um macho e uma fémea: Macho. Cultura

n.* 303: Colecao 1.B. n.° 22.751, ]!}I'fll‘f'lll'lltl' de Colina. Estado de Sao Paulo: Fé-
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mea, Cultura n. 304; Colecio LB, n.° 22,752, procedente de Barretos, LFstado de

Sao Paulo.
TABELA &

MNUmero Jde cromosSsomos | Total de
[

Cultura n® Sex0 g : St células
= 35 36 ~ 37 contadas

303 Macho — 25 — 25

304 Femea — = — b

L L | T ety - - a6 — a6

|

Foram selecionadas 30 células, 28 de macho e 8 de fémea (Tabela 6). Em
ambos 0s sexos o numero diploide é 306, dos quais 16 sio macrocromossomos e 20
microcromossomos (I'igs. 7, 9).  Os macrocromossomos foram ordenados em pares,
dispostos e numerados pela ordem de tamanho. O primeiro, terceiro e quarto
pares sio melacéntricos, o segundo par ¢ submelacéntrico e o quinto, sexto, sétimo
e oitavo pares sio acrocéntricos (figs. 8, 10). Os indices correspondentes ao ta-
manho dos macrocromossomos, relacio de bracos e posicio do centromero constam
da Tabela 7.

TABELA T

|
Pares de cromossomos INe 1] WNe 2| Ne 3] Ne 4| N 5| Ne 6| Ne 7| Ne &8
|._-.. — - - —
Comprimento relativo (%) .... 23 21 16 | 9 0 T [ 6
Relaciio dos bracos ............ 1.1 1.5 d I | | 1.1 3.9 3.8 2,5 2.4
Indice centromérico ............ 0,48 0,40 0,48 | 047 | 021 0,21 0,27 0,30

Na espécie Eunectes murinus, a semelhanca de Boa constrictor, a anilise dos
cariotipos e medidas permite concluir pela nao existéncia, no que se refere aos cro-
mossomos sexuais, de heterocromossomos em nenhum dos sexos,

Epierates cenchria erassus f{:ulw}

FForam escolhidos para estudo cariolipice trés exemplares. sendo um macho
e duas fémeas: Macho, Cultura n.” 232; Colecio [.B. N.° 22,009, procedente de
Sao José dos Campos, Estado de Sio Paulo; Fémea, Cultura n.” 248; Colecao LB,

TABELA &

Numero de cromossomos Total de
Cultura ne® SeM0 celulas
= 33 36 = 37 contadas
232 Macho -— 11 —_— 11
2485 Fémea G - - G
200 Fémea 20 1 32
T oYL o e e s 4 44 1 449
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FPrancha Il — BOIDAE: — Figs. T-10: Kunectes murinug (Sucurfi). Fig. 7: Macho. Mae-
tafase; 2n = 36 cromossomos. Fig., 8: Macho. Cariotipo com 16 macro-
cromossomos e 20 microcromossomos. Fig., 9: Fémea. DMetafase: 2n = 36
cromossomos. Fig, 10: Fémea. Cariotipo com 16 macrocromossomos e 20
Microcromossomaos,

Figs. 11-12: Epicrate: cenchria crassug (Salamanta). Fig. 11: Macho. Me-
tafase; 2n = 36 cromossomos. Fig., 12: Macho. Cariotipo com 16 macro-
cromossomos e 20 microcromossomos,



Mem. Inst. Butantan, WILLY BECAK 511
32:37-78, 1965

n* 22441, procedente da Rodovia BR-29, Estado de Mato Grosso; Fémea, Cultura
n.” 290; Colecio L.B. n.” 22.657, procedente de Jardinopolis, Estado do Parana.

Nas preparagbes citologicas selecionamos 49 células, 11 de macho e 38 de
[émeas (Tabela 8). O namero dipléide é 36, compreendendo 16 macrocromos-
somos e 20 microcromossomos (figs. 11, 13). Os macrocromossomos foram orde-
nados em pares homologos e numerados por ordem de tamanho. A semelhanca
das espécies anleriores, os pares um, trés e qualro tém centromero mediano, o par
dois tem centromero submediano e os pares cinco, seis, sele e ollo apresentam
centromero subterminal (figs. 12, 14). A média dos valores relativos obtidos pela
medida dos macrocromossomos de células masculinas e femininas constam da Ta-
bela 9, Também nessa espécie, assim como nas anleriores, nao foi possivel iden-
tificar, no que se refere & morfologia dos cromossomos sexuais, heteromorfismo,

quer n: f[émea. como no macho.

TABELA 9

Pares de macrocromossomos Ne 1| Ne 2| Ne 3| Ne 4| Ne 5| Ne 6| Ne 7| Ne 8§
Comprimento relativoe (%) .... 26 21 16 9 H T T G
Relacdo dos bracos ............ 1.1 1.5 1,1 1.1 4.4 4.6 3.6 34
Indice centromérico ............ 0,48 0,40 0,48 0,47 0,20 0,19 0,23 0,24

Corallus caninus (Linnaeus)

Para o estudo citogenético foi utilizado um exemplar macho: Cultura n.® 2435;
Colecio 1.B. n.® 22.220, procedente de Cameta, Estado do Para.

TABELA 10

MU T ¢ Cromossomos
Numero .[ .E _{ m. 0S50MOS Total de
Cultura ne | =eX0 5 celulas
=43 44 = 45 contadas
243 Macho —_— 16 — 16

Foram selecionadas nas preparacoes citologicas 16 células (Tabela 10), que
revelaram, diferentemente das espécies de BOIDAE anteriormente descritas, nu-
mero diploide de 44 cromossomos (fig. 15). Quando dispostos em ordem de
tamanho, os 24 maiores foram por nos considerados como macrocromossomos,
sendo ésles ordenados em pares.  Os outros 20 foram agrupados como microcro-
mossomos,  Caracleristicamenle nessa espécie, lodos 0s macrocromossomos sio acro-
centricos (fig, 16). O comprimento relativo dozs macrocromossomos, a proporcao

dos bracos e os indices centroméricos constam da Tabela 11.
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Prancha II] — BOIDAE: - Figs. 13-14: Epicrates cenchria crassus (Salamanta). Fig., 13:
Fémea, Metafase; 2n = 36 cromossomos, Fig., 14: Fémea. Cariotipo com

16 mMacrocromossomaos ¢ 20 microcromossomos.

Figs., 15-16: Corallus caninus (Cobra papagaio). Fig. 15: Macho. Meta-
fase; 2n = 44 cromossomos. Flg. 16: Macho. Carldtipo com 24 macro-
Cromossomos e 20 microcromossomos,



el ]

Mem. Inst. Butantan, WILLY BECAK 53

32:37-78, 1965

[nfelizmente, nao conseguimos obler exemplares do sexo feminino, ndo sendo,
assim, possivel tirar conclusoes definitivas no que se refere aos cromossomos sexuais
e sua morfologia em Corallus caninus.

TABELA 11
Pares de To 0 I nTe r 7 T
R e R Ne 1 |Ne 2 |Ne3|Ned4|Ne5|Ne6|NeT|Ne 8|Ne 9|Ne10|Ne 11 | N+ 12
Comprimento relati-
voii(% ) Slaiais 14 |13 12 0 5 8 3 T T 5 5] 4
Relacio dos bracos| 98 (139 | 89 | 4,0 8,7 e | 3.7 |'31 4,1 3,1 25 2,6
Indice centromérico| 0,10| 0,09 0,10| 0,21} 0,11 | 0,19 | 0,24 | 0,26 | 0,24 0,26 0,29 0,29

CROTALIDAE

Bothrops jararaca (Wied)

Foram utilizados um macho e trés {émeas para o estudo citogenético: Macho,
Cultura n. 233: Colecio I.B. n.° 22.010; procedente de Canoinhas, Estado de
Santa Catarina; Fémea, Cultura n.° 188, sem procedéncia; Fémea, Cultura n.° 221;
procedente de Sorocaba, Estado de Sio Paulo; Fémea, Cultura n.® 234: Colecio
I.LB. n® 22.032; procedente de Canoinhas, Estado de Santa Catarina.

TABELA 12

NOmero de cromossomos
Total de
Cultura ne Sexo células
= 85 36 = 37 contadas
233 Macho 5 35 3 41
158 Fémea —_ 31 — J1
221 Fémea 1 14 — 15
234 Fémea 3 10 1 14
A Iy o ) oo H RS o R 9 a0 4 101

Foram analisadas 101 células, 41 de machos e 60 de fémeas (Tabela 12).
() cariotipo apresenta em ambos os sexos 2n = 36 (figs. 17, 19). dos quais 16
sao macrocromossomos ¢ 20 sao microcromossomos, s 16 macrocromossomos do
macho sio facilmente dispostos em oito pares. Os pares um, trés e quatro apre-
sentam centromero mediano, os pares dois, cinco e sele lém centromero submedia-
Na fémea,
14 dos macrocromossomos correspondem aos sete pares um, dois, trés, cinco, seis,
(s dois macrocromossomos que restam diferem

no e 0s pares seis e oito apresentam cenlromero subterminal (fig. 18).

sete ¢ oito encontrados no macho.
morfologicamente entre si, tendo um déles as caracteristicas do metacéntrico nu-
mero quatro encontrado no macho, enquanto que o outro € menor, equivalendo em
Aléem disso, a posigao relativa
do seu centromero é diferente, localizando-se subterminalmente (fig. 20).

|.{I.I'If]:]|'l]lif.iI aos cromossomos dos pares sels e sele.

A constincia désse aspecto em todas as células femininas permite-nos concluir
que em Bothrops jararaca o par ntimero quatro é constituido, na fémea, de hetero-
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o4
cromossomos e que o mecanismo de determinagio do sexo nessa espécie € macho-ZZ;
[émea-ZW, sendo, portanto, a fémea helerogamética. O fato do cromossomo W,
que aparece somente na fémea heterogamética, apresentar 7/10 do tamanho do Z,
facilita a identificacdo citologica dos cromossomos sexuais.

As medidas que caracterizam os cromossomos dessa espécie foram obtidas pelo
critério ja descrito, mas, para possibilitar a comparacio do macho e fémea, o com-
primento relativo dos cromossomos em ambos os sexos, fol expresso em funcao do
comprimento total dos macrocromossomos duma celula diploide contendo dois Z.
As medidas realizadas encontram-se na Tabela 13.

TABELA 13
Ne 4
i Il Ne 1| Ne 2| Ne 3 Ne 5| No 6| Ne 7| Ne 8
MAacCrocromossoimos z “r
Comprimento relativo (%) | 26 21 15 10 T ba] T T o
Relacao dos bracos 1.1 i ks 1.2 1,1 3.5 1,6 A 1.5 23
Indice centromeérico .. 0,45 0,40 0,47 0,458 0,23 0,39 (0,29 0,41 0,31

( Linnaeus)

Bothrops atrox

ara o estudo citogenético foram utihzados dois exemplares, um macho e um:
B tudo citogenético | tilizados d I | 1
fémea: Macho, Cultura n.” 235; Colecao 1.B. n.® 22.033; procedente de Sanlo
Anastacio, Estado de Sao Paulo; Fémea, Cultura n.° 265; Colecdo I.B. n.® 22.561;
procedente de Araraquara, Estado de Sio Paulo.

TABELA 14

Numero de cromossomos Total de
Cultura n« Sexo células
= 39 36 = 37 contadas

23D Macho 51 51 - oG

265 Fémea -— 11 —- 11

LOLAL B e a b ata winis AL T 51 62 —_— 67

FForam analisadas 67 células, 56 de

macho e 11 de fémea (Tabela 14).

()=

cariotipos em ambos os sexos apresentam niamero diploide igual a 36 (figs. 23,
25), dos quais 16 sdao macrocromossomos e 20 sao microcromossomos. Dispon-
do-se, no macho, os macrocromossomos homélogos em pares e ordenando-os pelo
tamanho, observou-se que o primeiro, terceiro, quarlo e sélimo pares sio melacen-
tricos, o segundo, quinto e oitavo pares sao submetacentricos e o sexto par & acro-
céntrico (fig. 24). Nas células femininas o aspecto geral do caridtipo ¢ semelhante.
Sele pares (primeiro, segundo, terceiro, quinto, sexto, sélimo e oilavo) correspon-
dem aos do macho. No enlanto, em todas as células restam dois macrocromos-
somos diferentes.

macha.

Um déles é metacéntrico, semelhante ao do quarte par do
O outro é menor, equivalendo em tamanho aos cromossomos dos pares
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CROTALIDAE: — Figs. 17-20: Bothrops jararaca (Jararaca). Fig. 17: Ma-
cho, Metafase; 2n = 36 cromossomos. Fig. 18: Macho. Caridtipo com 16
macrocromossomos e 20 microcromossomos. O quarto par & constituldo de
Cromossomos sexuais metacéntricos ZZ.

Fig. 19: Fémea. Metafase, 2n = 35 cromossomos. Fig. 20: Fémea. Ca-
riotipo com 16 macrocromossomos ¢ 20 microeromossomos. O quarto par é
constituido de cromossomos sexuais heteromdrficos ZW, sendo o Z meta-
céntrico e o W acrocéntrico e menor.

Figs., 21-22: Bolhrops allernatus (Uruti). Fig. 21: Fémea. DMetalase; 2n
26 cromossomos. Fig, 22: Fémea. Caridotipo com 16 macrocromossomos ¢
20 microcromossomos. 05 cromossomos sexuals heteromarficos ZW, corres-
pondem ao par numero quatro.
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Prancha ¥V — CROTALIDAE: —- Figs. 23-26: Bothrops atrox (Calcaca). Flg. 23: Macho.
Metafase; 2n = 36 cromossomos, Fig, 24: Macho. Caridgtipo com 16 macro-
cromogsomos e 20 microcromossomos. Os cromossomos sexuais ZZ, corres-
pondem ao quarto par. Flg., 25: Fémea. DMetAfase; 2n = 36 cromossomos.

Fig. 26: Fémea. Carliotipo com 16 macrocromossomos e 20 microeromosso-
mos. O quarto par & constituido de cromossomos sexuais heteromarficos ZW.

Flgs. 27-28: Rothrops pradoi. Fig, 27: Fémea. Metafase; 2n = 36 cromos-
mossomos. Fig., 28: Fémea. Cariolipo com 16 macrocromossomos e 20 mi-
crocromossomos. O par namero quatro ¢é constituideo de cromossomos se-
xuals heteromorficos ZW.




Mem. Inst, Butantan, WILLY BECAK 57
32:37-785, 1965

seis e sele, e tem o cenlromero subterminal (fig. 26). FEsse aspecto permitiu con-
cluir que, a semelhanca de Bothrops jararaca, o quarlo par corresponde aos cro-
mossomos sexuais e que ésles sao homomarficos no macho (ZZ) e heteromorficos
na fémea (ZW).

As medidas relativas e indices dos macrocromossomos constam da Tabela 15.

TABELA 15

Ne 4
Pares de Ne 1 Ne 2 MNe 3 Me 5| Ne 6 Ne 7 MNe 8
Macrocromossomos A W
Comprimento relativo (%) 26 21 15 10 [ 5 7 T i
Relacio dos bracos ...... 11 1,6 1.1 1,1 2.4 1.6 2.4 1.3 1.6
Indice centromérico ...... _ 0,45 0,39 0,47 0,47 0,29 0,40 0,30 0,44 0,39

Bothrops alternatus Duméril, Bibron e Dumeéril
0 estudo citogenético foi realizado num exemplar do sexo feminino: Cultura
n.? 354; Colecio 1.B. n.° 22.913; procedente de Bebedouro, Estado de Sao Paulo.

TABELA 16

Numero de cromossomos
Total de
Cultura n+* SEX0 celulas
= 39 36 = 37 contadas
a54 Fémea D 12 — 14

Foram selecionadas 14 ceélulas (Tabela 16), tendo sido determinado que o
naumero diploide dessa espécie ¢ 30 (fig., 21). Destes, 10 sio macrocromossomos
¢ 20 sio microcromossomos. (s macrocromossomos, quando dispostos em pares,
constituem sete pares de homologos, restando dois elementos diferentes.  Um désses é
o quarto em ordem de tamanho, tendo o centréomero mediano., enquanto que o ou-
tro ¢ menor e lem centromero mais lerminal. Por analogia com as oulras espeé-
cies estudadas. do género Bothrops, esse par foi considerado como de cro-
mossomos sexuais, heteromorfos, na fémea (ZW). Quanto aos oulros, o primeiro.
lerceiro e quinto pares apresentam centromero mediano, o segundo e sélimo teém
centromero submediano e o sexto e oitavo tém centromero subterminal (fig, 22).

Na Tabela 17 constam o comprimento relativo dos macrocromossomos, a pro-
porcio dos seus bragos e os indices centroméricos.

TABELA 17

Ne 4
Pares de Ne 1| Mo 2| Ne 3 Ne 5| Ne 6| Ne 7| Nv 8
MAaCrocromaossomaos 7 W
Comprimento relativo (%) 23 20 14 11 6 4 8 = (&
Relacfio dos bracos ...... 1,0 1,6 1,0 1,0 2.7 1,3 33 1,6 =21
Indice centromérico ...... 0,20 0,39 0,50 0,50 0,27 0,43 0,23 0,38 0,33
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Bothrops jararacussu Lacerda

Foram utilizados dois exemplares, sendo um macho e uma [émea: Macho,
Cultura n.® 277; Colecao I.B. n.? 22.605; procedente de Araguaia, listado do Is-
pirito Santo; Fémea, Cultura n.° 444; Colecio I.B. n.° 23.457; procedente de
Piraju, Estado de Sao Paulo.

TABELA 18

Niumero de cromossomos Total de
Cultura n¢* Sexo = células
= 35 36 = 37 contadas

27T Macho — 12 — 12

444 Fémea - 13 —_ 13

Total .....on00vess == o5 At 25

Foram selecionadas 25 metafases somaticas oblidas em culturas temporarias
de leucécitos, 12 de macho e 13 de fémea (Tabela 18). O nimero diploide nos
cariotipos é 36, sendo 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos (figs. 29, 31).
Os macrocromossomos foram dispostos em pares e ordenados em tamanho decres-
cente. No macho, os pares um, trés e quatro sdo melacénlricos, os pares dois,
cinco, sete e oito submetacéntricos e o par seis é acrocéntrico (fig. 30). Na fémea
observamos correspondéncia dos pares um, trés, cinco, seis, sele e oito com os do
macho. Os dois cromossomos restantes diferem entre si pelo tamanho e posigio
do centrémero. O maior ocupa o quarte lugar em ordem de tamanho, como os
do quarto par do macho. O menor corresponde em tamanho aos do oitavo par
e tem centromero subterminal (fig. 32). Analogamente as outras espécies de
Bothrops. concluimos que o quarto par de Bothrops jararacussu é conslituido
de cromossomos sexuais. No macho, que é o sexo homogameético, os dois meta-
céntricos correspondem aos dois ZZ; na fémea, que é sexo heterogamético, o me-
tacéntrico impar corresponde ao Z e o acrocéntrico impar ao W,

As meédias dos comprimentos relativos dos macrocromossomos, assim como as
relagoes entre seus bragos e os indices centroméricos, sio apresentados na Ta-

bela 19,

TABELA 19

| No 4
Pares de No 1F Me 2| Ne 3 Ne 5] Ne 6| Ne 7| IN* B
MACrocromossomos A W
Comprimento relativo (%) 26 20 15 10 G 9 8 T G
Relaciio dos bracos ...... 1.1 1,6 1.1 d b b 21 1,6 2.4 1.7 t 130
Indice centromérico ...... 0,45 0,38 0,47 0,47 0,32 0,358 0,30 0,39 0,36
I
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Prancha VI — CROTALIDAE: — Figs., 29-32: Bolthrops jararacussu (Jararacucu). Fig, 29:

Macho. Metafase:; 2n = 36 cromossomos. Fig., 30: Macho. Caridtipo com
16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. 08 cromossomos sexuais ZZ,
correspondem ao quarto par. Fig. 31: Fémea. Metafase; 2n = 36 cromos-
somos. Fig. 32: Fémea. Cariotipo com 16 macrocromossomos e 20 micro-
cromossomos, 0s  cromossomos  sexuals heteromaorficos ZW, correspondem
a0 par numero quatro.
Figs. 33-34: Bothrops insularis (Jararaca ilhéa), Fig., 33: Intersexo. DMetd-
fase: 2n = 36 cromossomos. Fig, 34: Intersexo. Caridotipo com 16 macro-
cromossomos e 20 microcromossomos. O par namero quatro é constituido
de cromossomos sexuals heteromorficos ZW.
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Bothrops pradoi (Hoge)

IFoi estudado um exemplar do sexo feminino: Cultura n.® 372: Colecio L.B.
n.” 22.941; procedente de Colatina, Estado do Espirito Santo.
TABELA 20

Total de

Cultura ne Sex0 ot 424 = o células
= 35 36 = 37 contadas

Numero de cromossomos

372 Fémea 3

27 ! 1 31
|

|
— . —

Foram analisadas 31 metafases (Tabela 20). O nimero diploide é 30, com-
preendendo 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos (fig, 27). 0= macro-
cromossomos, ordenados pelo tamanho, foram dispostos em sele pares, restando
dois cromossomos diferentes.  Déstes, o maior, que ocupa o quarto lugar em or-
dem de tamanho. tem centromero mediano e corresponde, por analogia ds oulras
l"'."[“]":'(.'il"?l {i{' ..l'j ﬂf.lif i j” s, 40 :I'I:. {} {]llrri]._ E]lll! {‘Ul'l'l"‘.';}lﬂ'lllll‘ A0 Cromos=0I1mno Fl’x“ill
W. tem o centromero mais lerminal, é menor, equivalendo em tamanho aos dosz
pares sete e oito. (s oulros macrocromossomos foram classificados quanto a po-
sicio do centromero da seguinte maneira: o primeiro, terceiro, quinto e seétimo
pares, lém centromero mediano, o segundo e sexlo pares apresentam cenlromero
submediano e o oitavo par tem centromero subterminal (fig. 28).

Na Tabela 21 constam os indices relerentes as medidas dos macrocromosso-
mos e a posicao do cenlromero.

TABELA 21

Ne 4
i P L] ] ' ] —_— - . -
Pares de Ne 1 Ne 21 Ne 3 | | We 5] N 8] Ne 7| N+ 8
MAaCrocromaossomaos 7 W | 1
s A ke LD e | N 5 | e = L b
| k|
Comprimento relativo (%) 26 21 w15 10 | (& ] = i 6
RelacAo dos bracos ...... 1,0 1,6 a1y || akal 3,9 1,2 1,5 1,2 2.2
Indice centromérico ...... 0,49 0,35 0,49 i' 0,45 0,24 0,46 0,36 0,46 0,31
| .

Bothrops insularis ( Amaral)

O estudo foi realizado num exemplar intersexuado, no qual observou-se. além
da presenca de ovirios, bilateralmente, a existéncia de um hemipénis do lado di-
reito ¢ um hemipénis rudimentar do lado esquerdo: Cultura n.° 241: Colegao 1.D.
n." 22.190; procedente da Ilha da Queimada Grande, Estado de Siao Paulo,

TABELA 22

Namero de cromossomos
- Total de

Cultura ne SeX0 células
= 35 36 = 37 contadas

241 Intersexo i 18 1 25
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Para o estudo citogenético selecionamos 25 metafases mitoticas (Tabela 22),
() numero diploide encontrado foi 36, compreendendo 16 macrocromossomos e 20
microcromossomos (fig. 33). Ao dispor-se 0s macrocromossomos em pares oblive-
mos sele pares de homdlogos e dois cromossomos diferentes, Désles, o maior é
metacéntrico e ocupa o quarto lugar em ordem de tamanho. O outro é acrocén-
trico e menor. equivalendo em tamanho aos do sélimo par. O primeiro e o ter-
ceiro pares sio também metacéntricos, o segundo, quinto e sélimo pares sio sub-
melacénlricos e o s=exto e oilavo pares, acroceéntricos (fie, 31). A andlise e a
comparacio com os cariotipos das outras espécies do género Bothrops permitiu
concluir que os dois cromossomos diferentes sio o Z ¢ o W. 0O heteromorfismo
dos cromossomos sexuais nas oulras espécies do género Bothrops 6 foi encon-
trado no sexo feminino. Portanto, apesar de que nio livemos a oportunidade de
analisar os caridtipos do macho e fémea normais de Bothrops insularis, podemos
concluir que essa serpente classificada por Hoge e col. (1959) como intersexunada
¢, =ob o ponto de vista cromossomico, uma fémea normal.

()s parametros referentes ao comprimento relativo dos macrocromossomos, pro-

porc¢io dos bragos e indice centromérico encontram-se na Tabela 23.

TABELA 23

f Nv 4 | l
3 % 3 e ——— ——
L Ne 1| No 2| Ne 3 r Ne 5| Ne 6| Ne 7| Ne 8

macrocromaossomos | 7 W | |
el e ] IS | G S [P | (R | e | L
Comprimento relativo (%) | 25 21 15 10 1 9 8 | T &
Relacio dos bracos ...... 1,1 1.7 1,3 1,2 2,3 1,5 28 | 20 2.3
Indice centromérico ...... 0,48 0,37 0,45 0,46 0,31 0,40 0,27 | 0,35 0,31

|

Crotalus durissus terrificus (Laurentius)

Para o estudo citogenético [oram utilizados quatro exemplares, dois machos
¢ duas fémeas: Macho, Cultura n.° 273: Colecao LB. n.* 22.585; procedente de
Sdao José do Curralinhe, Fstado de Sio Paulo; Macho, Cultura n.® 274: Colecio
[.B. n.® 22.591: procedente de Alfenas, Estado de Minas Gerais; Fémea., Cultura
n.? 315; Colecio I.B. n.° 22,762 procedente de Araraquara, Lstado de Siao Paulo:
I'émea, Cultura n.° 328: Colecio LB. n. 22.793; procedente de Itapelininga,

. ¢ s ] | &4,
Istado de Sao Paulo.
TABELA 24

Numero de cromossomos Total de
Cultura ne Sexo i =1 células
. = 5D Si = 37 contadas
|
—_— = e ——— s = = — _! —. = — —

273 Macho — 10 - 10
274 Macho - — 15 ; — 15
315 Fémea I 1 3 . - 4
325 Fémea — 10 - - - 10
LAl s e 1 35 _ e 39
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Prancha VII — CROTALIDAE: — Flgs. 35-38: Crolalus durissus terrificus {(Cascavel). Fig.

4a: Macho, DMetafase; 2n = 36 cromossomos. Fig., 36: Macho. Cariotipo
com 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. 085 cromossomos  se-
Xuals ZZ, correspondem ao par numero quatro. Flg. 37: Fémea. Meti-
fase; 2n = 36 cromossomos. Fig, 38: Fémea. Carlotipo com 16 macro-
cromossomos e 20 microcromossomos. 08 cromossomos sexuais heteromdar-
ficos ZW, correspondem ao par namero quatro.
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Foram selecionadas 39 células, 25 de machos e 14 de fémeas (Tabela 24).
Em ambos os sexos o caridtipo apresenta 2n = 30, dos quais 16 sio macrocromos-
somos e 20 sao microcromossomos (figs. 35, 37). Os 16 macrocromossomos fo-
ram dispostos em oilo pares, dos quais no macho os pares um, trés e quatro sio
metacentricos, os pares dois, cinco e sele sdo submelacénlricos e os pares seis e
oito sdo acrocéntricos (fig. 30). Na [émea, 14 dos macrocromossomos correspon-
dem aos pares um, dois, trés, cinco, seis, sete e oito do macho. s dois que
restam sao diferentes entre si, tendo um déles as caracteristicas do niimero quatro
do macho enquanto que o outro tem centromero mais terminal e é menor, equi-
valendo em tamanho aos cromossomos do par nimero oito (fig. 38).

Por ésse aspecto. foi possivel concluir que o par niimero quatro, constituido
de heterocromossomos na fémea, corresponde aos cromossomos sexuais, Portanto,
também em Crotalus durissus terrificus o macho é homogamético com complemento
sexual ZZ e a féemea helerogamética com complemento sexual ZW.

Na tabela 25 constam indices referentes ao comprimento relativo dos macro-
cromossomos, relacao de bracos e os indices centroméricos.

TABELA 25

N 4
Pares de Ne 1| Ne 2| Ne 3 Ne 5| Ne 6| Ne7| Ne 8
Macrocromossomaos 7 W
Comprimento relativo (%) 26 21 15 10 & D T T 6
Relacio dos bracos ...... 1,1 1,6 1,0 1,2 2.2 1,6 2.6 | 1.5 22
Indice centromérico ...... 0,49 0,39 0,49 0,45 0,31 0,39 0,28 0,40 0,31
COLUBRIDAE

Spilotes pullatus anomalepis DBocourt

Para o estudo citogenético foram utilizados quatro exemplares. dois machos
e duas femeas: Macho, Cultura n.® 299; Colecdo 1.B. n.® 22.685: procedente de
Paranagud, Estado do Parana; Macho., Cultura n.® 397; Colecio LB. n.° 23.133:
procedente de Antonina, Estado do Parani; Fémea, Cultura n.” 313; Colecio I.B.
n.° 22.781; procedente de Cornélio Procépio, Estado do Parani: Fémea, Cultura
n. 322; Colecio [.B. n.° 22.794; procedente de Laranjeiras do Sul, Estado do
Parana.

TABELA 26

Namero de cromossomos
Total de
Cultura nv Sexo . células
=35 36 = 37 | contadas
209 Macho 2 as e 40
397 Macho - - 16 — 16
313 Fémea — 40 2 42
3292 Fémea 4 14 1 19
by w ) o B B R e 6 108 3 117
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Foram analisadas 117 celulas, 56 de machos ¢ 61 de fémeas (Tabela 26).
Em ambos os sexos o numero diploide ¢ 36. sendo 16 macrocromossomos e 20
microcromossomos (figs, 39, 41). No macho, os pares de cromossomos um, trés,
gquatro e cinco sao mediocéntricos, os pares dois, sete e oito lém centromero sub-
mediano e o par seis apresenta centrémero subterminal (fig, 40),

Na fémea foram encontrados os mesmos cromossomos com excecdo do quarto
par. Em lugar de um par de mediocéntricos foram encontrados dois cromossomos
de tamanho igual, cuja posicio do centromero era. no entanto. diferente. Um
désses era, a semelhanca do quarto par do macho, mediocéntrico, enquanto que o
outro apresentava centromero subterminal (fig. 42). Esse aspecto constantemente
encontrado nos caridtipos, permitiu concluir que o quarto par, heteromorfo na fé-
mea, representa os cromossomos sexuais, sendo o Z melacéntrico e o W acrocén-
trico, de tamanhos semelhantes.

As medidas relativas dos macrocromossomos., assim como os indices centro-
mericos sao apresentados na Tabela 27.

TABELA 27

MNe 4
Pares de
hq.lll J1 i o ® T

macrocromossomaos e [ | RO o W INZ: [ SEVRRRH IR | FINOR B
P _-.._I_-_._._._. i A ~ P D Ul M R B TR
Comprimento relativo (%) 26 22 15 9 0 8 | T G
Relacfo dos bracos ...... 1,0 1.9 1.1 1,0 2.8 1.3 3.5 1.5 1.6
Indice centromérico ...... 0,50 0,35 0,49 0,50 0,27 0,44 0,22 0,40 0,39

Spilotes pullatus maculatus Amaral

T # m s Je o - = *

Nessa subespécie a andlise cromossomica foi realizada num exemplar do sexo
feminino: Cultura n.” 385; Colecio LB. n.° 23.032; procedente de Cananéia, Es-
tado de Sao Paulo.

TABELA 28

Numero de cromossomos
AL Joi Total de
Cultura ne Sexo 3 células
= 35 36 =37 contadas
385 Fémea 1 9 —— 10

Foram selecionadas 10 metafases somaticas (Tabela 28). O caridtipo de Spi-
lotes pullatus maculatus tem 36 cromossomos (fig. 43) e éstes apresentam-se quan-
to a morfologia e medidas com caracteristicas semelhantes as de Spilotes pullatus
anomalepis. s macrocromossomos sdo em nimero de 16 e os microcromossomos
em numero de 20. Quando classificados por ordem de tamanho, o primeiro. ter-
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ceiro e quinto pares apresenlam-se como melaceéntricos, o segundo, =élimo e oilavo
pares sio submetacéntricos e o sexto par é acrocéntrico. Na fémea o quarto par
¢ formado por um metacéntrico e um ecromossomo de igual tamanho, acrocéntrico
(fig. 44). Concluimos, por analogia com a outra subespécie, que a fémea é o sexo
heterogamélico e que o quarlo par é constituido de cromossomos sexuais, sendo
o Z melacéntrico e o W acrocéntrico,

A Tabela 29 apresenta os valores relativos encontrados para os comprimentos
dos macrocromossomos ¢ os indices centroméricos,

TABELA 29

MNe 4
PN T,
Pares de Ne 1 Ne 2 Ne 3 MNe 5 MNe 6 e 7 INe B
mMacrocromossomaos 2 W
Comprimento relativo (%) 24 22 16 9 9 ot 8 el 6
Relacio dos bracos ...... 1,0 1,6 1,0 1,0 l 2.6 1.5 33 1.9 1,8
Indice centromérico ..... - 0,49 0,39 0,50 0,50 0,28 0,41 0,23 0,35 0,36

Philodryas olfersii olfersii (Lichtenstein)

Foram estudados dois exemplares, um macho e uma fémea: Macho, Cultura
n.” 427; Cole¢io LB. n.® 23.361; procedente de Taubaté, Estado de Sio Paulo:

Fémea, Cultura n.® 358: sem procedéncia,

TABELA 30

Numero de crom n*l.a'.&.f}rn{?ﬂ_ e Total de
Cultura ne Sexo células
= 35 36 = 37 contadas
427 Macho —_ 5 - o
358 Fémea 2 14 . — 16
ot s 2 19 { - 21
|

Selecionamos 21 melafases somaticas, 5 do macho e 16 da fémea (Tabela 30).
Em ambos o0s sexos o numero diploide ¢ 36, macrocromossomos em ntimero de 10
e microcromossomos em numero de 20 (figs. 45, 47). Os macrocromossomos fo-
ram dispostos em pares de homologos e ordenados pelo tamanho. A semelhanca
do que observamos no género Spilotes, também nessa espécie, no macho o
primeiro, terceiro, quarto e quinto pares de macrocromossomos sio metacéntricos,
o segundo, sélimo e oilavo pares sao submetacéntricos e o sexto par & constituido
de acrocéntricos (fig. 46). Na f[émea verificamos existir concordancia com o
macho quanto ao tamanho e morfologia do primeiro, segundo, terceiro, quinto,
sexto, sélimo e oilavo pares. Ao invés de um par de homdlogos iguais, no quarto

par, enconlramos dois cromossomos semelhantes no tamanho, sendo, porém, um
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Prancha VIII — COLUBRIDAE: — Figs, 39-42: Spiloles pullatus anomalepis (Caninana).

Fig. 39: Macho. Metifase; 2n = 36 cromossomos., Filg. 40: Macho. Ca-

riotipo com 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. 085 cromosso-
mos sexualis metacéntricos ZZ, correspondem ao par numero quatro. Fig.

41: Fémea., Metalase; 2n = 36 cromossomos. Flg, 42: Fémea. Carlo-

tipo com 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. O8% cromossomos
sexuals heteromoarficos ZW, correspondem ao par namero quatro, sendo
0 Z metacéntrico e 0o W acrocéntrico, do mesmo tamanho.

Figs., 43-44: Spilotes pullatus maculatus (Caninana). Flg. 43: Fémea.
Metafase; 2n = 36 cromossomos. Fig, 44: Fémea., Carldtipo com 16
macromossomos e 20 micromossomos. O quarto par ¢é constituldo de

cromossomos sexuais heteromorficos, ZW.
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Prancha IX — COLUBRIDAE: — Figs. 45-48: Philodryas olfersii olfergii (Cobra verde).
Fig. 45: Macho. DMetafase; 2n = 36 cromossomos. Fig. 46: Macho. Ca-

riotipo com 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. 085 cromosso-
mos sexuais ZZ, correspondem ao quarto par. Fig., 47: Fémea. Metaflase;
2n = 36 cromossomos. Fig., 48: Fémea. Caridotipo ecom 16 macrocromos-
somos e 20 microcromossomos. 05 cremossomos sexualis heteromdarficos ZW,
(‘ﬂ[‘l‘l,,"H|,‘lLll1|:iL"l1‘l iy [rerp” m]m:.?rn l,'|u:_'|tt'{].

Figs. 49-30: Dryadophiz bifossatus bifossatns (Jararacucu do brejo). Fig.
49: Macho. Metafase; 2n = 36 cromossomos. Flg, 50: Macho. Caridotipo
com 16 macrocromossomos ¢ 20 microcromossomos. Of5 Cromossomos  se-
xuais ZZ, correspondem ao par niamero gquatro.
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déles metacéntrico como o do macho e o outro acrocéntrico (fig. 48). Portanto,
no macho, que é o sexo homogamético, o quarto par é constituido de cromossomos
sexuais 27 e na [émea, que é o sexo heterogamético, o quarto par é formado por
um metacéntrico 7 e um acrocéntrico W,

Na tabela 31 sdo apresentadas as médias encontradas para o comprimento
relativo dos macrocromossomos, a relacio de bracos dos mesmos e os indices cen-

[romericos.

TABELA 31

No 4 ,
3 AT I
Earceics Ne 1| Ne 2| No 3 Ne 5| N¢ 6 Ne 7| Ne 8
MAacrocromossomos 7 W
Comprimento relativo (%) 24 20} 15 12 11 10 | T | G
Relacio dos bracos ...... 1,0 1.5 11 | 14 16,6 LIS . T 1,6 1.8
Indice centromérico ...... 0,49 0,40 0,49 | 0,42 0,08 044 | 0,13 0,38 0,36
| |

Dryadophis bifossatus bifossatus (Raddi)

A pesquisa citogenética foi realizada em trés exemplares, dois machos e uma
fémea: Macho, Cultura n.” 352; Cole¢io I.B. n.® 22.911; procedente de Cacapava,
Estado de Sao Paulo; Macho, Cultura n.® 425; Colecio I.B. n.° 23.353; proce-
dente de Juiz de Fora, Estado de Minas Gerais; Fémea, Cultura n.® 386: Coleciio
I.LB. n.* 23.044: procedente de Uberlindia, Estado de Minas Gerais.

TABELA 32

?«-umffrn m; Cromaossomos Total de
Cultura ne® Sexo | eélulas
=35 36 = 37 contadas

352 Macho - o — s

425 Macho e T — i

386 Fémea 1 5 1 10

A W TRk S e 1 23 1 25

Selecionamos 25 metafases, 10 de [émea e 15 de macho (Tabela 32). 0O
numero dipléide ¢ 36. macrocromossomos em nimero de 16 e microcromossomos
em numero de 20 (figs, 49, 51). O primeiro, terceiro, quarto, quinlo, sexto e seé-
timo pares de macrocromossomos siao melacéntricos e o =egundo e oitavo pares
sio submetacentricos (fig. 50).

Na fémea, observamos correspondéncia com o primeiro, segundo, lerceiro,
quinto. sexto, sélimo e oitave pares do macho. Restam, no entanto, dois cromos-
somos desiguais. Um déles é semelhante ao metacéntrico do quarto par da célula
masculina, o outro tem tamanho semelhante, mas a sua morfologia difere, pois

¢ acrocéntrico (fig. 52). O estudo dos cariotipos de ambos os sexos permile con-
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Prancha X — COLUBRIDAE: — Figs, 51-32: Diryadophis bifossatus bifossalus (Jarara-
cugu do brejo). Fig. 51: Fémea. DMetafase; 2n = 36 cromossomos. Fig.
52: Fémea. Cariotipo com 16 macrocromossomos ¢ 20 mieroeromossomos.
O par namero quatro ¢ constituido de cromossomos sexuals, heteromar-
ficos ZW.

Figs., 53-56: Drymarchon corais corais (Papa-pinto). Fig. 53: Macho. Me-
tiafase; 2n = 36 cromossomos. Fig., 54: Macho. Cariétipo com 16 macro-
cromossomos e 20 microcromossomos. Fig, 55: Fémea. Metéfase; 2n = 36
cromossomos. Fig, 56: Fémea. Cariotipo com 16 macrocromossomos e 20
microcromossomos. O par numero quatro & constituido de cromossomos
sexuals heteromorficos ZW.
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cluir que o macho ¢ o sexo homogamético ¢ o quarto par corresponde aos cro-
mossomos sexuais ZZ ¢ a [émea ¢ helerogamética, correspondendo os dois cromos-
somos desiguais do quarlto par aos cromossomos sexuais Z e¢ W,

Sao apresentadas na Tabela 33 as médias dos comprimentos relativos dos

macrocromossomos, as relacoes de bracos e os indices centroméricos.

TABELA 33

Ne 4 ;

‘ares de — v
Ne 1 Y 210 N2 2 ""l_r ;' | ;'. L] ",, T.."-' g
MAaCrocromossomos v 2 o W Ne S| Ne 6| Ne T | N+ 8

. | | | |

Comprimento relativo (%) I 23 | 21 15 ‘ 10 110 q < - a
Relacdo dos bracos ...... | 1,0 | 1,5 1,0 1.1 = () 1,5 1.5 1.2 1,6
Indice centromérico ...... { 0,50 . 0,39 | 0,50 0,45 0,20 0,41 0,41 0,45 0,39
| |

Drymarchon corais corais (DBoie)

Para o estudo citogenético obtivemos dois exemplares, um macho e uma fé-
mea: Macho, Cultura n.® 293: Colecao 1.B. n.® 22.660; procedente de Alvares
Machado, Estado de Sao Pauio: Fémea, Cultura n.® 387: Colecio [.B. n.° 23.027:
procedente de Santo Amaro. Fstado da Babhia.

TABELA 34

Numero de Cromossomos
T oh Total de
Cultura ne® Sex0 células
=35 | 45 = 37 contadas
—_ ! —— — _I_ —_
295 Macho i 3 11 : 14

Foram analisadas, apés selecio. 20 metafases (Tabela 34). Os caridtipos
contém, em ambos os sexos 2n = 30. 16 macrocromossomos e 20 microcromosso-
mos (figs. 53, 55). Dispostos em pares e ordenados pelo tamanho. os macrocro-
mossomos do macho apresentam a seguinte qu.'rl'fnlu;__'i;x: 0 pirimeiro, terceiro, quarto
e quinto pares sio metacéntricos: o segundo, sélimo e oitavo pares sio submeta-
céntricos e o sexto par é acrocéntrico (fig. 54). Na fémea hi correspondéncia
de todos os pares, com exceciio do quarto que é constituido de cromossomos dife-
rentes.  Um déles é metacéntrico como no macho, enquanto que o outro, apesar
de ter tamanho semelhante, difere pela posicio do centromero, sendo considerado
como acrocéntrico (fig. 50). A semelhanca das outras espécies de COLUBRIDAE
com 2n = 306 que descrevemos, concluimos que lambém nessa espéeie o quarto
par em ordem de tamanho ¢ constituido de cromossomos sexuais. ocorrendo no
macho dois Z7Z e na [émea, que é o sexo heterogamético. um 7. melacéntrico e
um W acrocéntrico.
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As medidas relativas do comprimento dos macrocromossomos, a proporcio

entre os seus bragos e os indices centroméricos sdo apresentados na Tabela 35,

TABELA 35

| | Ne 4 |
, RO . | et Me— .
resgoe | No 1| Ne 2| Ne ¢ : Ne 5| Ne 6| Ne 7| No 8
MACroCroMmossarmos ” | W ‘
- — | 1— - ‘
— T
Comprimento relativo (7% ) | 27 ! 22 | 15 10 10 | 9 T G ]
Relacio dos bracos ...... | 1.0 [y 1,1 1.1 2,4 1.1 1 4.8 1.5 1,9
Indice centromérico ...... ' 0,50 | 0,37 0,49 0,45 0,29 0,45 | 0,19 0,40 0,36

Chironius bicarinatus (Wied)

No estudo citogenético foram utilizados dois exemplares. sendo um macho
e uma femea: Macho, Cultura n.* 381; Colecio [.B. n.° 23.022; procedente de
Miracatu, Estado de Sao Paulo; Fémea, Cultura n.® 468; sem procedéncia.

TABELA 36

Numero de _rmmu:-:mnn-:::-‘. Total de
Cultura ne Sexo ' | células
:. . as : 36 = 37 | contadas
] |
_— - — |
351 Macho | 2 6 - - =
463 Fémea | 10 i 10
AW 0 o v | 2 J 16 — 15
| ]

Foram selecionadas 18 melalases somaticas, sendo 8 de macho ¢ 10 de [émea
(Tabela 36). Os cariotipos apresenlam numero diploide igual a 36, 16 macro-
cromossomos ¢ 20 microcromossomos (figs. 57. 59). 0Os macrocromossomos [ém
aspecto semelhante ao das espécies descritas, dos géneros Spilotes. Philo-
dryas, Dryadophis ¢ Drymarchon. No macho. o primeiro, tercei-
ro, quarto, {]llilllﬂ ¢ selimo pares tétm cenlromero mediano. o Hf*;_'mnh] ¢ sexto
pares possuem centromero submediano e o oilavo par apresenta centromero sub-
terminal (fig. 58). Na [émea, o primeiro, segundo. lerceiro. quinto. sexto, sélimo
e oitavo pares sio morfologicamente iguais aos do macho. No quarto par. porém.
foram observados dois cromossomos de tamanho similar. mas num déles o centro-
mero ¢ mediano, como no macho, enquanto que. no outro o centromero ¢ sub-
terminal (fig. 00). O heteromorfismo désses macrocromossomos permite concluir
que a fémea é heterogamética e o quarto par corresponde aos cromossomos sexuais,
sendo o 7 metacéntrico e o W acrocéntrico. (0 macho é homogamético, sendo o
quarto par constituido de dois cromossomos sexuais Z.

As medias dos parametros que indicam o comprimento relative dos macro-
cromossomos, a relacio entre seus bracos e os indices centroméricos sdo apresen-

tados na Tabela 37.
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Prancha XI —. COLUBRIDAE: — Figs. 57-60: Chironius bicarinaftus (Cobra cipd). Fig.
57: Msacho. Metafase; 2n = 36 cromossomos. Fig, 58: Macho. Caridtipo
com 16 macrocromossomos € 20 microcromossomos. 0s cromossomos do
quarto par, correspondem 808 Ccromossomos sexuais ZZ. Fig., 59: Fémea.
Metafase; 2n = 36 cromossomos. Fig. 60: Fémea. Cariotipo com 16 ma-
crocromossomos e 20 microcromossomog. 08 cromossomos sexuais hetero-
marficos ZW, correspondem aos do quarto par.

Figs. 61-62: Xenodon merremii (Boipeva). Fig. 61: Macho. Metiafase:
2n = 30 cromossomos. Fig., 62: Macho. Cariotipo com 16 macrocromos-
somos e 14 microcromossomos. 08 cromossomos sexuais metacéntricos ZZ,
{'{jt':l't!'i-'|]l2:|h:il_?m el ¥ f]Ll:l]‘l.ﬂ- reir,
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TABELA 37
Nv 4
Sl Ll Ne 1| Ne 2 Ne 3 Ne 5] Ne 6| Ne 7| Ne 8
Macrocromaossomos 7 W
Comprimento relativo (%) 24 22 15 10 10 9 T T G
Relacdo dos bracos ...... 1,0 1,5 1,0 | 1,5 12,0 12 2.0 1.5 2.7
Indice centromérico ...... 0,50 ’ 0,40 0,50 i 0,41 0,08 0,46 0,34 0,42 0,27
1

Xenodon merremii (Wa gL:'r}

IForam utilizados trés exemplares, um macho ¢ duas [émeas: Macho, Cultura
n. 419; Colecao I.B. n.” 23.313; procedente de Alto Pimenta, Estado de Sao
Paulo: Fémea. Cultura n.° 320; sem procedéncia; Fémea, Cultura n.® 340: sem

procedéncia.,

TABELA 38

Cultura n+

1
|

111111111111111111

Numero de cromossomos 3
=i s Total de
Sexo rolulas
=29 30 =31 contadas
— — — — -I_.'- —_— —— e —— ——

Macho — 10 — 1)
Fémea —— 5] 1 5
Fémea 3 34 —_ 37
, 3 49 1 53

Analisamos 53 células, 10 de macho ¢ 43 de fémeas (Tabela 38).

bos o0s sexos o
mos e¢m T]I"I:Il"]ﬂ
Apesar de que
Cromossomos e
niao

mos, esles

evidente em dois grupos.

numero diploide é 30 (figs. 61, 63).

Em am-

Ao dispormos os cromosso.
de tamanho verificamos que os mesmos apresentam um gradiente,
ocorrem cromossomos erandes que sdo caracleristicamente macro-
CrOITIC==00T10= IH"(I[],{'I‘](_}F qlll" :'-'uﬁf_'l {"{]I'ﬂ{,‘ll_"l'.i.!';li{':,]"'lf"l'll!’ rﬂif'rﬂ('r[”"ﬂﬁ!"ﬂ-
apresentam solugido de continuidade que permita uma separacio

Adotamos, portanto, um critério baseado na analise de

egrande nimero de células, considerando os primeiros 16 como macrocromossomos

e 0% restanles como MICTOCTOMOSSOMOS,

() primeiro grupo foi disposto em pares

e numerado em ordem decrescente de 1 a 8, constando oz seus comprimentos re-

lativos e os seus indices centroméricos da Tabela 39,

TABELA 39
o R e
Pares de Me 1| Ne 2| Ne 3 | N°e 5 Ne 6 Ne 71 Ne §

MACrOCromoss0mos = W .

—a a—— — —_— | — | ey —— ——p—— I: e — ; —
Comprimento relativo (%) 26 22 15 13 T l 5 T G ‘ 5
Relacfio dos bracos ...... 1,000 1.6 1,1 1,4 1,4 1.2 2,0 1,9 1,5
Indice centromérico ...... 0,50 ] 0,3% | 0,47 0,41 | 0,41 0,46 0,30 0,35 0,42
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Prancha XII — COLUBRIDAE: — Figs. 63-64: Xenodon merremii (Boipeva). Fig. 63: Feé-
mea. DMetédfase; 2n = 30 cromossomos. Fig., 64: Fémea. Cariotipo com
16 macrocromossomos e 14 microcromossomos. O par namero quatro &
constituido de cromossomos sexuais heteromdarficos, ZW, sendo o Z meta-
céntrico e 0 W metacéntrico e menor.

Figs, 65-68: Clelia occipitoluiea (Mucurana). Flg. 65: Macho. Metéifase:

2n = 50 cromossomos. Fig. 66: Macho., Caridétipo com 14 macrocromos-
somos e 36 microcromossomos. Os cromossomos sexuais metacéntricos ZZ,
correspondem ao par nimero quatro. Flg. 67: Fémea. DMetafase: 2n = 50

cromossomos. Fig, 68: Fémea. Cariotipo com 14 macrocromossomos ¢ 36
microcromossomos. O par numero quatro ¢ constituide de cromossomos
sexuais heteromdarficos, sendo o Z2 metacéntrico e o W acrocéntrico e maior.
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No macho, os pares niimero um, trés, quatro, cinco e oilo sio melacénlricos,
dois e sete sio submelacéntricos e o par seis é acrocéntrico (fig. 62). Na [émea
ha correspondéncia de todos os pares, com exce¢io do nimero quatro. FEste é
constituido de um par heteromorfo, um melacéntrico do mesmo tamanho que o
encontrado no macho e um cromossomo também metacéntrico, porém menor (fig.
64). Concluimos que também em Xenodon merremii ocorre heleromorfismo dos
cromossomos sexuais na fémea, correspondendo éstes ao quarto par. No macho
existem dois metacéntricos de igual tamanho (ZZ) e na [émea dois metacéntricos
de tamanho desigual (ZW), correspondendo o maior ao Z e o menor ao W,

Clelin occipitolutea (Dumeéril, Bibron e Dumeéril)

Utilizamos dois exemplares, um macho e uma fémea: Macho, Cultura n.°
442 Colecao I.B. n.® 23.425; procedente de Cachoeira do Sul. Estado do Rio
Grande do Sul; Fémea, Cultura n.° 336; sem procedéncia.

TABELA 40

I ‘ Namero de c1 m.'_r.:.l_:fsulnu& : Total de
Cultura nv , Sexo células
. ‘ = 49 50 = 51 contadas
2! 1 ;
BT W Rt [ Macho — 8 — 5
BB | T L e e Tad e Fémea 3 30 — 33
otal B s | ‘ 3 a8 _— il

Foram selecionadas 41 células, 8 de macho e 33 de fémea (Tabela 40). Em
amhos o0s sexos encontramos nos cariotipos 50 cromossomos (figs. 65, 07). [osse
nimero diploide é o maior descrito até o presente, em ofidios. Dispondo-se os
cromossomos em ordem de tamanho, separamos dois grupos compreendendo o pri-
meiro 14 elementos, que consideramos como macrocromossomos ¢ o segundo 30
considerados como microcromossomos. (Js microcromossomos apresentam, quando
dispostos em ordem de tamanho, um decréscimo gradual, sendo relativamente gran-
de a diferenca entre os extremos,

TABELA 41
Ne 4 ]
Pares de Ne 1 Ne 2 Ne 3 1 Ne 5] Ne 6 Nv T
MAacrocromossomaos w7 w |
e ——- —— = e | S
Comprimento relativo (%) 18 17 16 16 27 12 11 10
Relacfio dos bracos ...... 18,3 15.3 14,0 1.4 16,5 10,4 9.4 9.3
Indice centromérico ...... 0,06 0,07 0,07 0,41 0,06 010! 0,10 0,11

Os indices referentes ao comprimento relativo dos macrocromossomos assim
como a relacio de bracos e indices centroméricos sio apresentados na Tabela 41.
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No macho. todos 0s macrocromossomos siao acrocentricos, com excegio de um par,
o quarto em ordem de tamanho, que é constituido de metacéntricos (fig. 66).
Na féemea ao invés de um par, encontramos somenle um cromossomo impar, meta-
centrico. No enlanto, nas células femininas ocorre tambem um acrocéntrico impar,
o maior do cariotipo. inexistente nas células masculinas (fig. 68). A constincia
dessa caracteristica em todas as células analisadas permitiu a conclusio de que
o par de metacéntricos do macho representa o par sexual ZZ, enquanto que na
[émea, que é o sexo heterogamético, ocorre um 7 metacéntrico semelhante ao do
macho e um W acrocéntrico. FEssa é a tnica espécie de serpente na qual encon-
tramos um W maior que o Z. Nas oulras espécies em que identificamos os cro-
mossomos sexuais o Z e W apresentam tamanho equivalente, ou o W é menor,
enquanto que em Clelia occipitolutea o W é aproximadamente duas vézes maior
que o Z.

REsSumo

Foi desenvolvido um método de estudo de cromossomos de ofidios por cul-
tura temporiria de leucocitos do sangue periférico,

Foram investigados e descritos os cariotipos de 20 espécies de serpentes sul-
americanas, peconhenlas e ndo peconhentas, pertencentes as familias BOIDAE,
COLUBRIDAE ¢ CROTALIDAE. A maioria possui 2n = 30, sendo o cariolipo
constituido de 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos. Na [amilia BOIDAE,
a unica discordante é Corallus caninus, que apresenta 2n = 44. Na familia
COLUBRIDAE, além das espécies com 36 cromossomos, existem duas cujos carié-
lipos mostram o menor e o maior nimero de cromossomos relatados até o presen-
te nos ofidios: Xenodon merremii tem como nimero dipléide 30 cromossomos e
Clelia occipitolutea, 50 cromossomos. Na familia CROTALIDAE. todas as espé-
cies apresentam 2n = 36. Foram determinadas para todas as espécies o compri-
mento relativo, assim como a relacdo dos bracos e o indice centromérico de cada
MACTrOCTrOImMOoss0mo,

(Quanto aos cromossomos sexuais, verificou-se a existéncia de digametia femi-
nina, AW e monogametia masculina ZZ nos ofidios. Nas familias CROTALIDAE
€ COLUBRIDAE ocorre heteromorfismo dos cromossomos sexuais. Na familia
BOIDAE nao foi detectado, ao nivel microscopico, heteromorfismo cromossomico,
que permitisse a identificacio citolégica de ecromossomos sexuais, ndo existindo
aparentemente diferencas morfologicas entre os cariotipos feminino e masculino.

Na [amilia CROTALIDAE, em lodas as espécies, a [émea apresenta cromos-
somos sexuais ZW morfologicamente diferentes. O cromossomo Z corresponde ao
quarto em ordem de tamanho, enquanto que o W é menor, equivalendo em ta-
manho aos pares seis e sele,

Num exemplar intersexuado de Bothrops insularis foram também identifica-
dos 0s cromossomos sexuais ZW. Sob o ponto de vista cromossémico, essa ser-
pente € uma fémea normal.
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Na familia COLUBRIDAE, todas as espécies investigadas apresentam hetero-
gametia na fémea. O cromossomo Z é melacéntrico e corresponde ao quarto, em
ordem de tamanho. Em Spilotes pullatus anomalepis, Spilotes pullatus maculatus,
Philodryas olfersii olfersii, Dryadophis bifossatus bifossatus, Drymarchon corais
corais e Chironius bicarinatus, o cromossomo W tem tamanho semelhante ao Z,
mas € acrocéntrico. Em Xenodon merremii o W equivale, em tamanho, aos cro-
mossomos do sexto par. Em Clelia occipitolutea o W, excepcionalmente, é maior
que o Z, constituindo também o maior cromossomo do caridtipo.

SUMMARY

A method for study of snake chromosomes by short-term cultures of peripheral
blood leucocytes was developed.

Karyotypes of 20 species of South-American poisonous and non-poi-
sonous, snakes of the families BOIDAE, COLUBRIDAE and CROTALIDAE were
investigated. Most of them have a diploid number of 36 chromosomes, the karyo-
type including 16 macrochromosomes and 20 microchromosomes. In the family
BOIDAE,the only discordant is the Corallus caninus with a diploid number of 44
chromosomes. In the family COLUBRIDAE, besides the species with 2n = 30,
there are two whose karyotypes show the smallest and largest number of chromo-
somes in ophidians described until now; Xenodon merremii has 2n = 30 and
Clelia occipitolutea 2n = 50 chromosomes. In the family CROTALIDAE, all the
species have 36 chromosomes. Relative length, arm ratio and centromere index
of each macrochromosome were determined, for all species.

In the snakes, the existence of a female ZW-digamety and a male ZZ-mono-
gamety was verified. Heteromorphism of the sex chromosomes in the families
CROTALIDAE and COLUBRIDAE was detected. In the family BOIDAE, chromo-
somal heteromorphism was not observed. Apparently, there are no morphological
differences between the male and the female karyotypes.

In the family CROTALIDAE, the female shows morphologically different ZW-
chromosomes, in all the species. The Z.-chromosome corresponds to the fourth,
while the W-chromosome is smaller, corresponding in size to the sixth and seventh
pairs.

The ZW-sex chromosomes were also identified in an intersex specimen of
Bothrops insularis. As to the chromosomal point of view, this snake is a normal
female.

All the investigated species, of the family COLUBRIDAE, present heteromor-
phic sex chromosomes in the female. The Z.chromosome is metacentric and cor-
responds to the fourth in size. The W-chromosome although similar to the Z in
size is acrocentric in Spilotes pullatus anomalepis, Spilotes pullatus maculatus,
Philodryas olfersii olfersii, Dryadophis bifossatus bifossatus, Drymarchon corais
corais and Chironius bicarinatus. In Xenodon merremii, W corresponds in size,
lo the sixth pair. In Clelia occipitolutea, exceptionally, the W is larger than the
Z, being also the biggest chromosome of the karyotype.



T8 CONSTITUICAO CROMOSSOMICA E MECANISMO DE DETERMINACAO
DO SEXO EM OFIDIOS SUL-AMERICANOS, I. ASPECTOS CARIOTIPICOS

Agradecimentos — Nossos agradecimentos a M. L. Becak e H. R. S. Nazareth
pela dedicacdo e colaboracio em todas as fases déste trabalho; a A. R. Hoge e H.
E. Belluomini pela classificacao do material estudado.

BIBLIOGRAFIA

As referéncias de sistematica constam do texto, nao estando incluidas na biblio-
grafia.

Becnk, W., Becak, M. L. e Nazareth, H. R. 8. — Estudo de cromosomas de ofidios
em culturas temporarias de leucdcitos. Cidnecia e Cultura, 14:210, 1962a,

Becak, W., Begcak, M. L. e Nazareth, H. E. 8. — Karyotypic studies of two species
of South American snakes (Boa constrictor amarali and Bothrops jararaca).
Cytogenetics, 1:305-313, 1962h.

Becak, W., Becak, M. L. e Nazareth, H. E. 8. — Chromosomes of snakes in short
term cultures of blood leucocytes. Awmer. Naturalist, 97:253-256, 1963a.

Becak, W., Becak, M. L. e Nazareth, H. R. 8. — Karyotypic studies of South American
snakes. Proc, XI Internat. Congress Genetics. The Hague. Genetics Today, 1:
278:1963b.

Bhatnagar, A. N. — Studies on the structure and behaviour of chromosomes of 0Oli-
godon arnensis Shaw (Colubridae: Ophidia). Cytologia, (Tokyo), 24:459-4635,
1959,

Bhatnagar, A, N. — Chromosomes of Bungarus caeruleus Schneider (Elapidae: Ophi-

dia). Cytologia, (Tokyo), 25:173-178, 1960a.

Bhatnagar, A. N. — Studies on the structure and behaviour of chromosomes of two
species of colubrid snakes (Colubridae: Ophidia). Caryologia, 12:349-361, 1960b.

Bhatnagar, A. N. — Chromosome cytology of a snake Lycodon aulicus L. (Colubridae:
Ophidia). Caryologia, 14:35-42, 1961,

Brink, J. M. van — L'expression morphologique de la digamétie chez les Sauropsi-
dés et les Monotrémes. Chromosoma (Berl.), 10:1-72, 1959.

Hoge, A. R., Belluomini, H. E., Schreiber, G. e Penha, A. M. — Sexual abnormalities
in Bothrops insularis (Amaral) 1921. Mem. Inst. Butantan, 19:17-88, 1939.

Kobel, H, E. — Heterochromosomen bei Vipera berus L. (Viperidae, Serpentes).
Frperientia, 18:173-174, 1962.

Makino, S. e Momma, E. — An idiogram study of the chromosomes in some species
of Reptiles. Cytologia, (Tokyo), 15:96-108, 1949,

Matthey, E. — Les chromosomes de la Vipére (Vipera aspis). C. RE. séances Soc.
Phys., Genéve, 45:1928.

Muatthey, E. — Les chromosomes de la Vipére male (Vipera aspis Lin.). Biol. Zen-
tralbl., 49:1929,

Muatthey, E. — Chromosomes des Heptiles, Sauriens, Ophidiens, Cheloniens. L'évolu-
tion de la formule chromosomiale chez des Sauriens. Rev. Suisse Zool., 38:
117-186, 1931.

Nakamura, K. — Preliminary notes on reptilian chromosomes. I, The chromosomes
of some snakes. Proc. Imp. Acad. Tokyo, $:1927.

Nakamura, K. — On the chromosomes of a snake (Nafrixz tigrina). Mem. Coll.
Sci. Kyoto Imp. Univ. Ser. B 4:1-8, 1928,

Nakamura, K, — The chromosomes of Elaphe climacophora and Elaphe quadrivir-
gata, Zool, Mag., (Japan), 41:1929,

Nalkamura, K. — Studies on reptilian chromosomes. VI. Chromosomes of some snakes.

Mem. Coll. Sci. Kyoto Imp. Univ. Ser. B 10:361-402, 1935.
Thatcher, L. E. — Spermatogenesis of the garter snake. Science, 56:372, 1922.



