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O estudo cariotipico das serpentes cujos resultados ja foram apresentados (1).
serviu de base para a elaboracio do presente trabalho,

Fspecial énfase foi dada ao problema dos cromossomos sexuais visando es-
clarecer @sse aspecto ainda pouco conhecido nos répteis.  Os resultados relativos
a constancia da massa cromossomica e a propor¢io do cromossomo Z em relacao
ao lote cromossomico sio de interésse, principalmente quando comparados &
observacbes  semelhantes feitas em outros grupos animais. Os microcromosso-
mos, cuja natureza cromossomica nas aves foi negada por alguns aulores, sio
discutidos em um 16pico separado demonstrando-se que é€sses elementos sio cro-
mossomos caracleristicos, que se diferenciam dos macrocromossomos so pelo ta-
manho reduzido, Finalmente, quanto a evolugio. sido correlacionadas as obser-
vacoes cariolipicas, sendo sugerido um esquema de evolugiio para as serpenles

ecstudadas,

CROMOSSOMOS SEXUAIS

O padrio de heranca tipico dos genes ligados ao sexo esta relacionado. fre-
qiientemente, com um heteromorfismo do par de cromossomos portadores désses
lalores.  Fssa diferenciacio morfologica dos helerocromossomos permile correla-
cionar aspectos citologicos ¢ distribuicio génica. e tem sido uma das bases da
teoria  cromossomica da  hereditariedade. No entanto, em numerosos casos de
vertebrados, a demonstracio da existéncia de uma heterogametia quanto aos cro-
mossomos nao foi alé agora possivel.

Nos peixes, o estudo de heranca ligada ao sexo revela a exisiéncia de dois
lipos de digametia. Gordon (2, 3). demonstrou que os peixes Platypoecilus ma-
culatus “selvagens” do México tém um mecanismo genélico de determinagio do
sexo (XX = fémea:; XY = macho) oposto ao enconlrado nas criacoes de aqua-
rio da mesma espécie (ZW f[émea: Z7 = macho). Gordon (4) verificon que
o Platypoecilus das Honduras DBritinicas pertence ao ultimo tipo (ZW,
/7). Castle, em 1936 (5), sugeriu que ZW e ZZ poderiam ser expressos como
YX ¢ YY respectivamente. Seegundo Gordon (3) apesar do W dos peixes “do-
mesticados™ nao ser homdlogo ao X dos “selvagens™ o Z e o Y eram aparen-
temente  homologos.  Portanto. existiriam  populagées de Platypoecilus
(com f€meas heterogaméticas) nas quais, como condig¢io normal, os machos se-
riam Z7Z (YY). Yamamoto (6, 7) por sua vez verificou que no peixe Oryzias
latipes. ocorre helerogametia masculina (XY ), aparecendo excepcionalmente tam-
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bém machos YY viaveis. A ocorréncia de fémeas WW em casos de heteroga-
metia feminina também foi relatada. Belammy e Queal (8) criando o peixe
“domesticado™ Platypoecilus maculatus, encontraram virios machos ZW, o que
confirma as observacdes anteriores de Breider (9). Verificaram que ésses ma-
chos quando cruzados com fémeas normais ZW. davam origem a [émeas WW,
além das fémeas ZW e machos Z7Z normais. Progénies dessas fémeas WW cru-
zadas com machos normais Z7Z consistiram somente de [émeas,

Nos anfibios. sob o ponto de vista genético, ocorrem dois tipos de digametia,
podendo esta variar dentro do mesmo género(10). Humphrey (11), demons-
trou na salamandra Amblystoma mexicanum que a fémea é genélicamente diga-
mética, Quando fémeas experimentalmente transformadas em machos eram cru-
zadas com fémeas, a proporcio na descendéncia era de trés [éemeas para um
macho. Os descendentes WW désse cruzamento (um térco das fémeas) eram
[émeas viaveis, pois, ao serem cruzadas com machos normais 727, produziram
somente progénie feminina. Humphrey (12), utilizando a mesma espécie. conse-
ouin a reversio do sexo de fémeas WW, através de implantacio experimental de
preprimordio de gonadas de embrides. Essas observagoes em peixes e anlibios
sugerem que nas espécies de vertebrados inferiores os cromossomos sexuais encon-
tram-se ainda em estiagio tal de diferenciacio que o X ou Z pode ser substi-
tuido pelo Y ou W, respectivamente.

Nas aves. o estudo experimental indicou a existéncia de uma digametia femi-
nina. Yao e Olsen (13) observaram, por partenogénese. no peru, embrioes exclu-
sivamente masculinos o que seria explicado, segundo Poole ¢ Olsen (14). admi-
tindo uma digametia feminina; os ovocilos que retivessem o cromossomo Z na
maturacio dariam nascimento, apos desdobramento do complemento haploide, a
individuos ZZ, portanto a machos, enquanto que os embrides 00 (ou WW), re-
sultantes de ovos onde o cromossomo 7 passou ao globulo polar, morreriam.

Nenhum désses métodos foi utilizado para elucidar o tipo de digametia entre
répteis; somente Dantchakoff (15) tentou relacionar os resultados de suas expe-
riencias endocrinologicas em mamiferos, aves e répleis com o tipo de digametia
que ela presumia feminina nesses ultimos.

Quanto aos estudos citologicos, Nogusa (16) descreven no peixe Mogrunda
obscura um par de cromossomos XY no macho, cujo heteromorfismo poderia
ser observado na metafase . Esse heteromorfismo nio é, no entanto, convincente,
seeundo van Brink (17).

Nos anfibios, Witschi (18) e Yeosida (19) descreveram respectivamente em
Rana temporaria ¢ Hyla arborea dimorfismo dos cromossomos sexuais no macho,
mas também, as diferencas encontradas foram extremamente pequenas. Ja no
Xenopus laevis, que é um dos anuros mais primitivos, no qual a heterogametia
feminina havia sido provada experimentalmente por transformacio do sexo, Chang
e Witschi (20), Gallien (21) e Weiler ¢ Ohno (22) identificaram citologica-
mente um  grande dimorflismo dos cromossomos sexuais, na femea. 0 cromos-
somo Z ¢ o menor elemento do caridtipo, enquanto que o W excede em tamanho
o maior autossomo. Segundo ésses autores, em algumas espécies de vertebrados
inferiores, e éste seria o caso de Xenopus lacvis, a diferenciagio morlologica
dos elementos sexuais pode ter precedido sua diferenciagio genética real.

Nas aves, em Gallus domesticus, a primeira confirmacio citologica da hele-
rogametia feminina deve-se a Suzuki (23), que identificou o quinto elemento.
em ordem de tamanho como sendo o cromossomo Z. Subseqiientemente viarios
investigadores confirmaram ésses achados. Miller (241), estudando uma galinha
com lnmsl'-::urrrmgﬂn de sexo, demonstrou que o cromossomo Z, impar no sexo



Mem. Inst. Butantan WILLY BECAK 1T
Simp. Internac,
33(3):775-T98, 1966

heterogamético, passa a somente um polo do fuso. durante a primeira divisio da
metose.  Posteriormente verificon que o Z niao é pareado com qualquer dos cro-
mossomos menores na placa equatorial, favorecendo assim a hipétese da constitui-
¢ao Z0 e nao ZW no sexo heterogamético. Oguma (25) fixou em 78. o numero
diploide para o macho e 77 para a [émea de Gallus domesticus., admitindo, tam-
bém, a conslituicio cromossomica 70 para o sexo helerogamético. Yamashi-
na (20) numa série de trabalhos descreveu condicoes andlogas, num grande
numero de espécies estudadas. Ohno (27) estudando células meidticas e miloli-
cas de Gallus domesticus, encontrou lambém s6 um 7Z na [émea helerogamética.
Segundo €le, o niimero de cromossomos é pouco acima de 70, mas admite, como
o fizeram Matthey e van Brink (28). que a determinacio exata do nimero de
cromossomos nessa espécie ¢ ainda impossivel. Segundo van Brink (17). das 29
especies de aves estudadas por varios autores, 18, pertencentes a 8 familias dife-
rentes, apresentam digametia feminina reconhecivel ao nivel cromossomico, Nas
[l espécies restantes é impossivel, a base dos dados existentes, um pronuncia-
menlo seguro,

Oguma, em 1934 (29), relatou o primeiro caso de digametia feminina nos
repteis, constatando que o macho de Lacerta vivipara possui 36 ¢ a [émea 35
cromossomos, admitindo assim a existéncia de uma digametia Z0 também entre
os repteis.  Em 1937 (30) encontrou o mesmo tipo de digametia na tartaruga
Amyda japonica (macho = 64; fémea = 63). Makino e Asana (31) descreve-
ram o mesmo fenomeno em Calotes versicolor (macho = 34: [émea = 33) e
em Sitana ponticeriana (macho = 46; fémea = 45). Nakamura (32) confirmou
a existéncia do mecanismo Z0 na femea da tartaruga Caretta caretta olivacea
(2n = 57) e na Chelonia japonica, Makino (33) encontrou 56 elementos no
macho e 55 na fémea. Nesse mesmo trabalho, relata ter reexaminado as prepa-
racoes de Oguma confirmando as conclusdes désse autor., Também Suzuki (31)
relata cromossomos sexuais do tipo Z0-Z7Z em Amyda maacki.

Por outro lado Matthey (35) ndao observou nenhuma dilerenca cromosso-

mica nos dois sexos de Chamaeleon vulgaris. que possui 2n = 21 cromossomos,
Marg 3 ambeé a ' as ssomicas s dois sexos de
Margot (36) também nao encontrou diferencas cromossomicas nos dois sexos de
Anguis fragilis (2n = 44) e Lacerta vivipara (2n = 36). Num outro saurio
Chamacleon bitaeniatus, cuja analise cromossomica é muito facil pelo pequeno
numero de cromossomos (2n = 24) e por ler apenas 4 microcromossomos,

Matthey e van Brink (37) também niio observaram digametia. Em 1957, Mat-
they (38) relatou a auséncia de digametia feminina em outros CHAMAELEON-
TIDAE: Brookesia stumpfii (2n = 24), Chamaeleon campani (2n = 26), Cha-
maeleon brevicornis (2n = 32) e Chamaeleon nasutus (2n = 34). Esses estudos
levaram-no a conviceio da inexisténcia generalizada de cromossomos sexuais mor-
[ologicamente diferentes nos répteis.  Em 1962, Kobel (39) relala ter encontrado

um par dimérfico de cromossomos sexuais numa fémea estudada de Vipera berus.

A raridade de observacoes de digametia feminina é provavelmente devida,
em parte, as dificuldades concernentes aos métodos de estudo alé ha pouco utili-
:.?,;I[}:]H_ |’m‘u {-1.-'i.:||*||{'i;]|‘ 0= ]'1!’[{‘I'{ll't'ﬂl'l'ltl!-:.'-:ﬂI'I'Hl.'-i 0s  aulores lem llliIi‘.f,-'_t[|D._ gl‘l‘ﬂ]—
mente, técnicas que envolvem o estudo da meiose. A digametia seria identificada
pela presenca de um bivalente assimétrico nos estados meioticos que precedem a
anafase 1 e pelo comportamento eventualmente aberrante, alociclico, déste biva-
lente durante a profase da meiose, assim como durante a anafase I. Ora, as

células em meiose sdo geralmente abundantes nos testiculos do macho, onde um

L. [

heteromorfismo morfologico é facilmente observavel. Na femea, porem, as divi-
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soes meioticas, além de serem menos numerosas que no macho, ocorrem num
periodo onde o 6vo se encontra repleto de substancias de reserva, o que dificulta
uma fixacao perfeita do material.  Portanto, o melhor meio para se investigar a
presenca de um par heteromorfo na fémea é a analise numérica ¢ morfologic:
dos cromossomos na milose; no caso de digamelia do tipo ZZ-ZW encontraremos
numeros pares em ambos os sexos, mas na fémea um dos pares serd constituido
de elementos desiguais.

Nossas observacoes nos ofidios indicam que as espécies ndo venenosas eslu-
dadas. da familia BOIDAE, ndo apresentam cromossomos sexuais morfologica-
mente diferentes que permitam sua distingdo em relacio ao restante do cario-
tipo. Iissa auséncia de diferenciacao morfologica nao indica a inexisténcia de
cromossomos  sexuais, pois, através do processo evolutivo, podem, nessas espé-
cies, ter-se acumulado genes masculinizantes e feminilizantes em um ou mais
pares de cromossomos, que condicionariam a determinaciao do sexo.

As espécies incluidas nas familias COLUBRIDAE ¢ CROTALIDAE, por oulro
lado, caracterizam-se por apresentarem no cariotipo um par de heterocromosso-
mos., que foi por nos identificado como sendo o quarto par de macrocromossomos
em ordem de tamanho. Os machos constituem o sexo homogamético apresen-
tando, no quarto par, dois cromossomos melacéntricos idénlicos. que correspon-
deriam aos cromossomos Z7Z, ou XX dos outros animais. As fémeas por sua vez
constituem o sexo heterogamético apresentando. no quarto par, dois cromossomos
morfologicamente diferentes, sendo um semelhante ao cromossomo melacéntrico
Z ou X encontrado no macho. enquanto que, o oulro cromossomo € menor, acro-
céntrico e corresponderia ao cromossomo W ou Y dos outros animais.

Nos COLUBRIDAE e CROTALIDAE, o mecanismo cromossomico de deter-
minacio do sexo é mais diferenciado do que nos BOIDAE. Além do actmulo
diferencial de genes. ja teria ocorrido uma diferenciacio morfologica entre os
cromossomos  sexuais, Essa  hipdtese, que supde um mecanismo cromossomico
de determinacio do sexo mais diferenciado nos COLUBRIDAE ¢ CROTALIDAE,
estaria em perfeito acordo com a posicio sistematica ocupada pelas espécies eslu-
dadas, pois, ndo resta davida que, por exemplo. as espécies peconhentas repre-
sentam um grupo mais evoluido, em relacio as espécies que nio siio venenosas,
A simples presenca de um aparelho inoculador de wveneno altamente especiali-
zado nas serpentes peconhentas. caracteriza o seu grau de evolugio em relacio
as oulras espécies, dentre as quais algumas ainda apresentam vestigios rema-
nescentes da sua evolugio a partir de grupos sistematicamente mais primilivos,
Por exemplo, nos BOIDAE ¢é ainda evidente a presenca de membros locomoto-
res atroliados,

Na familia COLUBRIDAE estdo incluidas as serpenles que apresenlam as
maiores variacoes de namero e morfologia dos cromossomos, inclusive do par
de cromossomos sexuais. Porisso mesmo constituem excelente malerial para es-
tudo dos meecanismos de alteracoes cariotipicas nas serpentes.  No que diz res-
peilo aos cromossomos sexuais, que prelendemos disculir neste capitulo, verifica-
Imos {qu" I.{HHL'.I."" = l"Hfll‘:'l'il‘H {Il1 l'(llllibl‘itll'{}r‘- {IIH' l‘ﬁlll-!lﬂ"]”ﬁ ;ll.'ll'[".‘-'-l."l"ll_{]”]_ 111711 I}{]l'
heteromorfico na fémea. A sua morfologia e tamanho em relacio aos outros
Ccromossomos €. no enlanlo. variavel,

Em  Spilotes  pullatus  anomalepis,  Spilotes  pullatus  maculatus,  Phylodrias
olfersit olfersii, Dryadophis bifossatus bifossatus, Drymarchon corais corais e
Chirontus  bicarinatus. ambos os cromossomos sexuais tém aproximadamente o
mesmo lamanho, diferindo somente pela posicio do centromero, que é terminal
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no 7 e submediano no W. Aparentemente. a quantidade de material genético é
a mesma nos dois cromossomos. Baseando-nos no aspecto morfolégico do par
de heterocromossomos, poderiamos sugerir uma explicacao para a diferenciacao
désses cromossomos sexuais, E Im:'-'~:=i1.'ul que tlenha ocorrido uma inversio peri-
céntrica num dos homdlogos do quarto par de cromossomos. Em conseqiiéncia
dessa inversiio. a permutaciio entre os homdlogos ficaria reduzida consideravel-
mente,  Esse mecanismo de isolamento. pode ter resultado num maior actimulo
diferencial de genes relacionados a determinaciao do sexo, nos cromossomos em
queslao,

O tipo de cromossomos sexuais apresenlado, por exemplo, pela Spilotes.
pode representar um grau intermediirio na evolugio désse par cromossomico em
direcio ao apresentado pelos crotalideos. Nestes altimos, o tamanho relativamen-
te. menor do cromossomo W parece ser conseqiiencia de uma reducdo por elimi-
nacio de material cromossomico. E possivel que a redugio de tamanho do W
tenha conduzido nos animais mais evoluidos como os mamiferos., ao diminuto
cromossomo Y. que leria como fun¢do a de induzir o desenvolvimento das gona-
das masculinas,

Fm Clelia occipitolutea. o par de cromossomos sexuais é representado por
um W. que é 0o maior cromossomo do cariotipo e por um Z, que ocupa o quarto
lugar em ordem de tamanho em relacao aos autossomos. Fssa situacio peculiar,
na qual o cromossomo que ocorre s0 no sexo heterogamético é muito maior que
o outro cromossomo sexual, foi descrita recentemente também num outro orga-
nismo, NXenopus laevis (22). O tamanho maior do cromossomo W pressupde
um actimulo também maior de genes. que aparenlemenle ndo ocorreriam no sexo
homogamético, que possui somenle cromossomos Z,

A observacio de Weiler e Ohno (22) sobre a existéncia désse dimorfismo
cromossomico acentuado num anuro lao primilivo como o ,‘i.'r*rmlfms laevis poderia
ser explicada, segundo ésses autores, como conseqiiéncia de uma diferenciagio
dos cromossomos sexuais antecedendo a uma maior diferenciacio

morfologic:
!*:m oulras 1*:-'-|}{"{*i1‘:4. apesar -:|&1 iﬂ'l]li;l:-ie-:ﬂlili[hl[]l' 1|{'

oenélica real dos mesmos,
distinguir morfologicamente os cromossomos sexuais, pode na realidade existir
um grande aciimulo diferencial de fatéres masculinizantes e feminilizantes.  Pode-
riamos, também, com base nessas observacoes e nas nossas sugerir a hipotese de
Gue a evolucio quanto a diferenciagao dos cromossomos sexuals niao € sempre
uniforme, no sentido de acompanhar a escala zoologica. Dependendo das con-
dicdes em que se desenvolve determinado grupo animal, o seu mecanismo cro-
ser mais diferenciado do que o de

mossomico de determinacao do sexo pode
¢ o caso. por exemplo, do anfibio

um grupo zoologicamente superior como
Xenopus laevis em relaciio as serpentes BOIDAE.

FsPERMATOGENESE

Para o estudo da espermatogénese nos ofidios, foi escolhida a espécie Bothrops
jararaca, pela facilidade local de obtengio de material e porque nessa espécie o
cariolipo tem 36 cromossomos, que é o mais comumente encontrado nas serpen-
tes, além de que o heteromorfismo dos seus cromossomos sexuais ¢ evidente (40).

0 método utilizado foi o de esmagamento do testiculo e coloracao pelo
Giemsa ou orceina acética (1).  As preparacoes foram [eitas no segundo semes-
tre dos anos de 1962 e 1963. na época de reprodugao dessas serpentes. que
apresentaram entio abundincia de células em meiose (Fig. 1).
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Figuras 1 a 9
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K s permatlogonias

Na gonada masculina, as  espermalogonias  apresenlavam-se principalmente
nos estagios de profase e metafase. Nas células em profase os cromossomos en-
contram-se distendidos sob a forma de [ilamentos longos provavelmente devido
ao alrouxamento da espiral. Péde-se, no entanto, distinguir facilmente a presen-
¢ca de 36 elementos, que consistem de 16 macrocromossomos e 20 microcromos-

SOMNOS,

Na profase da gonia os cromossomos encontram-se distendidos e em certos
cromossomos pode-se observar a associacio com o nucléolo. através das assim
chamadas regides organizadoras do nucléolo. Nas espermatogénias de Bothrops
jararaca lanlo na profase precoce como na profase tardia verificamos que o
nucléolo encontrava-se associado a 4 ou 5 microcromossomos (Fig. 2). Em al-
oumas células encontrou-se um macrocromossomo proximo ao nucléolo, mas de-
vido a inconsisténcia désse achado em oulras células, ésse aspecto foi considerado
como forluito.

Devido ao tamanho reduzido dos microecromossomos de Bothrops jararaca.
nio foi possivel com as técnicas utilizadas, identifica-los, no sentido de verificar
se 0s que se enconlram associados ao nucléolo pertencem a pares homalogos ou
se sao 4-5 microcromossomos perlencentes a pares diferentes,

Na cobaia, Cavia cobaya. foram observados um ou dois nucléolos nas pro-
fases diploides de ambos os sexos. Apesar de ambos os membros do par de
autossomos de maior tamanho possuirem aparentemente capacidade inerente de
organizacio do nucléolo, verificou-se que somente um dos homdlogos apresenta-se
associado a um nucléolo. E. portanto, possivel que certas regides de cromosso-
mos homologos da mesma eélula niio [uncionem sincronicamente (41),

Na galinha, Gallus domesticus. foi também observada a existéncia de um
so nucléolo e éste apresenta-se associado aos microcromossomos, mas nesse orga-
nismo o numero de microcromossomos associado foi avaliado em aproximada-
menle 12 (42).

Mais de 60 profases somaticas e de espermalogonias examinadas, em varias
preparagoes de lesticulo de Bothrops jararaca. ndao demonstraram a existéncia de
qualquer macrocromossomo inteiramente heteropicnético.  Essa analise permite con-
cluir que. tanto nas células somaticas como nas espermatogonias do macho désse
ofidio. nenhum dos cromossomos sexuais apresenta heleropicnose posiliva,

No testiculo, as melafases somaticas e das espermatogonias apresentam 30
elementos, sendo 16 macrocromossomos e 20 microcromossomos, como ja descre-
culturas de leucocitos (40),  Também nesse

vemos nas melafases somalicas de
l'odos 0s macro-

estagio nenhum dos cromossomos exibe heleropicnose positiva.
cromossomos apresenlam estrutura de duplas cromilides, que se apresentam  co-
necladas somente pela regido do centromero. 0Os microcromossomos ém  eslru-
lura idéntica, apesar de que em alguns, devido ao tamanho reduzido., é dificil
localizar-se a posicio do centromero.

Na anafase os cenlromeros, através dos quais as cromatides mantinham-se
juntas, dividem-se, deslocando-se para poélos opostos da célula. Em conseqiiéncia.
as cromalides separam-se, afastando-se.  Observa-se divisao vquilnlim do material
cromossomico. islo é. lanlo as cromatides que conslituem 0s Macrocromossomos
como as que formam os microcromossomos separam-se igualmente migrando para
0s !”';.Iﬂ,q !["i;_u 3). 0Os microcromossomos por lerem tamanho menor apresenlam
is vézes as suas cromalides completamente separadas. antes dos macrocromossomos,
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Na telofase os dois complementos cromossomicos, morfologicamente idénti-
cos, separam-se¢ completamente dando origem a dois novoes nicleos diploides,

Meiose

Nos espermatécitos de primeira ordem foi possivel encontrar todos os estagios
que caraclerizam a profase meidtica. A primeira evidéncia do inicio da meiose.
numa fase que chamaremos de pré-leptéteno, é, em comparacio com a célula em
interfase, uma ligeira rarefacio do malerial nuclear, com um principio de deli-
neamento dos filamentos cromossomicos. Na fase de leploteno ésses filamenlos
tornam-s¢ mais evidentes, mas ainda finos, apresentando pequena afinidade pelo
coranle,

Na fase de zigoteno, os [ilamentos homologos alraem-se, ocorrendo o parea-
mento, simultineamente, em varios pontos ao longo dos cromossomos e nas extre-
midades. E freqiiente observar-se nessa fase células em que os filamentos en-
contram-s¢  quase complelamente pareados. exceto em alguns ponlos inlersti-

ciais (Fig. 4).

Células em paquiteno sdo muito freqiientes. Nessa fase os cromossomos ho-
mologos apresentam-se mais condensados e conjugados, formando bivalentes. Ao
longo déles observam-se, as vézes, regides mais condensadas, que correspondem
aos cromomeros. (s microcromossomos apresentam-se. como o reslanle dos cro-
mossomos, isolados, formando bivalentes, podendo-se, as vézes, distinguir cromo-
meros nos mesmos. Ao contrario do que foi descrito por Newcomer e Brant (43)
na galinha, os microcromossomos de ofidios nido apresentam heteropicnose posi-
tiva, que os distinga dos macrocromossomos nesta ou em qualquer outra fase
da meiose. Certas regides dos macrocromossomos apresentam uma condensacio
mais pronunciada. Essas partes mais condensadas parecem resultar do maior
acimulo de heterocromatina e se localizam geralmente em regioes adjacentes aos
centromeros ¢ nas extremidades dos cromossomos (Fie, 5).

Na fase de diploteno, os cromossomos homdologos, que no estigio precedente
apresentavam-se completamente conjugados, separam-se excelo nas regioes onde
provavelmente ocorrem quiasmas (Fig. 6). Esse fenémeno pode ser claramente
observado em todos os macrocromossomos. Apesar da dificuldade em determi-
nar-se o nimero exalo de quiasmas de cada bivalente, verificamos que o nimero
de quiasmas no primeiro bivalente ¢ o mais alto, sendo por nos avaliado em seis
a oito aproximadamente por célula. No segundo e terceiro bivalente foram con-
tados de quatro a seis quiasmas. No quarlo bivalente., que corresponde em
ordem de tamanho aos cromossomos sexuais, ocorrem de lrés a cinco quiasmas,
Nos outros bivalentes de macrocromossomos observamos de dois a trés quiasmas,
Os microcromossomos também apresentam quiasmas, mas em namero reduzido,
sendo a sua avaliacio mais dificil,

A fase de diacinese pouco se distingue do diploteno, mas, pode ser caracte-
rizada pela maior condensacio dos bivalentes, que se coram mais intensamente
que nas fases anteriores. Ocorre uma reduzida terminalizacio dos quiasmas, nao
se observando a formacio de figuras em anel. Nessa fase, a avaliacio do nimero
de quiasmas é ainda possivel. porém é mais dificil.

A existéncia de diploteno e diacinese caracteristicos e a ocorréncia de [re-
qiiencia relativamente alta de quiasmas em Bothrops jararaca mostram que, quan-
to 4 evoluciio genética, os ofidios sio mais semelhantes as aves que aos anfibios.
Realmente, Weiler e Ohno (22). estudando preparagoes de testiculo adulto do
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anuro Xenopus laevis, ndo encontraram [iguras de paquiteno e diploteno precoce.
Nesse animal, na meiose do espermatocito de primeira ordem, os bivalentes apa-
rentemente passam do estagio de zigoteno ao de diploteno tardio ou diacinese.
apresentando nessa fase. todos os bivalentes forma de anel. Mesmo nos bivalen-
les grandes nio foi observado quiasma intersticial. Essa observacio esta de
acordo com o trabalho de Wickbom (44) s6bre a baixa [requéncia de quiasmas
nos anuros, que segundo Witschi (45), eslaria correlacionada ao reduzido ritmo
de evolugdo nesse grupo. Nas aves, por sua vez, ndo 0 ocorre paquileno e
diploteno, como nas cobras. mas também o ntimero de quiasmas ¢ alto. Segun-
do Ohno (27), o primeiro e segundo pares de bivalentes apresentam de oito a
dez quiasmas e o terceiro e quarto tém seis quiasmas. (O quinto par. que cor-
responde aos cromossomos sexuais, apresenta forma de anel ou de 8 na diaci-
nese, enquanto os hivalentes maiores apresentam virios quiasmas. Esse fendme-
no, no entanto, é devido a rapida terminalizacio do bivalente sexual, pois no
diploteno é possivel observar que ésse bivalente tem de quatro a cinco quiasmas.

Por outro lado, a presenca nos répteis e nas aves de microcromossomos, que
nio ocorrem aparentemente nos anfibios, é um outro fato que indica a maior
semelhanca entre os dois primeiros grupos citados.

Na metafase, os cromossomos apresentam-se uniformemente mais condensa-
dos.  Os bivalentes dispdem-se na placa equatorial. com os cenlromeros no equa-
dor. Cada cromossomo encontra-se dividido nesse estigio em duas cromatides,
portanto, cada bivalente é constituido de qqualro filamentos, pmh*ndﬂ 0 runjunm
ser denominado tétrade. Aleuns dos bivalentes, |]|l'i]!1l'iI}El]]]]{'IITI' DS MAloTes. Nao
se apresentam ainda completamente terminalizados (Fig. 7).

Na anafase. os centromeros homologos dos bivalentes separam-se, deslocan-
do-se para polos opostos do fuso celular. s microcromossomos separam-se como o
restante dos bivalentes, equitativamente, recebendo cada célula filha, dez micro-
CTOMOSS0Mos,

Na intercinese, os dois lotes de cromossomos encontram-se ja completamente
separados nos espermatocitos de segunda ordem. Os cromossomos, ou diades,
aparecem mais distendidos, sobh a forma de finas estruturas filamentosas,

Na profase II da meiose, os cromossomos encontram-se mais separados, nas
preparacies. O nimero de elementos observados nessa fase é de 18, sendo 8
maiores que correspondem aos macrocromossomos ¢ 10 menores que corres-
pondem aos microcromossomos. Certas regides dos cromossomos. principalmente
na proximidade dos centrémeros, parecem mais marcadas por heterocromatina.

Na metafase II. os cromossomos. ou diades, num total de 8 macrocromos-
somos e 10 microcromossomos aparecem fortemente condensados. Os bragos sao
relalivamente mais curtos e largos que na fase anterior. Em todas as figuras
principalmente nos cromossomos maiores, observa-se que os bragos estio bastante
separados, formando praticamente angulos retos entre si (Fig. 8).

Na anafase II. os centromeros dividem-se e as duas cromatides de cada cro-
mossomo separam-se, deslocando-se a polos oposlos do fuso (lkig. 9).

Na telofase I, os cromossomos ja se enconlram completamente separados,
dando origem a duas células haploides com 1§ cromossomos ada.  Os [ilamentos
comecam novamente a alongar-se tornando-se aparentemente menos visiveis, E
comum observar-se nas preparagoes a divisao sincronica das ecelulas, que se ori-
sinaram do mesmo espermalocito, resultando em quatro células haploides, pro-
ximas e morfologicamente semelhantes,
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Em mnenhuma das fases acima descritas, quer na divisio das espermatogo-
nias quer na primeira e segunda divisdes meidticas, foi observado comportamento
alociclico de um ou de ambos os cromossomos sexuais. Aparentemente esles com-
portam-s¢ como o reslanle dos autossomos, durante a t'FIH‘I‘II‘JIIIU;IE‘II('H‘.

CROMATINA SEXUAL

A cromatina sexual, também conhecida por corpisculo cromatinico ou de
Barr, foi originalmente descrita por Barr e Bertram (46) em células nervosas
de gatas, lendo sido subseqiientemente demonstrada também em células somaticas
humanas e de outros mamiferos.

A cromatina sexual é caracteristica das células femininas, onde se apresenla
como uma massa baséfila. Feulgen-positiva, na face interna da membrana nuclear.

A presenca dessa estrutura nos nucleos [emininos, era interpretada, até recen-
temente, como regides heterocromaticas dos dois cromossomos X que na intérfase
somalica apresentar-se-iam condensadas e forlemente coraveis. isto é, heleropic-
noticas. No entanto, na célula feminina em intérfase apenas um cromossomo X
¢ heteropicnotico, sendo o oulro indistinto dos autossomos,

Segundo Lyon (47). nas células somalicas femininas. somente um X seria
oeneticamente  ativo durante a intérfase, apresentando-s¢ o outro condensado.
Numa fase precoce da embriogénese, provavelmente ao tempo da implantacio, em
cada célula seria “decidido” qual dos dois cromossomos X seria ativo. Nas cé-
lulas masculinas normais os cromossomos X seriam presumivelmente ativos. A
linhagem germinativa da fémea nio participa, aparentemente, désse processo de
diferenciacio do cromossomo X. A hipitese de Lyon de diferenciacio do X
baseia-se citologicamente no fato de ler-se observado heteropicnose de um dos
cromossomos X nas células femininas em profase (48).

Por outro lado. empregando-se técnicas de autoradiografia em culturas de
tecidos de hamster (49) e humanos (50), (51), (52) tratadas pela timidina tri-
tiada verificou-se que um dos dois X da célula feminina, replica o seu ADN
relativamente mais tarde que o outro X e os autossomos, Esse cromosgomo
“tardio” nao foi encontrado nas células masculinas.

Para investicar a existéncia da cromatina sexuval nos ofidios foram feilas
preparacoes de cérebro, baco, figado, rim e gonadas. As liaminas foram prepa-
radas pelas lécnicas de esmagamento ou corle histologico, seguida de hidrolise e
coloracao pelo Giemsa ou Hematoxilina-Fosina. Nas preparacoes examinadas de
Boa constrictor amarali e Bothrops jararaca niao observamos em nenhum dos sexos
a existéncia de uma massa condensada, que correspondesse a cromatina sexual.
Em algumas preparacoes apareceram corpusculos condensados nos nicleos de  al-
gumas células, mas éstes nilo se encontravam. geralmente, na periferia do nicleo
e eram esparsos. Além disso, essa ocorréncia foi observada indistintamente nos
dois sexos.

Examinamos também preparacoes de bago e gonadas, obtidas por esma-
camenlo, em oulras ordens de répleis. Foram estudados Anolis carolinensis
(LACERTILIA), Caiman sclerops (CROCODILIA) ¢ Amyda ferox (CHELONIA).
Nesses animais também em nenhum dos sexos foi observado um corpisculo que
pudesse ser considerado como cromatina sexual.
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Em Gallus domesticus, Kosin e lIshizaki (53) relataram uma diferenca nu-
clear entre o macho e a [émea. Fsses aulores identificaram um corpusculo cor-
respondente a cromalina sexual nos nucleos somaticos do sexo heterogamélico.
Encontraram também um corpisculo nos nteleos de machos, mas em [reqiiéncia
muito menor. Ohno, Kaplan e Kinosita (54) confirmaram a existéncia da cro-
matina sexual na fémea de Gallus domesticus, demonstrando que a mesma re-
presenta o cromossomo 7, impar, em heleropicnose positiva. Por outro lado,
Schmid (55) empregando timidina tritiada em cultura temporiria de medula
ossea, verificou, por auloradiograflia, que os dois cromossomos 7 do macho homo-
cametico e o 7 impar da fémea heterogamética niio apresentam dilerencas entre
st ou em relacio aos autossomos, quanto a incorporagio de timidina.

A condensagio de um cromossomo X nas células somdticas femininas, nos
mamiferos, parece ser um mecanismo muito especializado. Aparentemente a di-
[erenciagio dos cromossomos X e Y seria tal que a maior parte dos genes conli-
dos no cromossomo X se encontraria em dose simples na célula diploide mas-
culina, sem correspondéncia no cromossomo Y. Paralelamente a ésse fendmeno.
a condensagio de um cromossomo X nas células femininas compensaria a silua-
¢ao de hemizigose do cromossomo X, nas células masculinas. Nos répleis, apa-
rentemente, nao se desenvolveu ésse tipo de mecanismo compensador.

MAsSSA  CROMOSSOMICA E PROPORGRO 7 : AUTOSSOMOS

O estudo continuo de material cromossémico em diferentes oreanismos des-
pertou o nosso inlerésse em encontrar algumas regras gerais que governassem ¢
variedade de cariotipos exibidos pelos animais. Estudamos os cromossomos de
sele espécies ¢ um hibrido interespecifico de mamiferos placentarios pertencen-
les as ordens PRIMATA, ARTIODACTYLA, PERISSODACTYLA, CARNIVORA ¢
RODENTIA, cujo numero cromossomico dipléide varia de 17/18 no Microtus
oregont a 78 no Canis familiaris (56). Através de um mélodo que nos permi-
tiu um caleulo bidimensional da area dos cromossomos, oblivemos resultados que
nos levaram a conclusoes interessantes,

Apesar da grande variacio no nimero cromossomico, as oilo espécies eslu-
dadas parecem conter quantidades semelhantes de material genético, que ¢ de
aproximadamente 155 p% O cromossomo X da maior parle dessas especies
(Hlomo sapiens, Canis familiaris, Bos taurus, Equus caballus, Equus asinus, Felis
domestica, Mus musculus). parece ler area quase idenltica e equivalente a apro-
ximadamente 4,5 p2 que ¢ um pouco mais de 5% do lote haploide da espécie
considerada. No Mesocricetus auratus. o X apresenta aproximadamente o dobro
de tamanho do X dessas espécies, sendo por nos considerado como duplo e no
Microtus oregoni o X lem mais ou menos trés vézes o tamanho do X dessas
espécies, sendo considerado como triplo. Estudando o comportamento helero-
picnotico dos trés tipos de cromossomos X nas células somaticas, verificamos que
esles apresentam padrdes diferentes. Se admitirmos que a heteropicnose de um
cromossomo ou parte déle significa inércia genética entio, apesar das diferencas
de tamanho dos Irés tipos todas as espécies estudadas apresentam aparentemente
a mesma quantidade de material cromossomico X funcional, em ambos os sexos.

Nos ofidios o caridtipo mais comumente descrito, incluindo o presente tra-
balho, ¢ o que possui 36 cromossomos compreendendo 10 macrocromossomos e
20 microcromossomos. No entanlo, cariolipos com numero cromossomico  dife-
rente tém sido encontrado em varias espécies. s valdres extremos encontrados
sio os das espécies Xenodon merremii e Clelia occipitolutea. presentemente  des-



86 CONSTITUICAO CROMOSSOMICA E MECANISMO DE DETERMINACAO DO
SEX0O EM OFIDIOS SUL-AMERICANOS. II. CROMOSSOMOS SEXUAIS E
EVOLUCAQ DO CARIOTIPO

critos.  Na primeira especie ocorrem 30 e na ultima 50 cromossomos como nu-
mero diploide.

Com o intuito de verificar a significacao dessa variacio numérica quanto a
massa total de material cromossémico e a relacio do cromossomo sexual 7 com
o complemento cromossomico, resolvemos estudar ésses parametros. nos ofidios,
Para possibilitar o estudo comparativo com as espécies de mamiferos pesquisa-
das usamos o mesmo método e ampliagio que haviamos utilizado para o estudo
anlerior,

Selecionamos  preparacoes citologicas de sete espécies de serpentes perten-
centes a trés familias diferentes.  Cinco dessas espécies apresentam cariotipo com
50 cromossomos, que € o numero mais caraclteristico dos ofidios, ¢ duas outras
espécies apresenlam a variagio minima e maxima do nimero de cromossomos
nesse  grupo.

()s CROTALIDAE sdao uma familia muito homogénea. sem grandes varia-
coes, aparentemente. Todas as espécies que estudamos tém 30 cromossomos.
liscolhemos as espécies Bothrops jararaca ¢ Bothrops atrox. s BOIDAE também
sao uma familia homogénea, apresentando as espécies estudadas como niimero
diploide, 306 cromossomos. A tnica excecio encontrada nos boideos, foi a espé-
cie Corallus caninus, que tem 44 cromossomos. Escolhemos para ésse estudo as
espécies Boa constrictor amarali e Epicrates cenchria erassus. Quanto aos colu-
brideos a helerogeneidade é maior. Com o intuito de estudar a significacio da
variagio numérica dos cromossomos, escolhemos para essa investigacio Irés es-
pécies, Spilotes pullatus anomalepis, que tem como numero diploide 36 cromos-
somos, com cariotipo basicamente semelhante ao das oulras espécies de serpen-
tes com 30 cromossomos; Xenodon merremii, cujo cariotipo nas células diploides
apresenta s0 30 cromossomos e Clelia occipitolutea, na qual o nimero cariotipico
¢ D0 cromossomos, que é o maior numero descrito alé o presenle. nas serpentes,

Com excecao de Boa constrictor amarali e Epicrates cenchria crassus. os
cromossomos sexuais podem ser facilmente identificados nas outras espécies, de-
vido ao seu heteromorfismo nas células das [émeas. que constituem o sexo hele-
rogamelico.

As metafases somaticas, utilizadas para o estudo comparativo da massa cro-
mossomica ¢ do cromossomo X em diferentes espécies, foram selecionadas de
preparacoes citologicas obtidas em condigoes semelhantes, Todas as células pro-
vém de culturas temporarias de leucocitos, sendo as preparagoes citologicas feitas
de acordo com as técnicas ja deseritas anleriormente e que compreendem trata-
mento hipotonico das células durante dez minutos. A coloracio foi a de orceina
acética ou Giemsa. A selecio das metafases utilizadas obedeceu aos seguintes
critérios: cada cromossomo deveria estar uniformemente corado, bem delineado
e com as cromilides irmas claramente separadas. A célula deveria estar bem
achatada e os cromossomos no mesmo plano focal. Por ésses critérios pudemos
eliminar as variacoes decorrentes principalmente dos diferentes eraus de hidra-
tacdo sofridas pelas células durante a preparacio citologica.

As medidas foram feitas da seguinte maneira: microfotografias de cinco
melafases foram selecionadas para cada espécie. 0Os negativos foram feitos com
o8 aumentos 400 X e 2,200 X, Os [ilmes utilizados foram o Microfile e o
Contrast Process Film, ambos da Kodak. O negalivo era colocado no ampliador
¢ a imagem projetada numa f{élha de papel branco (“Vietoria”, Ind. Brasileira
ou “Plover Bond”, U.S.A.). O aumento final era de 6.300 X. Os limites dos
cromossomos eram desenhados e as imagens recortadas e pesadas numa balanca
analitica,
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Os recortes dos cromossomos 7Z e W eram pesados separadamente. A per-
centagem do Z mno lote hapléide (Z : AZ) foi calculada individualmente para
cada uma das cinco células e a média aritmética foi determinada. O péso do
lote 11;1};]1’1i[|(' dos autossomos foi calculado da seguinte [orma:

(péso lotal) (péso do Z, + Z. (ou ‘ﬁ'!._
2

Pesando-se recortes de papel de 63 X 63 mm, que correspondem a ;Tn"m dl_‘
100 p* (10 o X 10 p) obtivemos um valor médio de 0.3458 g (0.3332-0.3640)

L5

para o papel “Victoria” e 0.3332 ¢ (0.3220-0.31140) para o “Plover Bond”. Pelo

uso désses fatores de conversio. as areas cromossomicas do Z e do lote dipléide
puderam ser calculadas pelos pésos dos recortes.

As médias dos valores encontrados para a drea cromossomica lotal, assim
como, para os cromossomos sexuais Z e W e as suas proporcoes em relacao ao
lote hapldide, estdo sumarizadas na Tabela que segue.

-_\'\rﬂ l'l:,]'lllll:,l ['{}|LI'I_‘H|_"}|'II_!("HJ[£' L 'I[H_‘"!';l} l'[]l:,ll {I{,]ﬁ Cromossomaos, oO0s III.JIIIWI'UF enlre
paréntesis representam os valores minimo e maximo encontrados em cada espé-
cie. A média dos pésos lolais das sele espécies é de 02744 g. A segunda
coluna foi obtida por conversio da média do péso total em area, em cada espe-
cie. Comparando-se as dreas lotais das sele espécies investigadas, verilicamos
que em média ésse valor é de 81,04 p* sendo que o limite de variacao entre

os valores extremos é de aproximadamenle 7 p* (78.81-85.80 p°).

Na coluna correspondente ao cromossomo sexual 7Z. o péso médio desse

Cromossomo nas sele especies e de 0.0128 ¢ que corresponde em area a sid et T
Nas duas espécies de boideos incluidas consideramos, para efeito de pesagem,
o quarto par de cromossomos, por analogia as espécies de colubrideos e crola-
lideos com 36 cromossomos, onde o cromossomo 7 corresponde ao quarto par
em ordem de tamanho. A relacio entre o cromossomo 7 ¢ o lote haploide
(7 : AZ) é de 9.38% em média, nas varias espécies estudadas,

Na coluna correspondente ao cromoszomo sexual W. a média dos peésos en-
contrados foi de 0.0127 2. que corresponde em area a 3.78 p% a Ff']]l('II“lE’lI]E_ﬁ:
do valor encontrado para o cromossomo 7. A relagio enlre o C€romossomo W
e o lote haploide é de 9.41%, em média, variando porém de 6.16% na A cnodon
merremiit a 18.200 na Clelia occipitolutea.

Nas espécies de CROTALIDAE estudadas, Bothrops jararaca e Hf?fﬂ'r*”’."” alrox,
as areas do cromossomo W foram de 2,85 p* e 2,5 pf, respectivamente, en-
quanto que as areas correspondentes do cromossomo Z foram de ‘].:5'? ptoe
8.30 u2 Fsses resultados estio de acordo com as observagbes de Schreiber.
Menin, Cavenaghi e Fallieri (57). Esses autores estudaram, por método E'i“f"
fotométrico, as diferencas sexuais no conteido em ADN, dos nicleos de eritro-
citos de ofidios. Num grupo homogéneo de seis espécies do genero Bothrop S -
verificaram que o teor de ADN ¢é sempre maior nos ITI‘:H'!I{]:-K do que nas fe-
meas. Algumas espécies apresentaram esta diferenga estalisticamente slglu}flrgulu
(Bothrops jararaca, Bothrops cotiara ¢ Bothrops jararacussu): nas qln:mau:: (Bo-
throps atrox. Bothrops alternatus ¢ Bothrops J'H’!'HI'H’H'I':} a ffllrf.'.l‘(‘ﬂl:ﬂ nio foi
sionificativa, mas sua tendéncia foi no sentido esperado. isto &, de que o macho,
sendo o sexo homogamético (Z7), apresenta maior quantidade de ADN que a

[émea, que é o sexo helerogamético (ZW).







