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Abstract

The present study describes for the first time the chromosome number and structure of hybrids of the cross
of Bighorn sheep (Ovis canadensis) and Domestic sheep (Ovis aries). The diploid number 2n = 54 of this number
is formed by: three pairs of large submetacentric chromosomes and 23 pairs of acrocentric chromosomes of
variable size. This array is equal in the three species. The hybrid result from this cross is fertile and it is
concluded that this opens up new alternatives for the preservation and protection of Bighorn sheep in the
wild; a species that is currently considered as CITES II, threatened, and under NOM-ECOL-059/94, is in a
special protection program.
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Resumen

En este trabajo se determiné y comparé por vez primera el namero diploide (2n) y morfologia cromosémica
del borrego hibrido producto de la cruza interespecifica entre borrego Cimarrén (Ovis canadensis), y borrego
Pelibuey (Owis aries). Se determiné el cariotipo del borrego hibrido que tiene un nimero cromosémico de 2n
=54, formado por tres pares de submetacéntricos grandes y 23 pares de cromosomas acrocéntricos que varian
en tamafio. El arreglo cromosémico es igual en las tres especies. El hibrido de esta cruza es fértil y abre la
posibilidad de buscar alternativas para la proteccion y conservacion del borrego Cimarrén, que actualmente
es considerado por el CITES dentro del apéndice II como especie amenazada y por la NOM-ECOL-059/94,
como sujeta a proteccion especial.
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Introduction

"%, hromosomal studies can provide informa-
tion about evolutional divergence and the

%’ phylogeneticrelationships thatexistbetween
dlfferent species. These are based on the diploid num-
ber of chromosomes (2n), the position of the cen-
tromere and an estimation of the fundamental num-
ber (FN) that is determined from the total number of
arms in the haploid number, notincluding the sexual
chromosomes.!

There are barriers in nature thatlimit interspecific
crosses and when these crosses do occur the proge-
ny tends to be sterile, while in other cases they
present a certain hybrid inferiority ** However, a
hybrid cross can generate progeny that is better
adapted than its progenitors, this phenomenon is
known as hybrid vigor.2

Pastauthorshavereported oninterspecific cross-
es. Such is the case of the mule, a hybrid cross
between the donkey and the mare (Equus asinus x
Equus caballus) which have a chromosomal 2n num-
ber of 62 and 64, respectively, the sterile mule having
a 2n number of 63>*¢ Mine et al.,* report on an
interspecific cross between Ovis aries (sheep) and
Capra hircus (goat) which was born under natural
conditions and in which the progeny was found to
have a chromosomal number between that of both
parents, 2n = 57. McFee et al.” successfully crossed
wild European pigs with domestic pigs, despite their
having different chromosomal numbers (2n = 36
and 38, respectively). However, their hybrids (2n =
37) arefertile, which can be explained given that the
submetacentric pair found in wild pigs crosses dur-
ing mitosis with the two acrocentric pairs found in
the domestic pig.

Avalos et al $tried an interspecific cross between
the Barbary sheep (2n = 58) and the Tabasco sheep
(2n = 54) (Ammotragus lervia x Ovis aries), but this
resulted in embryonic death and reabsorption. The
chromosomal study for both species allowed for the
establishment of differences between these two gen-
era that made it impossible for them to produce
progeny, probably due tochromosomal orimmuno-
logicfactors.

Nadler et al.? report that in the interspecific cross
between the European Mouflon sheep and the Big-
hornsheep (Ovis musimonx O. canadensis) the progeny
have a chromosomal number (2n) equal to 54. These
chromosomesinclude three pairs of large submetacen-
tric chromosomes and 23 acrocentric chromosomes;
the sexual chromosomes have alargeacrocentricXand
asmall submetacentric Y. The progeny of these species
presentanidentical karyotypeto their parentsand are
fertile."
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Introduccion

, lestudio cromosémico puede proporcionarin-
formacién sobre la divergencia evolutiva y las
¢ relaciones filogenéticas existentes entre dife-
rentes especies, con base en el nimero diploide de
cromosomas (2n) y en la posicién del centrémero,
estimando al ndmero fundamental (NF) que se deter-
minaa partir delnamero total debrazos enel complejo
haploide, sin considerar a los cromosomas sexuales.

Lasbarrerasexistentes paralarealizacién de cruzas
interespecificas limitan las posibilidades de que éstas
ocurranenlanaturaleza, y cuandosuceden tienenuna
descendencia estéril o en algunos casos presentacierto
grado de inferioridad hibrida.** Sin embargo, puede
ocurrir que en unacruzahibrida se genere una descen-
dencia que esté mejor adaptada que sus progenitores,
a este fenémeno se le conoce como vigor hibrido.?

Enlabibliografia se informa sobre cruzas interespeci-
ficas; tal es el caso de la mula, hibrido de la cruza entre
burro y yegua (Equus asinus % Equus caballus),los cuales
tienen ntimeros cromosémicos de 2n = 62 y 2n = 64,
respectivamente, y produce una descendenciamayorita-
riamente estéril 2n = 63.*¢ Mine et al.* informan de una
cruza interespecifica entre Ovisaries (oveja) yCaprahircus
(cabra) nacida bajo condiciones naturales, en donde se
observa una descendencia con unnimero cromosémico
intermedio al de sus padres; es de decir, de 2n =57. En
cerdos, McFee et al.” cruzaron cerdos salvajes europeos
con cerdos domésticos a pesar de tener nimeros cromo-
sémicos diferentes (2n = 36 y 38, respectivamente); sin
embargo, estos hibridos (2n = 37) son fértiles, lo cual se
explica por la presencia de un par submetacéntrico del
cerdo salvaje que se aparea durante la mitosis con dos
pares de acrocéntricos del cerdo doméstico.

Avalos et al Sintentaron un cruzamiento interespeci-
fico de borrego Berberiano (2n=58) y borrego Tabasco
(2n = 54) (Ammotragus lervia x Ovis aries), pero el
resultado fue mortalidad embrionaria y reabsorcion
del producto. El estudio cromosémico para ambas es-
pecies permiti6 establecer las diferencias entre estos
dos géneros; en consecuencia, no fue posible obtener
un producto, posiblemente debido a factores de tipo
cromosémico e inmunolégico.

Nadler et al.’ informan que en la cruza interespecifica
entre Muflén europeoy borrego Cimarrén(Ovismusimon
x O. canadensis) elniimero cromosomico observadoenla
progenie es de 2n = 54 cromosomas de los cuales tres
pares son submetacéntricos grandes y los otros 23 pares
acrocéntricos; en los cromosomas, sexuales se observoé el
Xcomo unacrocéntrico grandey el Y como unsubmeta-
céntrico pequetio;ambasespecies presentanuncariotipo
idéntico al de los padres, con el producto fértil.*°

Elborrego Cimarron, o del desierto, antesabundante,
hoy se encuentra en riesgo de extincién debido princi-



4’;

The Bighorn sheep, or Desert sheep, once abun-
dant, is on the verge of extinction due mainly to
boundless human population growth and subse-
quent habitat deterioration. In Mexico, protection
for this species dates back to the beginning of the
20" Century, when hunting prohibitions and vigi-
lance programs were put into effect. Nevertheless,
these measures are insufficient, so that nowadays,
new conservation measures that take into account
the current ecological and social situation,* must be
implemented.

In North America seven subspecies of Bighorn
sheep are recognized, depending on their geo-
graphical distribution and size; of these, three
subspecies are mountain sheep while four are
desert sheep.!

Currently Bighorn sheep have acquired high
hunting value, with permit prices that range from
35000 to 150 000 dollars. Hunting, an activity that
was threatened in the past, helps contribute to the
conservation of this species and its habitat through
projects and activities that aim to conserve, man-
age and use efficiently a species’ populations and
habitats.'>"

The objective of this study was to describe the chro-
mosome number, structure and fundamental number
for Bighornsheep, domesticsheep (Pelibuey) and their
hybrid cross.

Material y methods

Five female domestic sheep (O. aries) were insemi-
nated with semen from Bighorn sheep (O. canaden-
sis)." Blood samples for chromosome morphomet-
ric analysis were obtained from the male Bighorn
sheep and two female domestic sheep from the
Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en
Producciény Salud Animal (CEPIPSA), College of
Veterinary Medicine of the Universidad Nacional
Auténoma de México, located in San Miguel To-
pilejo, Mexico. Blood samples of the hybrids were
obtained from four females and three males, of the
ten progeny that were obtained during mating,
housed at the Centro de Ensefianza, Investigaciény
Extensién en Produccion Ovina (CEIEPO), College
of Veterinary Medicine of the Universidad Nacional
Auténoma de México.

McFee’s methodology*® was modified'® for the pur-
poses of this study, using cultured lymphocytes fol-
lowing the technique described below: Thesheepwere
bleed by external jugular venepuncture, collecting
approximately 7mlofblood/sheepinheparin vacuum
tubes at 10°C, and then transferring samples to the
laboratory in cool storage.

palmente al desmedido crecimiento de la poblacién hu-
mana y el consecuente deterioro del habitat. En México,
la proteccién de esta especie se remonta a principios del
siglo xx, con el establecimiento de vedas y programas de
vigilancia. No obstante, estas medidas son insuficientes,
porloquehoy diaseexigennuevasaccionesdeconserva-
cién acordes con la situacién ecolégica y sociales.*

En Norteamérica se reconocen siete subespecies de
borrego Cimarrén de acuerdo consu distribucién geo-
graficay sus medidas corporales; de éstas, tres subes-
pecies correspondenal borrego demontafia y cuatroal
del desierto."

Actualmente los borregos Cimarrén se han conver-
tido en piezas de muy alto valor cinegético, que alcan-
zancotizacionesquevande35000a150000 délares por
permiso para cazar a uno de estos ejemplares. La
caceria, actividad que en el pasado fue una amenaza,
hoy dia contribuyeala conservacién delaespeciey de
suhdbitatatravés de proyectosy actividades encami-
nadas a conservar, manejar y aprovechar de manera
sustentablelas poblacionesy el habitat delaespecie.’>

Elobjetivodel presente trabajo fue describir elntimero
diploide, forma y nimero fundamental de los cromoso-
mas de borrego Cimarrén, borrego Pelibuey y su cruza.

Material y métodos

Se inseminaron cinco hembras Pelibuey (O. aries) con
borrego cimarrén (O. canadensis).* Para la obtencién y
anélisis morfol6gico delos cromosomas se obtuvieron
muestras de sangre periférica del macho Cimarrény
de dos madres hembras Pelibuey en el Centro de
Ensefianza, Practica e Investigacién en Produccion y
Salud Animal (CEPIPSA), dela Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, en San Miguel Topilejo. Las
muestras desangre delos hibridos se obtuvieron delas
cuatro hembras y tres machos de las diez crias que
sobrevivieron, en el Centro de Ensefianza, Investiga-
ciény Extensiéon en Produccién Ovina (CEIEPO), dela
FMVZ-UNAM, en Huitzilac, Morelos, México.

Se utiliz6 la metodologia propuesta por McFee® y
modificada'® para este estudio por medio de linfocitos
cultivados mediante la siguiente técnica: Sesangréalos
borregos de la vena yugular externa, colectando 7 ml de
sangre,aproximadamente, por borrego, en tubosheparini-
zados al vacio a una temperatura de 10°C, las muestras
fueron trasladadas al laboratorio en una hielera.

El cultivo celular se preparé con medio McCoy.**
Para este fin a 50 ml de medio se le agregaron 2 ml de
fitohemaglutinina y 0.2 ml de antibac (penicilina-es-
treptomicina).***Se utilizaron 5 ml del medio ya prepa-

* www.ine.gob.mx
** Microlab México.
*** Microlab México.
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The cell culture was prepared inMcCoy medium.**
To this end, 2 ml phytohemagglutinin and 0.2 ml of
antibac (penicillin-streptomycin)*** were added to 50
ml of medium. 1 ml of the heparinized blood was
added to 5ml of the prepared medium, incubating for
72hat37°Cin5% CO,.

Cellular material was obtained by adding 3 drops
of colcemid (10 ng/ml)* to suspend mitosis during
metaphase; samples were left for 2.5 h at 37°C, for
lymphocyte sedimentation.

Following this, cultures were passed to 15 ml tubes
and centrifuged at 300 g for 10 min.

Supernatant was extracted and then 5 to 6 ml of
distilled water (hypotonic solution) was added to
cause hypotonic shock, allowing the entrance of flu-
idsand inducingcellular lysis; this stage took 18 to 20
minat37°C.

Cells were then washed and centrifuged at 300g for
10 min.

Supernatant was extracted and Carnoy fixative (1:3
methanol-aceticacid) wasadded during constantagi-
tation to avoid fiber formation.

Another round of centrifugation at 300 ¢ was
carried out for 10 min, followed by resuspension in
fixative; this process was repeated several times
until the supernatant was completely transparent
and the bottom of the tube contained a white-co-
lored pellet.

Microscope slides were prepared using the flame-
drying method. For this the slide mustbe degreased or
washed with detergent and ethanol prior to use, and
then cooled so as to cause a change of temperature in
the cell and thus break the cell membrane freeing the
chromosomes.

Once these slides were obtained they were stained
with Giemsa™ in a 36 ml of distilled water to 4 ml of
color solution for 20 min.

Slides were carefully analyzed to locate the best
mitosis using alight microscope at 10X, 40X and 100X
magnification.

The selected metaphases were photographed at
1 000X magnification and then the photographs were
cut in order to place the chromosome pairs in order
according to the size and position of the centromere,
thus obtaining the karyotype."”

Results

Matings between the male Bighorn sheep and the
fivefemale domestic sheep showed a100% fertility,
obtaining the following births: two females produ-
ced one embryo, two produced two embryos and
one produced four, for a total of ten products, five
females and five males. Of these ten products, three
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radoy seagregd 1 ml de sangre heparinizada, dejando
las muestras en laincubadora por 72ha37°Cal 5% de
CO,

Paralaobtenciéndel material celular seagregaron3
gotas de colcemida (10ng/ml)* conelfin desuspender
la mitosis en la metafase; se dejaron las muestras du-
rante 2.5 horas a 37°C.

Transcurrido este tiempo para sedimentar aloslin-
focitos, los cultivos se pasaron a tubos de 15 ml para
centrifugar a 300 g durante 10 min.

El sobrenadante se extrajo de los tubos, luego se les
agreg6de5a6mldeaguadestilada (solucién hipoténica)
paraprovocar unchoquehipoténicoque permitelaentra-
dadeliquidos,induciendoalrompimientodelasmembra-
nas celulares; esta etapa se dejo por 18 a20 mina 37°C.

Posteriormente, las células selavaron centrifugado
a 300 g durante 10 min.

El sobrenadante se extrajo y se le agregé el fijador
Carnoy (1:3metanol-acidoacético) despacioy enagita-
cién para evitar que se formaran las fibras.

Nuevamente se centrifugé a 300g durante 10 miny
se volvio a resuspender en fijador; esta operacién se
repitié varias veces hasta que el sobrenadante se obser-
v6 totalmente transparente y en el fondo del tubo se
formé un botén de color blanco.

Se hicieron las preparaciones para microscopio por
el método de secado ala flama. Para este fin los porta-
objetos deben estar previamente desengrasados o la-
vados con detergentey etanoly enfriados, conelfinde
provocar un cambio de temperatura dréstico en la
célulayasipropiciar queserompalamembranacelular
y se liberen los cromosomas.

Unavezobtenidaslas preparaciones, se tifieron con
soluciénde Giemsa**enunasoluciéonde36 mldeagua
destilada por 4 ml de colorante, durante 20 min.

Las preparaciones tefiidas se revisaron a detalle
para buscar las mejores mitosis en un microscopio de
campo claro con objetivos de 10X, 40X 'y 100X.

Se obtuvieron fotografias de las metafases seleccio-
nadas a 1000 X; las fotos se cortaron para ordenar los
cromosomas por pares de acuerdo con el tamafio y
posicién del centrémero, para obtener asial cariotipo.”

Resultados

Los cruzamientos entre un macho Cimarrén y cinco
hembras de borrego Tabasco mostraron una fertilidad
de100%; se obtuvieronlossiguientes nacimientos: Dos
borregas gestaron un embrién, dos gestaron dos em-
briones y una cuatro, obteniéndose 10 crias en total,
cinco hembras y cinco machos. De estas diez crias,
sobrevivieron tres machosy cuatrohembras. Lamorta-

*Microlab México.
** Laboratorios Merck.



Figura 1. Cromosomas en metafase de borrego
Pelibuey ' O. aries.

Chromosomes from a female Domestic sheep

(O.aries),inmetaphase.

Figura 2.Cromosomas en metafase de borrego
Cimarréne ™ O. canadensis.

Chromosomes from a male Bighorn sheep (O.
canadensis), inmetaphase.

males and four females survived. Deaths occurred
before the sixth month of age due to respiratory
problems thatare commoninlambsat this age, and
thus they are not believed to be associated to gene-
tic factors.

The chromosomes for a female domestic sheep
are presented in Figure 1. All the mitosis showed 54
chromosomes: three large submetacentric and 23
acrocentric, as well as the sexual pair with a large

lidad de las crias ocurrié antes de los seis meses de
edad, debido a problemas respiratorios que comun-
mente suceden en corderos a esa edad, por lo que se
cree que las causas de mortalidad no se encuentran
asociadas a factores genéticos.

Los cromosomas de borrego Pelibuey| sepresentan
enlaFigural. Todaslas mitosis mostraron 54 cromoso-
mas con tres pares de submetacéntricos grandes y 23
pares deacrocéntricos y un par sexual conel X como un
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Figura 3. Cromosomas en metafase de borrego
hibrido | (O. canadensis x O. aries).

Chromosomes from a female hybrid sheep (O.
canadensis % O. aries), in metaphase.

Figura 4.Cromosomas en metafase deborrego
hibrido ¢ (O. canadensis x O. aries).
Chromosomes from a male hybrid sheep (O.
canadensis X O. aries), in metaphase.



acrocentric X and a small submetacentric Y, thus
giving a fundamental number of 58. Chromosomes
were similar in the male Bighorn sheep «* (Figure
2) and the male (Figure 3) and female (Figure 4)
hybrid sheep.

Sexual chromosomes are similar in the hybrid
and its progenitors, chromosome X being the larg-
est of the acrocentric chromosomes and Y being the
small submetacentric chromosome. As can be ob-
served in Figures 5 (female domestic sheep, Ovis
aries), 6 (male Bighorn sheep, Ovis canadensis), 7 and
8 (hybrid sheep, O. aries x O. canadensis, female and
male, respectively), karyotypes coincide both in
shape and size.

The hybrid sheep presents the same karyotype, in
chromosome number and morphology, as its parents,

acrocéntrico grandey el Y un submetacéntrico peque-
fo, siendo el numero fundamental 58. Los cromoso-
mas fueron similares en el borrego Cimarrén.« (Figu-
ra2)ylosborregos hibridos: <" (Figura 3) y', (Figura4).

Los cromosomas sexuales son semejantes entre el
hibridoy las especies progenitoras siendo el cromosoma
X el de mayor tamafio de los acrocéntricos y el Y un
submetacéntrico pequefio. Comoseobservaenlas Figu-
ras 5 (borrego Pelibuey hembra, Ovis aries), 6 (borrego
Cimarrén macho, Ovis canadensis), 7y 8 (borrego hibrido
O. aries x O. canadensis, hembra y macho, respectivamen-
te), los cariotipos coinciden en cuanto a forma y tamatfio.

El cariotipo del borrego hibrido presenta el mismo
nameroy morfologia deloscromosomas delos padres,
ello supone que estas dos especies de borregos estan
muy cercanas genéticamente (Cuadro1).
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this suggests that the two species of sheep are very
close genetically (Table1).

No differences in chromosome number or shape
were found in the different karyotypes.

Discussion

Due to the risky situation in which the Bighorn sheep
finds itself, the development of hybrid O. canadensis
and O. aries sheep could present an alternative for the
recuperation of this species. Hybrid females could be
used as Bighorn sheep embryorecipientsand, assuch,
be introduced to sustainable development programs
instatessuch asSonora and Baja California, in Mexico,
were thisspecieshashighhunting value. Wemustalso
consider that the interspecies cross between the Big-

En los cariotipos no se encontré diferencia en el
nameroy forma delos cromosomas que lo constituyen.

Discusioén

Debido a la situacién de riesgo en la que se encuentra el
borrego Cimarrén, el desarrollo de borregos hibridos
entre O. canadensisy O.ariespodria presentar unaalterna-
tiva paralarecuperaciéon de estaespecie, yaque hembras
hibridas O. canadensis y O. aries podrian ser utilizadas
como receptores de embriones de borregos Cimarrén y
serintroducidasen programas de aprovechamientosos-
tenible en estados como Sonora y Baja California, donde
esta especie tiene un valor cinegético. Considerando que
lacruzainterespecifica entre borregoCimarrény borrego
Tabasco fue viable y determindndose que el nimero
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Figura 6. Cariotipo del borrego cimarrén ¢

(Ovis canadensis).

Male Bighorn sheep (Oviscanadensis) karyotype.
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hornsheep and the domesticsheep was viableand had
a hybrid chromosomal number 2n = 54, which is the
same asits progenitors. This karyotype wasmade up of
three pairs of large submetacentric chromosomes, 23
pairs of acrocentric chromosomes of varying size, and
asexual pairformed by alargeacrocentricX and asmall
submetacentricY.

Thefactthatviableinterspeciescrossescanexistcould
be due to the fact that the common ancestor for various
sheepspeciesisvery close philogenetically, witha2n=>54
chromosomal number, represented by the species: O.
orientalis, O. musimon, O. dalli, O. canadensis and O. aries.
While other species are more distant: O. ammon 2n = 56,
O. vignei 2n =58 and O. nivicola 2n=52."

cromos6mico del hibrido fue de 2n =54 al igual que sus
progenitores, mostrando un cariotipo constituido por
tres pares de cromosomas submetacéntricos grandes y 23
pares de acrocéntricos que varian en tamafio, con un par
sexual formado poruncromosoma Xacrocéntrico grande
y un cromosoma Y submetacéntrico pequefio.

Elhecho de que existen cruzas interespecificas via-
bles puede ser debido a que el ancestro en comtn de
varias especies de ovinos es filogenéticamente muy
cercano para el grupo con nimero cromosomico 2n =
54 representado por las especies O. orientalis, O. musi-
mon, O. dalli, O. canadensis, O. aries estando més distan-
tes de O. ammon 2n =56, O. vignei 2n = 58 y O. nivicola
2n = 52.18
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Female hybrid sheep karyotype obtained from
a cross of Bighorna sheep and domestic sheep
(O. canadensis X O. aries).
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Male hybrid sheep karyotype obtained from a
cross of Bighorn sheep and domestic sheep (O.
canadensis x O. aries).

Cuadro1
COMPARACION DE LOSCARIOTIPOS
KARYOTYPECOMPARISONS
Species 2n Chromosomalnumber X Y
O.canadensis 5 3SM+23A A M
O.aries 54 3SM+23A A M
Hybrid: O. canadensisx O. aries. 5 3SM+23A A M

2N =Diploid number.
NF =Total number of arms in the haploid number, notincluding the sexual pair.

A= Acrocentricchromosomes.

SM =Submetacentricchromosomes.
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