Sveliamo i misteri del Merle

Tutte le informazioni sono tratte dal libro “Merle - SINE Insertion from Mc - Mh -
The Incredible Story of Merle” 2018 Mary Langevin
www.merle-sine-insertion-from-mc-mh.com

Basato sul nostro lavoro di ricerca pubblicato — “Merle phenotypes in dogs - SILV
SINE insertions from Mc to Mh” - “Langevin et al”

Mary Langevin, Helena Synkova, Tereza Jancuskova, Sona Pekova

Pubblicazione: September 20, 2018 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198536
Traduzione a cura della Dott.ssa Monica Serenari MD, DVM

Se allevi pastori australiani da un po’ di tempo, € molto probabile
che ad un certo punto una tua fattrice, abbia partorito un cucciolo che
ti ha lasciato senza parole a causa del colore del suo mantello. Potresti
aver visto “schizzi” di bianco nel corpo che non ti aspettavi e che sai
non essere in standard; cuccioli dall'aspetto diluito quando d/d (gene
della diluizione) non & presente; mantelli neri con sfumature brunastre
0 nebulose; cuccioli con eccesso di bianco con genitori dall’aspetto
solido; cuccioli Merle inattesi perché nessuno dei genitori esprimeva
un pattern Merle; un cucciolo con mantello solido quando un genitore
& M/M e tutti i cuccioli dovrebbero essere Merle; un insolito motivo
“Tweed Merle” differente da quello del genitore Merle e dagli altri
compagni di cucciolata. 1l fenotipo Tweed e descritto come un motivo
Merle che si esprime in aree casuali con ombreggiature oppure
solide, che si presenta di solito con due o tre tonalita distinguibili. Si
pensava fosse un “modificatore ” del Merle, ora invece abbiamo
dimostrato essere causato da diversi genotipi Merle.

Le domande sul Merle sono sempre state tante: il Merle & una
inserzione SINE composta da 3 parti: una testa, un corpo e una coda
(la coda poli-A) che contiene una lunga serie di coppie di basi
ripetute. Questa mutazione compromette la capacita delle cellule di
produrre un pigmento normale e lascia aree casuali del mantello dove
il colore viene diluito in un pigmento pit chiaro. Quando nel 2006 il
Dr. LA Clark ha identificato la mutazione Merle, & stato un momento
molto emozionante! A questo punto pensavamo di aver ottenuto tutte
le risposte che stavamo cercando e che avevano assillato gli allevatori
per generazioni. Quello che & successo dopo ¢ stato deludente per non
dire altro: cani con mantello solido che venivano testati come M/M e
che non producevano cuccioli Merle. Come era possibile? Tutto
questo ha lasciato cosi tante domande senza risposta che il test venne
considerato inattendibile e, nel 2009, venne rimosso dall’elenco dei
test genetici delle colorazioni pur essendo sotto brevetto.

Nel 2010 la Thermo Fisher introdusse 1’Analizzatore Genetico
ABI 3500. All'epoca non ce ne rendemmo subito conto, ma questo
analizzatore avanzato ci avrebbe fornito le risposte che stavamo
cercando e avrebbe dato agli allevatori tutte le informazioni
necessarie per fare le migliori scelte di allevamento consapevole. I
primo test che studiava il gene Merle poteva identificare con
precisione solo il corpo della mutazione e si ipotizzava che una
determinata lunghezza della coda poli-A potesse produrre un qualche
tipo di pattern Merle. La nuova tecnologia disponibile invece,
consentiva di contare le "coppie di basi" della coda del gene Merle.
Questo & un processo estremamente impegnativo in particolare
quando € coinvolta la lunga coda monotona poli-A. Le condizioni

operative e la qualita dei prodotti utilizzati in questo processo devono
essere di alta qualita per garantire risultati ottimali.
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Ora la missione diventa quella di assegnare la lunghezza dei
numeri delle coppie di basi (il genotipo) al pattern Merle (il fenotipo).
Le lunghezze di ciascun allele, descritte nel documento di ricerca
("Langevin et al" 2018), sono state definite per soddisfare le esigenze
degli allevatori. Non si tratta solo di capire come un cane esprimera il
suo particolare mantello, ma come questo cane si riprodurra quando
gli alleli si uniranno a quelli di un compagno. Al fine di ottenere
questi precisi risultati cioe genotipo = fenotipo, ci deve essere una
conoscenza profonda dei cani di razza; dei genitori, delle progenie e
degli individui affini attraverso le generazioni. Sebbene fossi stata
designata per stabilire i limiti di ciascuno dei 6 alleli M *, non ho
realizzato tutto da sola. Molti proprietari e allevatori di tutte le razze,
di tutto il mondo, hanno offerto il materiale genetico per eseguire i
test e le informazioni genealogiche su centinaia di cani. Questo & un
ottimo esempio di come gli allevatori che sono in prima linea nel
riconoscere i colori e i mantelli che si trasmettono dal genitore alla
prole, siano stati d’aiuto nello stimolare i laboratori e i ricercatori a
sviluppare nuovi test.

Nota: Mi viene spesso chiesto perché qualunque laboratorio che
esegue questi test non adottati il nuovo metodo di analisi. Risposta:
I'analizzatore genetico ABI 3500 ha un costo approssimativo di $
200.000 / US, una grande somma di denaro su cui un laboratorio puo
investire se ha gia un analizzatore piu vecchio .


http://www.merle-sine-insertion-from-mc-mh.com/
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198536

Per questo articolo ho usato specificamente esempi di Australian
Shepherds; tuttavia in alcuni casi ho dovuto utilizzare una razza
diversa. Il Merle si comporta allo stesso modo in tutte le razze.

NOTA: molti australiani illustrati nell'articolo provengono
dall'Europa, dove ¢ vietato il taglio della coda.

7 Gli Alleli sull’M Locus

Determinare i confini dei nuovi alleli Merle & stato un compito
immenso che ha avuto da parte mia un'immensa responsabilita. La
coda poli-A del gene Merle & un "continuum" da 200 a 280 coppie di
basi. La parola continuum ¢ definita come "un tutt’'uno senza che
nessuna parte di esso sia diverso dalle parti adiacenti, nonostante le
sue estremita siano molto diverse l'una dall'altra. E senza sosta e
senza interruzione”. Quindi, perché le coppie di basi sono state
suddivise in diversi box e denominate come alleli separati? Questa
determinazione ¢ stata fatta per rispondere alle domande piu
importanti che hanno molti allevatori.

#1 — quali combinazioni di alleli esprimono il pattern Merle?

#2 — quanto sara chiaro e nitido quel mantello?

#3 — quali combinazioni di alleli nel mantello Merle possono togliere
il pigmento e trasformarlo in bianco e quali rischi abbiamo di veder
nascere cuccioli con deficit visivi o uditivi?

Queste domande e le loro risposte fanno la differenza per gli
allevatori che si sforzano di produrre mantelli Merle rientranti nelle
linee guida fornite da molti standard di razza. C'¢ anche il problema
delle cucciolate “Doppio Merle” che non sono assolutamente
auspicabili. Gli allevatori non devono solo conoscere I'espressione
fenotipica di un dato allele e le possibili combinazioni; ma anche
come si potra riprodurre quel cane e quali mantelli potra trasmettere
ai cuccioli se accoppiato con determinati alleli. Queste sono le
domande essenziali e la scoperta degli alleli m, Mc, Mc+, Ma, Ma+,
M e Mh fornira queste risposte.

Il Merle & un gene "dominante incompleto”, cioé un allele che non
domina completamente su di un altro. A seconda di quali dei 2 alleli
viene ereditato, pud creare un'espressione intermedia o un pattern
completamente distinto. Quando il numero delle coppie di basi di
ciascun allele € stato determinato, serviva considerare il fenotipo di
ciascuno sia in eterozigosi, che in omozigosi e inoltre valutare a
seconda di quale allele é associato, le varie possibilita fenotipiche.
Esistono 28 combinazioni possibili considerando i 7 alleli, 14 delle
quali possono dare eccesso di bianco. In questo articolo non posso
includere esempi di tutte le combinazioni, quindi mi concentrero e vi
illustrerd esempi di fenotipi insoliti

m Non-Merle Wild Type
*Mc Merle Criptico 200 - 230 bp
* Mc+ Merle Criptico+ 231 - 246 bp

*Ma Merle Atipico 247 - 254 bp
* Ma+ Merle Atipico+ 255 - 264 bp
M Merle 265 - 268 bp
*Mh Merle Arlecchino 269 - 280 bp
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Da questo schema possiamo desumere che I’Mh Merle
Arlecchino sia I'allele ancestrale, originale in quanto é il piu
lungo. Quindi da dove provengono tutte le altre lunghezze degli
alleli?

Mosaicism

Quando abbiamo scoperto il mosaicismo abbiamo spiegato tante
stranezze nei mantelli merle ereditati dai cuccioli e anche le
differenze fenotipiche riscontrabili tra genitori e prole. Ricordo molto
bene il mio stupore nel vedere il primo risultato a mosaico, dissi:
"COS'E QUELLO ?!" Segui poi un momento di profonda rivelazione
quando improvvisamente tutto ebbe senso legandosi con un filo
logico.

Mosaicismo - “Mosaicismo somatico” or “Mutazione somatica” €
la presenza di due o piu tipi di cellule con differenti genotipi presenti
in un unico individuo. Il mosaicismo Merle & causato
dall’accorciamento della coda di poli-A in una cellula nelle prime fasi
dello sviluppo embrionale. Questa mutazione viene replicata durante
le successive divisioni cellulari. L’allele con la lunghezza ridotta sara
presente solo in alcune cellule adulte che potranno localizzarsi in
diverse parti del corpo. Dei 308 cani Merle testati, 56 sono mosaici -
una media del 18%, 1 su ogni 5,5 sono cani con 3 o piu alleli diversi
sul locus M, questo indica che i risultati a mosaico non sono rari.

NOTE: La coda di poli-A del Merle non € ['unica a potersi
accorciare. E comune che si possano accorciare tutte le code SINE.
In questo modo i ricercatori datare l'inserzione: piu lunga sara la
coda, piu recente sara l'inserzione. Ad esempio "at" - Si suppone che
i Punti Tan sul Locus A siano una mutazione SINE vecchia poiché la
lunghezza della coda poli-A & molto corta e stabile a 99 - 100 bp.
Tuttavia, € impossibile giudicare I'eta della coda poli-A del Merle in
quanto l'accorciamento non & stato lasciato alla natura. Infatti noi
allevatori abbiamo selezionato le lunghezze piu lunghe di M e Mh
allevandole intenzionalmente. Se il Merle fosse stato lasciato alla
natura, il pattern visibile sarebbe probabilmente svanito e piano
piano i cani sarebbero diventati Mc.

Nei cani con mosaicismo di norma, solo una piccola parte delle
cellule contiene I'allele accorciato - questo € indicato come allele/s
"minore"” e rappresentato nei risultati dei test con l'uso di parentesi
[quadrate]. I due alleli con i picchi piu elevati sul cromatogramma e



con la frazione piu grande di cellule, sono indicati invece come alleli
"maggiori". Nella maggior parte dei casi gli alleli principali sono
quelli con i numeri di coppie di basi piu lunghi e sono di solito gli
alleli ereditati dai genitori.

In alcuni casi molto interessanti, la cellula mutata si é replicata a
un ritmo pit alto del normale o ad un ritmo cosi elevato che alla fine
esiste una frazione piu elevata dell'allele accorciato rispetto a quella
dell'allele originale ereditato dal genitore. L’allele originale del
genitore diventa quindi l'allele "minore” mentre I'allele mutato /
abbreviato l'allele "maggiore”. L'espressione fenotipica di un cane
mosaico dipendera da quanto si sono replicate le cellule mutate e
dalla frazione di ciascun allele presente nel cane. Nella maggior parte
dei casi € impossibile sapere se il cane & un Merle Mosaico basandosi
solo sul fenotipo, tuttavia nei casi in cui la cellula contenente l'allele
abbreviato si é replicata a un ritmo molto elevato, il fenotipo del cane
pud essere drammaticamente modificato rispetto a quello che ci si
aspetterebbe dai 2 alleli originali ereditati dai genitori.

Inoltre, quando una mutazione si verifica molto presto durante lo
sviluppo embrionale, pud essere presente sia nelle cellule somatiche
che germinali. Le cellule somatiche si localizzano solo nel corpo;
includendo tutte le cellule diverse da quelle riproduttive. Le cellule
germinali si trovano solo nelle gonadi - nelle ovaie nella femmina
dove vengono prodotte le uova o ovuli e nei testicoli del maschio
dove vengono prodotti gli spermatozoi. Una mutazione germinale
altera il patrimonio genetico delle cellule riproduttive, questo
significa che le cellule contenenti I'allele mutato / accorciato possono
essere presenti sia nel seme del maschio che nelle uova della
femmina. In questo modo una mutazione germinale pud influenzare la
progenie del cane Merle con mosaicismo e le successive generazioni
di quei cuccioli.

L’accorciamento dell’allele puo essere
trasmesso alle future generazioni.

Khali ¢ I’esempio di un tipico risultato a mosaico. Questo soggetto
presenta sia cellule m / M - m / 266, che sono gli alleli originali
ereditati dai suoi genitori, che cellule m / Mc - m / 226 contenenti
I'allele accorciato / mutato. Notare I'alto picco dell'allele M originario
e il picco molto piu basso dell'allele Mc, questo indica che ci sono
molte meno cellule m / Mc nel materiale campionato rispetto alle
cellule m / M. 1l fenotipo di Khali non é stato modificato e sarebbe
difficile intuire il suo mosaicismo.
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Questo ¢ il diagramma a mosaico di Pipsa: notare l'altezza dei
picchi. Le cellule contenenti l'allele abbreviato Ma di 254 bp si sono
replicate a una velocita maggiore del normale e sono diventate l'allele
maggiore. L'allele originale M — 267 ereditato da un genitore ¢
diventato I'allele minore. Pipsa ha sia cellule m / M - m / 267 che
cellule m / Ma - m / 254. La percentuale delle diverse cellule del
corpo ha interferito con I'espressione pattern Merle di Pipsa e le ha
dato un fenotipo insolito.

SINE insertion ~254 bp

I

| noSNE insertion

S

]
.} || SINEinsertion 267 bp

Ml 'i‘ﬂ ‘
xi‘.‘izl,:g,: T~ R~ e e "‘., y ‘”]1“' ,.,‘y‘y i

ASD -Pipsa  m/Ma/[M] - m/254/[267]

Pipsa - m/Ma/[M] — m/254/[267]

Pippa & Tlunico cucciolo della cucciolata che presenta
inaspettatamente un pattern Tweed che, come sappiamo, non essere
un tipico pattern di m / M come vediamo nella madre e negli altri
fratelli Merle. Cio é stato spiegato dai risultati del test: & un mosaico.
Pippa ha alcune cellule che sono m/ M - m/ 266 contenenti gli alleli
originali ereditati dai suoi genitori e cellule m / Mc+ - m / 240
contenenti l'allele abbreviato Mc+.




mI[Mc+]/M - m/[240]/266

Astrid ¢ un esempio di pattern "Minimal Merle" causato dal
mosaicismo. Notare l'altezza del suo allele originario M - 267
ereditato da sua madre e l'altezza dell'allele originario Mc - 225
ereditato da suo padre. (Entrambi i genitori di Astrid sono stati
testati) Le cellule che contengono l'allele abbreviato Mc - 218 si sono
replicate a un ritmo molto alto lasciando Astrid con una piccola
percentuale di cellule m / M e di conseguenza aree Merle molto
piccole sul corpo. Al momento non € ancora noto il motivo per cui le
cellule possano replicarsi a velocita diverse.
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Questi quattro esempi dimostrano come sia facile introdurre
nell’allevamento e nelle future cucciolate questi alleli accorciati senza
che ve ne sia consapevolezza.

Khali’s Mc - 226 pb; Pipsa’s Ma - 254 bp; Pippa’s Mc+ - 240
bp; Astrid’s Mc - 218 bp tutti potenzialmente trasmissibili alle
future generazioni.

Quiesti alleli accorciati: Mc, Mc + e Ma sono
'non espressi*’ se in eterozigosi.

In effetti dobbiamo considerare che i cuccioli che posso nascere da
questi cani mosaico potrebbero apparire con un mantello solido

quando in realta possono essere / Mc, m / Mc+ o m/ Ma. L'allele Mc
non avra alcun impatto sulla riproduzione o sul colore dei mantelli
futuri, invece Mc+ e Ma hanno il potenziale di dare eccesso di
biancoin particolare quando combinato con M.

Come fare accoppiamenti con cani che presentano [’allele Mc+ sara
affrontato piu avanti nell'articolo.

L’allele Mc di 200-230 coppie di basi non sara notato quando
entrera in un programma allevatoriale. La coda di poli-A & cosi
accorciata (troncata) che il cane andra riprodotto come un non-merle.
Al fine di fornire ai lettori una chiara comprensione di quanto siano
comuni questi alleli corti, in particolare Mc, vi mostrero i risultati di
un sondaggio effettuato online tra allevatori e proprietari di pastori
australiani con mantello solido, che hanno un allele Merle piu breve
che non viene espresso come Mc, Mc + 0 Ma.
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11 38% dei cani fenotipicamente solidi sono m/Mc o Mc/Mc.
Questi cani vanno riprodotti come non-Merle. Se accoppiato con
un M — Merle non ci sara nessun eccesso di bianco. 11 19% dei
cani con fenotipo solido avranno un allele Mc+ 0 un Ma che puo
portare se accoppiato con un M - Merle, ad avere bianco in
£CCesso.

Questo piccolo sondaggio € un indicatore di quanto siano comuni
questi alleli accorciati che non riescono ad esprimersi e quanto spesso
si dia per scontato che un cane con il mantello solido sia m / m. Dato
che l'allele Mc ¢ I'allele accorciato piu comune, dimostra quanto
spesso nella storia I'abbiamo inconsapevolmente incluso nei nostri
programmi di allevamento senza notare effetti negativi.

Questa percentuale potrebbe essere vera per qualsiasi razza che
tradizionalmente include il mantello Merle nel suo standard di razza e
molto spesso alleva basandosi solo sul fenotipo. Nelle razze in cui il
Merle é stato introdotto pitl recentemente incrociando un cane con
questo mantello ma di un'altra razza, la percentuale degli alleli piu
corti non & probabilmente ancora cosi elevata.

Questi numeri non ci devono sorprendere. Valutando tutti i
risultati dei cani a mosaico fino ad oggi, l'allele accorciato piu
comune € Mc. Sono anche riportati tre casi di accorciamento di Mc +
a Mc. Ho sorriso vedendo questi risultati e pensavo tra me e me che
"Forse Mc + non era abbastanza corto!"

La prossima sezione trattera nel dettaglio 1’uso che veniva fatto in
passato del termine "*Merle criptico', quello che oggi siamo
venuti a sapere e quindi il significato genetico corretto.

Considero queste informazioni come le piu importanti che
trattero in questo articolo.

Al fine di preservare la diversita genetica di
tutte le razze Merle, é indispensabile che gli
allevatori conoscano a pieno I'allele Mc le cui
dimensioni sono di 200 - 230 bp.

Definizione di Mc — Merle Criptico 200 - 230 bp

L’ origine della parola criptico derivano da "cripticus"”, una parola
latina che significa "nascosto" o "nascondere". La definizione "Merle
criptico” & stata usata per decenni e sta a significare esattamente
questo: un cane che & un "Merle nascosto”. Molto spesso troverai la
parola criptico usata anche insieme a parole tipo "nascosto",
"mascherato”, "fantasma" e "spettro”. Sono tutte parole che hanno lo
stesso significato: un cane considerato come non-Merle valutandolo
fenotipicamente che viene riprodotto come Merle in quanto in grado

di produrre cuccioli Merle.

E molto importante notare che la parola "criptico”, ¢ stata usata
come parola "descrittiva" generale e non in un vero modo "genetico".
E stata utilizzata per descrivere qualcosa che non potevamo ancora
capire perché non avevamo ancora la tecnologia a nostra disposizione

per capire l'esatta genetica della coda poli-A del gene Merle.
NOTA: in alcune razze il termine criptico € anche usato per
descrivere un cane che ¢ Minimal Merle. Questa espressione ha 2
distinti genotipi Merle, uno che é stato gia trattato nella sezione
precedente sul Mosaicismo (usando Astrid come esempio). Il secondo
genotipo sara discusso nella sezione Mh - Harlequin Merle.

Nel 2015 ¢ stato pubblicato un documento intitolato ufficialmente
l'allele "Cryptic Merle" - Mc. Tuttavia, questa ricerca e stata ancora
effettuata utilizzando il vecchio metodo di valutazione basato solo sul
fenotipo e non sui risultati di riproduttivi. Il risultato porto a pensare
che Mc fosse un allele molto lungo. Questa lunghezza comprendeva
anche gli alleli di "Langevin et al” Mc, Mc+ e Ma che sono tutti "non
espressi” se presenti in eterozigosi ma che non si devono riprodurre
allo stesso modo.

E stato un peccato che questo articolo abbia chiamato l'allele Mc -
con il termine "criptico" perché con I’andare del tempo € diventato
tutto molto contorto; infatti questo termine usato con un significato
cosi generale pud voler dire tante cose: a seconda di chi le legge e a
seconda delle razze che vengono considerate.

La mia definizione scelta per questo allele sarebbe stata Mt —
Merle Troncato. "Troncato™ significa *accorciato™, *ridotto™,
"abbreviato' che descrive perfettamente I'allele Mc.

Ho detto in precedenza che stabilire i limiti precisi per ciascun
allele era un compito immenso e che comportava un‘immensa
responsabilita. | numeri delle coppie di basi dell'allele Mc erano di
gran lunga i pitu importanti. Dobbiamo infatti garantire ad ogni
allevatore che, quando un cane viene testato come Mc con 200-230
bp venisse accoppiato con un cane M, non vi sia alcuna
trasformazione del pigmento in bianco a causa della combinazione di
entrambi gli alleli e che quindi non ci sia nessun rischio di disturbi
alla vista e all'udito.

Ogni cane testato come m/Mc o Mc/Mc puo
tranquillamente essere accoppiato con un M
perche I'allele Mc agisce come non-Merle.
Un cane che e Mc/M non avra eccesso di
bianco grazie alla combinazione degli alleli.

Quindi cosa c'entra questo con la protezione della diversita
genetica di tutte le razze interessate dal gene Merle?

L'allele Mc & l'allele non espresso piu comune. Come gia
accennato, l'inserzione SINE della coda poli-A del Merle si accorcia
piu frequentemente a Mc che a qualsiasi altra lunghezza e si accorcia
anche se & poco piu lungo come succede a Mc+. Cio & avvenuto
grazie al mosaicismo sin dalla prima mutazione Merle. Possiamo
presumere che nelle razze che accoppiano costantemente per avere
cuccioli Merle, hanno in media il 38% dei loro cani con mantelli



solidi con almeno un allele Mc e una percentuale con due. Abbiamo
sempre allevato con cani Mc; semplicemente non lo sapevamo. La
regola di base & sempre stata quella di allevare "Merle x Solido" al
fine di evitare cuccioli "Double Merle", questa regola nel corso degli
anni ha aiutato molto la maggior parte degli allevatori. Vi sono delle
eccezioni a questa regola, cioé quando [’accoppiamento Merle x
Solido da risultati inattesi, vi fornird degli esempi pit avanti.

Prima di proseguire vorrei affrontare il termine "Double Merle".
Tecnicamente questo non € un termine genetico infatti non diremmo
mai "Double Tan Points" o "Double Black". In passato la
terminologia non e stata utilizzata solo per descrivere un cane M/ M -
omozigote per M, ma si riferisce anche ai cani che presentano molto
bianco nel mantello che pud essere causato dalla combinazione di due
alleli Merle e alla possibilita di avere disturbi visivi e uditivi. Con le
nuove conoscenze sulla lunghezza della coda poli-A dell'inserzione
SINE, sono sorte domande su cosa sia un "Double Merle". O meglio
ancora, quali combinazioni di due alleli Merle possono trasformare il
pigmento in bianco e causare problemi all'udito e/o alla vista? Delle
28 possibili combinazioni di alleli Merle ce ne sono 14 che hanno la
capacita di eliminare il pigmento e trasformarlo in bianco. Non posso
fornirvi le foto di tutte le combinazioni, ma vi elenchero tutte le 14
combinazioni raggruppate con l'allele piu lungo.

Mc+/Ma+, Ma/Ma+, Ma+/Ma+
Mc+/M, Ma/M, Ma+/M, M/M

m/Mh, Mc/Mh, Mc+/Mh, Ma/Mh, Ma+/Mh, M/Mh, Mh/Mh
Nota — L ‘allele Mh puo togliere pigmento anche se € in eterozigosi.

Dobbiamo iniziare a ridefinire cio che chiamiamo Double Merle.
Mc / Mc + non € un cane DM; Mc + / Ma non ¢ un DM; Ma / Ma non
e DM. E, soprattutto, Mc/M non e Double Merle in quanto nessun
pigmento verra eliminato in bianco.

ASD - ZZ m/Mc - m/210, SIS

ASD - Kai Mc/Mc - 226/225
B

ASD - Kenzie Mc/M - 200/267

Kenzie - Mc/M - 200/267

Harper - Mc/M - 221/268

Ora torniamo al problema della diversita genetica. Attualmente ci

sono 16 laboratori che offrono test di Merle. Un elenco completo €
disponibile a questo link - www.merle-sine-insertion-from-mc-
mh.com/labs-offering-merle-testing. Cinque di questi laboratori
utilizzano il nuovo metodo ad alta risoluzione, ma solo due offrono i
numeri di coppie di basi, i risultati a mosaico e le informazioni
aggiornate sull'allele Mc. Undici laboratori stanno ancora utilizzando
il vecchio metodo di test e solo due offrono informazioni genetiche
corrette riguardo a Mc. Questo comporta che 12 laboratori, hanno
informazioni genetiche obsolete e imprecise sui loro siti Web. Inoltre
ci sono centinaia di siti Web che ripetono queste informazioni, cosi
come le vecchie informazioni citate da vecchi studi sul Merle, alcune
basate solo sul fenotipo e non sui test genetici. Qualsiasi ricerca su
Google del termine "Cryptic Merle" si tradurra in pagine e pagine di
siti Web che utilizzano il vecchio significato generale, contorto e non
genetico del termine. Ho visto progressi molto limitati nell'ultimo
anno dalla maggior parte dei laboratori e ho creato siti web per
aggiornare le loro informazioni su Merle. Il danno che ¢ stato fatto
potrebbe essere disastroso per molte razze poiché i cani che risultano
al test Mc - 230 bp vengono sterilizzati oppure rimossi dai
programmi di allevamento a causa della paura che Mc significhi
Merle "nascosto” o "fantasma™. Pensano che il loro cane Mc una volta
accoppiato con un Merle espresso possano dar vita a cuccioli Double
Merle.

Le seguenti informazioni sono tratte dalla ricerca di Google -
"Molti cani solidi sono in realta merle criptici o fantasma e possono
produrre sia Merle che doppi merle. Un fantasma criptico o fantasma
Merle & un cane che fenotipicamente sembra essere non merle o con
ha zone molto piccole di Merle che pud passare inosservata. Animali
che non presenta il fenotipo Merle pud possedere il genotipo Merle e
successivamente produrre cuccioli Merle. Questi cani sono noti come
Merle criptici.”

Una roba davvero spaventosa!!

Informazioni errate come questa, non sono state poi cosi tanto
dannose perché in passato non esistevano test affidabili per il Merle o
per l'allele Mc. Gli allevatori basavano le loro informazioni sui
risultati delle cucciolate prodotte. Ora che abbiamo la tecnologia
disponibile e test accurati sulla coda poli-A del Merle, siamo
consapevoli di quanto sia comune un risultato di Mc 200 - 230 bp
visto che in media & presente nel 38% dei soggetti.

Cosa accadrebbe se il 38% di tutti i cani
fenotipicamente solidi venisse rimosso dai
programmi di riproduzione basandosi
esclusivamente sul risultato Mc del test?

Con questa prospettiva sarebbe molto compromessa la variabilita
genetica delle diverse razze. Ho visto cani Mc sterilizzati e rimossi
dal pool genetico dell’allevamento sulla base di informazioni errate
trovate in Internet o nei siti di alcuni laboratori dove si consiglia di
non accoppiare un cane Mc con M perche i cuccioli potrebbero essere
Double Merle questo perché T’allele Mc viene considerato "non
sicuro” per le generazioni future. E importante che in Europa l'allele


http://www.merle-sine-insertion-from-mc-mh.com/labs-offering-merle-testing
http://www.merle-sine-insertion-from-mc-mh.com/labs-offering-merle-testing

Mc venga compreso completamente poiché molti registri e club di
razza non consentono l'accoppiamento o la registrazione di cucciolate
provenienti da un incrocio Merle x Merle. Cio include ancora Mc x M
e persino Mc x Mc. Immaginate il danno che verrebbe fatto ad un
pool genetico chiuso escludendo dall'allevamento tutti i cani Mc? Un
pool genetico si riduce molto quando il numero delle varianti geniche
diminuisce oppure quando viene perso a causa dell’esclusione dalla
riproduzione di alcuni soggetti. E una cosa ridicola rimuovere dalla
riproduzione un cane basandosi esclusivamente su di un risultato Mc
ed & totalmente inutile! Le coppie di basi per I'allele Mc sono state
definite a 230 al fine di garantire che si riprodurra sempre nello stesso
modo cioé come Non-Merle e che nessun pigmento sara trasformato
in bianco quando il soggetto verra accoppiato con un cane M.
Capisco che la parola "garanzia” sia una parola importante in questo
caso e tantomeno un termine scientifico. Tuttavia, in questo caso &
una parola in cui ripongo fiducia. Il limite di basi che é stato posto
sull'allele Mc avrebbe potuto essere leggermente piu alto, forse anche
a 234 bp ma, non voglio esagerare perché ho visto esempi di cani con
235 bp x M che iniziano ad avere eccesso di bianco.

NOTA: Anche se ogni cane Mc fosse rimosso dalla popolazione
riproduttiva non si arriverebbe mai alla completa eradicazione.
Un mosaicismo pud sempre avvenire. Non c'¢ modo di fermare
I'accorciamento naturale della coda di poli-A. Con il 18% dei cani
Merle mosaico e il 55% dei cani che hanno un allele Mc
accorciato, non c'é¢ modo di “liberarsene”.

Nel prossimo esempio vi illustrerd una cagna che, pur essendo
fenotipicamente con un mantello solido, ha prodotto cuccioli con
eccesso di bianco sul manto, quando & stata accoppiata con un
maschio m / M - m/266. Il test conferma che Figgy non sia m / m ma
esprime 1’allele Mc+ 240. La combinazione tra il suo allele suo Mc+
e I’allele M del padre, ha prodotto cuccioli 240/266 che possono
avere bianco nel corpo. A causa di questa combinazione degli alleli
Merle, il cucciolo Pirate € sordo bilaterale e presenta deficit visivo
in un occhio. Questa é la ragione piu importante perché I’allele
Mc debba essere 230 coppie di basi.

Royce m/M - mi266, SIS Figgy m/Mc+ - m/240, Sisp |

Cucciolo- Mc+/M - 240/266, SIS Cucciolo- Mc+/M - 240/266

Spero sinceramente che tutte queste informazioni diano fiducia
agli allevatori anche quando, in un cane solido, ricevono dal
laboratorio il risultato Mc 200 - 230 bp visto che potra essere
tranquillamente accoppiato con un Merle espresso. Ora dobbiamo
andare avanti e affrontare un altro capitolo.

Mc non puo allungarsi ad M

In passato questo tipo di informazione si basava esclusivamente
sulla valutazione del fenotipo e su di un metodo laboratoristico
obsoleto che non era in grado di fornire i numeri precisi di coppie di
basi e, soprattutto non si riusciva a valutare possibili mosaicismi.
Nell'esempio di Astrid che ha mosaicismo, € presente un piccolo
allele M che ha ereditato da sua madre. Astrid si riprodurra quindi
come Merle. E se fosse stata testata usando il vecchio metodo? Il
risultato sarebbe stato Mc / Mc e non sarebbe stato evidenziato alcun
allele M. Dal momento che Astrid ha un mantello Minimal Merle e
puod produrre cuccioli Merle, si suppose che Mc potesse sia produrre
piccole zone Merle sul corpo e in qualche modo allungarsi ad M.

I cani testati come Mc che producono cuccioli
Merle devono avere anche un allele M
presente.

Qualsiasi ipotesi di allungamento dell’ allele Mc ad M (anche
basato su test recenti) € in realta solo legata al fatto che non c’é
volonta di indagare ulteriormente. Il seguente ¢ 1’esempio di un cane
Minimal Merle testato come m / Mc (utilizzando un nuovo metodo ad
alta definizione) che tuttavia produce cuccioli Merle. E stato quindi
ipotizzato che m / Mc sia in grado di produrre "piccole aree merle nel
mantello” e possa allungarsi ad M. Questo non & possibile.

Mi é stata data l'opportunita di indagare ulteriormente su questo
caso e ho richiesto il test germinale su di un campione di sperma. In
poche parole: se questo cane ¢ in grado di produrre prole con
pattern Merle, ha un allele M. Come accennato in precedenza,
quando & coinvolto il mosaicismo, la mutazione sara presente solo in
alcune cellule adulte e solo in alcune parti del corpo. Ovviamente M
sara I’allele minore di Ben e se non fosse presente nel primo
campione, deve per forza essere presente nel corpo e nelle cellule
germinali per poter generare cuccioli Merle. Ovviamente & stato cosi
e Ben ha un allele minore M.

ASD-Ben  m/Mc+/[M] - mi233/(267]
Only Merle Area On Coat

: s
m/Mc+/[M] - m/233/[267]
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ASD- Ben  m/Mc+[M] - mi233/[267] N

N

| risultati del test sulla linea Germinale di Ben mostrano
chiaramente I’allele minore M

L
X

/219

Tua -m/Mc -

Drum - Mc/Mc+ - 220/234

Ram - Mc/M - 220/268

Questi tre figli di Ben hanno ereditato ognuno uno dei suoi tre
differenti alleli Merle: il primo ha ereditato M, il secondo Mc+ ed il
terzo m.

Nota — Il margine di accuratezza del test & di +/- 1 bp, I’allele Mc-
220 é stato ereditato dalla madre.

Quando ho iniziato a scrivere questo articolo non pensavo di
passare cosi tanto tempo a parlare di Mc, ma dato che si tratta di un
problema cosi importante per gli allevatori riguardante in primis la
variabilita genetica, voglio assicurarmi di affrontarlo nel modo piu
dettagliato possibile in modo da fugare ogni dubbio.

Fenotipi Unici

All'inizio dell'articolo ho citato le numerose stranezze che un
allevatore potrebbe vedere nella sua cassa parto. Pippa ne & un
esempio: “"presenta un insolito mantello Tweed molto diverso da
quello del genitore Merle e dagli altri compagni di cucciolata".
Questo & dovuto al mosaicismo. La cucciolata di Figgy e Royce & un
esempio "di cani fuori standard per la presenza di schizzi di bianco
sul corpo™ Cio é dovuto alla combinazione degli alleli Mc + ed M. |
prossimi sono esempi di una “espressione diluita del mantello senza
la presenza della diluizione genetica d/d". Gli alleli piu corti e le loro
combinazioni molto spesso danno un aspetto diluito al mantello.

ASD - Indie - Mc/Ma - 222/247

i B oot $

Indie - Mc/Ma - 222/2

LC - Thyon Mc+/Ma - 245/249, D/D, SIS/
" el

-
47, D/ID

S k¢ e
Catahoula- Ma/Ma - 249/249 Catahoula - Mc+/Ma, 245/249, D/D

I prossimi sono esempi di "una colorazione brunastra o di una
ombreggiatura anomala, in una cucciolata nera". Le combinazioni di
Mc e Mc + possono spesso portare ombreggiature.

ASD - Maverick Mc/Mc+ - 224/236

-

ASD-Sky  Mc+Mc+ - 234/246

Rabbit - Mc/Mc - 225/225

Il prossimo ¢ I’esempio di "una cucciolata Merle non prevista in
quanto nessuno dei due genitori ha un mantello Merle". In casi come
questo, entrambi i genitori hanno un allele Merle non espresso piu
corto in eterozigosi e la combinazione di questi si esprime nella prole
come omozigoti.



Padre - Kevlar m/Ma+ - m/255

s

L

Cucciolo - Colt Ma+/Ma+ 255/255  Razza - Catahoula

Colt potrebbe essere scambiato per un tipico m / M - Merle ma non si
riprodurra come tale. Se accoppiato con una cagna m/ m, tutti i
cuccioli saranno m/ Ma + - m / 255 dall’aspetto solido.

Il prossimo esempio lo dimostra abbastanza bene.

Padre - Boaz - m/fn

Tutta la risulta cucciolata m/Ma - m/250 con mantello solido
Razza - Catahoula

Il prossimo esempio mostra “un cucciolo con mantello solido con un
genitore M/M quando tutti cuccioli dovrebbero essere Merle™. questo
¢ un risultato del mosaicismo e uno dei cuccioli ha ereditato I’allele

minore non espresso. In passato questo caso avrebbe creato
certamente tanta confusione!

[
SINE inzerce ~265bp

M

LC - Bahama [Ma)/W/M - [251)265/265

Bahama - [Ma)/M/M -
251/265/265

m/Ma - m/253, D/d, SIS

Cally - m/Ma - m/253

Un cucciolo ha ereditato da Bahama I’allele minore.

C'e ancora un problema molto importante
da affrontare:
""Eccesso di bianco nei cuccioli con un genitore
dall’aspetto solido”

Pud succedere quando abbiamo un genitore che esprime un
pattern Merle mentre I’altro genitore ha un pattern Merle
“mascherato” o “nascosto” a causa di altri geni che possono altere
rare o coprire il colore del mantello. La feomelanina o "pigmento
rosso” di e / e (Rosso Recessivo) e il Giallo di Ay (Sabbia Chiaro)
non consentono l'espressione del Merle. Questo & il motivo per cui
molti standard di razza non consentono questi colori a causa della
loro capacita di mascherare il Merle. In termini genetici, viene
chiamato “epistasi” quando un locus o un allele sopprime
I'espressione di un altro.

BC - Dream m/M - m/267, ele

- WS - Pero m/M - m/268

Welsh Shepherd - m/M m - 268, Ay
Il Pattern Merle & mascherato dal
Sabbia Chiaro

Borde Cllie -m/M - m/267, ele
Il pattern Merle & mascherato dal
Rosso Recessivo

Nota: L’allele Mh pud esprimere un leggero motivo nel mantello
come Sabbia Chiaro e Rosso Recessivo



Un altro motivo per cui un mantello Merle non si esprimera é il Espressione #1 - Minimal Merle
mosaicismo. Come abbiamo detto prima, i cani Merle con un’alta
percentuale di cellule contenenti I'allele accorciato possono esprimere
un mantello insolito e in alcuni casi sembrare solidi.

LC - Abraksas [Mc)/Ma/M - [225)/251/265, D/d, SIS

LC-Aman  m/[Ma)/M - m/[250]/266, DID, Sisp

TR

Catahoula - m/[Ma]/M - m[250]/266

B ARSI QUG Loy by
Catahoula - [Mc)/Ma/M -
[225]/251/165

La terza ragione per cui il pattern Merle non si esprima é l'allele Mh.
L’Harlequin Merle ha dimostrato essere molto comune nel pastore
australiano.

Mh - Harlequin Merle

L'allele Mh ha una vasta gamma di fenotipi e tre diverse espressioni,
due delle quali sono molto riconoscibili.

#1 - “Minimal Merle” - una grande percentuale del corpo presenta
un pigmento solido con solo piccole aree casuali di colorazione
Merle. Queste aree si trovano normalmente alle estremita del corpo
come: testa, muso, gambe e spalle. Gli individui possono anche e _ .
esprimere il bianco esteso al di fuori dalle normali zone definite  Baxter - m/[Mc+]/Mh - m/[246]/271 Zoya - m/Mh - m/269

dall’Irish Spotting: potranno avere un ampio collare bianco, zampe
anteriori bianche oltre il gomito, spalle bianche che si estendono oltre
il garrese e zone bianche che dalla pancia si estendono lungo il
fianco. Occasionalmente il pattern Merle & cosi ridotto che puo

essere cancellato dal colore bianco a tal punto che non ci sono .
zone Merle visibili e questi soggetti possono sfuggire. S \ \ :

Expression #2 - Pattern classico
In passato chiamato “Herding Harlequin”

#2 - 1l piu classico mantello che in passato veniva definito "Herding
Harlequin”. Aree casuali di pigmento diluito che vengono eliminate
dal bianco, lasciando aree solite a chiazze che possono essere molto
simili al Tweed, con diverse tonalitd mescolate e anche con motivi
Merle. 1l bianco potra essere esteso oltre I’Irish Spotting ma sara
meno evidente a causa delle aree bianche abbondanti nel corpo.

#3 - Alcuni cani possono sembrare m / M, ma sono in grado di
generare cuccioli con il fenotipo descritto negli esempi n. 1 e n. 2:
questi discendenti erediteranno la stessa lunghezza delle coppie di
basi del genitore e tuttavia si potranno esprimere in tutti 3 i modi
descritti.

m/Mh, Mc/Mh, Mc+/Mh, Ma/Mh, Ma+/Mh, M/Mh and Mh/Mh
gueste combinazioni sono tutte fenotipicamente indistinguibili

Nota - M/Mh and Mh/Mh possono presentare una grande percentuale
di bianco nel corpo.




Expression #3
Di seguito vi illustrerd dei soggetti che hanno un fenotipo che
potrebbe essere considerato come un tipico pattern m/M.

ASD - Stella Mc+/Mh - 235/269

ASD - Winnie Mc/Mh - 217/269, D/D, SIS

Poppy - m/[Mc]/Mh - m/[23]/270 Winne - Mc/Mh - 217/269

La prole Mh non esprimera necessariamente lo stesso tipo di
mantello Harlequin Merle del genitore anche se hanno ereditato la
stessa lunghezza di coppie di basi. Ognuno dei tre fenotipi Mh potra
ritrovarsi in una singola cucciolata. Questo esempio mostra 3
generazioni che possiedono lo stesso allele Mh - 271 bp.

IASD - Goose m/Mh, m/271, D/d, Sisp

Y]

Gooe - adre Ellie - Nonna- Minimal Merle

Questo esempio di fenotipo Minimal Merle potrebbe facilmente
sfuggire sia all'allevatore che al futuro proprietario.

Willow - m/[Mc+]/Mh -m/[240}/271

Un esempio di un Mh di un Catahoula senza alcun pattern Merle

LC - Edge m/Mh - m/272, SIS

Catahoula - mMh - m/272

E ora I’ esempio di una " cucciolata con eccesso di bianco
nonostante un genitore sia fenotipicamente solido". Cio & dovuto al
maschio Mh che non esprime alcun pattern Merle visibile, che si
presumeva essere hon-Merle e la sua progenie quando si & accoppiato
con una femmina Merle.

ﬁ\ :
Madre Merle con la cucciolata Cucciolo con eccesso di bianco

Sordo Bilaterale e Ipovedente
Bilaterale



Conclusioni

Negli ultimi due anni le nuove tecnologie ci hanno dato una grossa
mano per arrivare ad una nuova comprensione delle innumerevoli
espressioni del Merle. Siamo partiti con il sapere molto poco ad avere
le risposte alla maggior parte delle domande sui fenotipi. Ora
possiamo spiegare molte situazioni che si vedono negli allevamenti e
anche i risultati dei test che non avevano senso in passato. Mi sono
sentita dire da molti allevatori di tutto il mondo che finalmente hanno
le risposte alle domande che li hanno lasciati perplessi per decenni.
La conferma del mosaicismo e I'ereditarieta degli alleli minori € stata
una delle scoperte pitl importanti che sono state aggiunte ai risultati
dei test sui genotipi. Questi alleli Merle “de novo” di un genitore
vengono facilmente trasmessi alle generazioni future cambiando il
genotipo della cucciolata e di una intera linea di cani.

Ora possiamo contare esattamente le coppie di basi della coda
poli-A del Merle e allocare preziosamente le 6 lunghezze di SINE del
gene Merle in modo che il genotipo corrisponda al fenotipo. Cio €
particolarmente importante per l'allele Mc. Per la futura salute e per
conservare la variabilitd genetica di tutte le nostre razze, €
indispensabile che gli allevatori abbiano la piena comprensione
dell'allele Mc e le indicazioni su come come andra riprodotto.
Dobbiamo di noi stessi istruire e trasmettere questa conoscenza ai
nostri compagni allevatori. E giunto il momento per tutti noi di
disimparare cid che abbiamo appreso in passato e ripensare a quello
in cui credevamo, riguardo al "Merle criptico” e non fare pil
affidamento alle ricerche su Google ©. Dobbiamo confutare le
vecchie nozioni e accettare la scienza dei test genetici; non c'e
nessuna via di mezzo se vogliamo preservare il benessere delle nostre
generazioni future.

“ Non é cio che non sai che ti mette nei guai.
E cid di cui sei sicuro
che non é come credi”
~ Mark Twalin ~

Ringraziamenti

Karen Smiley Combs - Per aver educato instancabilmente tante
persone nella comunita dei pastori australiani. Per aver guidato i
proprietari durante 1’esecuzione dei test, per aver spiegato i risultati e
per aver aiutato gli allevatori a capire le stranezze che vedevano nelle
loro casse parto. Per tutto il suo incoraggiamento e supporto continuo.
Non ci sarebbero stati tutti gli australiani testati nell’articolo e nel mio
libro se non ci fosse stata Karen. | miei piu sentiti ringraziamenti !!

Tyler Cooper — ha promosso questo articolo e ha sostenuto la
condivisione pubblica. Per il suo incoraggiamento e I’assistenza
durante la scrittura. Grazie Tyler!



