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Koi ribe uzgojene su kao pasmine Sarana u Japanu kroz zadnjih dvjesto godina. Unato¢ njihovoj
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expression of genes such as Mclr, Foxd3 and Scarbl and their regulation by miRNA and
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1 Uvod

1.1 Povijest koi riba

Koi ribe koje danas poznajemo pasmine su Sarana dobivene strogim selektivnim
uzgojem kroz dvije stotine godina u Japanu. Velik kulturoloski znacaj imaju narocito u Japanu,
zemlji od kuda potjecu, gdje se povezuju s blagostanjem i uspjehom. Prvo uzgajanje Sarana je
zabiljezeno u Kini prije preko dvije tisu¢e godina kada su se Sarani uzgajali isklju¢ivo za
prehranu. Japanski trgovci su u 18. stolje¢u kupovali mlade Sarane kako bi ih uzgajali u
unutrasnjosti zemlje te posluzili kao dodatan izvor hrane tijekom zime. Vjeruje se da je period
suSe oko 1785. godine posluzio kao selektivno usko grlo koje je znatno smanjilo gensku
raznolikost populacije Sarana u Japanu, te su uzgoj u bliskom srodstvu te naknadne mutacije
uzrokovale pojavu razli¢ito pigmentiranih fenotipova (de Kock i Gomelsky 2015). Nedugo
potom koi Sarani poceli su se uzgajati iz estetskih razloga, kako kod samih uzgajivaca tako i
postepeno u bogatijim slojevima drustva te su se takvi pigmentirani Sarani nazivali kawarigoi
(promijenjeni Sarani). Magoi je bio generalni naziv za Sarane, no danas se taj naziv odnosi na
fenotipski divlji tip Sarana. Medu prvim fenotipskim varijacijama selektirani su Higoi (crvene
boje), Shirogoi (bijele boje), Asagi (plave boje) te Moyogoi (razli¢iti uzorci obojenja) (de Kock
1 Gomelsky 2015). Jo$ nije u potpunosti razjasnjeno kojoj vrsti Sarana pripadaju koi ribe.
Uvrijezeno misljenje bilo je da pripadaju obicnom Saranu (Cyprinus carpio), no neki noviji
radovi koi ribe svrstavaju vrsti Cyprinus rubrofuscus (Domasevich, Hasegawa, 1 Yamazaki

2022).

1.2 Priznate koi pasmine

Kako su se s vremenom pojavljivale i usavrSavale druge pasmine (Slika 1) te je koi
Saran postao vaznim dijelom Japanske kulture, 1914. godine odrzala se prva japanska izlozba
koi riba u Tokiju (Domasevich i ostali 2022). Popularnost koi riba se s vremenom proSirila po
cijelom svijetu te se danas odrzavaju brojna natjecanja uzgajivaca riba. Generalno je za sve koi
ribe pozeljno da budu zdrave, bez razvojnih poremecaja, Sto vece, intenzivnih boja te smirenog
karaktera. Zbog izrazito velike varijacije u postoje¢im fenotipovima sve pasmine nisu strogo
karakterizirane, ali njih 17 je za potrebe natjecanja formalno definirala svjetska organizacija za

koi Sarane, Zen Nippon Arinkai (ZNA) (Zen Nippon Arinkai 2024).
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Slika 1: Prikaz rodoslovnog stabla Nishikigoi-a (de Kock i Gomelsky 2015).

Jedna od danas najpoznatijih te najvise usavrienih pasmina jest Kohaku (Slika 2). Cista
Kohaku pasmina koju danas poznajemo nastala je relativno kasno, u periodu izmedu 1914.-
1952. godine krizanjem Sakura te trobojne Sanshoku pasmine (bijelo tijelo s crvenim pjegama
(Hi) 1 crnim to¢kama (Sumi)) koi Sarana (de Kock 1 Gomelsky 2015).

Taisho sanke (Sanshoku) pasmina karakterizirana je bijelom podlogom tijela s crvenim
pjegama te crnim tockama po ledima. Sumi se ne smije nalaziti na glavi.

Showa sanshoku nalik je Sanke pasmini no Sumi se pojavljuje na glavi te je puno
izrazeniji po cijelom tijelu.

Ki utsuri pasmina dobivena je iz Tetsu magoi pasmine 1898. godine (de Kock i
Gomelsky 2015). Danas poznajemo Utsurimono kao pasminu sa Showa tipom Sumi-ja na
bijelom (Shiro utsuri), zutom (Ki utsuri) ili crvenom tijelu (Hi utsuri). Ako je prisutna i
najmanja koli¢ina trece boje svrstava se pod Showa sanshoku pasminu.

Kinginrin generalni je naziv koji se daje svakoj koi ribi koja ima sjajne ljuske. Za to su
odgovorni iridofori koji sadrze kristale gvanina (de Kock i Gomelsky 2015).

Prije Utsuri postojala je i starija Bekko pasmina koja postoji i danas. Prepoznatljiva
karakteristika ove pasmine jest tijelo u jednoj od od tri boje: zutoj (Ki bekko), crvenoj (Hi

bekko) ili bijeloj (Shiro bekko), sa Sanke tipom Sumi-ja na ledima, dakle ukupno dvije boje na



tijelu. Takoder, ako je prisutna treca boja na tijelu svrstava se pod Taisho sanshoku (Sanke)
pasminu.

Postupnim usavrSavanjem Asagi magoi-a dobili smo danas prepoznatu 4sagi pasminu,
koju karakteriziraju generalno ne prejako crvene peraje, trbuh i bocne strane tijela, a leda su
plavkaste boje s ljuskama dijamantnog uzorka.

Doitsu je generalni naziv koji se daje koi ribama cije tijelo nije prekriveno ljuskama.
Iako je to poZeljno zbog boljeg isticanja boja, takve jedinke su zakrZljalog rasta.

Chagoi jedna je od starijih pasmina koja nije na popisu ZNA. Ne karakteriziraju je
zarke 1 upadljive boje ve¢ pitomost te znatno veca veli¢ina od ostalih pasmina. Smatra se da su
uzgajivaci odabirali velike i zdrave jedinke koje su bile najpitomije (a samim time i najlakse
za uzgajanje) te su ih nakon nekog vremena poceli drzati kao ljubimce zbog iznimne pitomosti

ovih riba. Danas su najpozeljniji Chagoi blijede bez boje.

Slika 2: Prikaz divljeg tipa Sarana (A) te priznatih koi fenotipa: Kohaku (B), Sanke (C), Showa sanshoku
(D), Shiro utsuri (E), Ginrin fenotip (svjetlucave ljuske, neovisno o boji podloge, F), Shiro bekko (G)
te Asagi (H) (Zen Nippon Arinkai 2024).



1.3 Komercijalni znacaj koi riba

Kako se danas odrZavaju brojna natjecanja uzgajivaca koi riba, jedinke koje stru¢ni suci
ocijene kao najbolje u svojoj kategoriji dobivaju na trzi$noj cijeni te se takvi koi Sarani prodaju
1 za nekoliko stotina tisu¢a americkih dolara (G 2021).

Za standardizaciju ocjenjivanja Domasevich 1 ostali (2022) razvili su model za kompjutersku
karakterizaciju kvalitete koi Sarana, doduse za sada samo Kohaku pasmine. Unato¢ velikoj
rasirenosti ovih natjecanja te posljedi¢no velikoj trzi$noj cijeni pobjednicke jedinke te njegovih
potomaka, kriteriji ocjenjivanja nisu jako precizno definirani, te nisu u cijelosti dostupni
javnosti. Suci za ocjenu fenotipa koriste skalu do 100 bodova, pri ¢emu oblik tijela nosi 50,
boja 20, uzorak 10, te ,,gracioznost 20 bodova (de Kock 1 Gomelsky 2015). Upravo zbog
neprecizno definiranih pozeljnih karakteristika, industrija uzgoja koi riba profitirala bi od
dubljeg poznavanja geneticke osnove nasljedivanja prethodno navedenih fenotipova, te

pogotovo od razvitka molekularnih metoda manipulacije istima.

2 Genetika koi riba

2.1 Duplikacija genoma

Za razliku od biljaka, kod Zivotinja su vijabilne poliploidne jedinke izrazito rijedak
dogadaj s iznimkom riba 1 zaba. Predak koStunjaca prosao je duplikaciju cijelog genoma te
danas vecina koStunjaca sadrzi 24 do 25 kromosoma u haploidnom genomu. Za Sarane se
smatra da je doSlo do dodatnog dogadaja duplikacije genoma. Kako kariotipizacijom nisu
uocene kvadrivalentne strukture te nije doslo do gubitka kromosoma dalo se naslutiti kako je
doslo do alotetraploidizacije a ne autotetraploidizacije (David 1 ostali 2003; Li 1 ostali 2021).
Detaljnijim genetickim analizama sli¢nosti mikrosatelita unutar genoma te pojedinih gena
izradena su filogenetska stabla. Na filogenetskom stablu dobivenom iz analize sekvence gena
tirotropina divergencija C. carpio 1 C. auratus procijenjena je prije 11 milijuna godina, a
divergencija njihovog zajednickog pretka od srodnih skupina prije 21 milijuna godina. Ovaj
period poklapa se s dobivenim prosjecnim vremenom divergencije temeljenom na analizi
sekvenci genomskih mikrosatelita (David i ostali 2003). Na temelju svega se pretpostavlja da
je doslo do alotetraploidizacije dviju srodnih vrsta no jasno kako vrijeme prolazi i novonastala
vrsta dalje evoluira sve je teze razlikovati alotetraploidizaciju od autotetraploidizacije (Wolfe
2001). Upravo zato koi ribe mogu sluziti kao dobar model za istrazivanje evolucije genoma

kao vrsta koja je relativno nedavno divergirala nakon duplikacije genoma. Dodatno ovu tvrdnju



potkrjepljuje €injenica da Saran ima dvostruki broj Hox regija u odnosu na Danio rerio (ribu
zebricu) te jednak broj kao Atlantski losos (Salmo salar), koji je autotetraploid (Xu i ostali

2014).

2.2 Nasljedivanje fenotipskih svojstava tipi¢nih za Sarane

Kako je koi Saran pasmina, a ne zasebna vrsta te razmnozavanjem svi potomci ne
zadovoljavaju kriterije pasmine, a nasljedivanje boje je kompleksno regulirano te razvoj
specifi¢nih uzoraka pak isklju¢ivo nasumican te ovisi o razvoju pojedine jedinke bez konkretne
genetske podloge, pri ciljanom uzgajanju specificnih fenotipova mora se vrsiti stroga selekcija.
Ovisno o pasmini, selekcija se vrs$i u razli¢itim razvojnim stadijima; kod uzgoja Kohaku
pasmine 60-65% potomaka se uklanja oko Cetrdesetog dana nakon izlijeganja, kod Showa
nastavljaju se uzgajati samo potomci koji posjeduju crnu pigmentaciju do petog dana nakon
izlijeganja, njih 5-50%. Bez ovako stroge selekcije populacija bi kroz nekoliko generacija
revertirala na fenotip divljeg tipa (de Kock i Gomelsky 2015).

2.2.1 Nasljedivanje crvenog i bijelog fenotipa

Kako bi se ispitalo nasljedivanje crveno bijelih fenotipova, $to je od velikog znacaja za
uzgoj Kohaku pasmine, kroz godine su se provodila kontrolirana kriZanja. Gomelsky i ostali
(1996) su s relativno malim brojem krizanja roditelja Kohaku fenotipa dobili potomke izrazito
varijabilnih obojenja, s ve¢im postotkom bijelih potomaka ukoliko je jedan ili oba roditelja bio
bijelog fenotipa. Takoder, uocili su da se pokrivenost potomaka crvenom bojom poveéava
proporcionalno pokrivenos¢u roditelja crvenom bojom. Kako ovakvi rezultati iskljucuju
moguénost da je nasljedivanje crvene boje kontrolirano jednim genom te ukazuju na
potencijalno kompleksnije mehanizme regulacije, David i ostali (2004) ponovno su proveli
znatno veci broj kontrolnih krizanja te analizirali dobivene rezultate. Medu potomcima svih
krizanja ponovno su bila zastupljena sva tri fenotipa, bijeli, Kohaku te crveni u izrazito
varijabilnim omjerima osim kod krizanja dvaju jedinki crvenog fenotipa, koje je dalo iskljucivo
crveno potomstvo (Slika 3). Takoder nije uocena ovisnost pokrivenosti Kohaku roditelja
crvenom bojom s ucestaloS¢u crvenih potomaka kao $to je bilo u prethodno provedenim
istraZzivanjima s manjim brojem krizanja. Pretpostavljeno je postojanje 7p lokusa koji
dominantno odreduje bijeli fenotip (u radu nazvan "transparent"), tj. nedostatak crvene boje.
Heterozigotni 7p/fp roditelji mogu imati potomke s prisutnom crvenom bojom. PredloZeno je
da R i R’ lokusi odreduju koli¢inu crvene boje. Kompletno crveni roditelji bi tako bili

homozigoti za jedan ili oba lokusa te mogli imati samo crvene potomke. Takoder se predlaze



postojanje bijelog fenotipa odredenog R? i R” lokusima u homozigotno recesivnim jedinkama
za Tp lokus, koje bi objasnilo dodatnu gradaciju omjera fenotipova uocenih tijekom krizanja

(David 1 ostali 2004).
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Slika 3: Prikaz ishoda razli¢itih kontroliranih kriZzanja. Postotci potomaka razlicitih fenotipova
dobivenih krizanjem roditelja definiranog fenotipa. 7p- (transparent) odnosi se na jedinke samo bijele
boje (David i ostali 2004).

2.2.2 Nasljedivanje crnog obojenja i pigmentiranih sektora

Sto se ti¢e nasljedivanja tamnog obojenja u odnosu na svijetlo (bijelo ili naranéasto),
razlikuje se nasljedivanje crne boje cijelog tijela i karakteristicnog Bekko uzorka, tj. crnih
tocaka po ledima (Sumi). Krizanjem fenotipova s Bekko uzorkom (Taisho sanke, Tancho sanke,
Shiro bekko) dobiveni su potomci koji tek nakon tjedan dana nakon izlijeganja razvijaju crnu
pigmentaciju (Slika 4), koja se daljnjim rastom razvija u karakteristican Bekko uzorak (de Kock
1 Gomelsky 2015). Potomci dobiveni krizanjem roditelja fenotipa Taisho sanke x Taisho sanke
te Shiro bekko x Shiro bekko (oba fenotipa karakterizira Sumi na tijelu) nisu znac¢ajno odstupali
od omjera 3:1. Nadalje, potomci krizanja jednog roditelja s crnim to¢kama na ledima (Bekko
fenotip) 1 jednog roditelja bez crnih tocaka na ledima nisu odstupali od omjera 1:1. Iz toga je

izveden zakljucak da je prisutnost Bekko fenotipa kontrolirana dominantnim alelom te



Slika 4: Prikaz potomaka dobivenih krizanjem roditelja fenotipa Utsuri x Utsuri slikanih tre¢i dan nakon
izlijeganja. Vidljiva je razlika izmedu jedinki kod kojih dolazi do razvitka pigmentacije netom nakon
izlijeganja te jedinki kod kojih se pigmentacija pojavljuje tek od sedmog dana nakon izlijeganja na dalje
(de Kock i Gomelsky 2015).

da su jedinke genotipa BI/bl (David 1 ostali 2004; de Kock i Gomelsky 2015). Doduse,
naknadnim krizanjima uocene su neke pojave koje ukazuju da vjerojatno postoji jos§ jedan
dodatni element kod nasljedivanja Bekko fenotipa. David 1 ostali (2004) uocili su nedostatak
homozigota B//Bl u odrasloj populaciji, te da u krizanjima Bekko x Bekko roditelja distribucija
Bekko fenotipa bolje odgovara 2:1 omjeru, Sto bi ukazivalo na postojanje negativnog
selekcijskog pritiska za Bl/Bl homozigote, tj. da je naveden homozigotni genotip letalan. Kako
su postoci dobivenih Kohaku potomaka (crveno obojenje bez Bekko uzorka) te Sanke potomaka
(crveno obojenje s Bekko uzorkom) podjednaki, pretpostavljeno je da se crveno i crno obojenje
nasljeduju odvojeno, Sto bi sugeriralo da su ta dva fenotipa kontrolirana razli¢itim te nevezanim
genima. Uoceno je takoder da dolazi do segregacije crvenog obojenja te Bekko uzorka kod
bijelih potomaka, $to bi upucivalo da je 7p lokus epistatski u odnosu na oba gena koja odvojeno
kontroliraju crnu i crvenu boju (David i ostali 2004). Pod tom pretpostavkom, Kohaku pasmina
bila bi recesivni homozigot za b/ alel, te Shiro bekko pasmina ne eksprimira crveno obojenje
zato §to je recesivni homozigot za 7 te ¥ alel, a ne zbog Tp lokusa. PredloZeno je kako dobiveni
rezultati nalikuju segregaciji fenotipova koji su kontrolirani melanokortin receptorom 1
(Mclr). Rije€ je o intenzivno istrazenom genu, odgovornom za razvoj pigmentacije u sisavaca
i ptica . Istrazivanje koje je testiralo hipotezu postoji li veza izmedu pigmentacije i Mclr gena

kod riba nije utvrdilo ikakvu znacajnu korelaciju (Bar i ostali 2013).



Sto se ti¢e tamnog obojenja cijele jedinke tj. Utsuri fenotipa, ono se dobije samo
krizanjem Utsuri x Utsuri roditelja Sto ukazuje na gensku kontrolu ovog fenotipa. Medu
potomcima tog krizanja pojavljuju se Zeljeni Utsuri fenotip, ali 1 jedinke divljeg tipa, smede te
zeleno obojene jedinke. Udio Utsuri fenotipa bio je izrazito varijabilan, od 0% do 16% uz jo$
ve¢u varijabilnost pigmentacije potomaka odmah potom izlijeganja Sto upucuje na
kompleksniju viSegensku kontrolu nasljedivanja ovog fenotipa (David 1 ostali 2004).

2.2.3 Nasljedivanje Ginrin fenotipa (svjetlucavih ljuski)

Kako bi se ispitalo nasljedivanje Ginrin fenotipa, tocnije Diagin varijante Ginrin
fenotipa u koi Sarana, Gomelsky i ostali (2015) proveli su testno krizanje Ginrin jedinki s
jedinkama bez tog fenotipskog obiljezja. Potom su biljezili omjere potomaka Ginrin te non-
Ginrin fenotipa u tri F1 te 16 F2 generacija. Kako su jedine dvije fenotipske varijante u
potomstvu bile prisustvo ili odsustvo Ginrin fenotipa te su omjeri u F1 generaciji priblizno
odgovarali omjeru 1:1, Sto je karakteristicno za krizanje heterozigota s recesivhim
homozigotom, zakljuc¢eno je kako je Ginrin fenotip odreden jednim Gr genom. Kako bi se
ispitalo je li alel koji odreduje Ginrin fenotip dominantan, provedeno je krizanje non-Ginrin
jedinki F1 generacije, te su dobiveni potomci isklju¢ivo non-Ginrin fenotipova, §to ukazuje na
to da je Ginrin fenotip odreden dominantnim Gr alelom. Kada su provedena krizanja jedinki
F1 generacije Ginrin fenotipa, samo u dva krizanja od 14 provedenih je omjer Ginrin te non-
Ginrin jedinki odgovarao omjeru 3:1 (u slucaju da su svi aleli jednako vijabilni) te 2:1 (u
slucaju da je Gr homozigot nevijabilan). U ostalih 12 provedenih krizanja omjeri su statisticki
odstupali od prethodno navedenih, s konstantnim deficitom Ginrin fenotipa. Na temelju tih
rezultata zakljuceno je da je Ginrin fenotip znatno manje vijabilan od non-Ginrin fenotipa, Sto
dodatno potkrjepljuje €injenica da su jedinke non-Ginrin fenotipa bile u prosjeku duplo teze
od jedinki Ginrin fenotipa iste dobi.

2.2.4 Nasljedivanje dugih peraja

Kontroliranim krizanjima utvrdeno da je mutacija odgovorna za fenotip dugih peraja
(Lf) dominantna te nije povezan s karakteristikama boje. Pregledom distribucije duljine peraja
kod potomaka utvrdeno je takoder da je rije¢ o potpunoj dominaciji (Gomelsky, Schneider, 1
Alsaqufi 2011). Ovo je jedno od prvih provedenih ispitivanja nasljedivanja ovog fenotipa,
vjerojatno zato Sto je ovaj fenotip, takozvani Butterfly koi relativno nov te po kriterijima
svjetske koi organizacije jo§ nije sluzbeno definiran. Unato¢ tome, ovaj fenotip danas je vrlo
popularan diljem svijeta te najreprezentativnije jedinke uredno postizu jako visoke cijene (G

2021).



2.2.5 Nasljedivanje pokrivenosti ljuskama

Casas 1 ostali (2013) ispitivali su nasljedivanje te regulaciju pokrivenosti tijela koi Sarana
ljuskama. Ve¢ je bila predloZen mehanizam nasljedivanja koji se temelji na dva gena s po dva
alela (S/s te N/n) koji medusobnom interakcijom odreduju hoée li tijelo biti prekriveno
ljuskama, te u kojoj mjeri. S lokus je identificiran, Ma i Raible (2009) odredili su da je to gen
Fgrfla (receptor za fibroblastni regulator rasta 1). N lokus jos nije identificiran, ali se smatra
da ima veze s razvitkom embrionskog mezenhima. Od fenotipova reguliranih S 1 N lokusom
razlikujemo potpunu prekrivenost ljuskama (divlji tip), Linear (bo¢na pruga na tijelu kojoj
nedostaju ljuske), Mirror (nasumicno locirane ljuske) te Leather (jedinke s potpunim
nedostatkom ljusaka) (Slika 5). Leather fenotip ima smanjen broj crvenih krvnih stanica i
slabiji rast od divljeg tipa. Na temelju ve¢ poznatog modela nasljedivanja, homozigotni mutant
za prvi lokus (ss) odreduje klasi¢ni Mirror fenotip, te ukoliko se naslijedi s jednim mutiranim
N lokusom (Nn) odreduje Leather fenotip. Divlji tip za S alel s mutiranim » alelom daje Linear
fenotip, dok je genotip homozigota za mutiran #n alel (nn) letalan. Krizanjem Leather x Leather
te Leather x Mirror fenotipa prema prethodnim istraZivanjima o€ekuje se 25% smrtnosti, zbog
izrazite nevijabilnosti nn mutiranih homozigota. U ovom istrazivanju doduse, ovakva stopa
smrtnosti uo¢ena je kod jedinki koi Sarana azijskog podrijetla, za koje se ¢ini da nose mutirani
n alel s jace izrazenim negativnim posljedicama, no 1 kod tih jedinki stopa prezivljavanja bila
je veca jer su tijekom provodenja eksperimenta deformirane te manje kompetentne jedinke
(zbog posljedica n alela) odvojili u zasebne spremnike kako bi prezivjele prvih nekoliko

mjeseci te se razvili dostatno za analizu.

Slika 5: Prikaz koi riba razliite prekrivenosti ljuskama po tijelu. A - jedinka divljeg tipa (u potpunosti
prekrivena ljuskama), B - jedinka Linear fenotipa (nedostaju ljuske u crti po boku tijela), C - jedinka
Mirror fenotipa (nasumicna rasporedenost ljuski) te D - jedinka Leather fenotipa (potpuno nedostaju
ljuske po tijelu) (Gomelsky 2011).



2.3 Analize transkriptoma

Luo 1 ostali (2018) prikupili su uzorke razli€itih boja koZze koi Sarana Sanshoku pasmine
kako bi izolirali te sekvencirali transkriptom, specifi¢no istrazujuéi diferencijalnu ekspresiju
miRNA molekula. Kako Sanshoku jedinke imaju trobojno tijelo (crno, bijelo i crveno) svaki
set uzoraka potjecao je od jedne jedinke, a sveukupno ih je devet uzorkovano. Nakon
odbacivanja predugackih sekvenci te onih ispod 18 pb duljine oko 75% preostalih slijedova
bilo je duzine 22-23 pb, Sto je karakteristicno za produkte DICER proteina te je bio podjednak
broj oc€itanja sekvenci istih duljina za svaku boju koZe. Potom su ratunalnom analizom
identificirali potencijalne gene koje sekvencirane miRNA reguliraju.

Meclr jedan je od klju¢nih gena ukljucenih u sintezu eumelanina i feomelanina unutar
melanofora te samu pigmentaciju kod koi Sarana. Pronadeno je da je on meta miR-200a, miR-
200b 1 miR-206 za koje je takoder utvrdeno da su eksprimiraniji u uzorcima crne koze u odnosu
na bijelu i crvenu kozu, $to ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu u pigmentaciji koze Sarana.
Uoceno je takoder da je gen za melanocit-stimuliraju¢i hormon (Msh) potencijalna meta miR-
200a, miR-206, miR-142b-3p, i miR-26a-3p, te Mitf miR-133c, miR-26a-3p, miR-196a te miR-
181a-5p. Forkhead box 3 (Foxd3) jedan je od prvih otkrivenih markera u biosintetskom putu
gvanina te takoder odreduje hoce li se stanice neuralnog grebena diferencirati u neuralne glija
stanice ili u kromatofore, kao Sto je pokazano supresijom Mitf gena tijekom neurulacije
(Thomas i Erickson 2009; mehanizam detaljnije opisan u poglavlju 3.1). Pronadeno je da je on
meta miR 429b, miR-26a-3p, miR-200b, miR-10b-5p, te miR-181a-5p. Diferencijalna
ekspresija navedenih miRNA vizualizirana je toplinskom kartom (Slika 6).

Luo 1 ostali (2019) sljede¢e godine prosirili su istrazivanje na duge nekodirajuce
molekule RNA (IncRNA). Naime IncRNA utjecu na ekspresiju gena kroz nekoliko
mehanizama, naroCito degradacijom transkripata (nallk miRNA  molekulama),
restrukturiranjem kromatina te direktno cis ili trans regulacijom gena (Statello 1 ostali 2021).
Otkrili su brojne diferencijalno eksprimirane IncRNA molekule te potencijalne interakcije s
poznatima mRNA transkriptima. Medu njima, identificirali su Ccr Inc5622421 molekulu koja
moze regulirati ekspresiju mRNA gena Tyk2, Mclr, Tyrpl te ostalih za koje se zna da su
ukljuceni u procese pigmentacije.

Kako bi produbili prethodna saznanja, Dong i ostali (2020) fokusirali su se na ulogu
prethodno otkrivene miR-206 u razvitku pigmentacije kod koi Sarana. Potvrdili su kako miR-
206 ostvaruje interakciju s Mclr 3'-UTR, te kako se pri utiSavanju miR-206 pomocu antagomira

(RNA molekula komplementarna miR-206) dolazi do znacajnog povecanja ekspresije Mclr

10



gena in vivo. Utvrdeno je takoder kako je ekspresija miR-206 najizrazenija u stadiju neurule. S
obzirom na tu spoznaju te na to da Mc/r interagira s a-melanocit stimuliraju¢im hormonom
(a-MSH) kako bi aktivirao adenilat ciklazu koja potom pak potic¢e ekspresiju brojnih gena
ukljucenih u sintezu melanina, razumno je zakljuciti da miR-206 doista ima vaznu ulogu u

regulaciji pigmentacije kod koi $arana.

miR-125b I ;
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miR-203b-3p

miR-135¢
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Slika 6: Prikaz 17 poznatih diferencijalno eksprimiranih miRNA pomocu toplinske karte u uzorcima
tkiva bijele koze (WS), crne koze (BS) te crvene koze (RS) Sanshoku pasmine koi Sarana (Luo i ostali
2018).

2.4 Geneticko inZenjerstvo

Sa porastom spoznaja o vezama izmedu konkretnih gena i samog fenotipa otvaraju se
vrata malo direktnijoj manipulaciji fenotipovima koi riba od samo selektivnog parenja i
uzgajanja. Jedna od metoda koja bi mogla biti komercijalno lakSe primjenjiva je knock-down
pojedinih gena RNAI tehnologijom. Kod ove tehnologije problem je upravo Sto je najceScéa
metoda unosa dsRNA mikroinjektiranje, $to zahtjeva dostatno znanje i vjestinu te je vremenski
zahtjevno. Kao daleko jednostavnija alternativa pokazala se prehrana mladih riba hranom koja
sadrzi kompetentan soj E. coli koji sintetizira dSRNA odgovarajucu genu kojega Zelimo utisati.
Ta metoda eksperimentalno je ispitana na licinkama S. schlegelii koje se hrane jedinkama roda

Artemia tretiranim kompetentnim sojem E. coli. (Gao i ostali bez dat.) Pokazalo se da su li¢inke
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Artemia za koi Sarane odli¢na hrana (Hekimoglu i ostali 2014; Tillner i ostali 2015), tako da
postoji moguénost primjene ove metodologije u kombinaciji sa sojem E. coli koji sintetizira

dsRNA od interesa.

3 Kromatofori

3.1 Embrionalni razvoj kromatofora

Melanofori, ksantofori te eritrofori su dendriti¢ke stanice prisutne kod koi riba
porijeklom iz neuralnog grebena (Leclercq, Taylor, i Migaud 2010; Parichy i Spiewak 2015).
Odgovorne su za sintezu te prijenos 1 razmjestaj pigmenata (melanofori melanina, ksantofori i
eritrofori pteridina i1 karotenoida). Cijanofori su novopriznate pigmentne stanice te su
odgovorne za plavo obojenje kod nekih riba no dostupno je jako malo podataka te nisu
provedena gotovo nikakva istrazivanja fokusirana na cijanofore. Nije poznato koje pigmente
cijanofori sadrze (Leclercq 1 ostali 2010). Iridofori se razlikuju od ostalih pigmentnih stanica
po tome Sto ne sadrze obojene pigmente ve¢ kristale gvanina koji ovisno o unutarstanicnom
rasporedu reflektiraju razli¢ite valne duljine upadne svjetlosti (Funt i ostali 2017). Glavni faktor
u diferencijaciji stanica neuralnog grebena u pigmentne stanice jest Foxd3 koji se veze na Pax3
aktivator te sprjecCava njegovo vezanje na Mitf promotor, te samim time inhibira ekspresiju Mitf
gena. Stanice neuralnog grebena u kojima nije eksprimiran Mitf usmjeravaju se u
diferencijaciju prema pigmentnim stanicama, specificno melanocite, umjesto u neuralne glija
stanice (Thomas i Erickson 2009). Dokazano je takoder i u ribi zebrici (D. rerio) kako kod Sox
mutanata ne dolazi do ekspresije Mitf gena te ne dolazi do diferencijacije melanofora (Elworthy
1 ostali 2003). Curran i ostali (2010) predlozili su dodatan mehanizam diferencijacije izmedu
melanofora te iridofora, koji potjecu iz iste stani¢ne linije takoder interakcijom Foxd3 te Mitf
gena. Kod gubitka ekspresije Mitf'gena doslo je do pojave mnogobrojnih ektopi¢nih iridofora,
dok je gubitkom ekspresije Foxd3, njegovog supresora doslo do smanjenja broja iridofora.

Luo 1 ostali (2023) proveli su detaljno istraZzivanje u prostorno-vremenske uzorke
transkriptoma koi Sarana kroz razliite razvojne stadije. Otkriveno je da su geni Scarbl, pax3,
pax7, xdh te cbp geni ukljuceni u biosintetski put melanogeneze te diferencijaciju stanica
neuralnog grebena, znacajno jace eksprimirani u stadiju blastociste u odnosu na druge razvojne
stadije (Slika 7). Njihova ekspresija kao 1 ekspresija gotovo svih drugih gena znacajno se
povecala u stadiju blastule, $to se vremenski poklapa s vremenom tranzicije s maj¢inskog na

zigotni transkriptom (MZT) kod Sarana (Fu 1 ostali 2019). Prije MZT-a mRNA koja je ve¢ bila
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prisutna u oociti i dalje je prisutna u citoplazmi te je odgovorna za gotovo sve stani¢ne funkcije
(uz minimalnu transkripciju zigotnog genoma), tako da je za ocekivati kako je za daljnju
diferencijaciju 1 razvitak zigote, a samim time i kromatofora, potrebno uspostaviti novu i
specificno reguliranu ekspresiju mRNA. Kod ribe zebrice konkretno pax3 mutanti pokazali su
kompletan izostanak diferenciranih ksantofora. Mutanti pax7 imali su diferencirane ksantofore,
no u manjoj mjeri od divljeg tipa (Minchin 1 Hughes 2008). Na grafickom prikazu rezultata
(Slika 7) vidljivo je kako je ekspresija pax3 najizraZenija u stadiju blastule te ve¢ u stadiju
neurule gotovo nema ekspresije, dok pax7 ostaje znacajno eksprimiran do kraja uzorkovanja,
Sto ukazuje na potencijalno slican mehanizam diferencijacije ksantofora kod koi Sarana.
Znacajna je ekspresija takoder i pnp4a tijekom organogeneze u odnosu na druge razvojne
stadije, gena koji Cesto sluzi kao marker iridofora te kodira purinsku nukleozid fosforilazu. Kod
ribe Oryzias latipes uoceno je da pnp4a mutanti imaju znacajno smanjeno skladistenje gvanina
te smanjenje broja iridofora kroz zivot (Kimura, Takehana, i Naruse 2017). Crveno i naranc¢asto
obojenje kod zivotinja uglavnom je uzrokovano karotenoidima, koji se apsorbiraju iskljucivo
prehranom. Kako su karotenoidi relativno velike hidrofobne molekule, potrebni su membranski
transporteri za unos u citoplazmu eritrofora i ksantofora. Scarbl i cd36 oba pripadaju porodici
membranskih receptora te su asocirani upravo s transmembranskim prijenosom karotenoida
(Luo 1 ostali 2023). Oba gena imaju razvojne stadije u kojima su izrazito eksprimirani, $to

ukazuje na mogucu ulogu u razvoju eritrofora i ksantofora kod koi Sarana.
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Slika 7: Prikaz ekspresijskih profila devet gena (Scarbl: scavenger receptor class B member 1, pax3:
paired box 3, pax7: paired box 7, xdh: ksantin dehidrogenaza, cbp: CREB vezujudi protein, gchl: GTP
ciklohidrolaza 1, oca2: okulakotani albinizam 11, cd36: cluster of differentiation 36, pnp4a: purin
nukleozid fosfohidrolaza 4a) u Sest razvojnih stadija (Mu: morula, Bl: blastocista, Ga: gastrula, Ne:
neurulacija, Oc: organogeneza, 7Dph: sedam dana nakon izlijeganja) Kohaku pasmine koi Sarana (Luo
i ostali 2023).

3.2 Pigmentirani kromatofori

Melanofori su pigmentirane stanice koje sintetiziraju pigment eumelanin, odgovoran za
crno i tamno smede obojenje te feomelanin, odgovoran za narancasto do crveno obojenje (Xu
1 ostali 2014). Ustanovljeno je da je xCT/slc7all gen odgovoran za unos cistina (oksidiran
oblik aminokiseline cisteina) u citoplazmu melanofora. Melanofori u biosintetskom putu
melanogeneze tirozin oksidiraju u dopakvinon (L-DOPA), koji potom polimerizira u
eumelanin (Slika 8). Ono $to je dodatno uoceno jest da povecane koncentracije cistina te
dopakvinona mogu inhibirati sintezu eumelanina te potaknuti sintezu feomelanina, Sto c¢e
rezultirati narancastom pigmentacijom (Hoekstra 2006). Eksperimentalno je uoc¢eno da je kod
jedinki Sarana svjetlije boje ekspresija sic7al I gena pojac¢ana u odnosu na jedinke tamnije boje,
Sto bi sugeriralo da vece koncentracije cistina u citoplazmi melanofora poti¢u njihovo

narancasto, umjesto crnog obojenja. Genetska osnova same diferencijalne ekspresije jos nije
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razjasnjena (Xu i ostali 2014), te nije niti povezanost ovakve regulacije melanogeneze s
crvenim fenotipovima koi Sarana. Postoje 1 dokazi koegzistencije biosintetskih puteva
melanina te obojenih pteridina u melanoforima te ksantoforima, $to dodatno ukazuje na njihov
potencijalan zajednicki doprinos naranc¢astom obojenju (Leclercq i ostali 2010). Takoder, Tian
isur. (2024) ispitali su utjecaj sepiapterin reduktaze na narancasto obojenje kod koi Sarana. Koi
Sarani posjeduju dvije kopije gena koji kodira sepiapterin reduktazu, Spra te Sprb, koji su
diferencijalno eksprimirani ovisno o tkivu te stadiju razvoja ribe. Nakon Spr inhibicije, broj
ukupnih ksantofora se smanjio te su znatno izblijedili. Mjerena koli¢ina ukupnih karotenoida
je takoder bila statisticki znac¢ajno manja nego u kontrolnoj skupini, dok je koli¢ina luteina bila
povecana u skupini kojoj se inhibirao Spr. Smanjenje koli¢ine ksantofora te karotenoida uz
povecanje koli¢ine luteina rezultiralo je ribama slabijeg ukupnog obojenja, viSe zute boje od
netretirane skupine. I dalje vidljivo narancasto obojenje potencijalno ukazuje na doprinos
melanofora ukupnom crvenom obojenju koi Sarana. Za razliku od melanofora koji sintetiziraju
pigmente koje skladiSte, crveno i narancasto obojenje za koje su odgovorni eritrofori i
ksantofori rezultat je nakupljanja karotenoida, koji se apsorbiraju isklju¢ivo prehranom. Kako
su karotenoidi relativno velike hidrofobne molekule, potrebni su membranski transporteri za
unos u citoplazmu eritrofora i ksantofora. Scarbl i cd36 oba pripadaju porodici membranskih
receptora te su asocirani upravo s transmembranskim prijenosom karotenoida te je uocena
diferencijalna ekspresija u tkivima ovisno o crvenom obojenju uzorkovanog tkiva (Luo 1 ostali

2023).

Agouti aMSH | Whnt

Guanine

i 47

Slika 8: Shematski prikaz biosintetskih i signalnih puteva odgovornih za pigmentaciju koi Sarana (Luo
i ostali 2018).
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U ribi zebrici (D. rerio) uoen je potencijalan model nastanka oStrih granica izmedu populacija
melanofora te ksantofora, in vitro uoCeno je da ksantofori "proganjaju" melanofore
pseudopodijima te da se melanofori odmicu od pseudopodija koji ih dosegnu (Frohnhofer i
ostali 2013; Patterson i Parichy 2013). Ovo istrazivanje pruza uvid u potencijalne mehanizme
formacije uzoraka i kod koi Sarana, Sto bi dakako trebalo dalje potvrditi eksperimentalno.
Takva saznanja doprinijela bi uzgoju vrjednijih koi Sarana zbog vrijednosti koja se pridonosi
oStrim granicama izmedu podrucja tijela razli¢itih boja te Cistih 1 intenzivnih boja (de Kock 1

Gomelsky 2015).

3.3 Nepigmentirani kromatofori

Iridofori ne sadrze pigmentirane spojeve, ve¢ sadrze purinske kristale, pretezno
gvanina. Kristali gvanina (AGa te AGp prostorne konformacije) posjeduju jedan od najvecih
refrakcijskih indeksa (~1.83) do sad pronadenih kod biomaterijala koji je znatno veéi od
refrakcijskog indeksa vode (~1.33) (Hu, Xue, i Chen 2023). Iridofori su paralelno poslozeni s
alterniraju¢im redoslijedom citoplazme te samih reflektirajucih kristala, orijentiranih paralelno
s ljuskama koje pokrivaju tijelo (Leclercq i ostali 2010). Kako bi se purini mogli akumulirati u
obliku gvanina potreban je biokemijski put medupretvorbe razliitih oblika purina (Slika 9).
Pronadeni su 1 dokazi prisutnosti pteridina u iridoforima, koji takoder mogu tvoriti bezbojne
kristale (Leclercq i ostali 2010). Kako je ve¢ spomenuto, mutanti pnp4a imaju smanjen razvoj
iridofora upravo zbog defektnom metabolickog puta purina te nemogucénosti akumulacije
dovoljnih koli¢ina istog za stvaranje reflektirajucih kristala, no djelomican razvoj iridofora je i

dalje prisutan, potencijalno potpomognut kristalizacijom pteridina (Kimura 1 ostali 2017).

GMP < XMP «——"—— IMPe—-——- AMP
Guanosine «<— Xanthosine Inosine «—— Adenosine

! ! ! !

Guanine ——  Xanthine <«———  Hypoxanthine «—— Adenine
XO/XDH
XDH l

Urate ——» Nitrogenous waste

Slika 9: Shematski prikaz katabolizma purina. Purini koji se akumuliraju kao pigmenti su podcrtani.
Ksantin oksidaza (XO) te ksantin dehidrogenaza (XDH), dva enzima kriti¢na za katabolizam purina
navedena su ispod reakcija koje kataliziraju.
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Iridofori su kod nekih riba izravno odgovorni za njihovo obojenje (Kelsh 2004). Iako kod koi
Sarana znatno manje utjecu na samu boje jedinke, predstavljaju vrijedan i trazen fenotip u
kombinaciji s raznim bojama tijela. Fenotipski raspoznajemo dva tipa reflektirajucih ljuski:
Beta-gin 1 Dia-gin (Slika 10). Beta-gin karakteriziraju manja pokrivenost ljusaka iridoforima
koji su nepravilnije orijentirani te samim time "mutnije" reflektiraju svjetlost. Nasuprot njima,
iridofori Dia-gin fenotipa tvore strukture vise nalik ogledalu po povrsini Citave ljuske (de Kock
1 Gomelsky 2015). Genetska te molekularna pozadina razli¢itih varijanti Ginrin fenotipa jo$

nije istrazena.

Slika 10: Prikaz ljuski Beta-gin (A) te Dia-gin (F), dvaju oblika Ginrin fenotipa (de Kock i Gomelsky
2015).

Paralelan polozaj kristala unutar iridofora nije slucajnost, ve¢ je pokazano kako iridofori
kontroliraju orijentaciju kristala gvanina kontroliranom biokristalizacijom na proteinskim
vlaknima (Gur i ostali 2013; Hu 1 ostali 2023). Kristalizacija zapocinje izduZenjem iridofora te
formacijom proteinskih fibrila koji sluze kao orijentirane jezgre nukleacije oko kojih ¢e
citoplazmatski gvanin kristalizirati (Slika 11). Smatra se da kristalizaciji prethodi amorfni oblik
gvanina koji je sadrZzan u gustim vezikulama unutar iridofora (Slika 12). Tako stanice
kontrolirano rekristalizacijom amorfnog gvanina odreduju orijentaciju te prostorni raspored
konacnih kristala unutar iridofora, $to omogucava toliku raznolikost u karakteristikama loma

svjetlosti ovih organela (Hu i ostali 2023).
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iridophores from zebrafish larvae

iridosomes from juvenile scallop eyes

Pre-crystallization Guanine crystallization

Slika 11: Prikaz kristala gvanina unutar iridofora slikanih elektronskim mikroskopom: Vrh: iridofori iz
ribe zebrice (Danio rerio) koji sadrze proteinska vlakna koja sluze za usmjerenu biokristalizaciju
gvanina u kristale specificne orijentacije. Vidljive su faze kontrolirane kristalizacije gvanina (Hu i ostali
2023). Dno: iridosomi iz o¢iju Skoljkasa snimljeni TEM mirkoskopijom u razli¢itim stadijima
kristalizacije. Vidljiv je okruglasti iridosom (I) u kojem nije doslo do organizacije fibrila, potom se
izduzuje (II), proteinski fibrili sluze kao jezgre nukleacije za nastanak kristala (III), te nakon kona¢ne
kristalizacije citoplazmatska membrana prianja uz kristal (IV) (Wagner i ostali 2023).

2um
e

Slika 12: Slika dobivena krio-SEM mikroskopijom popre¢nog presjeka ljuske (Sca) te iridofora (Iri) u
kojima su vidljivi kristali gvanina (oznaceni Sirokim strelicama) poloZeni u istoj ravnini kao i ljuske te
guste vezikule ispunjene amorfnim gvaninom (oznac¢ene uskim strelicama) (Gur i ostali 2013)
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4 Zakljucak

Koi ribe sa svojom dugom povijesti uzgajanja u Japanu, te potom popularizacijom kao ukrasne
ribe u cijelom svijetu danas predstavljaju veliko globalno trziste. Unato¢ tome, od 17 sluzbeno
priznatih koi pasmina, opisano je nasljedivanje s predloZzenim lokusima za pet fenotipskih
svojstava, te ni za jedno svojstvo nisu identificirani svi geni koji odreduju fenotip. Odreden je
jedan od gena koji sudjeluje u nasljedivanju pokrivenosti tijela ljuskama, Fgrfla. Brojni
biosintetski te signalni putevi ukljuc¢eni u pigmentaciju koi riba ve¢ su identificirani u mnogim
organizmima, gdje ih je vec¢ina i pomnije istraZzena. Sekvencirane su i brojne miRNA koi riba
(od kojih je miR-206 detaljnije istrazena, te je zakljuceno kako je jedna od mehanizama
odgovornih za diferencijalnu ekspresiju Mclr gena) te IncRNA molekule za koje se zna da su
ukljucene u kompleksne mehanizme regulacije gena. Neki od gena za koje je utvrdeno da su
diferencijalno eksprimirani, narocito u kozi razli¢ite boje, su Mclr, Foxd3, Scarbl te Pnp4a.
Detaljnije istraZzivanje ovih mehanizama dalo bi veoma vrijedan uvid u mnoge procese koji
nisu jedinstveni samo za koi Sarane. Takoder, kako je za neke fenotipove zbog nevijabilnosti
homozigota nemoguce uspostaviti ¢iste populacije, daljnja identifikacija gena te regulatornih
mehanizama, a potom i razvitak alata za manipulaciju genomom ili ekspresijom gena znacajno

bi povecao isplativost te olaksao uzgoj koi Sarana.
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