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S u m m a r y

V a r i o u s  g e n e t i c  a n d  m o l e c u l a r  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  e s t a b l i s h  t h e

m a d a k a  a s  a  t e s t  a n i m a l  m o d e l  f o r  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t i n g

c h e m i c a l s .  W e  i d e n t i f i e d ,  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  i n  a n y  n o n - m a m m a l i a n  v e r t e b r a t e s ,

D M Y  a s  t h e  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e  o f  m e d a k a .  T h e  c l o n i n g  a n d  s e q u e n c i n g  o f  a

n u m b e r  o f  g e n e s  t h a t  a r e  t h o u g h t  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  g o n a d a l  s e x

d i f f e r e n t i a t i o n  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  a n d  s o m e  a r e  s t i l l  i n  p r o g r e s s  ( F i g .  1 ) .  T h e s e

m o l e c u l a r  p r o b e s  p r o v i d e  u s e f u l  t o o l s  t o  u n d e r s t a n d  n o t  o n l y  t h e  m o l e c u l a r

m e c h a n i s m s  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n  a n d  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  b u t  a l s o  t o

d e t e r m i n e  t h e  m o d e  o f  a c t i o n  o f  v a r i o u s  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r s  d u r i n g  e a r l y  s t a g e s

o f  d e v e l o p m e n t  o f  m e d a k a .  F i n a l l y ,  a p p r o x i m a t e l y  2 5 , 0 0 0  E S T  c l o n e s  w e r e

o b t a i n e d  f r o m  w h o l e  e m b r y o s  a n d  f r y  d u r i n g  s e x  d e t e r m i n a t i o n  a n d

d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  a d u l t  o v a r y .  T h e s e  E S T  c l o n e s  w e r e  5’- e n d  s e q u e n c e d  a n d

t h o s e  a s s o c i a t e d  w i t h  e a r l y  s t a g e s  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  w e r e  r e - a r r a y e d  i n  a

D N A  c h i p  t o  e v a l u a t e  t h e i r  f u n c t i o n a l  c h a n g e s  d u r i n g  t h e  p r o c e s s e s  o f  e n d o c r i n e

d i s r u p t i o n .

1. S t e r o i d o g e n e s i s :
      3β- H S D ,  1 1 β- H S D ,  1 7β- H S D ,  2 0β- H S D

      P 4 5 0 s c c ,  P 4 5 0 c 1 7 * ,  P 4 5 0 a r o m * ,  P 4 5 0 1 1 β
      E Rα* ,  E Rβ* ,  A Rα* ,  A Rβ,  P Rα,  P Rβ
       A d 4 B P / S F - 1 *
2 .  D M - d o m a i n  g e n e s :
      D M Y * ,  D M R T 1 *
3 .  S o x  f a m i l y  g e n e s :
      S o x 2 * ,  S o x 3 * ,  S o x 9 * ,  S o x 9 l f *
4 .  G e r m  c e l l  s p e c i f i c  g e n e :
      V a s a *
5. G n R H  a n d  g o n a d o t r o p i n s  a n d  t h e i r  r e c e p t o r s :
      G n R H * ,  G n R H R * ,  F S H * ,  F S H R * ,  L H * ,  L H R *
6 .  O the rs :
        D a x 1 ,  M I S ,  W t 1 * ,  W n t 4

F i g .  1 .  G e n e s  t h a t  a r e  t h o u g h t  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  s e x  d e t e r m i n a t i o n

a n d  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  v e r t e b r a t e s .

* ,  a l r e a d y  c l o n e d  o r  c l o n i n g  i s  i n  p r o g r e s s  i n  m e d a k a .
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1 .  I n t r o d u c t i o n

A  n u m b e r  o f  e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  d i s r u p t

r e p r o d u c t i v e  f u n c t i o n  i n  b o t h  w i l d  p o p u l a t i o n s  a n d  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  t h r o u g h

i n t e r a c t i o n s  w i t h  d i f f e r e n t  e n d o c r i n e  p a t h w a y s .  P r i m a r y  t a r g e t s  f o r  t h e s e

e n d o c r i n e  a c t i v e  c o n t a m i n a n t s  a r e  s t e r o i d  h o r m o n e  r e c e p t o r s  a n d  s t e r o i d o g e n i c

e n z y m e s .  R e c e n t  e v i d e n c e  f r o m  s t u d i e s  o n  f i s h  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p e r i o d s  o f  s e x

d e t e r m i n a t i o n  a n d  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  a r e  p o t e n t i a l  t a r g e t s  f o r  e n d o c r i n e

d i s r u p t i n g  c h e m i c a l s  p r e s e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  ( F i g .  2 ) .  T r e a t m e n t s  w i t h

e x o g e n o u s  s e x  h o r m o n e s  a r o u n d  t h e  t i m e  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  h a v e  p r o f o u n d

e f f e c t s  o n  g o n a d a l  d e v e l o p m e n t  i n c l u d i n g  s e x  r e v e r s a l ,  h e r m a p h r o d i t i s m  a n d

s t e r i l i z a t i o n  [ 1 ] .  T h e  g o n a d s  a r e ,  t h e r e f o r e ,  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t o  e n v i r o n m e n t a l

s t i m u l i  a r o u n d  t h e  t i m e  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n ,  o f t e n  w i t h  i r r e v e r s i b l e  e f f e c t s .  A s  a

r e s u l t ,  e n v i r o n m e n t a l  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r s  l i k e l y  a f f e c t  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n

w i l d  f i s h .  T o  d e t e r m i n e  c a u s a t i o n  a n d  t h e  m e c h a n i s m s  o f  d i s r u p t i o n ,  i t  i s  c r i t i c a l

t o  h a v e  a  w o r k i n g  k n o w l e d g e  o f  n o r m a l  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  i t s

r e g u l a t i o n .  T h e  m e d a k a ,  O r y z i a s  l a t i p e s ,  i s  a n  i d e a l  m o d e l  f o r  s t u d i e s  r e l a t e d  t o

e n d o c r i n e  d i s r u p t i o n  d u e  t o  s e v e r a l  r e a s o n s .  T h i s  f i s h  c a n  s p a w n  d a i l y  w i t h

r e g u l a t e d  p h o t o - t h e r m a l  c o n d i t i o n s ,  p o s s e s s  s h o r t  t i m e  o f  m a t u r a t i o n  a l l o w i n g

t h e  p o s s i b i l i t y  t o  u t i l i z e  b o t h  p a r e n t a l  p o p u l a t i o n s  a n d  p r o g e n y ,  a n d  c a n  b e

m a n i p u l a t e d  f o r  t r a n s g e n i c  s t u d i e s .  H e r e ,  I  w i l l  r e v i e w  s o m e  o f  o u r  r e c e n t

a t t e m p t s  t o  e s t a b l i s h  m e d a k a  a s  a  t e s t  o r g a n i s m  f o r  s t u d y i n g  t h e  e n d o c r i n e

d i s r u p t o r s ’  a c t i o n  t o g e t h e r  w i t h  o u r  f i n d i n g s  o n  t h i s  l i n e  u s i n g  t h e  N i l e  t i l a p i a ,

O r e o c h r o m i s  n i l o t i c u s ,  :  1 )  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e ,  2 )  t h e

c l o n i n g  o f  g e n e s  i n v o l v e d  i n  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  3 )  a n  a t t e m p t  t o

d e v e l o p  D N A  m i c r o a r r a y s  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  d i f f e r e n t i a l l y  r e g u l a t e d  g e n e s

d u r i n g  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  f o r  r o u t i n e  u s e  i n  e n v i r o n m e n t a l

m o n i t o r i n g .

2 .  T h e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c l o n i n g  o f  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e

S i n c e  s e x  d e t e r m i n a t i o n  p r e c e d e s  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n ,  i t  i s  i m p o r t a n t

t o  u n d e r s t a n d  t h e  c a s c a d e  o f  g e n e t i c  s e x  d e t e r m i n a t i o n .  T h i s  i n f o r m a t i o n  w i l l  b e

u s e f u l  t o  g e n e r a t e  m o l e c u l a r p r o b e s  f o r  b a s i c  u n d e r s t a n d i n g  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n

p r o c e s s  a n d  a l s o  f o r  s t u d y i n g  e n d o c r i n e  d i s r u p t i o n .  I n  m a m m a l s ,  t h e  Y

c h r o m o s o m e  i s  m a l e  d e t e r m i n i n g ,  a n d  e n c o d e s  a  g e n e  r e f e r r e d  t o  a s  T D F  ( t e s t i s

d e t e r m i n i n g  f a c t o r )  w h i c h  i n d u c e s  t h e  i n d i f f e r e n t  e m b r y o n i c  g o n a d  t o  d e v e l o p  a s

a  t e s t i s  [ 2 ] .  I n  1 9 9 0 ,  t h e  S R Y  ( s e x  d e t e r m i n i n g  r e g i o n  o f  Y )  g e n e  w a s  i s o l a t e d

f r o m  t h e  h u m a n  Y  c h r o m o s o m e  b y  p o s i t i o n a l  c l o n i n g  [ 3 ] .
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N o t  o n l y  w e r e  m u t a t i o n s  d e t e c t e d  i n  t h e  S R Y  g e n e  o f  X Y  f e m a l e s ,

i n d i c a t i n g  t h a t  S R Y  i s  r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  t e s t i s  d e v e l o p m e n t ,  b u t  m i c e

t r a n s g e n i c  f o r  S r y  d e v e l o p e d  i n t o  s e x  r e v e r s e d  m a l e s ,  d e s p i t e  a n  X X  k a r y o t y p e

[ 4 ] .  T h u s ,  a m o n g  Y  d e r i v e d  s e q u e n c e s  S R Y  i s  b o t h  r e q u i r e d  a n d  s u f f i c i e n t  f o r

m a l e  s e x  d e t e r m i n a t i o n .  I n  c o n t r a s t ,  no  g e n e s  c o m p a r a b l e  t o  S R Y / S r y  h a v e

b e e n  f o u n d  i n  n o n - m a m m a l i a n v e r t e b r a t e s .

G e n e t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e x  i n  n o n - m a m m a l i a n  v e r t e b r a t e s  i n c l u d i n g  f i s h

c a n  i n v o l v e  m o n o g e n i c  o r  p o l y g e n i c  s y s t e m s ,  w i t h  f a c t o r s  l o c a t e d  o n  t h e

a u t o s o m e s  o r  o n  s e x  c h r o m o s o m e s .  I n  t h e  l a t t e r  c a s e ,  b o t h  m a l e  ( X Y )  a n d

f e m a l e  ( Z W )  h e t e r o g a m e t i c  s y s t e m s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  a s  w e l l  a s  m a n y

s u b t l e  v a r i a t i o n s  o n  t h e s e  t h e m e s  [ 1 ] .  T o  i d e n t i f y  s u c h  a  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e ,

a  p o s i t i o n a l  c l o n i n g  a p p r o a c h  i s  s u i t a b l e .  T h e  m e d a k a  f i s h  i s  k n o w n  t o  h a v e  a

s t a b l e  g e n e t i c  X X / X Y  s e x  d e t e r m i n i n g  s y s t e m ,  t h e  m a l e  b e i n g  h e t e r o g a m e t i c

a n d  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  Y  c h r o m o s o m e ,  a l t h o u g h  t h e  c h r o m o s o m e

i s  n o t  c y t o g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t .  A n o t h e r  m a j o r  a d v a n t a g e  t o  w o r k i n g  w i t h

m e d a k a  i s  a  l a r g e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  w i t h i n  t h e  s p e c i e s  [ 5 ]  a n d  t h e  e x i s t e n c e  o f

s e v e r a l  i n b r e d  s t r a i n s  [ 6 ] .  A l t e r a t i o n  o f  p h e n o t y p i c  s e x  w i t h  n o  r e p r o d u c t i v e

E n d o c r i n e  d i s r u p t i n g  c h e m i c a l s

S e x  d e t e r m i n a t i o n
X X XY

S e x - d e t e r m i n i n g  g e n e

D M R T 1 E s t r o g e n ?

N o r m a l N o r m a l

Testis Ovary

G o n a d s  p r i o r  t o  s e x  d i f f e r e n t i a t i o nD M Y

S e x  c h a n g e

              G o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n

Fig .  2 .  Schematic diagram of the normal cascade of sex determination and
possible mechanisms of endocrine disrupting chemical action. Endocrine
disrupting chemicals can interchange the normal cascade of gonadal sex
differentiation at different levels.
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c o n s e q u e n c e s ,  a n d  r e c o m b i n a t i o n  o v e r  t h e  e n t i r e  s e x  c h r o m o s o m e  p a i r ,  s u g g e s t

t h a t  t h e r e  a r e  n o  m a j o r  d i f f e r e n c e s ,  o t h e r  t h a n  a  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e ,

b e t w e e n  t h e  X  a n d  Y  c h r o m o s o m e s .

T o  c l o n e  p o s i t i o n a l l y  t h e  s e x - d e t e r m i n i n g  r e g i o n ,  w e  g e n e r a t e d  a  Y

c o n g e n i c  s t r a i n  t o  h i g h l i g h t  t h e  g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  X  a n d  Y

c h r o m o s o m e s  f r o m  i n b r e d  s t r a i n s  o f  m e d a k a  [ 7 ].  T h e  Y  c o n g e n i c  s t r a i n  h a s  a

s e x - d e t e r m i n i n g  r e g i o n  d e r i v e d  f r o m  t h e  H N I - s t r a i n  Y  c h r o m o s o m e  o n  t h e

g e n e t i c  b a c k g r o u n d  o f  a n  H d - r R  s t r a i n .  U s i n g  t h i s  s t r a i n ,  w e  h a d  p r e v i o u s l y

c o n s t r u c t e d  a  g e n e t i c  m a p  o f  t h e  m e d a k a  s e x  c h r o m o s o m e  a n d  c o n s t r u c t e d  a

B A C  ( b a c t e r i a l  a r t i f i c i a l  c h r o m o s o m e )  g e n o m i c  l i b r a r y  [ 8 ].  F l u o r e s c e n c e  i n  s i t u

h y b r i d i z a t i o n  u s i n g  o n e  o f  t h e  B A C  c l o n e s  a s  a  p r o b e  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e

l o c a t i o n  o f  t h e  s e x - d e t e r m i n i n g  r e g i o n  o n  t h e  Y  c h r o m o s o m e .  A s  s h o w n  i n  F i g .  3 ,

t h e  s e x - d e t e r m i n i n g  r e g i o n  i s  l o c a t e d  o n  t h e  c e n t r o m e r e  s i d e  o f  t h e  l o n g  a r m s

o f  t h e  s e x  c h r o m o s o m e s .

S h o t g u n  s e q u e n c i n g  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e q u e n c e  o f  t h e  s e x -

d e t e r m i n i n g  r e g i o n  c o v e r e d  b y  t h e  f o u r  B A C  c l o n e s .  T h e  e n t i r e  s e q u e n c e  o f

t h e  t w o ,  c e n t r o m e r e - s i d e  B A C  c l o n e s  w a s  d e t e r m i n e d ;  h o w e v e r ,  t h e  r e m a i n i n g

a b

SL2

SL1

SD

Fig .  3 .   Fluorescence in situ hybridization of medaka metaphase
chromosome.
a , Sex-linked markers SL1 (yellow) and SL2 (red) hybridize to both X
and Y chromosome.
b , A medaka sex chromosome with three different probes(SL1, SL2,
sex-determining region, SD).
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t w o ,  t e l o m e r e - s i d e  B A C  c l o n e s  c o u l d  n o t  b e  c o m p l e t e l y  s e q u e n c e d  d u e  m a i n l y  t o

n u m e r o u s  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s .  C o n s e q u e n t l y ,  w e  s e q u e n c e d  a  t o t a l  o f  4 2 2 , 2 0 2

n u c l e o t i d e s  a n d  e s t i m a t e d  t h e  f o u r  B A C  c l o n e s  c o v e r e d  a b o u t  5 3 0  k b .  G e n s c a n  ( a

g e n e  p r e d i c t i n g  p r o g r a m ,  S t a n f o r d  U n i v .  v e r .  1 . 0 )  p r e d i c t e d  5 2  g e n e s  i n  t h i s

r e g i o n .  D e l e t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  Y  c h r o m o s o m e  o f  a  c o n g e n i c  X Y  f e m a l e  f u r t h e r

s h o r t e n e d  t h e  r e g i o n  t o  2 5 0  k b  ( F i g .  4 ) .  S h o t g u n  s e q u e n c i n g  o f  t h i s  r e g i o n

p r e d i c t e d  2 7  g e n e s .  T h r e e  o f  t h e s e  g e n e s  w e r e  e x p r e s s e d  d u r i n g  s e x u a l

d i f f e r e n t i a t i o n .  H o w e v e r ,  o n l y  t h e  D M - r e l a t e d  P G 1 7  w a s  Y  s p e c i f i c .  W e  t h u s

n a m e d  i t  D M Y  [ 9 ] .  T h e  f u l l - l e n g t h  c D N A  s e q u e n c e  ( 1 , 3 2 0  b p )  o f  D M Y  w a s

o b t a i n e d  b y  5 ’  a n d  3 ’  R A C E .  T h e  l o n g e s t  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  s p a n s  6  e x o n s  a n d

e n c o d e s  a  p u t a t i v e  p r o t e i n  o f  2 6 7  a m i n o  a c i d s ,  i n c l u d i n g  t h e  h i g h l y  c o n s e r v e d

D M  d o m a i n  ( F i g .  5 ) .  T h e  D M  d o m a i n  w a s  n a m e d  a f t e r  a  r e l a t e d  D N A  b i n d i n g

m o t i f  f o u n d  i n  t w o  p r o t e i n s ,  d o u b l e s e x  ( d s x )  a n d  m a b - 3 ,  i n v o l v e d  i n  s e x u a l

d e v e l o p m e n t  i n  t h e  f r u i t f l y  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  a n d  t h e  n e m a t o d e

C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s ,  r e s p e c t i v e l y  [ 1 0 ] .  S i n c e  t h e  i n i t i a l  c h a r a c t e r i z a t i o n s  o f

d s x  a n d  m a b - 3 ,  D M - r e l a t e d  g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  f r o m  v i r t u a l l y  a l l  s p e c i e s

e x a m i n e d  t o  d a t e  i n c l u d i n g  m e d a k a .  I n  v e r t e b r a t e  s p e c i e s ,  D M R T 1  ( D M - r e l a t e d

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  1 ) ,  t h e  D M - r e l a t e d  g e n e  m o s t  h o m o l o g o u s  t o  D M Y  ( a b o u t

8 0 % ) ,  c o r r e l a t e s  w i t h  m a l e  d e v e l o p m e n t  [ 1 1 - 1 3 ] .  C o m b i n e d  w i t h  i t s  Y

c h r o m o s o m e  s p e c i f i c i t y ,  t h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  t h a t  D M Y  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  i n

t e s t i c u l a r d i f f e r e n t i a t i o n .

Fig .  4 .  Characteristics of medaka lacking a part of the Y chromosome.
Phenotypes of the congenic strain (XX) (a ), medaka lacking a part of the Y

chromosome (XY-) (b ) and the congenic strain (XY) (c ). Histological cross-sections
of medaka fry sampled at 30 dah. XX (d ) and XY- (e ) individuals have ovaries,

whereas XY specimen has testes with spermatogonia (f ). Scale bars, 50 µm.
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T w o  l i n e s  o f  e v i d e n c e  e s t a b l i s h e d  t h e  c r i t i c a l  r o l e  o f  DMY  i n  t e s t i c u l a r

d i f f e r e n t i a t i o n .  F i r s t l y ,  t h e  a n a l y s i s  o f  t w o  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  X Y  f e m a l e s  f r o m

t w o  s e p a r a t e  p o p u l a t i o n s  ( A w a r a  a n d  S h i r o n e ) .  O n e  o f  t h e s e  m u t a n t s  c o n t a i n e d  a

s i n g l e  n u c l e o t i d e  i n s e r t i o n  i n  e x o n  3  o f  DMY  t h a t  c a u s e s  p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n

o f  t h e  D M Y  p r o t e i n .  W h e n  m a t e d ,  a l l  X Y  o f f s p r i n g  w i t h  t h e  m u t a n t  Y  w e r e

f e m a l e .  T h e  a b s e n c e  o f  a b o u t  t w o - t h i r d s  o f  t h e  p r o t e i n  p r e s u m a b l y  r e n d e r s  DMY
n o n f u n c t i o n a l ,  t h u s  r e s u l t i n g  i n  X Y  s e x  r e v e r s a l  ( f e m a l e  p h e n o t y p e ) .  T h e  o t h e r

m u t a n t  h a d  a  s e v e r e  d e p r e s s i o n  i n  DMY  e x p r e s s i o n  i n  t h e  e m b r y o  a n d  6 0 %  o f  i t s

X Y  o f f s p r i n g  w i t h  t h e  m u t a n t  Y  d e v e l o p e d  a s  f e m a l e s .  S e c o n d l y ,  s p e c i f i c  R T - P C R

a n d  in situ  h y b r i d i z a t i o n  w e r e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  t e m p o r a l  e x p r e s s i o n  o f

DMY  d u r i n g  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  A t  h a t c h i n g  a n d  5  d a y s  a f t e r  h a t c h i n g ,  DMY

m R N A  w a s  p r e s e n t  i n  X Y  e m b r y o s .  DMY  s i g n a l s  w e r e  d e t e c t e d  o n l y  i n  t h e

s o m a t i c  c e l l s  ( p r o b a b l y  p r e - S e r t o l i  c e l l s )  s u r r o u n d i n g  g e r m  c e l l s  i n  X Y  g o n a d s  a t

t h e  t i m e  w h e n  s e x  d e t e r m i n a t i o n  o c c u r s  ( F i g .  6 ) .

125 157 157 429 bp

6,522 713 714 5,883 40,759

DM domain

1 2 3 4 5 6

177275

Exons

Fig.  5 .   Exon and intron structures of DMY.

Fig.  6 .   DMY mRNA expression in fry gonads shown by in situ hybridization
of larval sections.a , XY gonads on hatching day; antisense probe. Strong
signals for DMY are seen in cells surrounding the germ cells. b , XX gonad
on hatching day; antisense probe. DMY signal is undetectable in XX in
individuals. c , XY gonad on hatching day; sense probe. Control hybridization
shows no signal. Germ cells (arrows).
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Oryzias curvinotus  h a s  t h e  s a m e  s e x - d e t e r m i n i n g  m e c h a n i s m  ( X X - X Y )  a s  O.
latipes a n d  h a s  DMY  o n  t h e  Y  c h r o m o s o m e ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  DMY  a l s o  h a s  a

r o l e  i n  s e x  d e t e r m i n a t i o n  o f  O. curvinotus .  A  p h y l o g e n e t i c  t r e e  b a s e d  o n  t h e

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i n c l u d i n g  t h e  D M - d o m a i n  s h o w s  t h a t  DMY w a s  d e r i v e d

f r o m  DMRT1  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  s p e c i a t i o n  o f  O. latipes a n d  O. curvinotus  ( F i g .

7 ) .  T h e  b r a n c h  l e n g t h  o f  DMY  i s  l o n g e r  t h a n  t h a t  o f  DMRT1  i n  t h e  p h y l o g e n e t i c

t r e e .  T h i s  m e a n s  t h a t  DMY  h a s  m o r e  m u t a t i o n s  t h a n  DMRT1  a n d  s u g g e s t  t h a t

DMY  a c c u m u l a t e d  t h e s e  m u t a t i o n s  a f t e r  i t  a c q u i r e d  i t s  s e x - d e t e r m i n i n g  f u n c t i o n .

I t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  t h e  r a t e  o f  e v o l u t i o n  o f  Sry ,  w h i c h  i s  t h e  s e x - d e t e r m i n i n g

g e n e  o n  t h e  Y  c h r o m o s o m e  o f  m a m m a l s ,  i s  a l s o  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  Sox f a m i l y

g e n e s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  a  n e w  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e  g e n e r a t e d  b y  a

g e n e  d u p l i c a t i o n  e v e n t  i n  t h e  s e x  c h r o m o s o m e  t e n d s  t o  e v o l v e  f a s t .

T h e  p r e c i s e  r o l e  o f  DMY  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d .  I t  w o u l d  s e e m  l i k e l y  t h a t

t h e  p r o t e i n  p r o d u c t  o f  DMY  i s  a  r e g u l a t o r y  f a c t o r ,  p r o b a b l y  D N A  b i n d i n g  e l e m e n t

t h a t  r e g u l a t e s  e x p r e s s i o n  o f  a  s e c o n d a r y  o r  d o w n s t r e a m  t e s t i s  d e t e r m i n a n t .  T h e

d o w n s t r e a m  l o c u s  c o u l d  b e  e i t h e r  Y  o r  X - l i n k e d  o r  a u t o s o m a l .  DMY  i s  t h e  f i r s t

i d e n t i f i e d  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e  i n  a n y  n o n - m a m m a l i a n  v e r t e b r a t e s  ( F i g .  8 )  a n d

i t  s e e m s  t o  b e  a  u s e f u l  m o l e c u l a r  p r o b e  t o  u n d e r s t a n d  t h e  e f f e c t s  a n d  m o l e c u l a r

m e c h a n i s m s  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r s  i n  w i l d  l i f e .

DMY (O. latipes)
DMY (O. curvinotus)
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Fig.  7 .   Phylogenetic tree of DMY and its associated DM-domain genes
from various
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3 .  G o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n

3-1.   Germ ce l ls  and vasa  gene
    T h e  m o r p h o l o g i c a l  c r i t e r i a  f o r  j u d g i n g  t h e  i n i t i a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  o v a r i e s

a n d  t e s t e s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  i n  d e t a i l  i n  m e d a k a  b y  Y a m a m o t o  [ 1 4 ] .  G e r m  c e l l s

i n  p u t a t i v e  o v a r i e s  o u t n u m b e r  t h o s e  i n  p u t a t i v e  t e s t e s  j u s t  a f t e r  h a t c h i n g ,  a n d

m i t o s i s  a n d  m e i o s i s  o f  g e r m  c e l l s  t a k e  p l a c e  e a r l i e r  i n  o v a r i e s  t h a n  i n  t e s t e s

[ 1 5 ]  ( F i g .  9 ) .  N o  s e x - s p e c i f i c  d i f f e r e n c e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  g o n a d a l

a r c h i t e c t u r e ,  i n c l u d i n g  t h e  s u p p o r t i n g  l i n e a g e  c e l l s .  T h e  s e x - s p e c i f i c  s t r u c t u r e

a m o n g  s u p p o r t i n g  c e l l s  f i r s t  a p p e a r s  i n  t h e  a c i n o u s  s t r u c t u r e  o f  m a l e s ,  1 0  d a y s

a f t e r  h a t c h i n g  [ 1 6 ] .  T h u s ,  u n l i k e  m a m m a l s ,  t h e  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a

i s  f i r s t  o b s e r v e d  i n  g e r m  c e l l s  a n d  t h e n  i n  s u p p o r t i n g  c e l l s .

T h e  g e n e  vasa e n c o d e s  a  D E A D  f a m i l y  o f  p u t a t i v e  R N A  h e l i c a s e  a n d  i s

p r e s e n t  i n  b o t h  t h e  p o l a r  g r a n u l e s  a t  t h e  p o s t e r i o r  e n d  o f  t h e  o o c y t e  a n d  t h e

n u a g e  s t r u c t u r e  i n  t h e  g e r m  c e l l s  i n  Drosophila.  I n  s e v e r a l  v e r t e b r a t e  s p e c i e s ,

t h e  vasa h o m o l o g s  a r e  f o u n d  t o  b e  e x p r e s s e d  s p e c i f i c a l l y  i n  t h e  g e r m  l i n e  [ 1 7 ] .

W e  c l o n e d  a  m e d a k a  vasa h o m o l o g  (olvas ) .  In  situ  h y b r i d i z a t i o n  s t u d i e s

r e v e a l e d  t h a t  t h e  t r a n s c r i p t s  f o r  olvas a r e  e x c l u s i v e l y  d e t e c t e d  i n  t h e

c y t o p l a s m  o f  g e r m  c e l l s  i n  t h e  t e s t i s  a n d  o v a r y  [ 1 8 ] .  W e  t h e n  g e n e r a t e d

t r a n s g e n i c  m e d a k a  l i n e s  t h a t  e x p r e s s  g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n  ( G F P )

e x c l u s i v e l y  i n  g e r m  c e l l s  t h a t  c a n  b e  v i s u a l i z e d  i n  a  l i v i n g  v e r t e b r a t e .  T w o

m e d a k a  s t r a i n s ,  h i m e d a k a  ( o r a n g e - r e d  v a r i e t y )  a n d  i n b r e d  Q u r t E  ( t h i s  s t r a i n

l a c k s  m o s t  p i g m e n t s  e x c e p t  f o r  l e u c o p h o r e s ,  a  Y - l i n k e d  t r a i t ) .  A r o u n d  t h e  d a y

Sinclair et al., 1990 Matsuda et al., 2002

Sertoli cell Sertoli cell

Short arm Long arm

Y chromosome Y chromosome

SRY DMY

Human Medaka

No sequence homology

HMG box DM domainTranscription factor

Fig .  8 .   Comparison of two identified sex-determining genes, SRY and
DMY, in vertebrates.
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o f  h a t c h i n g ,  t h e  Q u r t E  s t r a i n  c l e a r l y  e x h i b i t e d  s e x u a l  d i m o r p h i s m s  i n  t h e

n u m b e r  o f  G F P  f l u o r e s c e n t  g e r m  c e l l s  [ 1 9 ] .  T h e  a p p a r e n t  s e x u a l  d i m o r p h i s m  o f

t h e  g o n a d s  i n d i c a t e d  b y  G F P  f l u o r e s c e n c e  c a n  a l s o  p r o v i d e  a  u s e f u l  i n d i c a t o r  o f

t h e  e f f e c t s  o f  e n v i r o n m e n t a l  s u b s t a n c e s  o n  g o n a d a l  d e v e l o p m e n t  ( F i g .  1 0 ) .
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Days after hatching

Meiosis

Female（XX）

Male（XY)

Ovary

Testis

Hatching

Mitotic arrest
Efferent duct

Mature
ovary

Mitosis
Increase in germ cell number

Fig. 9.   G o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a .

Fig .  10 .   GFP fluorescent germ cells in the ovary and testis of medaka. The
ovary contains numerous oocytes which can be seen as a green fluorescence.
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3-2.   S t e r o i d o g e n i c  e n z y m e s

A s  i n  o t h e r  v e r t e b r a t e s ,  a  c o m p l e x  s e r i e s  o f  e n z y m e s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r

t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  s e x  s t e r o i d s  i n  f i s h  [ 2 0 ]  ( F i g .  1 1 ) .  S e v e r a l  b i o l o g i c a l l y

i m p o r t a n t  s t e r o i d a l  m e d i a t o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  f i s h  g o n a d s .  I n  f e m a l e s ,

e s t r a d i o l - 1 7 β a n d  1 7α , 2 0 β - d i h y d r o x y - 4 - p r e g n e n - 3 - o n e  ( 1 7α , 2 0 β - D P )  a r e  t w o

m a j o r  s t e r o i d s  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  o o c y t e  g r o w t h  a n d  m a t u r a t i o n ,

r e s p e c t i v e l y  [ 2 0 ] ,  w h i l e  i n  m a l e s  1 1 - k e t o t e s t o s t e r o n e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a

s p e r m a t o g e n e s i s - i n d u c i n g  h o r m o n e  i n  t h e  J a p a n e s e  e e l ,  Anguilla japonica [ 2 1 ] .

E x o g e n o u s  s e x  s t e r o i d s  a d m i n i s t e r e d  a t  t h e  t i m e  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n  c a n

s t r o n g l y  i n f l u e n c e  t h e  c o u r s e  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  f i s h ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y

p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  a s s i g n m e n t  o f  g o n a d  d e t e r m i n a t i o n  a s  w e l l  a s  s u b s e q u e n t

d i f f e r e n t i a t i o n  [ 1 ] .  S i m i l a r l y ,  i f  s t e r o i d - s y n t h e s i z i n g  c a p a b i l i t y  i s  i n t e r f e r e d

w i t h ,  s e x  d e t e r m i n a t i o n  c a n  b e  d i s r u p t e d ;  f o r  e x a m p l e ,  i n h i b i t i o n  o f  e s t r o g e n

s y n t h e s i s  i n  e a r l y  d e v e l o p m e n t  u s i n g  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e n z y m e  a r o m a t a s e  c a n

c a u s e  m a s c u l i n i z a t i o n  o f  s e v e r a l  t e l e o s t  f i s h e s  [ 1 ] .  I f  s t e r o i d s  a r e  c r i t i c a l  f o r
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Fig .  11 .  Schematic diagram of steroidogenic pathway in fish
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d i r e c t i n g  i n i t i a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  r a t h e r  t h a n  b e i n g  c o n s e q u e n c e  o f  i t ,  t h e n

t h e  a p p e a r a n c e  o f  s t e r o i d - p r o d u c i n g  c e l l s  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  s t e r o i d  p r o d u c t i o n

b e t w e e n  t h e  s e x e s  s h o u l d  b e  a p p a r e n t  p r i o r  t o  m o r p h o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f

t h e  g o n a d .  I n d e e d ,  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  h a s  s h o w n  t h a t  P 4 5 0 s c c ,  P 4 5 0 c 1 7 ,

3β - H S D  a n d  P 4 5 0 a r o m  a r e  f o u n d  a t  h i g h  l e v e l s  i n  f e m a l e  g o n a d a l  a n l a g e n  o f

t i l a p i a  a t  t h e  u n d i f f e r e n t i a t e d  a n d  d i f f e r e n t i a t i n g  s t a g e s ,  b u t  i s  o n l y  s e e n

w e a k l y  i n  g e n e t i c  m a l e s  a n d  n o t  u n t i l  3 0  d a y s  a f t e r  h a t c h i n g .  T h e s e  r e s u l t s

s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  e n d o g e n o u s  e s t r o g e n s  a c t  a s  t h e  n a t u r a l  i n d u c e r s  o f

o v a r i a n  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  t i l a p i a  [ 2 2 ] .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  b y

e v i d e n c e  o f  m a s c u l i n i z a t i o n  o f  g e n e t i c  f e m a l e  t i l a p i a  b y  i n h i b i t i o n  o f  e s t r o g e n

s y n t h e s i s  u s i n g  a n  i n h i b i t o r  o f  P 4 5 0 a r o m .

O n  t h e  b a s i s  o f  e x t e n s i v e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  v a r i o u s  s t e r o i d  h o r m o n e s ,

Y a m a m o t o  [ 2 3 ]  h y p o t h e s i z e d  t h a t  s e x  h o r m o n e s  a c t  a s  e n d o g e n o u s  s e x  i n d u c e r s

d u r i n g  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m e d a k a ,  a n d r o g e n s  a c t i n g  a s  t e s t i c u l a r  i n d u c e r s

a n d  e s t r o g e n s  a c t i n g  a s  o v a r i a n  i n d u c e r s .  H o w e v e r ,  s o m e  o f  t h e  m o r p h o l o g i c a l

s t u d i e s  d o  n o t  s e e m  t o  s u p p o r t  t h e  c r i t i c a l  r o l e  o f  e n d o g e n o u s  s t e r o i d  h o r m o n e s

i n  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a .  F o r  e x a m p l e ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t

s t e r o i d - p r o d u c i n g  c e l l s  a p p e a r e d  i n i t i a l l y  l o n g  a f t e r  t h e  c o m p l e t i o n  o f  s e x

d i f f e r e n t i a t i o n  [ 2 4 ,  1 6 ] .  S i m i l a r l y ,  3β - H S D ,  a n  i m p o r t a n t  e n z y m e  f o r  s t e r o i d

h o r m o n e  b i o s y n t h e s i s ,  a l s o  a p p e a r e d  a f t e r  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e  u s e  o f

a r o m a t a s e  i n h i b i t o r s  a n d  a n t i e s t r o g e n s  h a s  a l s o  s h o w n  t h a t  o v a r i a n

d e v e l o p m e n t  m a y  o c c u r  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  a c t i o n  o f  e s t r o g e n s  [ 2 5 ] .  M o r e

r e c e n t l y ,  u s i n g  t r a n s g e n i c  m e d a k a  w i t h  o v e r - e x p r e s s e d  m e d a k a  e s t r o g e n

r e c e p t o r s ,  K a w a h a r a  et al .  [ 2 6 ]  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  e s t r o g e n  a n d

a n d r o g e n  o n  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  o v e r - e x p r e s s i o n  o f

e s t r o g e n  r e c e p t o r s  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  s e x u a l  d e v e l o p m e n t  i n  e i t h e r  m a l e  o r

f e m a l e  a f t e r  e s t r o g e n  o r  a n d r o g e n  t r e a t m e n t ,  s u g g e s t i n g  a n  e s t r o g e n / e s t r o g e n

r e c e p t o r - i n d e p e n d e n t  f e m a l e  s e x  d e t e r m i n a t i o n  p a t h w a y .  C e r t a i n l y ,  f u r t h e r

s t u d i e s  a r e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  e n d o g e n o u s  s t e r o i d s  a r e  c r i t i c a l  f o r

d i r e c t i n g  i n i t i a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  f i s h  i n c l u d i n g  m e d a k a .

S p e c i f i c  g e n e s  i n v o l v e d  i n  s t e r o i d  b i o s y n t h e s i s  a r e  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d

i n  t h e  s o m a t i c  c e l l s  o f  t e s t i s  a n d  o v a r y ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n

a r r a y  o f  s e x  s t e r o i d s .  T o  p r o v i d e  a  b a s i s  f o r  t h e  p o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f

e n d o g e n o u s  s e x  s t e r o i d s  i n  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a ,  i t  i s

n e c e s s a r y  t o  e x a m i n e  t h e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  o f  v a r i o u s  s t e r o i d o g e n i c  e n z y m e s

i n  g o n a d s  b e f o r e ,  d u r i n g  a n d  a f t e r  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  W e  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d

t w o  e n z y m e s ,  P 4 5 0 c 1 7  ( D .  K o b a y a s h i  et al . ,  u n p u b l i s h e d )  a n d  P 4 5 0 a r o m  [ 2 7 ,

2 8 ]  f r o m  m e d a k a  o v a r i e s .  T h e s e  c D N A  i n s e r t s  w e r e  c o n f i r m e d  t o  e n c o d e  e a c h
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s t e r o i d o g e n i c  e n z y m e  b y  i n t r o d u c i n g  i t  i n t o  n o n - s t e r o i d o g e n i c  C O S - 1  m o n k e y

k i d n e y  t u m o r  c e l l s .  T h e  c o d i n g  r e g i o n  o f  t h e  m e d a k a  P450arom g e n e  i s

c o m p o s e d  o f  n i n e  e x o n s ;  h u m a n  P 4 5 0 a r o m  g e n e  a l s o  c o n t a i n s  n i c e  e x o n s .

A l t h o u g h  t h e  i n t r o n  –  e x o n  b o u n d a r y  s e q u e n c e s  o f  m e d a k a  P 4 5 0 a r o m  g e n e  a r e

e x a c t l y  t h e  s a m e  a s  t h o s e  o f  m a m m a l s ,  i n t r o n s  a r e  m u c h  s h o r t e r  i n  m e d a k a

t h a n  m a m m a l s .  T h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  m e d a k a  P450arom g e n e  a l s o  c o n t a i n s

p o t e n t i a l  A d 4 B P / S F - 1  s i t e s  a n d  e s t r o g e n  r e s p o n s i v e  e l e m e n t  ( E R E )  h a l f - s i t e s .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  b a s i c  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  P450arom g e n e s

a n d  t h e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  o f  e x p r e s s i o n  a r e  w e l l  c o n s e r v e d  t h r o u g h o u t

t h e  v e r t e b r a t e s  [ 2 7 ] .  M u l t i p l e  P450arom g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  s e v e r a l

f i s h  s p e c i e s ,  a n d  s e q u e n c e  c o m p a r i s o n s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  f o r m s  o f

P450arom e x p r e s s e d  i n  b r a i n  a n d  o v a r y  a r e  d i s t i n c t  P450arom.  R e c e n t l y ,  t h e

b r a i n  f o r m  o f  P450arom h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e x p r e s s e d  a t  t w o  d i s t i n c t  l e v e l s

a m o n g  i n d i v i d u a l  z e b r a f i s h  e m b r y o s  a r o u n d  t h e  t i m e  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n ,

s u g g e s t i n g  a  p o s s i b l e  r o l e  o f  t h i s  g e n e  i n  c o n t r o l l i n g  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  [ 2 9 ] .

H o w e v e r ,  n o  m u l t i p l e  f o r m s  o f  P450arom g e n e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  m e d a k a .

M o r e  r e c e n t l y ,  w e  h a v e  c l o n e d  a  c D N A  e n c o d i n g  t h e  s t e r o i d o g e n i c  a c u t e

r e g u l a t o r y  (S t A R )  p r o t e i n  f r o m  m e d a k a  o v a r i e s .  S t A R  p r o t e i n  m e d i a t e s  t h e

r a t e - l i m i t i n g  a n d  a c u t e l y - r e g u l a t e d  s t e p  i n  s t e r o i d o g e n e s i s ,  t h e  t r a n s f e r  o f

c h o l e s t e r o l  f r o m  t h e  o u t e r  t o  t h e  i n n e r  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  w h e r e  P 4 5 0 s c c

i n i t i a t e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  a l l  s t e r o i d  h o r m o n e s  ( M .  T o k u m o t o  et al . ,

u n p u b l i s h e d ) .

U s i n g  o u r  a c q u i r e d  k n o w l e d g e  o f  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s ,  w e  s y n t h e s i z e d

p e p t i d e s  a n d  u s e d  t h e m  t o  r a i s e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  f o u r

s t e r o i d o g e n i c  e n z y m e s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  a l l  m a j o r  s t e r o i d  s e x

s t e r o i d  h o r m o n e s  i n c l u d i n g  a n d r o g e n s  a n d  e s t r o g e n s  [ 3 0 ] .  S o m e  o f  t h e s e

a n t i b o d i e s  c a n  a l s o  b e  u s e d  t o  s t a i n  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l l y  g o n a d s  d u r i n g  t h e

p r o c e s s  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a .  O u r  c u r r e n t  e f f o r t s ,  i n  c o l l a b o r a t i o n

w i t h  D r .  N .  S h i b a t a ,  S h i n s h u  U n i v e r s i t y ,  c e n t e r  o n  t h e  c l o n i n g  a n d  s e q u e n c i n g

o f  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  s e v e r a l  o t h e r  s t e r o i d o g e n i c  e n z y m e s  s u c h  a s  P 4 5 0 s c c ,

3β - H S D ,  a n d  1 1 β - h y d r o x y l a s e .

3-3.   Sex steroid receptors
S t e r o i d  h o r m o n e  a c t i o n  i s  m e d i a t e d  b y  b i n d i n g  t o  s p e c i f i c  r e c e p t o r s .  L i k e

h i g h e r  v e r t e b r a t e s ,  f i s h  a l s o  p o s s e s s  t w o  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  t y p i c a l  o f  t h e  α  a n d

β f o r m s .  I n  t i l a p i a ,  w h i l e  b o t h  g e n e s  a r e  e x p r e s s e d  i n  e a r l y  m a l e  a n d  f e m a l e

g o n a d s  a t  1 0 - 1 5  d a y s  a f t e r  h a t c h i n g ,  t h e y  d i s p l a y  d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s

s u g g e s t i n g  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  r e g u l a t i n g  e a r l y  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  G e n o m i c
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a n d  c o m p l e m e n t a r y  D N A  f r a g m e n t s  e n c o d i n g  a n  e s t r o g e n  r e c e p t o r  h o m o l o g

h a v e  b e e n  c l o n e d  f r o m  m e d a k a  a n d  u s e d  t o  e x a m i n e  i t s  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s

d u r i n g  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  E s t r o g e n  r e c e p t o r  m R N A  w a s  e x p r e s s e d  i n

b o t h  s e x e s ,  b u t  a t  v e r y  l o w  l e v e l s ,  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n  [ 2 5 ,

2 6 ] .  T h e  α  a n d  β f o r m s  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  i n  m e d a k a  o v a r i e s  ( M .

N a k a i ,  s e e  C h a p t e r  2  i n  t h i s  i s s u e ;  T .  T o d o ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  U n l i k e

o t h e r  v e r t e b r a t e s ,  s o m e  o f  f i s h  h a v e  t w o  f o r m s  o f  a n d r o g e n  r e c e p t o r s .  T w o

f u n c t i o n a l  a n d r o g e n  r e c e p t o r s  w e r e  c l o n e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  f r o m  a n  e e l  t e s t i s

c D N A  l i b r a r y  [ 3 1 ] .  A  c D N A  e n c o d i n g  m e d a k a  a n d r o g e n  r e c e p t o r s  h a s  a l s o  b e e n

c l o n e d  ( T .  T o d o ,  u n p u b l i s h e d ) .

3-4.  Other  genes  involved in  gonadal  sex dif ferentiation
N u m e r o u s  g e n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  s e x  d e t e r m i n a t i o n  a n d

d i f f e r e n t i a t i o n  [ 2 ] .  T h e s e  g e n e s  i n c l u d e  Sox9,  Ad4BP/SF-1 ,  DMRT1 ,  Dax1,

WT1, MIS  a n d  o t h e r s .  S e v e r a l  o f  t h e s e  g e n e s  h a v e  a l s o  b e e n  c l o n e d  f r o m  f i s h .

T h e  SRY - r e l a t e d  g e n e  Sox9 i s  h i g h l y  c o n s e r v e d  i n  v e r t e b r a t e  e v o l u t i o n .  A t  t h e

o n s e t  o f  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n ,  Sox9  i s  u p - r e g u l a t e d  i n  t e s t e s  b u t  d o w n -

r e g u l a t e d  i n  o v a r i e s .  Sox9 i s  a n  a u t o s o m a l  g e n e  i n v o l v e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n

o f  S e r t o l i  c e l l s  i n  m o u s e  a n d  c h i c k e n ,  t w o  s p e c i e s  w i t h  d i f f e r e n t  g e n e t i c

m e c h a n i s m s  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  W e  i s o l a t e d  s e v e r a l  k i n d s  o f  Sox s e q u e n c e s

a n d  t h e n  i n v e s t i g a t e d  t h e  e x p r e s s i o n s  o f  Sox t r a n s c r i p t s  i n  m e d a k a  o o c y t e s

a n d  e m b r y o s  [ 3 2 ] .  M e d a k a  Sox s e q u e n c e s  a r e  p r e s e n t  i n  b o t h  m a l e s  a n d

f e m a l e s  a n d  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  f i v e  s u b g r o u p s  b a s e d  o n  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e

a m i n o  a c i d  h o m o l o g u e  i n  t h e  H M G  b o x  a n d  f u r t h e r  t h a t  o n e  o f  t h e  m e d a k a  Sox
g e n e s  i s  e x p r e s s e d  i n  u n f e r t i l i z e d  e g g s .  M o r e  r e c e n t l y ,  t w o  m o r e  Sox
t r a n s c r i p t s  ( Sox9 and Sox9lf )  w e r e  a l s o  i s o l a t e d  f r o m  a  t e s t i s  c D N A  l i b r a r y  [ 3 3 ] .

T h e  Sox9  e n c o d e s  4 8 7  a m i n o  a c i d s  a n d  s h o w s  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  a m i n o  a c i d

i d e n t i t y  w i t h  k n o w n  v e r t e b r a t e  S O X 9  p r o t e i n s .  T h e  Sox9lf  i s  a  l o n g e r  f r o m  o f

t h e  Sox9 ,  w h i c h  i s  t r a n s c r i b e d  f r o m  a n  a d d i t i o n a l  e x o n  i n  t h e  5’  u p s t r e a m

r e g i o n .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m e d a k a  Sox9 i s  p r e d o m i n a n t l y

o b s e r v e d  i n  t h e  a d u l t  o v a r y  b y  n o r t h e r n  b l o t  a n d  in situ  h y b r i d i z a t i o n ,  w h e r e a s

i n  t h e  t e s t i s ,  i t s  e x p r e s s i o n  i s  d e t e c t a b l e  o n l y  b y  R T - P C R .  D u r i n g  m e d a k a

e m b r y o g e n e s i s ,  i t s  e x p r e s s i o n  i s  o b s e r v e d  i n  t h e  c r a n i a l  c a r t i l a g e  a n d  p e c t o r a l

f i n  e n d o s k e l e t o n .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  Sox9 i n  t h e

c a r t i l a g e  i s  c o n s e r v e d  a m o n g  v e r t e b r a t e s ,  w h i l e  t h a t  i n  t h e  g o n a d  i s  q u i t e

d i f f e r e n t  i n  m e d a k a .

A  c D N A  e n c o d i n g  A d 4 / B P / S F - 1  ( F T Z - F 1 )  h a s  a l s o  b e e n  c l o n e d  f r o m  o v a r i a n

f o l l i c l e s  o f  m e d a k a  [ 3 4 ] .  D i s t r i b u t i o n  o f  Ad4BP/SF-1  t r a n s c r i p t s  i n  v a r i o u s
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t i s s u e s  o f  m e d a k a  w a s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  m a m m a l i a n  Ad4BP/SF-1.  T h e

e x p r e s s i o n  p a t t e r n  o f  Ad4BP/SF-1 t r a n s c r i p t s  d u r i n g  o o g e n e s i s  c o i n c i d e s  w i t h

t h a t  o f  P450arom t r a n s c r i p t s .  T r a n s f e c t i o n  a s s a y s  f u r t h e r  s u g g e s t  a  p o t e n t i a l

t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r y  a c t i v i t y  o f  A d 4 B P / S F - 1  i n  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l

r e g u l a t i o n  o f  P450arom i n  t h e  o v a r i a n  f o l l i c l e  o f  m e d a k a .  S e q u e n c e  a n a l y s e s

r e v e a l e d  t h r e e  p u t a t i v e  A d 4 B P / S F - 1  b i n d i n g  m o t i f s  i n  t h e  m e d a k a  P450arom
p r o m o t e r  r e g i o n .  S i n c e  t h e  r o l e  o f  A d 4 B P / S F - 1  i n  P 4 5 0 a r o m  r e g u l a t i o n  i n  f i s h

g r a n u l o s a  c e l l s  d u r i n g  v i t e l l o g e n e s i s  p r o v e d  e s s e n t i a l ,  t h e  u s a g e  o f  t h i s  p r o b e

m i g h t  b e  f u r t h e r  h e l p f u l  t o  t e s t  w h e t h e r  e s t r o g e n s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  o v a r i a n

d i f f e r e n t i a t i o n .

A n o t h e r  g e n e  f a m i l y  ( t h e  f a m i l y  o f  g e n e s  t h a t  c o n t a i n  D M - d o m a i n )

i n v o l v e d  i n  i n s e c t s  a n d  n e m a t o d e s  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n

v e r t e b r a t e  s e x  d e t e r m i n a t i o n  a n d  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n .  O n e  m e m b e r  o f

t h i s  g r o u p ,  DMRT1,  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  p o s t n a t a l  t e s t i s

d i f f e r e n t i a t i o n  [ 3 5 ] .  I n  t i l a p i a ,  DMRT1 p o s s e s s e s  t h e  m a l e - s p e c i f i c  m o t i f

p r e s e n t  i n  doublesex,  a n d  e x p r e s s i o n  a p p e a r s  i n  t e s t i s  (S e r t o l i  c e l l s )  s p e c i f i c ,

w h e r e a s  a n o t h e r  D M  h o m o l o g u e  (DMO )  l a c k e d  t h i s  m o t i f  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e

e x p r e s s e d  o n l y  i n  o v a r y  [ 1 3 ] .  M a s c u l i n i z a t i o n  o f  t i l a p i a  g e n e t i c a l l y  f e m a l e  ( X X )

g o n a d s  w i t h  a n d r o g e n  i n d u c e s  DMRT1  e x p r e s s i o n ,  w h e r e a s  t r e a t m e n t  o f

g e n e t i c a l l y  m a l e  ( X Y )  w i t h  e s t r o g e n  r e s u l t e d  i n  r e d u c e d  e x p r e s s i o n  [ 1 3 ,  T .

K o b a y a s h i ,  u n p u b l i s h e d ] .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  DMRT1  g e n e s  a r e

e x p r e s s e d  i n  r e s p o n s e  t o  t e s t i s  d i f f e r e n t i a t i o n  i n d u c e d  b y  o t h e r  f a c t o r s  ( i . e .

s t e r o i d s ) ,  a n d  i n  t h e s e  s p e c i e s ,  a r e  l o c a t e d  s o m e w h a t  d o w n s t r e a m  i n  t h e

d e t e r m i n i n g  p a t h w a y .

T h e r e  a r e  s e v e r a l  f o r m s  o f  D M - d o m a i n  g e n e s  i n  m e d a k a .  B r u n n e r  et al .

[ 3 6 ]  c l o n e d  t h e  D M  g e n e  f a m i l y  f r o m  m e d a k a  s u c h  a s  DMRT1 ,  DMRT2,  a n d

DMRT3 ,  a n d  d e t e r m i n e d  t h e i r  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i s t i c s .  G e n e

s t r u c t u r e  a n d  o r d e r  a r e  h i g h l y  c o n s e r v e d  w i t h i n  a  l a r g e r  r e g i o n  o f  s y n t e n y  w i t h

h u m a n  c h r o m o s o m e  9 .  W h i l e  t h e  c h r o m o s o m a l  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  DMRT
c l u s t e r  a r g u e s  a g a i n s t  i t s  r o l e  a s  a  p r i m a r y  s e x - d e t e r m i n i n g  l o c u s ,  t h e

c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  u n c o v e r e d  p u t a t i v e  r e g u l a t o r y  e l e m e n t s  t h a t  m i g h t  b e

i m p o r t a n t  d u r i n g  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  s e x  r e v e r s a l  [ 3 6 ] .  DMRT1  m R N A  h a s

b e e n  f o u n d  e x p r e s s e d  i n  e m b r y o s  o f  m a l e  m e d a k a  a r o u n d  2 0  d a y s  a f t e r

h a t c h i n g  [ 3 7 ,  K o b a y a s h i  et al . ,  u n p u b l i s h e d ] .

4 .  EST and  DNA microarray

U p  t o  n o w ,  I  d i s c u s s e d  t h e  p r o c e s s  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n

o f  t h e  s e x - d e t e r m i n i n g  g e n e ,  t o g e t h e r  w i t h  s e v e r a l  o t h e r  g e n e s  i n v o l v e d  i n
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g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a .  S i n c e  t h i s  d i d  n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  e n t i r e

g e n e  c a s c a d e  o f  s e x  d e t e r m i n a t i o n / d i f f e r e n t i a t i o n ,  w e  c l o n e d  a  s e r i e s  o f  g e n e s

a n d  g e n e r a t e d  E S T  c l o n e s  d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  o f  m e d a k a .

L a t e r  w e  r e - a r r a y e d  t h e s e  E S T  c l o n e s  i n  a  D N A  c h i p  f o r  D N A  m i c r o a r r a y

e v a l u a t i o n  o f  g e n e s .  B y  t h i s  w e  w i l l  b e  a b l e  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  m o l e c u l a r

m e c h a n i s m s  o f  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r s  t o  k n o w  h o w  i t  b r i n g  a b o u t  i t s  b i o l o g i c a l

e f f e c t s .  T h u s  D N A  m i c r o a r r a y - b a s e d  g e n e  e x p r e s s i o n  p r o f i l i n g  m i g h t  b e  h i g h l y

u s e f u l  g e n e  t e c h n o l o g y  t o  u n d e r s t a n d  m R N A - l e v e l  c o n t r o l  o f  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n

a n d  a l s o  t o  e x a m i n e  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r s  i n  m e d a k a  e m b r y o s .

4-1 .  EST c lones
T h e  f i r s t  s t e p  t o w a r d s  m i c r o a r r a y i n g  i s  t o  i s o l a t e  g e n e  f r a g m e n t s .  G e n e

t a r g e t s  f o r  a r r a y i n g  m a y  b e  r a n d o m l y  p i c k e d  f r o m  a  c D N A  l i b r a r y ,

c h a r a c t e r i z e d  b y  s e q u e n c i n g  t o  p r o d u c e  E S T s  ( E x p o s e d  S e q u e n c e  T a g )  a n d  u s e d

f o r  a r r a y i n g .  E m b r y o s  a r e  f r o m  t h e  H d - r R  s t r a i n .  F o r  l i b r a r y  c o n s t r u c t i o n ,

e m b r y o s  t w o  d a y s  b e f o r e  h a t c h i n g  ( 7  d a y s  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n ) ,  0  d a y  a f t e r

h a t c h i n g  ( d a h ) ,  5  d a h ,  1 0  d a h ,  1 5  d a h ,  a n d  o v a r y  ( a d u l t )  w e r e  u s e d  ( T a b l e  1 ) .

T o t a l  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  w h o l e  b o d y  o f  e m b r y o s  a n d  a n  o v a r y .  B a c t e r i a l

c l o n e s  w e r e  p l a t e d ,  c o l o n i e s  p i c k e d  r o b o t i c a l l y  a n d  g l y c e r o l  s t o c k s  c o n s t r u c t e d

i n  3 8 4 - w e l l  f o r m a t .  R a n d o m  c l o n e s  ( 3 , 0 7 2  -  6 , 5 2 8 )  w e r e  5’- e n d  s e q u e n c e d .

W i t h i n  2 4 , 9 6 0  s e q u e n c e  r e a d s ,  1 9 , 2 9 0  s e q u e n c e s  w e r e  e v a l u a t e d  a s  h i g h -

q u a l i t y  s e q u e n c e s  ( T a b l e  1 ) .  B a t c h  s e q u e n c e  a l i g n m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a

c o m p u t e r  w o r k s t a t i o n  u s i n g  a  p r o g r a m  ( p r o g r a m m e d  b y  C o m p u t e r  L a b o r a t o r y

o f  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  f o r  B a s i c  B i o l o g y ) .  A s  a  r e s u l t ,  7 , 5 1 3  s e q u e n c e s  w e r e

n o n o v e r l a p p i n g  s e q u e n c e s .  G l y c e r o l  s t o c k s  c o r r e s p o n d  t o  t h e s e  7 , 5 1 3  s e q u e n c e s

w e r e  r e - a r r a y e d  t o  2 0  p l a t s  o f  3 8 4 - w e l l  m i c r o t i t e r  p l a t e s  u s i n g  a  G E N E S I S

w o r k s t a t i o n  ( T e c a n ) .

Table  1 .   EST clones obtained from medaka embryos during sex determination
and gonadal sex differentiation adult ovary

Reads 6,528 3,840 3,840 3,840 3,840 3,072 24,960

Available 4,935 3,419 3,148 2,577 2,462 2,749 19,290

  2dbh* 0dah* 5dah 10dah 15dah Ovary All

Clusters 3,548 1,282 2,259 1,847 1,784 1,479   7,51

* days before hatching; ** days after hatching
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4-2.   DNA arrays
A m p l i f i c a t i o n  o f  t a r g e t  c D N A  c l o n e s  w a s  c a r r i e d  o u t .  P C R  a m p l i f i c a t i o n

w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  3 8 4 - w e l l  f o r m a t t e d  g l y c e r o l  s t o c k s .  A m p l i f i e d  P C R

p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d  u s i n g  t h e  3 8 4 - w e l l  g l a s s  f i l t e r  m e m b r a n e  ( C o r n i n g ) .

T h e  q u a l i t y  a n d  q u a n t i t y  o f  p u r i f i e d  P C R  p r o d u c t s  w e r e  a n a l y z e d  b y  1 %

a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n d  t h e  P C R  w a s  r e p e a t e d  i f  r e q u i r e d .  P C R

p r o d u c t s  w e r e  d r i e d  u n d e r  a  3 7 ℃  o v e n  a n d  d i s s o l v e d  i n  M i c r o a r r a y

C r o s s l i n k i n g  R e a g e n t  D  (A m e r s h a m ) .  D N A  s o l u t i o n s  w e r e  s p o t t e d  o n  m e t a l

c o a t e d  M i c r o a r r a y  s l i d e s  T y p e  7  S t a r  ( A m e r s h a m )  u s i n g  a  M o l e c u l a r  D y n a m i c s

G e n I I I  A r r a y e r  (A m e r s h a m ) .  E a c h  s l i d e  h a d  t w o  i d e n t i c a l  s e t s  o f  u p  t o  4 , 6 0 8

D N A  s p o t s  ( F i g  1 2 ) .  S p o t t e d  s l i d e s  w e r e  U V  c r o s s - l i n k e d  a t  1 0 0  m J .  T a r g e t

D N A  s p o t t e d  o n  s l i d e s  w a s  s t o r e d  d r y  u n t i l  u s e d .

5 .  Future direct ions
A s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  7 , 5 1 3  i n d i v i d u a l  E S T  c l o n e s  t h a t  a r e  t h o u g h t  t o  b e

e s s e n t i a l  f o r  g o n a d a l  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m e d a k a  w e r e  s e l e c t e d  a n d  r e -

a r r a y e d .  I n  t h e  n e x t  s t e p ,  w e  a r e  p l a n n i n g  t o  u s e  t h i s  m i c r o a r r a y  D N A  c h i p  t o

d e t e c t  m R N A  c h a n g e s  a f t e r  t h e  t r e a t m e n t  f o r  s e v e r a l  d a y s  e i t h e r  w i t h

Control

Estrogens
Androgens
EDSs

mRNA

mRNA

Cluster analysis

7,513 independent clones

- 2, 0, 5, 10, 15 days after hatching and adult ovary

Appr. 250,000 EST clones
65 Plates (384)

20 Plates (384)

Fig.  12.   Procedures and methodology to assess normal and endocrine
disrupting chemicals’ mechanisms of sex determination and differentiation.
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e s t r o g e n i c  o r  a n d r o g e n i c  c o m p o u n d s  o r  e n d o c r i n e  d i s r u p t o r  c h e m i c a l s .  I n  b r i e f ,

w e  p r e p a r e  R N A  f r o m  b o t h  f r o m  t h e  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  g r o u p s  a n d  t h e n  l a b e l

t h e m  w i t h  t w o  d i f f e r e n t  d y e s  ( f l u o r o p h o r e s  C y 3  a n d  C y 5 )  f o l l o w e d  b y

h y b r i d i z a t i o n  o n  t h e  D N A  c h i p .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  d y e  r e v e a l s  t h o s e  g e n e s

t h a t  h a d  e i t h e r  u n d e r g o n e  u p  o r  d o w n  r e g u l a t i o n  d u e  t o  t h e  t r e a t m e n t s .  T h e

l o c a l i z a t i o n  o f  t h e s e  g e n e s  w i l l  b e  f u r t h e r  a n a l y z e d  b y  w h o l e  m o u n t  in situ
h y b r i d i z a t i o n .  L a t e r  w e  p l a n  t o  p r e p a r e  t h e  D N A  c h i p  c o n t a i n i n g  o n l y  t h e s e

i m p o r t a n t  g e n e s .  T h i s  w i l l  l a t e r  s e r v e  a s  m o r e  c o m p r e h e n s i v e  D N A  c h i p  f o r  o u r

f u t u r e  s t u d i e s  r e l a t e d  t o  s e x  d i f f e r e n t i a t i o n  a s  w e l l  a s  s c r e e n i n g  o f  e n d o c r i n e

d i s r u p t i n g  c h e m i c a l  i n  w i l d  l i f e .
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