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Ozet

Freemartinismus sendromu, farkl cinsiyette yavrularin bulundugu ikiz gebeliklerde erkek yavruya ait kan kok hicrelerinin
olan disi buzagilarda %82.5 ve %92 oraninda freemartinusmus gelisebilir. Freemartin bireylerin belirlenmesinde cesitli yontemler
kullaniimaktadir. Ancak freemartin yavrularin erken dénemde belirlenmesi, yavrunun damizlik olarak kullanilip kullanilmamasi icin
onemlidir. Erken dénemde yavrunun freemartin olup, olmadiginin belirlenmesi sitogenetik veya Y spesifik primerlerin kullanildigi
molekuler yontemlerle yapilabilir. Ancak hassasiyeti, uygulama kolayligi ve tani stiresinin kisaligi ydniinden molekiler yontemler tercih
edilir. Bu calismada, erkek ikizi olan U¢ disi buzaginin freemartinismus durumlari polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastinimistir.
PZR islemiY kromozomuna 6zel iki primer seti kullanilarak yapilmistir. Ayrica bu yavrularin vajina uzunluklari ve internal tGreme kanal
transrektal ultrason ile incelenmistir. PZR islemi sonunda erkek ikiz kardesi olan disi yavrularin ikisinin Y kromozomuna sahip oldugu,
bir buzagininise Y kromozomu tagimadigi belirlenmistir. Ayni zamanda bu yavrunun vajina uzunlugunun incelenen diger buzagilardan
daha uzun oldugu (9 cm) ve ultrasonografik incelemeler sonunda serviksin bulundugu gérilmistir. Bu calismadan elde edilen
bulgulara gore erkek ikizi olan disi yavrularin ve tekrarlayan tohumlamalarda gebe kalmayan damizlik disi sigirlarin freemartinismus
yonuinden arastiriimasinda PZR yonteminin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Buzadi, Freemartinismus, Kimerizm, PZR, Sigir

Diagnosis of Freemartinism Syndrome by Polymerase Chain
Reaction (PCR) in Cattle

Summary

Freemartinism syndrome is a case of sterility in female twin offspring when twin pregnancy exists with the different sexes, and
caused by involvement of male twin’s blood stem cell factor and anti-Mullerian hormone into female twin. Freemartinism may develop
in female twin at a rate of 82.5% and 92% in twins with different sexes. Different methods are used to determine freemartinism
syndrome. However, early identification of freemartinism is very important to determine the potential of calf for breeding purposes.
Early identification of freemartinism could be accomplished by cytogenetic and molecular methods via Y-specific primers. However,
molecular methods are preferred due to their accuracy, ease of application and shorter duration of process. In this study, freemartinism
status of three female calves born with twin male calves was investigated by polymerase chain reaction (PCR). PCR process was carried
out by using two primer sets, specific to Y-chromosome. Moreover, the length of the vagina and reproductive tract was examined by
transrectal ultrasonography. PCR process revealed that the two female calves had the Y chromosome, whereas the other calf did not
have the Y chromosome. Furthermore, length of vagina is longer (9 cm) in a calf not having Y chromosome than the other calves, and
ultrasound examination indicated the presence of cervix in a calf without Y chromosome. According to current results, it was concluded
that PCR technique could be used to investigate freemartinism cases in female twin calves with male twins and non-pregnant females
following recurrent breeding.
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GiRiS

Freematinismus sendromu ve beyaz diive hastahgi
sigirlarda, disi yavrularin fertilitelerini etkileyen en yaygin
iki kongenital anomalidir 2, Bunlardan freemartinismus
sendromu, farkli cinsiyette ikiz yavrularin bulundugu ikiz
gebeliklerde disi yavrularin steril olmasi durumudur 34,
Freemartin yavrular, internal Greme organlarinin farkli
derecelerde gelisememesi nedeniyle sterildirler >. Sigir-
larda farkh cinsiyete sahip ikizlerin bulundugu gebelik-
lerde dogan disi buzagilarin %82.5-%92'sinin freemartin
oldugu bildirilmistir ¢’

Sigirlarda freemartinismus sendromu, farkli cinsiyette
yavrularin bulundugu cift yumurta ikizliklerinde fotal
gelisim asamasinin erken dénemlerinde farkli cinsiyetteki
ikizler arasinda plasental damar anastomozunun sekillen-
mesi sonucu olusur *4 Farkh cinsiyetteki yavrularin bu-
lundugu ikiz gebeliklerin yaklasik %92'sinde gebeligin
30-35. glnleri arasinda koryo-allantoik damar anasto-
mozu olusur 8°. Meydana gelen bu koryo-allantoik anas-
tomoz sayesinde erkek fotlisun gonadlarindan salinan
si yavrularda ovaryum ve Miller kanalinin gelismesini
engeller >*. Hem erkek fétusun androjen hormonlari, hem
de freemartin disi yavrunun gonadlarinda gerceklesen
steroidogenesizdeki degisim disi fotusun genital sistemi-
nin maskulizasyonuna sebep olur ”'°. Ayrica disi fotusun
hipotalamusu, erkek kardesine ait androjenlere maruz
kalmasi disi yavrunun hipotalamo-hipofiz aksisini etkile-
yerek disi ikizin normal bir disiden daha ¢ok bir erkege
benzemesine neden olur '. Olusan koryo-allantoik anas-
tomoz yardimiyla erkek yavruya ait XY kromozomu tasi-
yan kan kok hiicrelerini de iceren kan hiicreleri disi yav-
ruya ge¢gmesi nedeniyle freemartin disi yavrular disi (XX)
ve erkek (XY) karyotipli hicreler tasiyan kimerik bireyler-
dir 7. Bu kimerik yapl, erkek kardeste gorilmekle beraber
erkek kardesi disi kardese gore daha az etkiler ”. Ancak
disi yavrunun steril olmasina neden olan durum bu XX/
XY kimerizmi degil, disilerde Muller kanalinin gelisimini
engelleyen erkek yavrunun testislerindeki fétal Sertoli
hicreleri tarafindan salgilanan anti-Millerian hormonu-
dur71°,

Freemartin hayvanlarin tanisinda fiziksel muayene,
XX/XY kimerizminin belirlenmesi amaciyla yapilacak kar-
yotip analizi, kan grubu analizi, fluoresan in situ hibri-
dizasyon teknigi ve son yillarda da Y spesifik primerler ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi kulla-
nilmaktadir >°.

Freemartin buzagilarin fiziksel muayenesinde, kisa ve
kor sonlanan vajinanin varlidi, serviksin olmamasi, internal
Ureme organlarinin gelismemesi, blyumas klitoris, islev-
siz veya erkek gonadlarina benzeyen ovaryumlar ve
vajina etrafinda erkek hayvanlarin prepusiumlarinin et-
rafinda bulunan killara benzeyen kaba ve sert killar go-

rultr *7. Dis baki ile kesin tani ancak belirgin bir sevik-
sin olmamasi ile konulabilir °. Ayrica freemartin bireylerin
otopsilerinde rudimenterepididymis, vasa deferensia, pam-
piniform pleksus ve glandula vesikularis gordlebilir .
Lokosit kiltirinden yapilan karyotip analizinde XX/XY
kimerizminin belirlenmesi ile tani konulur. Ancak free-
martinismus bireylerin belirlenmesi icin ¢ok sayida meta-
faz plaginin sayilmasi gereklidir *'2. Cift yumurta ikiz-
liklerinde ikizlerin kan gruplarinin ayni olmasi nadir go-
rilmektedir. Bu nedenle fremartinismus sendromuna ne-
den olan damar anastomozundan kardeslere ait kir-
mizi kan hicreleri bir birlerinin dolasimina gecerler. Bu
durumda freemartin oldugu distinllen disi yavruda er-
kek kardese ait kan grubunun belirlenmesi ile disi yav-
runun freemartin oldugu tanisi konulur '°. Fluoresan in
siti hibridizasyon tekniginde ise X ve Y kromozomlari
icin hazirlanmis fluoresan markir boyalarla isaretli problar
kullanilarak Y kromozomunun varligr arastirilir '3, Bir ¢a-
lismada bu yontemin Y kromozmu tastyan hticrelerin belir-
lenmesindeki basarisinin %89 oldugu bildirilmistir ™.

Freemartinismus sendromunun sigir disindaki tirler-
de oldukca disik frekansta oldugu bildirilmis ve bunun
muhtemel sebebinin de sigirdaki plasentasyonun diger
tirlerden fakli olmasindan kaynaklandigi dusinilmus-
tdr * Koyunlar, sigirlardan sonra freemartin bireylere en
fazla rastlanilan tlrdir 7. Koyunlarda gelisen ikiz gebelik
oranina gore freemartin bireylerin orani ¢ok dusuktir.
Koyunlarda freemartin sendromunun frekansinin yaklasik
%1 oldugu bildirilmistir '°. Ancak Merino Booroola koyun-
larinda XX/XY kimerizimi goriilen bireylerin oraninin
%5 oldugu bildirilmistir 7. Kecilerde de XX/XY kimerik
bireylere rastlanilmistir '©'*. Ancak kecilerde toplam
populasyonda kimerik bireylerin orani hakkinda bir bilgi
yoktur. Ayrica domuz, lama ve atlarda da kimerik bireylere
rastlaniimasina ragmen freemartin bireylere rastlaniima-
digi bildirilmistir °. Evcil turler disinda Kizil Geyik '°'¢, bi-
ylk boynuzlu yabani Rocky Dagi koyunlari gibi yabani tuir-
lerde de freemartinismus sendromu vakalarina rastlanil-
digi bildirilmistir .

Bu calismada sigirlarda goriilen ve isletmelerde eko-
nomik kayiplara neden olan freemartinismus sendromu-
nun Y spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR y&ntemi
ile belirlenmesi amaclanmistir. Bu calisma, Tirkiye'de si-
girlarda freemartinismus sendromunun molekiler yon-
temlerle belirlendigi ilk calismadir.

MATERYAL ve METOT

Galismada freemartinismus analizi icin yapilan trans-
rektal ultrasonografi ve vajina dl¢iimiinde erkek ikizi
olan (g disi buzagi ve kontrol olarak bu buzagilarla yasit
tek dogan bir disi buzagi, PZR isleminde ise kontrol ola-
rak dogum yapmis bir disi sigir kullanilmistir. Calismada
kullanilan buzadilarin vena jugularislerinden EDTA'I tlp-
lere tek kullanimlik ignelerle steril olarak alinan kan DNA



izolasyonu icin kullanilmistir. Alinan kanlardan fenol klo-
roform yéntemi ile DNA izolasyonu yapilmistir 7.

Yapilan PZR isleminin basarisini kontrol etmek icin
sigir Y kromozomuna 6zel iki primer seti kullaniimistir.
Primelerden birisi Kamimura ve ark’nin '® 6nerdigi Y- kro-
mozomuna 6zgl primer seti Male-| (forvard) 5'-TGGACA-
TTGCCACAACCATT-3' ve (revers) 5'-GCTGAATGCACTGAG
AGAGA-3’ seklinde siralanirken, her iki cinsiyet icinde
ortak primer setinin baz dizisi ise (forvard) (5’GCCCAAG
TTGCTAAGCACTC-3' ve (reverse) 5'-GCAGAACTAGACTTC
GGAGC-3; digeri ise Lopes ve ark/nin ' 6énerdigi Y kro-
mozomuna 6zgl Male-Il (forvard) 5-GATCACTATACATAC
ACCACT-3"ve (revers) 5'-GCTATGCTAACACAAATTCTG-3' ve
her iki cinsiyet icin ortak olan primer seti ise (forward)
5-TGGAAGCAAAGAACCCCGCT-3 ve (revers) 5-TCGTCAGA
AACC GCACA CTG-3' olacak sekilde iki farkh primer seti
secilmistir. PZR reaksiyonunda; 1.5 pl DNA, 2 U Taq
polimeraz, 50 uM dNTP Mix ve 0.2 uM hem Y kromo-
zomuna 6zgl hem de her iki cinsiyet icin ortak primer-
ler ilave edilerek toplam 37 ul olacak sekilde karisim
hazirlanmistir. Male-l primer seti kullanilarak yapilan PZR
islemi 94°C'de 5 dak. stiren DNA denaturasyonundan
sonra 94°C'de 1 dak., 60°C'de 1 dak., 72°C'de 1 dak. ola-
cak sekilde 50 dongiu yapilmis ve son donglinin biti-
minde 72°C'de 10 dak. bekletilerek reaksiyona son ve-
rilmistir. Male-Il primer seti kullanilarak yapilan PZR isle-
minde ise 95°C'de 5 dak. stiren DNA denaturasyonun-
dan sonra 95°C'de 30 saniye, 55°C'de 30 saniye, 72°C'de
30 saniye olacak sekilde 33 déngu yapilmis ve son don-
gliniin bitiminde 72°C'de 7 dak. bekletilerek reaksiyona
son verilmistir. Male-l ve Male-Il primerleri ile elde edi-
len PZR drinleri %2'lik agaroz jel elektroforezinde ince-
lenmistir. Male-l primeri kullanilarak yapilan PZR islemi
sonunda normal disilerde 102 bg¢ (baz cifti) uzunlugunda
tek bant, Y kromozomu tasiyan buzagilarda ise 102 bp
ve 226 bp uzunlugunda iki bant goriilmesi beklenmis
ve gorilen bantlara gére normal disi, freemartin ayrimi
yapilmistir. Male-Il primeri kullanilarak yapilan PZR islemi
sonunda normal disilerde 216 bp uzunlugunda tek bant,
Y kromozomu tasityan buzagilarda ise 141 bp ve 216 bp
uzunlugunda iki bant gorilmesi beklenmis ve gorilen
bantlara gére normal disi, freemartin ayrimi yapilmistir.
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Erkek ikizi olan disi yavrularda Esaote AU5 ultrason
cihazi ve 5 MHz prob kullanilarak transrektal olarak ser-
viksin varligi incelenmistir. Ayrica hem tek dogmus
disi buzaginin hemde erkek ikizi olan ig¢ disi buzaginin
vajina uzunluklar spekulum ve kalem cetvel ile 6lcul-
musgtur.

BULGULAR

Freemartin buzaginin, transrektal ultrasonografik mua-
yenesinde ok ile gosterilen kissimda serviksin diriimleri
kismen gortlmektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Freemartin buzagida serviksin ultrasonografik gorinimu
Fig 1. Ultrasonographic appearance of the cervix freemartin calf

Normal buzadgida vajina uzunlugu 9 cm iken, free-
martin buzagida vajina uzunlugu 4 cm olarak Sl¢ulmustdr
(Sekil 2). Erkek ikizleri olan disi yavrular ve tekiz dogan disi
buzagdinin vajina uzunluklari Tablo 1'de verilmistir.

Erkek ikizi olan Uc¢ disi buzaginin iki farkh Y spesifik
primerler kullanilarak yapilan PZR'lari sonunda incelenen
iki buzaginin Y kromozomu tasidiklari, dolayisiyla free-
martin olduklari belirlenmistir. Uclincii buzaginin ise Y
kromozomu tasimadidi belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 2. Normal ve freemartin buzagilarda
vajina uzunluklarinin él¢tilmesi

Fig 2. Measuring the vagina lengths on
normal calf and freemartin calves
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Sekil 3. Male-I (A) ve Male-Il (B) primerleri ile yapilan PZR Uriinlerinin (a: 102 bg, b: 226 bg, c: 216 bg, d: 141 bg)
agaroz jel gorlintust: L1 ve L2; 100 b¢'lik DNA 6lcegdi, A1-kontrol disi, A2-kontrol erkek, A3-freemartin ikiz (51), A4-
normal ikiz disi (52), A5-freemartin ikiz (53). B1-kontrol disi, B2-kontrol erkek, B3-freemartin ikiz (51), B4-normal

ikiz (52), B5-freemartin ikiz (53)

Fig 3. Agarose gel electrophoresis image of PCR products (a: 102 bp, b: 226 bp, ¢: 216 bp, d: 141 bp) using Male-I
and Male-Il primers: L1 and L2; 100 bp DNA markers, A1-control female, A2-control male, A3-freemartin twin (51),
Ad-normal twin (52), A5-freemartin twin (53). B1-control female, B2-control male, B3-freemartin twin (51), B4-

normal twin (52), B5-freemartin twin (53)

Tablo 1. Freemartin ve kontrol buzagilarin vajina uzunlugu ve yaslari

Table 1. Vagina length and ages of freemartin and control calves

ikiz Esi Digiler Vajina Uzunlugu cm) Yas (Giin)
51-623718 6 166
52-623714 9 116
53-633736 4 78
Kontrol Disi 7 103
TARTISMA ve SONUC

Sigirlarda ikizlik orani irklara ve yetistirme sekline bagli
olarak farkhhk gostermektedir. Yapilan bir calismada, etci
irklarda ki ikizlik oraninin %1’ asmadidi, stitcu irklarda
ise ikizlik oraninin %4-5 civarinda oldugu bildirilmistir °.
Fakat ozellikle stitct sigir irklarinda ikizlik orani son birkag
on yilda artis gdstermistir °. Sigirlarda gorilen ikiz gebe-
liklerin %90'dan ¢cogu dizigotik ¢ift yumurta ikizlikleridir °.
Farkli cinsiyette ikiz gebeliklerde, erkek ikizler sekstel
olarak tek dogan yavrularla fertiliteleri karsilastinldiginda
fertilite biraz disse de yeterli diizeydedir 7. Halbuki disi
yavrularda %82.5 ve %92 oraninda freemartinismus send-
romu gelistigi bildirilmistir 4%, Freemartinismus durum-
lari belirlenemeyen erkek ikizi olan disi yavrular, free-
martinismus olasiligina karsi yetistirme disi birakilarak
erken yaslarda kasaplik olarak kullanilacaktir. Bu durum
olasi normal disi yavrunun degerini dusirerek sit sigiri
yetistiriciliginde ekonomik kayba neden olacaktir.

Bazi tekli dogumlarda disi yavrularda, az olmakla birlikte

freemartinismus sendromu gelisebilir '°. Tek dogmus ve
normal internal Gireme kanalina sahip olmasina ragmen
distk fertiliteli bir grup Holstayn diivenin freemartin ol-
dugu belirlenmistir '°. Tekli dogumlarda goriilen free-
martinismus vakalarinda sebebin gebeligin erken donem-
lerinde erkek bir ikiz fétusun oldugu ve bu erkek
fotusun, disi fotusun sekstiel gelismesini etkiledikten son-
ra 6lmesinden kaynaklandigi diistinulir. Ancak tekli do-
gumlarda goriilen freemartin buzadilarin insidensi bilin-
memektedir '°. Etci sigirlarda yapilan bir calismada ge-
beligin 35 ve 70. glnleri arasinda ultrason ile ikiz
gebeligin tespit edilmesini takiben tekli dogum oraninin
%4.6 oldugu belirlenmistir. Fakat burada ikiz gebelik
tanisinin hatali olabilecedgi durumu da g6z onilinde
bulundurulmalidir ™. Bir baska calismada Holstaynlarda
transrektal ultrasonografi ile ikiz gebeligin belirlenmesini
takiben tek dogum oraninin %6.2 oldugu bildirilmistir .
Olusan ikiz gebeliklerde ikizlerin birinin 6limini takiben
diger yavrularin yaklasik %5'i hayatta kalir ve tekli dogum
gorullr 2!, Hayatta kalan ve tekli dogumun goruldigu
bu ikiz gebelikte dogan disi yavrularin freemartin olma
olasiligr %90dir '°. Sut sigirlarinda ananin yasi ve dogum
sayisina gore ikizlik orani ilk dogumlarini yapan divelerde
%1 iken, yasli ineklerde %10'a kadar ¢cikmaktadir °*. Bundan
dolayi damizlik adaylarinin veya en azindan fertilite sorunu
gOsteren divelerin freemartinismus yoniinden kontrol
edilmesi, isletmenin freemartinismus sendromundan kay-
naklanacak ekonomik kayiplarini dnlenmesi icin etkili ola-
caktir.

Bu nedenle freemartin bireylerin belirlenmesi igin
secilen yontemin hassasiyeti, kolayligi ve sonug alma suresi



onemli kriterlerdir. Klinik incelemede stpheli hayvanlarin
Ureme kanallari normal goriintsten, kor vajina ve serviksin
olmamasi gibi kesin taniya izin veren anomalilerin bu-
lundugu durumlara kadar degisebilmektedir . Dolayi-
styla klinik inceleme her zaman dogru sonug verememek-
tedir. Diger bir yontem ise freemartinismusun klasik
tani yontemi olan siipheli hayvanlara ait periferik kandan
yapilan karyotip analizidir 7'°. Ancak XX/XY kimerizminde
XY hiicre sayisinin disiik oldugu durumlarda freemarti-
nismus tanisinin kesin olarak yapilabilmesi icin ¢cok sa-
yida lokosit metafaz plaginin incelenmesi gereklidir °.
Karyotip analizinde istatistiki olarak %95-99 oraninda
dogru sonug elde edebilmek icin 100 mitotik hiicrenin
incelenmesi gereklidir '°. Bu durumda karyotip analizi,
hem fazla zaman hem de yogun bir laboratuar ¢alismasini
gerektirmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) free-
martinlerin belirlenmesi icin karyotip analizine bir alter-
natif olusturmustur. Freemartinler hem XX hem de XY
kromozomlari tastyan hicrelere sahip olduklar icin bu
durum PZR teknigi ile belirlenebilmektedir 7. PZR analizi
hicbir slipheye yer birakmayacak sekilde ¢ok gulvenilirdir
ve karyotip analizinin yapilamayacagdi durumlarda bile
olasi kimerizimin belirlenmesine olanak saglamaktadir *°.
Yapilan bu calismada kontrol i¢in kullanilan disi ve erkek
hayvanlarin cinsiyetleri dogru olarak belirlenmistir. Free-
martinismus durumlarinin arastirildigr PZR isleminde,
disi gorunumli UGg ikiz yavrunun cinsiyetlerin ikisinde
XX/XY kimerizminin bulundugu birinin ise sadece XX
kromozomlarina sahip oldugu goérilmustar. Yapilan PZR
islemi ile cinsiyet tayininin diger yontemlere gére daha
kolay, daha kisa slrede cevap verdigi ve daha kesin ol-
dugunu bildiren ¢alismalarla uyumludur 5", Ancak kul-
lanilan primerlerle yapilan PZR islemleri sonunda daha
az donglye ihtiya¢ duymasi, agaroz jel tizerinde birbirin-
den kolay ayirt edilebilmesi nedeniyle Male-Il primeri ile
yapilacak PZR isleminin, freemartin yavrularin belirmesin-
de kullanilmasinin daha iyi olacagdi diistinGlmustur.

Yapilan PZR isleminden elde edilen bulgular, bu buza-
gilarin vajina ol¢timleri ile uyumlu oldugu gorulmustir.
Yapilan vajina 6lciimlerinde en uzun vajina uzunluguna
sahip disi gorinimli buzaginin XX kromozomlari tasidigi
ve ultrason muayenesinde serviksin varligi gorilmustar.
Diger iki disi gérinumli ikiz kardesin, vajina uzunluklari-
nin yasitlarina goére kisa oldugu, PZR isleminde Y kro-
mozomuna sahip olduklar ve ultrason muayenesinde de
serviksleri gorilmemistir.

Sonug olarak bu calisma Turkiye'de farkli cinsiyetteki
ikiz gebeliklerde, PZR ile disi yavrularin gercek cinsiyetle-
rinin belirlenerek freemartin yavrularin belirlendigi ilk ca-
lismadir. Ayni zamanda transrektal ultrason kullanilarak
serviksin muayenesi ile ilgili literatiirlerin bulunmamasina
ragmen yapilan ultrason muayenesi, dlciilen vajina uzun-
luklari ve PZR sonugclar ortismektedir. Bu ¢alismadan
elde edilen veriler ve kullanilan PZR yénteminin, hem
farkli cinsiyetteki ikiz gebeliklerde disi yavrularin cinsiyet-
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lerin kesin olarak belirlenmesine hem de tekiz dogan ve
damizlik olarak secilmesi planlanan buzagilarin freemar-
tinismus durumlarinin belirlenmesinde kullanilabilecek-
tir. Bu sayede freemartin bireylerin damizliktan ¢ikarila-
rak olasi ekonomik kayiplarin dnlenmesine yardimci ola-
cagi dustnilmustir.
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