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Fig.3.2- Microfotografia de les cél.lules en
diferents estadis de l'espermatogénesi
separades per elutriacié.

I-II - cél.lules premeidtiques i meidtiques
III - espermdtides rodones

v - espermdtides allargades

v ~ espermatozoides recollits directament

del conducte deferent.
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3.2, ESTUDI DE L'ACTIVITAT POLI (ADP-RIBOSA) POLIMERASA

3.2.1. Estudi de la incorporacid d'ADP-ribosa en nuclis
de cél.lules testiculars i espermatozoides

L'estudi de l'activitat de la poli(ADP-ribosa)
polimerasa s'ha realitzat en mesurar la incorporacid
d'ADP-ribosa procedent del NAD dins el material insoluble en
dcid tricloroacé&tic al 20% (sec .2.4).

Els nuclis s'han alllat de les cé&l.lules testiculars
separades per sedimentacid a forca de gravetat unitat i dels
espermatozoides madurs homogeneitzant en la solucid de
sacarosa 0.25 M (sec. 2.3) gque conté bisulfit sddic i PMSF
com a inhibidors de lalEroteblisi. Aquests nuclis aillats
s'han incubat amb =-""C-NAD 2 uM a 37°C durant 2 minuts i
precipitat amb TCA al 20%.

L'activitat de la poli (ADP-ribosa) polimerasa,
expressada com a ADP-ribosa incorporada respecte a DNA,
decreix marcadament durant la transicid de cél.lules
premeidtiques i meidtiques (estadis I 1 II) i espermdtides
rodones (estadi III) a espermdtides avangades (estadi IV) i
espermatozoides (estadi V), als gquals no s'ha trobat
activitat enzim3dtica (taula 3.I). A 1la fig. 3.3 es
representa el mateix en forma de gréafica.

Taula 3.I
ADP-ribosa incorporada
~pmols/mg DNA/ 2 min

c8l., premeidtiques i meidtiques 93.56%+ 7.47
'5esperm§tides rodones ‘ 62.87+14.27
espermdtides allargades 15.22+ 4.04

\;espermatozoides 0.6
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3.2.2. Recanvi de grups ADP-ribosil a les diferents
cél.lules testiculars

Els nuclis alIllats amb sacarosa 0.25 M (sec. 2.3) de
les diferents cél.lules testiculaii separades per
sedimentacid a 1 g s'han incubat amb -7 "C-NAD 2 uM a 37°C i
s'hi ha afegit benzamida fins a una concentracid 5 mM al cap
de 2 minuts. La benzamida, un andleg de la nicotinamida,
elimina la sintesi de poli(ADP-ribosa) in vitro i no afecta
l1'alliberament de residus ADP-ribosil, la qual cosa permet
considerar el descens en 1'ADP-ribosilacid com a mesura del
recanvi (Wielckens et al., 1982).

L'eliminacid de grups ADP-ribosil en nuclis de
cél.lules premeidtiques i meidtiques (estadis I i II) i
també en espermdtides rodones (estadi III) &s bifidsic, amb
una fraccid d'alliberament radpid (tl/2 < 5 minuts) i wuna
poblacid residual d'alliberament mé&s lent. Contrdriament,
els nuclis de les espermatides més avancgades (estadi IV) no
presenten recanvi de residus ADP-ribosil en les condicions
estudiades (fig. 3.4).

A la figura 3.4 s'ha de destacar que el 100% representa
quantitats molt diferents d'ADP-ribosa incorporada als
nuclis dels diferents tipus cel.lulars: 93, 63 i 15 pmol/mg
DNA/2 min a les cél.lules premeidtiques 1 meidtiques,
espermdtides rodones i espermatides allargades
respectivament.

L'activitat de 1la poli(ADP-ribosa) polimerasa no s'ha
detectat, fins al moment, als espermatozoides madurs
procedents del conducte deferent (estadi V). Per tant, no
s'ha pogut observar el possible recanvi de residus
ADP-ribosil utilitzant aquest métode in vitro.
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Fig.3.4- Descens del nivell d4'ADP-ribosa incorporada
després d'inhibir la poli (ADP-ribosa)
polimerasa amb benzamida.

Els diferfgts nuclis testiculars s'han
incubat amb C-NAD a 37 °C i la benzamida
s'ha afegit als 2 minuts.

Els controls sense benzamida (~--) s'han
incubat durant 32 minuts.

O c&l.lules premeidtiques i meidtiques

® espermitides rodones
o espermdtides allargades
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3.2.3. Recanvi a les espermdtides allargades després
del tractament amb 1l'agent mutagen DMS

L'activitat de la poli (ADP~-ribosa) polimerasa
- s'incrementa després del tractament amb agents que danyen el
DNA (sec.l1.2.6). Per aquest motiu, i a causa de no haver
observat recanvi de residus ADP-ribosil, a la vegada gue una
baixa activitat a les espermdtides més avancgades, hem
intentat estimular la poli(ADP-ribosilacib) d'aquestes
cé&l.lules amb l'agent mutagen dimetil sulfat (DMS).

Una poblacid enriquida en espermdatides allargades
obtinguda per centrifugacid diferencial i posterior
separacid per sedimentacid a 1lg s'ha incubat amb el DMS 1 mM
a 37 °C durant 1 hora. Després d'aquest tractameni4s’han
aillat els nuclis i s'han incubat també& a 37 C amb -~ "C-NAD
5 uM ., Al cap de 2 minuts s'hi ha afegit benzamida fins a
una concentracid 5 mM.

El tractament amb el dimetil sulfat incrementa la
incorporacid d'ADP-ribosa respecte al DNA aproximadament
unes dues vegades (taula 3.II), perd no afecta el recanvi de
residus ADP-ribosil (fig. 3.5).

Taula 3.II
ADP-ribosa incorporada
pmols/mg DNA/2 min
espermdtides allargades control 34
espermdtides allargades DMS 70
La m3xima gquantitat de poli(ADP-ribosa) unida a
proteines &s deguda, sobretot, al balang de dues activitats
enzimdtiques, la poli (ADP-ribosa) polimerasa i la
 poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa. En el cas de les cé&l.lules
Premeidtiques i meidtiques i espermdtides rodones la

incorporacid A'ADP-ribosa a partir del NAD és mixima als 2-3
minuts (Corominas, 1982). Les espermdtides allargades, en
canvi, continuen incorporant molécules d'ADP-ribosa almenys
durant les 2 primeres hores (fig. 3.6).
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Fig.3.5~ Recanvi de residus ADP-ribosa a les

espermdtides allargades després del
tractament amb DMS. 14
Els nuclis s'han incubat amb C~-NAD i
la benzamida s'ha afegit als 2 minuts,
El1 control sense benzamida (---) s'ha
incubat durant 32 minuts.
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Fig.3.6- Incorporacid d'ADP-ribosa als nuclis de

les espermdtides allargides en diferents
temps d'incubacid amb ~"C-NAD,
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3.2.4. Recanvi als eritrocits

El possible recanvi de residus ADP-ribosil s'ha
estudiat tamb& a l'eritrdcit del gall, que serveix com z
punt de referéncia d'una altra cél.lula diferenciada.

Despré&s de seccionar la vena jugular s'ha recollit 1
sang en SSC (3cid citric 15 mM NaCl 150 mM, pH 7.4) i s'han
fet diversos rentats. Posteriorment s'han alllat els nuclisg
d'eritrdcit amb sacarosa 0.25 M (sec. 2.3) 1 s'ha sequit el

protocol descrit a la sec. 3.2.2 per tal de mesurar el
recanvi,

A la fig. 3.7 es mostra una fotografia al microscopi de
contrast de fase dels eritrodcits.

Els nivells d'ADP-ribosa incorporada pels eritrdcits
sén del mateix ordre als observats a les espermdtides
allargades: 35 pmols/mg DNA/ 2 min i, a l'igual que en

aquestes cé&l.lules, tampoc es detecta recanvi de residus
ADP-ribosil (fig. 3.8).

Fig.3.7- Microfotografia dels eritrdcits.
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Fig.3.8- Recanvi de residus ADP-ribosil als nuclis
d'eritrdcit després d'inhibir la poli (ADP-
ribosa) polimerasa amb benzamid§4

Els nuclis s'han incubat amb C-NAD i
la benzamida s'ha afegit als 2 minuts.

El control sense benzamida (---) s'ha
incubat durant 32 minuts.
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4
3.3. DETERMINACIO QUANTITATIVA I QUALITATIVA DE LA
POLI (ADP-RIBOSA)

La purificaci® del polimer d'ADP-ribosa s'ha fet
mitjancant una cromatografia d'afinitat en resina de boronat
(sec.2.5). La resina utilitzada, DHB-Bio Rex, ha estat
sintetitzadalgréviament i s'ha determinat la seva capacitat
d'unidé amb -~ "C-NAD.

Es defineix la capacitat d'unid com la maxima quantitat
de NAD que es pot aplicar a la columna mentre es mantingui
una eficiéncia d'unid de > 90%. A la resina sintetitzada
aquesta eficiéncia es manté fins a una concentracid de 2-3
pmols de NAD (fig. 3.9)

o ~4
% < (-3
1 1

NAD unit (¥)

d

0.
yvrrrr T T T T T o rT T T T

1 5 10 20
NAD aplicat a la columna (pmols)

Fig.3.9- Determinacid de la éapaiitat d'unidé de la
resina DHB-Bio Rex amb ~ "C-NAD.
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3.3.1. Quantificaci®d dels nivells "in vivo"
de poli (ADP-ribosa)

Les cél.lules en diferents estadis de l'espermatog@nesi
s'han separat pel métode de sedimentacid a 1lg i els
espermatozoides madurs s'han obtingut del conducte deferent.
Els nuclis s'han alllat a partir de les cél.lules ja
separades amb sacarosa 0.25 M (sec.2.3) i bisulfit sddic i
PMSF com a inhibidors de la protedlisi.

L'andlisi de 1'ADP-ribosa polimérica s'ha fet a partir
dels sediments d'acid tricloroacétic al 20% dels diferents
tipus cel.lulars o nuclears. La poli(ADP-ribosa) s'ha
purificat per cromatografia d'afinitat i, després d'una
digestid enzimdtica del polimer, s'han identificat i
quantificat per cromatografia 1liquida d'alta pressid els
derivats fluorescents de la ribosiladenosina i
diribosiladenosina, nucledsids que vénen dels residus lineal
i ramificat respectivament. L'adenosina no &s representativa
de la poli(ADP-ribosa) ja que pot derivar d'altres molécules
cel.lulars, inclds el RNA.

La figura 3.10 mostra els perfils fluorescents dels
cromatogrames obtinguts per HPLC en fase reversa a partir de
mostres alllades de cé&l.lules premeidtiques i meidtiques (A)
i espermatozoides madurs (B).

87



A la taula 3.III s'expressen els nivells de polimer de

les diferents cél.lules testiculars

proteina (B).

Taula 3.III

A)

cél. premeidtiques 1 meidtiques
espermétidés rodones
espermatides allargades

espermatozoides

B)

cél. premeidtiques 1 meidtiques
espermdtides rodones
espermatides allargades

espermatozoides

89

pmols

respecte a DNA (A) i

RAdo/mg DNA

pmols

61.63+7.6
50.61+6.6
38.57+7.78

12,34+1.29

RAdo/mg protelIna

2.83+40.35
2.13+0.39
1.89+0.60

5.38+40.57




Els nivells de poli (ADP-ribosa) de c&l.lules ©0 nuclis
en diferents estadis de l'espermatog&nesi decreixen,
relativament al DNA, durant el procés de diferenciacid (fig.
3.11) . El contingut d'ADP-ribosa polimé&rica baixa des de les
cél.lules premeidtiques i meidtiques (estadis I i ITI) a les
espermdtides rodones (estadi III) i durant 1'espermiogé&nesi
a les espermidtides allargades (estadi IV) i espermatozoides
(estadi v).

A causa que, en general, el percentatge de residus
ramificats &s inferior o igual al 2% del +total de residus
interns, la diribosiladenosina (R2Ado) no es detecta a totes
les fraccions cel.lulars (taula 3VIV).

Taula 3,IV
R2Ado
w< 100
RAdo+R2Ado
cél.lules premeidtiques i meidtiques 0.7-0.9
espermatozoides 2
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Fig.3.11- Nivells de' poli (ADP-ribosa) a les

cél.lules (o) o nuclis (e) en diferents
estadis de l'espermatog&nesi.

I-II - cé&l. premeidtiques i meidtiques
IIT - esperm3tides rodones

v - espermdtides allargades

v - espermatozoides
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3.3.2. Estudi de la complexitat del polimer

L'estudi de la complexitat del polimer, &s a dir de la
seva mida, s'ha fet mitjancant electroforesi i fluorografia
(sec.2.10). A causa de l'elevada quantitat que es necessita
per tal de poder detectar marcatge en el gel, s'ha
determinat la complexitat de la poli(ADP-ribosa) globalment
a tots els nuclis testiculars.

Els nuclis s'han obtingut a partir d'una suspensid
cel.lular amb sacarosa 0.25 M (sec.2.3) i aprotinina i PMSF
cQy a inhibidors de la protedlisi, 1 s'han incubat amb
-~ "C=-NAD durant 5 minuts a 37 °*C. Seguidament, s'ha
purificat el polimer per cromatografia d'afinitat en la
resina de Dboronat. L'elult de la columna s'ha dissolt en
tampd de mostres i s'ha deixat desenvolupar l'electroforesi
en un gel de poliacrilamida al 20%.

A la fig. 3.12 es pot veure el patro fluorogridfic de la
separacib6 electroforé&tica de la poli(ADP-ribosa). Les bandes
representen mides diferents de polimer.

La primera banda correspon a dues unitats d'ADP-ribosa
ja que la mono(ADP-~ribosa) es coverteix a 5'AMP en el pas
previ a la cromatografia d'afinitat. El blau de bromofenol i
el xilenecianol co-migren amb oligo(ADP~ribosa) d'una mida
aproximada de 8 i 20 residus respectivament (Alvarez-
Gonzalez, 1985).

Els densitogrames de la fluorografia mostren la
distribucib de les diferents mides de polimer (fig.3.13). La
mida majoritdria correspon, doncs, a 6-10 residus
d'ADP-ribosa.
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Fig.3.12- Fluorografia del gel del 20% poliacrilamida
de la poli(ADP-ribosa) purificada per
cromatografia d'afinitat a partir de nuclis
testiculars.

Els carrils 1, 2 i 3 corresponen a
quantitats diferents de polimer.

BBF: blau de bromofenol
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Fig.3.13- Perfil densitométric que correspon a
la fluorografia de la fig.3,12,
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3.4. QUANTIFICACIO DEL NAD

La quantificacid del NAD, substrat de la
poli (ADP-ribosa) polimerasa, s'ha fet segons el métode
enzimdtic ciclic que utilitza alcohol deshidrogenasa (sec.
2.7.1). Aguest métode mesura conjuntament el nucledtid
oxidat i el redult.

Els NAD+NADH s'han extret amb NaOH/nicotinamida a
partir de les cél.lules testiculars separades per elutriacid
i dels espermatozoides madurs. Després de neutralitzar
l'extracte s'ha convertit tot el NAD a NADH 1 1l'etanol a
acetaldehid, grdcies a l'accid de l'enzim alcohol
deshidrogenasa (ADH) a 30 °C durant 30 minuts. Amb aquest
pas comenca un proc@s ciclic que continua amb 1'oxidacid del
NADH a NAD, al mateix temps que es redueix el PES. El procés
acaba amb la reduccid del MTT, quan s'oxida de nou el PES,
Aquest canvi es detecta en mesurar la D.O. a 570 nm.

Els nivells de NAD+NADH respecte a DNA (A) i protelna
(B) es mostren a la taula 3.V.

A excepcid dels espermatozoides del tub seminifer, en
els quals s'observa una baixada del contingut de nucledtid,
no s'aprecien diferéncies importants en els nivells de NAD a
les altres cé&l.lules testiculars (fig. 3.14 A,B).
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Taula 3.V

A)

cél. premeidtiques i meidtiques
espermdtides rodones
espermdatides allargades

espermatozoides

B)

cél. premeidtiques i meidtiques
espermatides rodones
espermatides allargades

espermatozoides

96

nmols NAD/mg DNA

190+24.3
208+13.7
167+12.9

13+ 1.2

nmols NAD/mg proteina

8.71+1.37
8.76+0.71
8.19+0.78

4.75+40.55
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Fig.3.14~ Contingut de NAD respecte a DNA (A) i
proteIina (B) de les cél,lules en diferents
estadis de l'espermatogénesi.

I-II - cé&l.lules premeidtiques i meidtiques
III - espermdatides rodones

v - espermd3tides allargades

v -~ espermatozoides
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3.5. EFECTE D'AGENTS QUE DANYEN EL DNA SOBRE LA
POLI (ADP-RIBOSILACIO)

Una de les propietats més destacables de 1la
poli (ADP-ribosa) polimerasa &s la seva estimulacid sempre
que es produeixen ruptures en el DNA, tant fisioldgiques com
induldes per diversos mecanismes. Hem estudiat, doncs,
l'efecte d'agents tant diferents com els raigs X,
l'antibidtic antitumoral bleomicina o l'agent mutagen
N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) sobre la
poli (ADP-ribosilacid) .

3.5.1. Efecte dels raigs X

L'efecte dels raigs X en la poli(ADP-ribosilacid) s'ha
estudiat en dos tipus de poblacions cel.lulars: els
espermatozoides madurs procedents del tub seminifer i una
suspensié en la qual hi ha una barreja de cé&l.lules
testiculars que serveix de control.

Aquest efecte s'ha determinat en mesurar l'activitat de
la poli (ADP-ribosa) polimerasa in vitro després d'alllar els
nuclis amb sacarosa 0.25 M i bisulfit Na i PMSF (sec. 2.3) i
sotmetre'ls a diferents dosis de raigs X (0.5-8 kilorads).

, La incorporacid d'ADP-ribosa a partir de —14C—NAD 2 uM

a 37 °C durant 2 minuts s'incrementa dradsticament als nuclis
de les cél.lules testiculars tractats amb raigs X. En canvi,
l'activitat de 1l'enzim no es pot induir tampoc als
espermatozoides madurs després de la irradiacié (fig. 3.15).
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3.5.2., Efecte de la bleomicina

La bleomicina é&s un  antibidtic  antitumoral que
s'utilitza en combinacid amb altres agents antineoplisics i
radioterdpia per al tractament de determinats cdncers humans
(Friedman, 1978). Malgrat aixo, l'aplicacid <clinica
d'aquesta droga é&s limitada a causa dels seus efectes tdxics
(Kraus i1 Hamlin, 1973). La bleomicina s'uneix de manera
preferencial al DNA i 1la interaccid déna 1lloc a una
fragmentacid d'aquest acid nucleic (Gillani et al., 1981).

En primer 1lloc s'han estudiat 1les condicions més
adequades per al tractament amb la bleomicina. El criteri
utilitzat ha estat 1l'estimulacid de 1l'activitat de 1la
poli (ADP-ribosa) polimerasa in vitro 1 els parametres
considerats: concentracid d'antibidtic (fig. 3.16) 1 temps
d'incubacid (fig. 3.17).

-~
[=]

[
o

{4

[4
=]

~
o

o
[~

[
o
1

e
o
L

/ A
7/

ADP-RIBOSA INCORPORADA pmols/mg DNA/2min
o
.{

100 1000

BLEOMICINA (ugr/mi)

o
'o‘-
[
o

Fig.3.16- {Ecorporacié 4'ADP-ribosa a partir de
C-NAD als nuclis testiculars després
del tractament de les cé&l.lules amb
diferents concentracions de bleomicina
durant 1 hora.
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Fig.3.17- IHcorporacié d'ADP-ribosa a partir de
C-NAD als nuclis testiculars després
de tractar les cé&l.lules amb bleomicina
(1 mg/ml) durant diferents periodes de
temps.

El tractament amb la bleomicina de les diferents
cél.lules resuspeses en PBS s'ha fet a T ambient i una
concentracid de lmg/ml d'antibidtic durant 1 hora.

La incorporacid d'ADP-ribosa a partir de —14C—NAD 2 uM,
mesurada en nuclis afllats amb sacarosa 0.25 M que conté
aprotinina i PMSF (sec. 2.3), s'incrementa a les c&l.lules
testiculars separades per elutriacid després d'administrar
l'antibidtic (1.5 a 2 vegades). Els espermatozoides madurs
no mostren estimulacid de l'activitat enzim3tica després del
tractament amb bleomicina (fig. 3.18).

El contingut de poli (ADP-ribosa) i NAD s‘ha mesurat a
les cé&l.lules en diferents estadis de 1l'espermatogé&nesi
tractades amb bleomicina a partir del sediment i sobrenedant
de TCA al 20% respectivament (sec. 2.5 1 2.6).

A la figura 3.19 es mostren els cromatogrames que
s'obtenen per HPLC en fase reversa de la poli(ADP-ribosa)
() i HPLC d'intercanvi anidnic del NAD (B). El nucledsid
R,Ado, diribosiladenosina, no s'observa a cap de les
ffaccions cel.lulars estudiades a causa que aquest
representa menys d'un 2% dels residus lineals.
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Fig.3.18- {Qcorporacié d'ADP-ribosa a partir de
C-NAD als diferents nuclis testiculars
després del tractament amb 1 mg/ml de
bleomicina durant 1 hora.

(=) cé&l.lules control
(\) c&l.lules tractades amb bleomicina

I-II - cél.lules premeidtiques i meidtiques
IIT -~ espermdtides rodones

v - espermdtides allargades

v - espermatozoides
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Els nivells de poli(ADP-ribosa) expressats respecte al
DNA s'incrementen a les diferents cél.lules per accid de
l'antibidtic (1.5 a 2 vegades). Els nivells de polimer no
varien, perd, als espermatozoides madurs (taula 3.VI i fig.
3.20).

Taula 3.VI
pmols RAdo/mg DNA
control bleomicina

cél.premeidtiques 1 meidtiques 51.08+2.9 103.90+ 6.57
espermdtides rodones 34,20+0,78 67.82+16.07
espermatides allargades 20.21+0.14 35.48+ 0.69
espermatozoides 9.77+2.19 9.68+ 1.71

L'efecte de l'antibidtic sobre la quantitat de NAD,

relativament al DNA, es mostra a la fig. 3.21, on s'observa
una lleugera baixada dels nivells de nucledtid a les
cé&l.lules testiculars amb l'excepcid dels espermatozoides ,
els quals no presenten cap tipus de variacid.
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Fig.3.20- Efecte de la bleomicina sobre els nivells

de ribosiladenosina; nucledsid derivat de
la poli(aDP-ribosa).

(:3) cél,lules control
() cé&l.lules tractades amb bleomicina

I-II - cél.lules premeidtiques i meidtiques
III - espermdtides rodones

v - espermdtides allargades

v - espermatozoides
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Fig.3.21- Efecte de la bleomicina sobre el contingut

de NAD.

(:2) c8l.lules control
() c&l.lules tractades amb bleomicina

I-II - c&l.lules premeidtiques i meidtiques
ITI - espermdtides rodones

v - espermdtides allargades

Y - espermatozoides
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Per tal de conéixer si 1'increment de la
poli (ADP-ribosilacid) després del tractament amb bleomicina
podria ésser degut a un augment del nombre de trencaments
del DNA s'ha estudiat la integritat d'aquest 3dcid nucleic
mitjancant la té&cnica de sedimentacid dels nucleoides (sec.
2.7) o electroforesi en gels desnaturalitzants d'agarosa
(sec. 2.11.1).

L'andlisi de la sedimentacid dels nucleoides en una
poblacié de cé&l.lules totals i en cé&l.lules premeidtiques,
meidtiques i espermdtides rodones separades per elutriacid
ha posat de manifest un increment del nombre de ruptures del
DNA causades per l'antibidtic (fig. 3.22).

A les espermdatides més avangades i sobretot als
espermatozoides madurs la protamina dbna un grau de
compactacid molt gran al DNA. Per aquesta rad les cél.lules
no es lisen 1 sedimenten al fons del +tub, 1la gqual cosa
impedeix la wutilitzacid de 1la técnica dels nucleoides en
aquestes {iltimes fases de l'espermiogénesi.

La integritat del DNA d'espermdtides allargades i
espermatozoides s'ha mesurat grdcies a l'electroforesi en
gels d'agarosa després d'alllar els nuclis amb &dcid citric
(sec. 2.3) i purificar el DNA per extraccions fendliques
(sec. 2.9).

Les espermdtides allargades mostren un augment del
nombre de trencaments del DNA causat per l'antibidtic. En el
cas dels espermatozoides tractats amb bleomicina no es veu
cap diferéncia respecte als espermatozoides utilitzats com a
control (fig. 3.23).
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Fig.3.22- Efecte de la bleomicina sobre la velocitat

de sedimentacid dels nucleoides.

(o) c&l.lules control
(¢) cél.lules tractades amb bleomicina

I-II - c&l.lules premeidtiques i meidtiques
III - espermdtides rodones
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