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ABSTRACT. The established protocols for plant
regeneration via somatic embryogenesis in soybean
(Glycine max L. Merrill) are specific to a small number
of cultivar, requiring new studies to provide more
efficient and reproducible protocols in a large number
of genotypes. This work had as objective to determine
the effect of the morphology type of somatic embryos
on the germination and plant conversion in soybean
cultivar ‘Incasoy-27’. Mature somatic embryos were used
with different morphologies types that were placed
in germination medium. At 30 days the somatic
embryos number with complete or partial germination
by morphology type was quantified. In the conversion phase
it was determined to the 10 days of cultivation the survival
percentage of the regenerated plants and it was carried
out a morphological characterization of the regenerated
plants in comparison with the obtained plants of seeds.
Itwas achieved at 74,38 % of somatic embryos germinated with
normal and abnormal morphology. The percentage of survival
of regenerated plants reached 70,0 % efficiency.
The progeny obtained from the regenerated plants of somatic
embryos were morphologically similar to the control plants.
The results from this research show that it is possible to allow
regeneration of whole plants through somatic embryogenesis
in soybean Cuban cultivar ‘Incasoy-27’.
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RESUMEN. Los protocolos establecidos para la regeneracion
de plantas via embriogénesis somatica en soya (Glycine max L.
Merrill), son especificos paraun numero reducido de cultivares,
lo que requiere de nuevos estudios que permitan disponer
de protocolos mas eficientes y reproducibles
en un mayor nimero de genotipos. Este trabajo tuvo
como objetivo determinar el efecto del tipo de morfologia
de los embriones somaticos en la germinacion y conversion
a planta en soya cultivar ‘Incasoy-27’. Se emplearon
embriones somaticos maduros con diferentes tipos
de morfologias, que se colocaron en medio de cultivo
de germinacion. A los 30 dias, se cuantificd el numero
de embriones somaticos con germinaciéon completa
o parcial por tipo de morfologia. En la fase de conversion
se determiné a los diez dias de cultivo, el porcentaje
de supervivencia de las plantas regeneradas y se realizd
una caracterizacion morfoldgica de las plantas regeneradas
en comparacioén con las plantas obtenidas de semilla
botanica. Se logré un 74,38 % de embriones somaticos
germinados con morfologia normal y anormal.
El porcentaje de supervivencia de las plantas regeneradas
alcanzo el 70,0 % de eficiencia. La descendencia obtenida
a partir de las plantas regeneradas de embriones somaticos,
fueron morfolégicamente similares a las plantas control.
Los resultados derivados de esta investigacion permitieron
demostrar que es posible la regeneracion de plantas
completas via embriogénesis somatica en soya cultivar
cubano ‘Incasoy-27’.

Palabras clave: cultivo de tejidos, embriogénesis somatica,
medio de cultivo
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INTRODUCCION

La embriogénesis somatica es un proceso
inductivo que permite que células vegetales
no cigoticas, formen embriones somaticos con
una estructura bipolar y sin conexién vascular
con el tejido original (1, 2). Ademas, debido a
la no fusién de los gametos es posible lograr
una alta homogeneidad genética en las plantas
regeneradas (3).

Esta via de regeneracion de plantas ha sido
implementada de manera eficiente en diferentes
especies; sin embargo, en soya se ha descrito
en un numero limitado de genotipos (4), entre los
que destacan los de origen norteamericano, Jack,
Williams y Fayette asi como los brasilefios Bragg
y IAS5 (5). Para ello, se requiere del empleo de
reguladores del crecimiento como las auxinas, que
estimulan las células con capacidad embriogénica e
inducen la formacion de los embriones somaticos (1).
No obstante, existen evidencias que demuestran
que dentro de las auxinas, el papel protagdnico
le corresponde al acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D). Este regulador del crecimiento, permite
inducir una embriogénesis somatica repetitiva,
donde la formacién de los embriones somaticos
secundarios tiene un origen unicelular y ocurre a partir
de embriones somaticos primarios (6).

Algunas referencias asocian la formacion
de una célula embriogénica, con el 2,4-D y los
cambios que ocurren en la estructura de la cromatina
por metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN),
que conducen a una reprogramacion gendémica
en las células somaticas y se expresan los genes
requeridos para la expresion embriogénica (7).
Sin embargo, el uso prolongado de altas
concentraciones de 2,4-D en los medios de cultivo
de induccién y multiplicacion de embriones somaticos
en soya, puede conllevar a la aparicion de diversos
tipos de morfologias anormales durante la fase de
maduracion, que afecta la eficiencia de la germinacion
y conversion a planta (8).

Algunos autores han encontrado aberraciones
e inestabilidad cromosdmica en embriones somaticos
de soya, atribuido a los reguladores de crecimiento
durante el cultivo in vitro (9). Debido a esto la mayoria de
los investigadores desechan los embriones somaticos
de soya que muestran morfologias anormales, por
lo que son escasas las referencias que abordan la
eficiencia de germinacion por tipo de morfologia.
Otros no emplean reguladores del crecimiento en la
maduracion y germinacion de embriones somaticos;
o0 mediante la manipulacién de las condiciones
de cultivo, como es el caso de la desecacién parcial,
se logra prevenir la germinacion precoz (10).
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Teniendo en cuenta que el empleo de
altas concentraciones de 2,4-D puede causar
diferentes morfologias anormales, se realiz6 este
trabajo con el objetivo de determinar el efecto del
tipo de morfologia de los embriones somaticos
en la eficiencia de germinacion y conversién a planta
en soya cultivar ‘Incasoy-27'.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Instituto de Biotecnologia
de las Plantas en Santa Clara, Cuba. Se empled
el cultivar cubano de soya ‘Incasoy-27°, obtenido
en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)
de Cuba, mediante hibridacién natural, que ocurrié en
el genotipo brasilefio ‘BR-32".

CONDICIONES DE CULTIVO

El experimento se desarrollé en camara
de crecimiento con luz solar, con una duracién
del periodo luminoso de 12 a 13 horas de luz;
temperatura de 26+1 °C; intensidad del flujo de fotones
fotosintéticos entre 68,0 a 72,0 yumol m2s™", medido
con un luxémetro (Extech 401025, EUA).

Se tomaron embriones somaticos con dos
meses en medio de cultivo de maduracién (10), que
contenia maltosa (6,0 %) como fuente de carbono.
Para la desecacion parcial de los embriones soméaticos,
estos se colocaron durante cuatro dias en placas
de Petri (100 x 10 mm) estériles. Cada placa contenia
alrededor de 48 embriones somaticos que se colocaron
hacia un extremo de la misma y en el lado opuesto
un fragmento de medio de cultivo semisolido (1,0 cm?®),
segun la metodologia de Bailey (11).

GERMINACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS

Se colocaron de 11 a 12 embriones somaticos
maduros (repeticiones) con desecacién parcial
por frasco de vidrio de 250 mL de capacidad, distribuidos
en 21 frascos para un total de 242 embriones
somaticos. Cada frasco de cultivo contenia 30 mL
de medio de cultivo de germinacién, con las sales
MS (12), vitaminas B5 (13), sacarosa 1,5 %,
Gelrite® 0,3 % y pH 5,8. A los 30 dias de cultivo
se cuantificd el total de embriones somaticos
germinados y en base a este valor se determiné
el numero de embriones somaticos con germinacion
completa o parcial (%) por tipo de morfologia.

CONVERSION A PLANTA

Posteriormente, fueron seleccionadas 100
plantas in vitro procedentes del medio de cultivo
de germinacién. Para lograr homogeneidad
entre las plantas se tomaron aquellas que tenian
entre 5,0-6,0 cm longitud y subcultivadas a medio
de cultivo de germinacién durante cinco dias.
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Los frascos se taparon con papel de aluminio y
para propiciar una mayor ventilacion, se realiz6
un orificio en la tapa con ayuda de un lapiz, en
el primer y tercer dia de cultivo. Al finalizar las
raices se lavaron con agua destilada estéril,
antes de transferir las plantas a condiciones
de invernadero. La esterilizacién del agua se realizo
en autoclave a 121 °C y 1,1 kg cm2 de presion
durante 40 minutos.

La aclimatizacion de las plantas en condiciones
de cultivo ex vitro se realiz6 en el periodo de invierno
(marzo-abril). Las plantas se colocaron en frascos
de policarbamato (500 mL) que contenian de forma
homogénea, un sustrato estéril con 75 % de materia
organica descompuesta de origen vacuno y un 25 %
del mineral zeolita. Este ultimo es un alumino-silicato
natural cristalino microporoso, con excelentes
propiedades de intercambio idnico, alto poder
de absorcion y granulacion 1,0-3,0 mm (14).
La esterilizacion del sustrato se realizd previamente
en estufa a 180 °C durante dos horas.

Las plantas control se obtuvieron a partir
de semillas botanicas en iguales condiciones de cultivo,
con dos riegos diarios por microaspersion de tres
minutos de duracién; temperatura media de 27+2 °C
y humedad relativa 8415 %. La luz solar se reguld
con una malla sombreadora de color negro,
a una intensidad del flujo de fotones fotosintéticos
de 280 a 400 ymol m2s™,

A los diez dias se determind la eficiencia
de conversion, a partir del nimero de plantas vivas (%),
y alos 30 dias se evaluaron los caracteres morfolégicos
de las plantas regeneradas procedentes del cultivo
in vitro. De igual forma fueron evaluadas a los 75 dias
de cultivo, las plantas controles y la descendencia
de plantas regeneradas in vitro, que fueron obtenidas
a partir de semillas maduras.

Para la evaluacién morfoldgica se seleccionaron 50
plantas al azar, de cada uno de los tres tratamientos
(plantas obtenidas de semilla botanica, plantas
regeneradas a partir de embriones somaticos,

y descendencia de las plantas procedentes del cultivo
de tejidos) y para su comparacion se utilizo el descriptor
de este cultivar. Los criterios de evaluacién fueron:
color de las hojas; numero de foliolos en las hojas;
color de la flor; altura media de la planta (cm);
altura a la primera vaina (cm); niumero de hojas
por planta; legumbres por planta; granos por legumbre
y color de la semilla. Para la evaluacién visual de estos
caracteres, se tuvo en cuenta el descriptor morfologico
de este genotipo. La altura de las plantas se determiné
con una regla milimetrada y se midié desde la base
del tallo hasta el meristemo apical de la planta.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el desarrollo de la investigacion se utilizd
un disefio completamente al azar con cinco repeticiones
en el tiempo. Los datos se analizaron mediante
la prueba de Kruskal-Wallis (15) y las diferencias
entre tratamientos con la prueba de Mann Whitney.
Se empleo el programa estadistico SPSS (del inglés:
Statistic Package for Social Science) version PASW
Statistics 18, con un valor de p<0,05 (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacién de la morfologia de los embriones
somaticos demostrd que esta influyé en su capacidad
para germinar y regenerar plantas de soya cultivar
‘Incasoy-27’. Los embriones somaticos que tenian
una morfologia de tipo dicotiledonal, desarrollaron
una germinacion completa donde eran visibles
los primordios foliares simples de color verde;
con alargamiento en las raices, hipocétilo y epicétilo
(Figura 1A, B). Por el contrario, los embriones
somaticos con morfologias de tipo hipocétilo largo
y fusionados tenian germinacion parcial, los cuales
solo desarrollaron la raiz (Figura 1C, D). No obstante,
se encontraron embriones somaticos principalmente
de tipo fusionados, que no lograron germinar al no
desarrollar ningun meristemo (Figura 1E).

(A, B) plantas obtenidas de embriones somaticos con germinaciéon completa. (C, D) embriones somaticos con germinacién parcial,
con morfologias de tipo: (C) hipocétilo largo; (D) fusionado. (E) embrién somatico no germinado con cotiledones fusionados. Barra= 1,0 cm

Figura 1. Germinacion de embriones somaticos de soya (Glycine max L.) cultivar ‘Incasoy-27’ en medio
de cultivo de germinacion con las sales MS, vitaminas B5 y sacarosa 1,5 %, después de 30 dias
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Aunque se logré la germinacion en los embriones
somaticos maduros, se encontré que los que tenian
morfologias de tipo anormal representaban el mayor
numero, con un valor equivalente al 49,59 % distribuidos
de la siguiente manera: monocotiledonal (18,60 %),
policotiledonal (6,61 %), cotiledon rudimentario (7,85 %),
hipocétilo largo (4,13 %), fasciado (2,89 %)
y fusionados (9,51 %). Sin embargo, el nimero de
embriones somaticos con morfologias anormales, duplicé
el valor obtenido en los embriones somaticos normales,
con diferencias significativas entre ellos (Tabla I).

Aunque fue posible la germinaciéon de embriones
somaticos con morfologias anormales, existen algunos
tipos como trompeta, que tienen un limitado desarrollo
de meristemo caulinar y otros del tipo fasciados
que logran formar el meristemo radical, pero nunca
el meristemo caulinar, lo que afecta su capacidad
para germinar (17).

Estos cambios en la simetria bilateral de los
embriones somaticos, puede deberse a factores
endogenos como los inhibidores del transporte polar
de las auxinas durante el desarrollo del embrion
somatico; asi como, por la continua exposicion del
tejido a las altas concentraciones de 2,4-D, que
interfiere con el gradiente de auxina polar que se
establece en la embriogénesis somatica (18, 19).

No obstante, del total de embriones somaticos
germinados los de tipo dicotiledonal presentaron
en su totalidad germinacién completa (Figura 2). Los
embriones somaticos con otros tipos de morfologias
clasificadas como anormales, presentaron germinacion
completa y parcial. Del total de embriones somaticos
con germinacion completa (67,21 %), los que
tenian morfologia dicotiledonal tuvieron el mayor
porcentaje (33,33 %), seguido de los monocotiledonal,
policotiledonal y cotiledén rudimentario, con diferencias
significativas entre ellos (Figura 2). En los embriones
somaticos anormales con germinacion parcial (32,79 %),
los de morfologias del tipo fusionados presentaron los
mayores valores de germinacion (12,78 %), seguido
de monocotiledonal e hipocdtilo largo (Figura 2).

B Dicotil edonal
B Cofileddn rudim entario
B Monocotiledonal

B Hipocaotilo largo
@ Policotiledonal

embriones s omaticos (%)

Porcentaje de germinaciin de los

Parcial
Tipo de germinacidn

Completa

Barras con letras desiguales en un mismo tipo de germinacion difieren
segun la prueba de Kruskal-Wallis/ Mann-Whitney, (p<0,05; n = 180)

Figura 2. Efecto del tipo de morfologia de los
embriones somaticos en el porcentaje de
germinacion completa o parcial en soya
(Glycine max L.) cultivar ‘Incasoy-27’ en
medio de cultivo de germinacion con las
sales MS, vitaminas B5 y sacarosa 1,5 %
durante 30 dias

Esta reduccion en la capacidad de germinacion de
los embriones somaticos, también pudiera ser debido a
una ineficiente acumulacioén de sustancias de reservas
durante la fase de maduracion, que limita su capacidad
para recuperarse después del estrés provocado por
el proceso de desecacion.

Existen referencias que demuestran que la
incorporacion de acido abscisico (ABA) durante las
primeras etapas de desarrollo de la embriogénesis
somatica, favorece la sintesis de compuestos de reserva
en los embriones somaticos (20). Este efecto del ABA
se le atribuye a que regula diferentes procesos
fisiologicos y activa genes vinculados con la respuesta al
estrés (21); mientras que, un bajo contenido endégeno
puede reducir la capacidad de germinacioén y afectar
Su recuperacion posterior al proceso de desecacion.

Tabla I. Efecto del tipo de morfologia de los embriones somaticos de soya (Glycine max L.) cultivar
‘Incasoy-27’ sobre la germinacion en medio de cultivo sin reguladores de crecimiento a los

30 dias de cultivo

Tipo de morfologias

Embriones somaticos

Porcentaje de embriones somaticos
germinados (%)

Maduros Germinados Media Rango medio
Normal: Dicotiledonal 69 60 24,79 212,50b
Anqrmal: Monocotlledongl, p(r)l}cotlledonal, c.otlledon. 173 120 49,59 272502
rudimentario, trompeta, hipocotilo largo, fasciado, fusionados
Total 242 180 74,38

Rangos medios con letras desiguales en la misma columna difieren segun la prueba Mann-Whitney, (p<0,05; n = 242)
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En otros estudios se ha encontrado mayor
acumulacion de sustancias de reserva en los embriones
somaticos, en las primeras tres semanas, en medio de
cultivo de maduracién, pero al finalizar este periodo el
contenido de los acidos linoléico y linolénico declinaron,
mientras que los acidos palmitico y estearico
aumentaron. Esto pudo estar relacionado con el
proceso de germinacion de los embriones somaticos,
atribuido a una removilizaciéon o degradacion de
algunas sustancias de reserva durante la senescencia,
similar a lo que ocurre en otros tejidos vegetales (22).

La baja capacidad de germinacion de los
embriones somaticos, también se ha descrito en la
literatura cientifica. En cultivares hindues de soya
después de un periodo de cinco dias de desecacion,
el 40,9 % de los embriones somaticos lograron
germinar (6). Los autores sefalaron que las fases de
maduracion y germinacion de embriones somaticos
en soya, son poco eficiente en muchos estudios,
debido al alto niumero de embriones somaticos
con morfologias anormales que no logran formar
plantas completas.

Segun estudios realizados (4), después de siete
dias de desecacion los embriones soméaticos fueron
colocados en dos concentraciones de sacarosa
(1,5 y 3,0 %) y encontraron el mayor porcentaje
de plantas con un crecimiento normal (53,0 %)

Legumbres

en el genotipo indu ‘PS1477’ con 1,5 % de sacarosa.
Este resultado es inferior al 67,21 % obtenido en
el presente trabajo con igual concentracion de
sacarosa pero con cuatro dias de desecacion.
Es posible que el empleo de siete dias haya provocado
una mayor deshidratacion en los embriones somaticos
y afectd su potencial de germinacion.

Apartirde los embriones somaticos con germinacion
completaen el cultivar ‘Incasoy-27’, se obtuvieron plantas
que lograron adaptarse a las condiciones de cultivo
ex vitro. El porcentaje de supervivencia de las plantas
regeneradas fue del 76,0 % de eficiencia de conversion
alos 15 dias de cultivo; mientras que un 100 % se logré
en las plantas control obtenidas de semilla botanica.

Las plantas del tratamiento control (Figura 3A)
y las regeneradas a partir de embriones somaticos,
tenian caracteristicas comunes como hojas trifoliadas
de color verde y flores blancas (Figura 3B, C).
Sin embargo, las plantas obtenidas mediante cultivo
in vitrodesarrollaron un tallo delgado y, en algunos casos,
un limitado crecimiento y desarrollo foliar, atribuido
a una habituacion del tejido a las condiciones del
cultivo in vitro (Figura 3C).

Las plantas regeneradas in vitro comenzaron
a florecer y fructificar prematuramente alrededor de los
15 dias (Figura 3D) a diferencia de las plantas controles,
donde la floracién ocurrié alrededor de los 35 a 40 dias.

Legumbres

(A) plantas control obtenidas a partir de semillas; (B) planta con flores obtenida de embrién somatico con morfologia dicotiledonal; (C) planta con poco
desarrollo y formacion de legumbres, proveniente de embrién somatico con morfologia dicotiledonal; (D) planta in vitro con legumbres a los 30 dias
de cultivo; (E) descendencia con flores a los 45 dias en casa de cultivo, Barra= 5,0 cm; (F) semillas maduras obtenidas a partir de la descendencia.
Las flechas indican presencia de flores o legumbres, Barra= 1,0 cm.

Figura 3. Plantas regeneradas a partir de embriones somaticos de soya (Glycine maxL.) cultivar ‘Incasoy-27’
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Esto podria deberse a que las plantas in vitro provenian
de un periodo de 45 dias en fase de germinacion
que permitié desarrollar el sistema radical y apical.
Por el contrario, las plantas de semillas botanicas
necesitaron entre cinco y siete dias para iniciar
la germinacion. Las semillas obtenidas de las plantas
regeneradas in vitro, dieron origen a la descendencia
con un crecimiento normal y las caracteristicas propias
de este genotipo (Figura 3E, F); en ningun caso, fueron
detectadas plantas fuera de tipo.

Las plantas procedentes de embriones somaticos
tuvieron un menor desarrollo que las plantas
del tratamiento control. De igual forma no se encontré
diferencias visibles en el color de las semillas,
las que mostraron el color amarillo verdoso propio
de este cultivar. En cuanto a los resultados obtenidos en
la descendencia, estas plantas no tuvieron diferencias
significativas con respecto a los valores obtenidos
en los controles en iguales condiciones de cultivo
(Tabla 11).

La eficiencia de conversion obtenida fue superior
a los valores alcanzados en los cultivares ‘IASS’
y ‘BRSMG68’ (5). Estos autores obtuvieron un 45,0 %
de conversién en el cultivar ‘BRSMG68’ y 42,0 %
en ‘IAS5’, atribuido a una germinaciéon precoz
de los embriones somaticos sin haber alcanzado
la suficiente madurez, lo que provoca un pobre
desarrollo en las plantas in vitro y reduce la eficiencia
de regeneracion. Esto también indica que la eficiencia
de conversién a planta, pudiera estar influenciado
por el genotipo.

Al respecto, en el cultivar brasilefio de soya
‘CD 201’, se logré un 82,0 % de conversion a
planta (23). Sin embargo, esta eficiencia disminuyo
en los cultivares ‘CD 220’ (58,0 %) y ‘CD 216’ (51,0 %),
atribuido a la presencia de embriones somaticos
con morfologias anormales, que lograron germinar
pero no convirtieron a planta. Otros autores al concluir
los 28 dias de germinacion (4), pasaron las plantas
in vitro a frascos de cultivo que contenian una mezcla

de los sustratos turba-perlita-vermiculita (2:1:1), que
fue hidratada con las sales MS (25,0 %) y cultivadas 28
dias a una temperatura de 2611 °C y un fotoperiodo
de 16 horas de luz (150 ymol m2s™'). Durante ese
periodo las plantas fueron endurecidas en condiciones
controladas antes de pasar al invernadero, y permitié
que después de 21 dias de cultivo ex vitro lograran
un 80,0 % de supervivencia en el cultivar ‘DS 2706’.

En cuanto a las caracteristicas de las plantas
regeneradas, una de las causas que pudo haber
provocado que las procedentes de embriones
somaticos fueran mas pequefias que las obtenidas
de semillas, es que las reservas de proteinas y lipidos
en el embriéon somatico pueden declinar antes
de ocurrir la elongacioén de la raiz, debido a la falta
del tejido nutritivo que rodea la semilla (24). Esto difiere
de las plantas que se obtienen a partir de semillas,
donde las sustancias nutritivas se movilizan desde
diferentes partes de la planta, hacia las semillas
que estan en desarrollo y luego estas sustancias
contenidas en las semillas favorecen la germinacion
y desarrollo del brote.

CONCLUSIONES

¢ La eficiencia de germinacion de los embriones
somaticos y su capacidad para convertir a
planta, esta relacionada con el tipo de morfologia
que estos desarrollen.

¢ Los embriones somaticos con morfologia de tipo
dicotiledonal o normal presentaron en su totalidad
germinacion completa.

¢ Los embriones somaticos con morfologias anormales
como monocotiledonal, policotiledonal y cotiledén
rudimentario, tienen germinacion completa y parcial.

¢ El porcentaje de supervivencia de las plantas
regeneradas a partir de embriones somaticos, esta
influenciado por el tipo de morfologia y la eficacia en
la maduracion de los embriones somaticos.

Tabla Il. Caracteristicas morfoloégicas de las plantas de soya (Glycine max L.) cultivar ‘Incasoy-27’
regeneradas via embriogénesis somatica y los controles obtenidos de semillas a los 75 dias en

casa de cultivo

Semilla botanica

Embriogénesis somatica

Variables Plantas in vitro Descendencia
Media Rango medio Media Rango medio Media Rango medio
Altura media de la planta (cm) 59,30 3842a 21,40 10,50 b 63,10 42,58 a
Altura a la primera vaina (cm) 9,05 33,90 a 7,50 19,90 b 9,65 37,70 a
Numero de hojas trifoliadas 7,35 38,70 a 5,00 15,75b 7,15 36,98 a
Ramas por planta 4,15 3340 a 3,30 21,60 b 4,35 36,50 a
Legumbres por planta 51,30 3945a 5,75 10,50 b 54,40 4,55a
Semillas por legumbre 2,60 33,92 2,15 25,15 2,50 32,42

Rangos medios con letras desiguales en la misma fila difieren segun la prueba Kruskal-Wallis /Mann-Whitney (p<0,05; n = 50)
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