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En este trabajo se ha estudiado la variación de los ejes longitudinal y transversal 
del ovario en Ceratitis capitata (Wied.), obteniéndose una relación lineal entre 
ambos y, a partir de ellos, una estimación del volumen ováríco. 

En general, el valor máximo de dicho volumen se ha obtenido cuando las hem­
bras tenían cuatro o cinco días, disminuyendo después progresivamente a lo largo 
de su vida. 

La inclusión de 5-fluoruracilo a 3 ppm en la dieta larvaria no afectó al volu­
men ováríco; sin embargo, cuando se utilizaron dosis de 6 ppm y 9 ppm, se encon­
traron efectos notables en las hembras de la primera generación durante el período 
de mayor fecundidad. 

Se han observado ovarios atrofíeos e hipertróficos, tanto en el control como en 
los diferentes tratamientos. 
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INTRODUCCIÓN 

Desde que en 1955 KNIPLING formuló la 
hipótesis sobre la posible lucha contra las 
plagas por medio de la suelta de machos 
estériles, se han publicado numerosos traba­
jos sobre insectos perjudiciales, entre los que 
muchas especies de la familia Trypetidae 
ocupan un lugar preferente. 

En el caso concreto de Ceratitis capitata 
Wiedemann, 1824, se han intensificado a 
partir de 1960 los estudios de laboratorio, 
con especial hincapié en las técnicas de cría 
masiva y efectos de diversos agentes, tanto 
de naturaleza física (radiaciones ionizantes) 
como química (quimioesterilizantes), sobre 
el desarrollo y reproducción del insecto. 

Como resultado de estos trabajos se lleva­
ron a cabo programas de lucha en varios 
países como Nicaragua (RHODE, 1970), Italia 
(DE MURTAS y cois., 1970), España (MELLADO 

y cols., 1970), etc., aplicándose en el campo 
las ideas de KNIPLING. Sin embargo, las dosis 
esterilizantes de radiación gamma provocan 
una reducción de la competitividad sexual 
de los machos tratados frente a los indivi­
duos de las poblaciones naturales, lo que ha 
hecho que no se obtuvieran los resultados 
esperados plenamente; para conseguirlo era 
necesario soltar machos en un número exce­
sivamente elevado, con lo que se encarecían 
notablemente los procesos para la aplicación 
de dichos programas. 

Como resultado de los primeros trabajos 



se sugirió un estudio más exhaustivo de la 
biología de la especie, para lograr una 
mejor adecuación de la técnica de los 
machos estériles (HOOPER, 1970). En esta 
línea se pensó en la posible acción conjunta 
de quimioesterilizantes y radiaciones con 
dosis subesterilizantes, que no llegan a pro­
ducir los efectos negativos de dosis más 
elevadas. 

El 5-fluoruracilo ha sido utilizado como 
agente esterilizante en primer lugar en Dro-
sophila melanogaster Meig. (GOLDSMITH y 
FRANK, 1952); más tarde en Musca domestica 
L. (FYE y LABRECQUE, 1965) donde se pro­
dujo una reducción de la fecundidad (KIL-
GORE y PAINTER, 1962), apareció también una 
degeneración de las células que acompañan 
al ovocito y un crecimiento incompleto de 
éstos (MORGAN, 1967). En Cochliomyia 
hominivorax Coqrl. se produjo esterilidad 
total al tratar los adultos con este compuesto 
al 1 por 100 en la dieta (CRYSTAL, 1963). En 
Aedes aegypti L. (AKOV, 1965), se inhibía la 
digestión de sangre y el crecimiento de los 
ovocitos; esto último se observó también en 
otros insectos como Locusta migratoria L. 
(MITTAL y SHEIKHER, 1978). Por último BUR­

GOS (1981) y BURGOS y MUÑIZ (1981), estudia­
ron los efectos del 5-fluoruracilo en el des­
arrollo larvario y morfología de los adultos, 
utilizando dosis subesterilizantes (entre 1 y 
10 ppm), que en ningún caso producen efec­
tos tan drásticos como las dosis más altas, 
pero sí una serie de alteraciones morfológi­
cas, especialmente en los machos, más sen­
sibles al fármaco. 

Los autores que han estudiado la fecundi­
dad y los distintos agentes que la reducen o 
anulan, han utilizado el método de contabi­
lizar el número de huevos puestos por las 
hembras, para evaluar así la acción del pro­
ducto (ORPHANIDIS y cois., 1963; ARAMBOURG 

y cois., 1977; MUÑIZ y REY, 1977; MUÑIZ, 
1982). Nuestro objetivo ha sido, a diferencia 
de estos autores, el estudio directo del ova­
rio, analizando sus dimensiones y cómo evo­

lucionan éstas, al incluir el 5-fluoruracilo en 
la dieta larvaria que provoca la consiguiente 
reducción de fecundidad. 

Las anomalías en la fisiología del ovario 
no han sido investigadas en profundidad 
hasta la fecha. Tan sólo existen datos de 
estudio con tepa, que produce serias altera­
ciones en la morfología ovárica (NAWAB 

GOJRATI y KEISER, 1975) y sólo FYTIZAS (1967) 
las describe en hembras no tratadas de 
Dacus oleae Gmel. El análisis ovárico de 
gran número de hembras nos ha permitido 
aportar datos concretos sobre estas ano­
malías. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

El material biológico de partida consistió 
en poblaciones de Ceratitis capitata, adapta­
das a las condiciones de laboratorio, y man­
tenidas en una cámara climatizada a 25±1°C, 
y humedad relativa de aproximadamente 75 
por 100; el fotoperíodo fue de 12 horas (luz-
oscuridad), con iluminación media de unos 
2.000 lux. 

Las técnicas de cría y las dietas de larvas 
y adultos son las ya descritas por MUÑIZ y 
REY (1977). 

Para estudiar la incidencia del 5-fluorura­
cilo administrado en el medio larvario, se 
elaboraron dietas con los componentes habi­
tuales, a los que se añadieron cantidades 
adecuadas del fármaco para obtener las dosis 
de 3, 6 y 9 ppm. partiendo de una solución 
de 50 mg/ml que se diluyó conveniente­
mente en agua destilada (BURGOS y MUÑIZ, 

1981). Para abreviar, llamaremos a las pobla­
ciones obtenidas a partir de dietas con las 
distintas dosis FU-3, FU-6 y FU-9 y C a las 
obtenidas a partir de las dietas control. 

Se sembraron larvas neonatas de las pobla­
ciones de partida en los distintos tipos de 
dieta, obteniéndose las pupas, y de ellas los 
adultos de la primera generación (F,) utili­
zados para los análisis ováricos. De la F, se 
recogieron los huevos y, una vez eclosiona-



dos, las larvas de éstos se sembraron otra vez 
en las mismas dietas para así obtener la 
segunda generación (F2). 

Los adultos de la F, se mantuvieron en 
cajas de 30X30X27 cm. y los de la F2 en 
cajas de 40X40X27 cm.; los dispositivos de 
puesta fueron casquetes parafinados y perfo­
rados en las primeras cajas y paneles de 
Nylon en las segundas, siendo los dispositi­
vos de comida y bebida similares en ambos 
casos. 

Las muestras se tomaron entre los días 1 y 
50 de la vida del adulto en la F„ y 1 y 30 en 
la F2, a razón de 10 hembras/día y caja, una 
hora y media después del encendido de la 
luz de la cámara, con intervalos de 5 minu­
tos entre caja y caja. Las hembras se captu­
raron al azar mediante viales de vidrio; pos­
teriormente se mataron con éter etílico y se 
sumergieron en NaCÍ al 0,85 por 100 para 
evitar su desecación. 

Para la disección se fijaron los adultos 
por el tórax con alfileres entomológicos en 
una placa de Petri rellena de parafina, 
cubriéndose el conjunto con suero fisioló­
gico. La disección se realizó desgarrando la 
línea medio-dorsal abdominal con unas pin­
zas de relojero en un estereomicroscopio 
Wild-M3 con 16 aumentos, y tirando luego 
de la genitalia externa para extraer el repro­
ductor. El conjunto se fijó con Carnoy-2 
durante 2 minutos, y se sumergió luego en 
glicerina. 

Las mediciones de los ejes transversal y 
longitudinal del ovario se realizaron en el 
estereomicroscopio con un ocular graduado, 
depositando los ovarios en un portaobjetos 
con una gota de glicerina. Se midieron en 
total los ovarios de 2.907 hembras de las que 
1.847 eran de la F, y 1.060 de la F2. 

Con las medidas de los ejes obtenidas a 
partir de los datos de las 10 hembras por día 
y dosis se estimó el volumen ovárico median­
te la fórmula del volumen de un esferoide 
obtenido por rotación de un elipsoide: 
V=4/3 7rab2 donde b y a son los semiejes 

transversal y longitudinal, respectivamente. 
Esta expresión ha sido utilizada con anterio­
ridad por FYTIZAS y BACOYANNIS (1970), para 
el cálculo de volúmenes foliculares en Dacus 
oleae (Gmel.). 

Los datos de los días 1 a 50, se agruparon 
en las clases 1-3, 4-10, 11-20, 21-30, 31-40 y 
41-50, que se utilizaron para la comparación 
de distintas dosis y períodos mediante el test 
de la t o t' de Student, utilizando uno u 
otro según el test de la F de Fischer-
Snedecor arrojara o no significación. Para 
comparar porcentajes de ciertas anomalías se 
utilizó el test de la t de Student, y las varia­
bles (ejes longitudinal y transversal) se rela­
cionaron mediante una recta de regresión. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Ejes transversal y longitudinal del ovario 

El valor medio del eje transversal calcu­
lado en los controles es 0,82 mm. y el longi­
tudinal 1,10 mm. La evolución de estos ejes 
se señala por días en los cuadros 1 (F,) y 2 
(F2). Los valores obtenidos son superiores a 
los de CAUSSE (1972): 0,408; 0,754; 0,901; 1, 
048 mm., frente a 0,270; 0,400; 0,650 y 1,000 
milímetros en los días 1, 2, 3 y 4 respecti­
vamente. Esto puede deberse a diferencias en 
los métodos de cría y/o a las distintas técni­
cas utilizadas. 

En la figura 1, se observa cómo estos dos 
ejes tienen valores semejantes entre sí duran­
te los tres primeros días de vida; sin 
embargo, a partir del 4Q día, la vitelogénesis 
se acelera y el eje longitudinal aumenta 
más, manteniéndose unos 0,3 mm. por 
encima del eje transversal. 

Se ha estudiado la posible relación entre 
ambos ejes (fig. 2), resultando ser distinta en 
los tres primeros días, ya que los puntos del 
diagrama de dispersión aparecen separados 
de los del resto. Esto se debe a que el 
comienzo de la vitelogénesis introduce un 



Cuadro 1.—Ejes longitudinal y transversal en la F, (controles. Medidas en mm, (x±E.S.) 

Días Eje 
Transversal 

Eje 
Longitudinal Días Eje 

Transversal 
Eje 

Longitudinal 

Cuadro 2.—Ejes longitudinal y transversal en la F2 (controles) 

Mas 
Eje 

Transversal 
(X ± E.S.) 

Eje 
Longitudinal 

(X ± E.S.) 
Días 

Eje 
Transversal 
(X ± E.S.) 

Eje 
Longitudinal 

(X ± E.S.) 



Fig. 2.—Diagrama de dispersión y recta de regresión de 
la relación entre los ejes longitudinal y transversal del 

ovario de Ceratias capitata Wied. 

ritmo distinto en la fisiología del ovario, 
que se traduce en una nueva relación entre 
las dimensiones consideradas. Por todo ello 
la recta de regresión se calculó con datos de 
los días 4 a 50 en la F, y 4 á 29 en la F2. 

La recta de regresión que relaciona ambas 
variables (fig. 2) es 1=0,6221 t + 0,5879 
donde 1 es el eje longitudinal y í el transver­
sal, con un coeficiente de correlación r=0,554 
significativo al nivel de probabilidad del 
99,9 por 100 con 71 grados de libertad. 

Evolución del volumen ovárico 

El volumen ovárico estimado sufre un 
rápido incremento en los primeros días de la 
vida de la hembra, como se aprecia en las 
figuras 3 (F,) y 4 (F2). El máximo valor 

Fig. 1.—Evolución de los ejes longitudinal y transversal del ovario a lo largo de la vida del adulto de Ceratitis 
capitata Wied. 



Fig. 3.—Evolución del volumen ovárico en hembras tratadas con 5-fluoruracilo a distintas dosis y en contro­
les en la generación Fp 

Fig. 4.—Evolución del volumen ovárico en controles y hembras tratadas con 5-fluoruracilo en la generación F2. 

corresponde a los días 4 ó 5 y a partir de 
éstos el volumen disminuye paulatinamente 
hasta alcanzar valores bastante reducidos en 
la época senil. El incremento de volumen 
más importante se produce entre los días 3 y 
4, siendo la pendiente de la gráfica mayor 
en este período. En la F2 la disminución 
después del máximo es más pronunciada, 
debido posiblemente a factores ambientales, 
como podría ser el mayor tamaño de las 
cajas utilizadas. 

Las gráficas de las figuras 3 y 4, indican 
que el volumen ovárico es un buen índice 
de la fecundidad, pues son similares a las 
obtenidas mediante recuento de los huevos 
por MUÑIZ y REY (1977), DE MORA y MUÑIZ 
(1982) y MUÑIZ y DE MORA (1981). Además, 
el volumen relaciona dos parámetros impli­
cados directamente en la fecundidad, pues el 
eje transversal nos da una idea del número 
de ovariolos funcionales y el longitudinal 
del estado en que se encentra la vitelogéne-



sis, siendo ambos factores condicionantes del 
número de huevos puestos por la hembra. 

En las figuras se observan también fluc­
tuaciones importantes del volumen entre 
días muy próximos, que pueden deberse a 
que la muestra de 10 hembras/día es redu­
cida, y al aparecer ovarios de tamaño anó­
malos, se alteran considerablemente los 
volúmenes medios diarios. Este dato indica 
también que no existe una sincronía total 
en el desarrollo ovárico de las distintas 
hembras de una misma población (SALOM, 

1973 en Dacus oleae y corn. pers, en 
Tabanidae). 

Los datos del cuadro 3 y su representa­
ción gráfica en las figuras 5 y 6, carecen de 
las fluctuaciones mencionadas por agrupar 
datos de períodos de días. 

Efectos del 5-fluoruracilo sobre el volumen 
ovárico 

La evolución del ovario de las moscas tra­
tadas es similar a la de los controles: hay 
una fase de rápido incremento hasta los días 
4 ó 5 y luego un descenso gradual que 
resultó ser más acentuado en la F2 (figs. 3 á 
6). 

Al comparar los datos de volúmenes ová-
ricos del cuadro 3, primero mediante el 
test de la F de Fisher y luego con los de la t 

Cuadro 3.—Datos agrupados de volúmenes ováricos (volumen medio mm3 ± error standard) 

y t' (cuadros 4 y 5), se obtuvieron los 
siguientes resultados: 

— Aparecen diferencias significativas sola­
mente en la F, en los días 4-10 (entre C y 
FU-6, C y FU-9, FU-3 y FU-9) y en 41-50 
(entre el resto de los tratamiento y FU-9). 

— Las diferencias entre el control y FU-3 
no son nunca significativas y por ello se 
puede afirmar que las moscas tratadas con 
5-fluoruracilo a 3 ppm. se comportan en 
cuanto a la evolución de su ovario de 
manera similar a los controles. 

— En la F2 no aparecen nunca diferencias 
significativas entre las distintas dosis al 
comparar datos del mismo período de la 
vida de las hembras. 

Estos resultados parecen indicar, como ya 
observaron KILGORE y PAINTER (1962) en 
Musca domestica, que el efecto del 5-
fluoruracilo sólo se manifiesta en los prime­
ros días de la vida del adulto. Estos autores 
comprobaron cómo el fármaco era paulati­
namente eliminado, posiblemente al incor­
porarse a los huevos; por ello, aproximada­
mente a partir del décimo día de vida, ya no 
se aprecian los efectos esterilizantes. Algo 
similar obtuvieron MUÑIZ y REY (1977) al 
suministrar formaldehido en la dieta larva­
ria; estos autores afirman que existe una 
recuperación del daño producido al avanzar 
en la vida del adulto. 



DÍAS—» 

Fig. 5.—Evolución del volumen del ovario en roturóles y moscas tratadas con 5-fluoruracilo en la generación 
F, considerando los datos agrupados del Cuadro 3. 

El período en que actúa el 5-fluoruracilo 
coincide con los días de máxima fecundidad 
(días 4 á 10, MUÑIZ y REY, 1977) y por tanto, 
la reducción del volumen ovárico en estos 
días —que provoca una disminución en la 
fecundidad— debida al 5-fluoruracilo redu­
ciría el potencial reproductor de la especie, 
sobre todo, en estado silvestre donde la lon­
gevidad en general es menor que en las 
hembras de laboratorio. 

El hecho de que en la F2 no aparezcan 
diferencias significativas puede deberse a 
una habituación de las moscas a los efectos 
nocivos del 5-fluoruracilo; sin embargo, 
sería necesario realizar los experimentos que 
confirmaran esta hipótesis. Este hecho llama 
la atención sobre la necesidad del estudio 
prolongado de la acción del producto, ya 
que al estudiar varias generaciones pueden 

Fig. 6.—Evolución del volumen ovárico en controles y 
moscas tratadas en la generación F2 tomando los datos 

agrupados en el Cuadro 3. 







aparecer efectos distintos a los aparecidos en 
la primera (MUÑIZ, 1980). 

En el último período estudiado (días 41-
50) el volumen del ovario en FU-9 es signi­
ficativamente mayor al de los controles y 
otras dosis. En este caso el incremento de 
volumen no se debe a un aumento de la 
fecundidad, sino que, como se verá más ade­
lante, en este período y dosis aumenta el 
porcentaje de ovarios hipertróficos, lo que 
provoca un crecimiento de volumen medio. 

En cuanto a la comparación de los volú­
menes medios entre distintos períodos de 
vida de las hembras, podemos decir que, 
salvo en algunas excepciones, existen diferen­
cias significativas (cuadros 4 y 5), tanto 
mayores cuanto más separados en el tiempo 
están los datos que se comparan. Hay por 
ello una importante variación en el volumen 
del ovario a lo largo de la vida del insecto, 
y es adecuado tomar períodos de diez días 
para cuantificar esta variación en el tiempo. 

Atrofias ováricas 

Ovarios atrofíeos fueron observados ya por 
FYTIZAS (1967) al tratar Dacus oleae con tepa 
utilizando dosis entre 0,01 y 0,125 por 100; 
al ser mayores que las que nosotros hemos 
utilizado, producen porcentajes de hasta el 
100 por 100 de atrofias en algunas muestras. 
En la figura 7, se puede apreciar cómo el 
porcentaje de ovarios atrofíeos aumenta con 
la edad de la hembra. 

El porcentaje total es del 2,03 por 100 en 
la F, y del 0,85 por 100 en la F2; la diferen­
cia se debe a que en la F2 no se estudiaron 
los dos últimos períodos, que son los de 
mayor frecuencia de estas anomalías (cua­
dro 6). 

Los valores de la t de Student del cuadro 
7 indican que las diferencias entre las dis­
tintas dosis no son significativas (salvo entre 
FU-3 y FU-9 en la F2: p<0,05). Por ello, es 
posible que se necesiten dosis mayores para 
obtener aumentos significativos de las atro-

Fig. 7.—Evolución de los porcentajes de ovarios atrofí­
eos e hipertróficos a lo largo de la vida de las hembras 

de Ceratitis capitata Wied. 

fias como los obtenidos por otros autores. 
Sin embargo, sí se obtienen diferencias sig­
nificativas entre el porcentaje de los días 41 
a 50 y el del resto de los períodos (p<0,01). 
Esto indica que al aumentar la edad de la 
hembra aumenta la posibilidad de que se 
produzcan anomalías en la fisiología del 
ovario, que como en este caso, son irre­
versibles. 

Las atrofias se producen en muchas oca­
siones en uno sólo de los dos ovarios (hecho 

Cuadro 6.—Porcentajes de ovarios atrofíeos por 
dosis y días 



Cuadro 7.—Valores de la t de Student para la 
comparación de los porcentajes de ovarios atrofíeos 
(* y ** indican significación al nivel de probabilidad 

del 95 y 99 por 100 respectivamente 

ya observado por FYTEAS, 1967), lo que 
indica la independencia funcional de ambos 
órganos. 

El ovario atrófico ha perdido por com­
pleto su función, carece de células germina­
les y de ovariolos funcionales, por lo que no 
se encuentran en él folículos en ningún 
estado del desarrollo. 

Hipertrofias oválicas 

Las dimensiones de los ovarios hipertrófi­
cos (a partir de 1,20 mm. de ancho y 1,44 
milímetros de largo) son muy superiores a 
las del normal; el ovario, que adquiere una 
forma redondeada está además cargado de 
folículos maduros, que por alguna anomalía 
en los conductos genitales o en la genitalia 
externa, no han podido salir al exterior, por 
lo que se van acumulando en el ovario 
haciendo que aumente su volumen (MUN-
GUIRA, SALOM y MUÑE, 1983). 

Aparecen hembras con un ovario normal 
y otro hipertrófico, lo que de nuevo indica 
la independencia funcional existente entre 
los dos ovarios de una misma hembra. 

Como existe toda una gradación desde los 
ovarios normales hasta los típicamente hiper­
tróficos, resulta difícil establecer las dimen­
siones que caracterizan a estos últimos. Sin 
embargo, hemos considerado válido como 
límite el de 1 mm.s y los porcentajes del 
cuadro 8 se refieren a ovarios cuyo volu­
men estimado es superior a este valor. 

Cuadro 8.—Porcentajes de ovarios hipertróficos 
por periodos y dosis 

(1) Los totales se refieren a los porcentajes medios 
en cada período y dosis. 

Los porcentajes totales de la F, se han 
representado en la figura 7. Se observaron 
dos valores máximos en el primero y último 
de los períodos estudiados. La comparación 
de los porcentajes de los distintos períodos y 
dosis en la F, mediante el test de la í (cuadro 
9), indica que existen diferencias significa­
tivas entre los porcentajes de los días 4-10 y 
41-50 y los del resto de los períodos. Las 
diferencias entre las distintas dosis no apare­
cen claras al comparar datos totales, pero al 
comparar aisladamente los porcentajes de los 



Cuadro 9.—Valores de la t de Student para la 
comparación de los porcentajes de ovarios hi­
pertróficos en la F, (* y ** indican valores 
significativos con un 95 y 99 por 100 de 

probabilidad respectivamente) 

En este caso las hipertrofias son significa­
tivamente más frecuentes (p<0,01) en FU-9 
que en los controles, FU-3 y FU-6; esto se 

debe, en los primeros días, a la mayor fre­
cuencia de hipertrofias en los controles pro­
ducidas por hiperfunciones del ovario y que 
al coincidir con los días de mayor fecundi­
dad provocan un aumento de ésta. En los 
días 41-50 aparecen más ovarios hipertrófi­
cos en FU-9; el origen en este caso es dis­
tinto y se debe a que por una serie de ano­
malías acumuladas a lo largo de la vida, e 
inducidas probablemente por el 5^fluoruraci-
lo, los ovocitos maduros no pueden salir del 
ovario: provocándose así la esterilidad de 
la hembra y el aumento desproporcionado 
del volumen del ovario. 

El aumento de hipertrofias en FU-9 en los 
días 41-50 provoca un aumento significativo 
del volumen medio de estos días (fig. 5). 
Este hecho supone una excepción a la afir­
mación de que la gráfica de la evolución del 
volumen es similar a las gráficas de fe­
cundidad. 

CONCLUSIONES 

1. Los ejes longitudinal y transversal del 
ovario en Ceratitis capitata (Wied.), están 
relacionados mediante la expresión 1=0,622 t 
+ 0,587 (r=0,55 significativo al nivel de 
probabilidad del 99,9 por 100 con 71 grados 
de libertad). 

2. El volumen ovárico aumenta rápida­
mente en los primeros días de vida, alcan­
zando su valor máximo entre el cuarto y el 
quinto día, para luego disminuir paulatina­
mente hasta la fase senil. Existe, por ello, 
una relación evidente entre el volumen ová­
rico y la fecundidad de la hembra. 

3. El 5-fluoruracilo no afecta al volumen 
ovárico a la dosis de 3 ppm., y sí a 6 y 9 
ppm., pero únicamente en el primer período 
de la vida del adulto y en la F,; en la F2 no 
aparecen diferencias entre moscas tratadas y 
controles, por lo que, puede producirse una 
acomodación del insecto al tratamiento con 
el producto. 



4. Las atrofias oválicas, observadas tanto 
en los controles como en los diferentes tra­
tamientos, son significativamente mas fre­
cuentes en el último periodo de la vida 
(P<0,01). 
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