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CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE PODOSPORA ANSERINA

Ramén-Vidal, D., Ferrer, S. y Vicente, E. *

RESUMEN

A pesar de que la biologia bdsica de Podospora anserina esta bien conoci-
da, hasta el momento no se han podido determinar las condiciones éptimas para
la obtencién de un micelio en las adecuadas condiciones fisiolégicas como para
sufrir el ataque enzimdtico encaminado a la liberacion de sus protoplastos. A este
hecho cabe unir los bajos valores registrados en bibliografia referente al crecimiento
vegetativo y procesos de esporulacion y germinacion de esta especie fiingica.

Por todo ello decidimos abordar en el presente trabajo el estudio, carac-
terizacidon y mejora de una serie de pardmetros que influyen de forma decisiva en
el cultivo de P. anserina, tanto en el crecimiento en medio sdlido y liquido como en
la produccién y germinacién de sus microconidios. Como resultado de los valores ob-
tenidos, se ha podido modelar un protocolo que permite disponer en tiempos muy
cortos de una abundante cantidad de micelio en excelentes condiciones fisioldgicas
para la liberacion de protoplastos.

SUMMARY
Culture conditions in Podospora anserina.

The basic biology of Podospora anserina is well known, but the growth con-
ditions for the production of a good mycelium suitable enough for the isolation of
protoplasts have no been described hitherto. Furthermore, the rates cited in literature
about vegetative growth, production and germination of microconidia are very low.

Prompted by these data we studied the growth in solid and liquid media,
and the production and germination of microconidia, characterizing and improving
different factors. As a conclusion we have elabored an schedule for the production of
high amounts of juvenile mycelium at short term, adequate for the liberation of pro-
toplasts.

* Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia. Universidad de Valencia. Burjasot, Valencia.

99



INTRODUCCION

La existencia en el Ascomycete Podos-
pora anserina de un plasmido (pIDNA),
abre interesantes posibilidades de cara al
futuro, relativas a su empleo como vector
de clonacidén en experiencias de Ingenieria
Genética con hongos filamentosos.

Con anterioridad al empleo del pIDNA
en la formacion de moléculas de DNA re-
combinante se hace preciso perfilar ciertos
aspectos relativos a la biologia bdsica de
este hongo: condiciones de cultivo, obten-
cién de protoplastos, etc. Tan solo cuando
éstos se encuentren totalmente establecidos
y optimizados se podra abordar con relati-
va seguridad las experiencias genéticas.

En este trabajo nosotros intentamos
identificar y mejorar las condiciones de
cultivo de P. anmserina, tanto en lo que
hace referencia a su crecimiento vegetativo
como a los fendmenos de produccion y
germinacion de esporas asexuales.

MATERIALY METODOS
a) Cepas

Las cepas + y — de Podospora anserina
s nos fueron cedidas gentilmente por el Dr.
Karl Esser, del Lehrstuhl fiir Allgemeine
Botanik de la Ruhr Universitit.

b) Medios.

AMM: medio segun PRILLINGER y ES-
SER (1977), a base de acetato.

CMM: medio segin ESSER (1974), he-
cho con harina de maiz.

CZM: medio minimo Czapeck de
Oxoid.

FOM: medio de Fowell segin LODDER
(1974).

GOM: medio de Gorodkowa segun

LODDER (1974).

medio de extracto de malta se-

gun FERRER et al. (1982).

medio de extracto de malta se-

gun comunicacion personal del

Dr. J. F. Peberdy, y de compo-

sicién: Extracto de Malta

0,5%, Extracto de Levadura

0,5% y Glucosa 0,5%.

MEM::
MEM::
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MFM: medio segin RAMON (1983), a
base de comida de rata.
MGM: medio de germinacion de mi-

croconidios segun ESSER
(1974).

MME:: medio minimo 1 segin ESSER
(1974).

MME2: medio minimo 2 segun ESSER
(1974).

MMP: medio minimo segin PONTE-
CORVO (1953).

MPM: medio de producciéon de micro-
conidios segin ESSER (1974).
PDM: medio Potato Dextrose Broth de
Difco.
PMM: medio de esporulacion segun
PONTECORVO (1953).
RFM: medio seguin RAMON (1983), a
base de comida de conejo.
SAM: medio de Sabouraud de Oxoid.
SSM: medio de almidon soluble segun
RAMON (1983).

c) Condiciones de cultivo.

[.-CRECIMIENTO VEGETATIVO

Para determinar y cuantificar el creci-
miento en medio sélido, se sembraron pla-
cas de los medios anteriormente mencio-
nados por series duplicadas. Se llevaron a
incubacidn todas las placas a 27°C, si bien
una serie se mantuvo en la oscuridad y la
otra fue expuesta a la luz (3,5 4 E m=2s).
Al cabo de 6 dias se determiné en cada
placa el diametro de colonia, asi como el
aspecto general y ausencia 0 presencia de
pigmento en la misma.

En cuanto a los medios liquidos el estu-
dio realizado fue mas profundo, analizan-
dose los siguientes parametros: tipo de me-
dio, presencia o ausencia de luz (0,7 u E
m-2s-1), pH del medio, tipo de agitacion y
tiempo de crecimiento. En todos los casos
se inocularon matraces de 250 ml con 25
ml del medio en cuestion, llevandose a in-
cubacidn a los diferentes tipos de agitacion
y 27°C. Al cabo de 24-48 horas, excepto en
la experiencia de la influencia del tiempo
de cultivo donde los muestreos fueron dia-
rios, se determind la biomasa producida en
forma de peso humedo.



II.-OBTENCION DE MICROCONIDIOS

Se analizaron en este caso los parame-
tros del tipo de medio, pH del mismo, in-
fluencia de la luz (3,5 u E m-2s!) e influen-
cia de la Ampicilina. Para ellos se inocula-
ron placas Petri con suspensiones de mice-
lio para los diferentes tipos de medio, y se
llevaron a incubacion a 27°C durante 10
dias. Pasado este tiempo se determino el
numero de conidios producidos por placa.

IN.-GERMINACION DE LOS MICRO-
CONIDIOS.

Se estudid la influencia que sobre el
proceso pudieran tener el tipo de medio, el
pH del mismo, la luz (3,5 u# E m2s1), la
adicion de Ampicilina y la existencia de
un pretratamiento de tipo térmico a los co-
nidios. El proceso consistio en inocular 107
microconidios por placa de los diferentes
medios, llevando las placas a incubar a
27°C durante 5 dias, pasados los cuales se
conto el numero de colonias por placa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para el estu-
dio sobre los medios sélidos se pueden ob-
servar en las Tablas 1 y 2. A la vista de los
mismos se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

(a) El diametro de colonia al crecer el
hongo en algunos medios minimos (CZM)
o pobres (FOM, GOM) super6 al obtenido
al crecerlo en medios completos (CMM,
MEM:). Este hecho no se debe interpretar
como un mayor crecimiento en medios
minimos o pobres, puesto que las colonias
obtenidas en ellos son laxas y sus hifas se
difunden muy profusamente por el agar en
busca de los nutrientes sin apenas cruzarse.
En cambio, en los medios complejos las hi-
fas se entrecruzan y apelmazan unas con
otras, dando a pesar de haber habido un
mayor crecimiento, una menor difusion y
por lo tanto un menor didmetro.

(b) En ciertos medios (CMM, FOM,
GOM, MFM, MEM:, PMM y RFM) la
cepa — dié diametro de colonia superior al

de la cepa +. En nigun caso la cepa + obtu-
vo un diametro netamente superior al de la
cepa —.

(¢) Son muchos los medios en los cua-
les el diametro de colonia conseguido fue
superior al crecer el hongo en presencia de
luz, dando idea de la influencia positiva de
la misma en el proceso.

(d) Para las dos cepas se detectd una
gran influencia del tipo de medio en la
produccion de pigmentos. A mayor canti-
dad de nutrientes en el medio, mayor y
mas rapida produccidon de pigmento. To-
dos los medios completos, a excepcion del
SSM, producen dicha sustancia. Los me-
dios pobres, excepto el PMM, también lo
hacen aunque en menor medida. Los me-
dios minimos no lo producen en ningun
caso en las condiciones estudiadas.

(e) La presencia de la luz influye muy
fuertemente en la produccion de pigmento.
Hay casos en los cuales se produce tan solo
a la luz (RFM y SAM). En los casos en los
que se produce a la luz y en oscuridad el
depdsito en el primer caso es indudable-
mente mucho mayor.

Ante estos datos decidimos utilizar
como medio solido completo de tipifica-
cion de P. anserina el CMM, dado el as-
pecto tan caracteristico que las colonias
del hongo crecidas sobre él tienen. Se con-
siderd6 como un buen medio minimo el
CZM, pues produce buen crecimiento y su
preparacion es facil.

Las condiciones de crecimiento en me-
dio liquido de P. anserina daban hasta el
momento resultados de aumento de bio-
masa en el tiempo muy pobres. En las me-
jores condiciones (ESSER, 1974) tan solo se
lograban 5 g de micelio humedo por litro
de CMM vy tras 4-5 dias de incubacidn, con
lo cual surgian una serie de problemas: se
deben utilizar grandes volumenes de me-
dio, el tiempo de crecimiento es muy lar-
g0, y por esta misma razon el micelio pro-
ducido es viejo y pigmentado, lo cual difi-
culta la actuacion de los enzimas liticos de
cara a la obtencion de protoplastos. Para
intentar solventar estos problemas se anali-
zaron una serie de parametros.
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TABLA 1

MEDIAS DE LOS DIAMETROS (en cm) y desviaciones tipicas de los valores de las co-
lonias al cabo de 6 dias de crecimiento de las cepas + y — de P. anserina en diferentes ti-
pos de medios s6lidos y con ausencia o presencia de luz. (—: crecimiento no detectado).

CEPA + CEPA -
MEDIO TIPO Luz Oscuridad Luz Oscuridad
ACMM Completo 2,3+0,2 2,2+0,2 3,3+0,2 2,8+0,2
ACZM Minimo 4,8+0,3 45+03 5,0+0,5 45+0,5
AFOM Pobre 6,1+0,6 5,1+03 6,5+0,3 59+0,7
AGOM Pobre 6,2+0,3 5,0+0,3 7,1£0,7 5,5+0,3
AMEM) Completo 4,3+0,5 4,1+04 4,1+0,3 39+03
AMEM:2 Completo 2,1+0,1 2,2+0.2 2,8+0,2 2,1+0,2
AMFM Completo 49+04 4,1+04 6,5+0,3 5,0+0,3
AMGM Pobre 0,1+0,1 0,1+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1
AMME| Minimo — — 0,1+0,1 —
AMME2 Minimo 1,5+0,2 2,0+0,2 3,603 2,1+0,2
AMMP Minimo 0,2+0,1 0,7+0,1 0,8+0,2 0,7+0,1
AMPM Pobre 3,0+0,2 1,602 24+03 1,5+0,2
APDM Completo 1,7+0,2 1,8§+0,2 1,8+0,1 1,7+0,2
APMM Pobre 0,1 0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,6+0,2
ARFM Completo 4,5+0,3 3,9+0,3 5,6+0,5 44+04
ASAM Completo 2,2+0,2 1,5+0,2 1,9+0,3 3,1+0,3
ASSM Completo 6,1 +0,5 6,2+0,6 59+0,5 5,604
TABLA 2

ASPECTO DE LAS COLONIAS al cabo de 6 dias de crecimiento de las cepas + y — de P.
anserina en diferentes tipos de medios s6lidos y con ausencia o presencia de luz. (+++:
pigmento muy abundante. ++: pigmento abundante. +: pigmento en pequeiia cantidad.
—: ausencia de pigmento. R: colonia rosdcea. A: colonia algodonosa. ?: crecimiento no

detectado).
CEPA + CEPA -

MEDIO TIPO Luz Oscuridad Luz Oscuridad
ACMM Completo +++ + 4+ +
ACZM Minimo A- A- A - A-
AFOM Pobre +++ - +++ -
AGOM Pobre R - R -
AMEM| Completo ++ + ++ +
AMEM:2 Completo ++4+ + +4++ +
AMFM Completo A+ A- A+ A-
AMGM Pobre - - = -
AMME! Minimo ? ? - ?
AMME2 Minimo A- A= A - A -
AMMP Minimo - - = =
AMPM Pobre A++ A++ A++ A++
APDM Completo ++ ++ ++ ++
APMM Pobre e = B 2%
ARFM Completo A+++ A++ A+++ A++
ASAM Completo ++ - ++ =

ASSM Completo A- A- A- A-
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En primer lugar se vio la influencia del
tipo de medio, al crecer el hongo durante
36 horas con agitacion y luz en 25 ml de
diferentes tipos de medio. Los resultados
son los que aparecen en la Tabla 3. Al so-
meter estos datos a un analisis estadistico
de la varianza para un disefio factorial sin
repeticion con posterior test de rango con-
tinuo de Duncan, se diferenciaron dos
grandes grupos de medios: por un lado el
compuesto por GOM, MEM: MFM,
RFM y SSM, cuyo rendimiento bajo estas
condiciones se puede considerar superior a
los 45 g/1 de medio; por otro el compuesto
por CMM, MEM,, PDM y SAM, con ren-
dimiento proximo a los 10-15 g/l. Por otra
parte, y de acuerdo con estos datos, se ob-
serva un mayor indice de crecimiento de la
cepa — en todos los casos.

Se analizo también la influencia que la
presencia o ausencia de luz pudiera tener
sobre el crecimiento en liquido. Para ello
se probaron series de varios medios con o

sin luz, durante 36 horas y bajo las mismas
condiciones de cultivo citadas anterior-
mente; los resultados que se obtuvieron
quedan reflejados en la Tabla 4. Se puede
observar en todos los casos el mayor indice
de crecimiento en presencia de luz.

Para determinar el efecto del pH del
medio, se crecio el hongo en MEM: a dife-
rentes pHs desde pH 2,0 a pH 9,0 en inter-
valos de una unidad. Los valores consegui-
dos tras 30 horas de crecimiento en las
condiciones anteriormente resefiadas se
pueden apreciar en la Figura 1. Sin duda,
el pH optimo es de 7,0. Valores por arriba
0 abajo limitan muy fuertemente el creci-
miento. Este pH optimo es elevado si se
compara con los pHs dptimos de creci-
miento para las especies fiingicas que sue-
len estar entre 4,0 y 5,0. A estos valores la
respuesta de crecimiento de P. anserina es
muy baja, practicamente se produce tan
solo un crecimiento residual.

TABLA 3

MEDIDAS DE LA BIOMASA (en g) vy desviaciones tipicas de los valores obtenidos al
crecer P. anserina en 25 ml de diferentes tipos de medios liquidos por 36 horas a 27°C y
agitacion orbital en presencia de luz.

MEDIO CEPA + CEPA -
CMM 0,34 = 0,03 1,06 + 0,06
GOM 0,72 + 0,09 1,67 = 0,05
MEM| 0,19 + 0,01 0,49 + 0,08
MEM2 0,74 = 0,06 1,45 + 0,09
MFM 0,64 + 0,08 1,69 = 0,07
PDM 0,11 = 0,03 0,45 + 0,08
RFM 0,86 = 0,04 1,79 = 0,07
SAM 0,03 = 0,01 0,04 + 0,02
SSM 0,66 + 0,08 1,42 + 0,08
TABLA 4

RESPUESTAS DE CRECIMIENTO y desviaciones tipicas de los valores (en g) de P. an-
serina en diferentes medios liquidos al crecerla por 36 horas a 27°C y agitacién or-
bital y en presencia o ausencia de luz.

CEPA + CEPA -

MEDIO Luz Oscuridad Luz Oscuridad
CMM 0,34+0,03 0,02 £0,01 1,06 +0,06 0,50+0,08
GOM 0,72+0,09 0,58+0,05 1,67+0,05 1,25+0,07
MEM:2 0,74+0,06 0,63+0,03 1,45+0,09 1,34+0,03
RFM 0,86 0,04 0,70+0,04 1,79 +0,07 1,45+0,06

103



50t

401

20r

BIOMASA (g/1}

10f

\+\

—e—o—o—
20 30 40 50 GD 70 B,O 9.0

pH

Ficura 1.-INFLUENCIA DEL pH en el crecimiento

en medio liquido de P. anserina. La experiencia se

realizé en MEM2 y 36 horas de incubacion a 27°C y
agitacion orbital en presencia de luz.

Dada la intensa relacion del tipo de
agitacidon con las condiciones de aireacion
del cultivo, se decidié probar tres diferen-
tes tipos de agitacion: la orbital, la trans-
versal y una tercera mediante un agitador
magnético, y en las condiciones ya estable-
cidas con anterioridad. Tras 36 horas de
incubacion, la agitacion orbital proporcio-
nd unos 54 g de micelio por litro, mientras
que la transversal daba 35 y la magnética
tan solo 11. Parece ser pues que la agita-
cion orbital proporciona al medio la mejor
aireacion posible, siendo de cualquier ma-
nera la mas eficaz.

En otro apartado, resultaba para noso-
tros interesante conocer la cantidad de bio-
masa producida tanto a tiempos cortos (24
horas) como a tiempos mas largos (72 ho-
ras 0 mas); si a tiempos cortos se logra una
cantidad de micelio suficiente como para
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obtener protoplastos, la liberacion de los
mismos se ve ampliamente favorecida al
no estar engrosada la pared. Las experien-
cias se llevaron a cabo en las condiciones
Optimas ya mencionadas, obteniéndose los
datos de la Figura 2, donde se aprecia que
se consigue al cabo de 24 horas un rendi-
miento de 40 g de micelio humedo por li-
tro de medio, cantidad mas que suficiente
para obtener protoplastos. En cuanto a los
tiempos largos la produccion al cabo de
4-5 dias llega a ser de 185 g/l de medio; st
comparamos estos datos con los de biblio-
grafia anteriormente citados en los cuales
se obtenian 5 g/l de medio (ESSER, 1974)
se ha mejorado la produccién en aproxi-
madamente 37 veces.

150f
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TIEMPO(DIAS)
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FiGura 2.-RESPUESTA DE CRECIMIENTO EN
EL TIEMPO DE P. anserina al ser cultivada en
MEM2, 27°C y agitacién orbital en presencia de luz.

Se puede considerar el sistema de creci-
miento vegetativo en liquido a 27°C vy agi-
tacion orbital con luz v GOM, MEM:,
MFM, RFM o SSM a pH 7,0 como am-
pliamente satisfactorio.



Por otra parte, las esporas asexuales de
P. anserina son en realidad los microconi-
dios del hongo (ESSER, 1974). Para obtener
un buen micelio al partir del cual liberar
protoplastos se hace imprescindible una
primera siembra a partir de microconidios,
con el fin de asegurar la edad y estado fi-
sioldgico del cultivo. La produccion de mi-
croconidios en MPM, tal y como aparece
descrita en el articulo antes citado, se po-
dia considerar como suficiente para nues-
tras necesidades. No obstante decidimos
estudiar algunos factores que pudieran in-
fluir y con ello optimizar un poco mas las
condiciones. En primer lugar se analizo de
una forma cualitativa la capacidad de pro-
duccion de microconidios en diferentes ti-
pos de medios, tanto ricos como pobres en
nutrientes. No se pudo apreciar esporula-
cion en ningun medio completo, teniendo
ésta lugar por el contrario en dos medios
pobres (FOM y MPM) y en el medio mini-
mo MMP de entre todos los ensayados.
Todos estos datos concuerdan con el hecho
de que la entrada en esporulacion se pro-
duce ante la falta de nutrientes. Se conside-
ré el medio Optimo de esporulacion el
MPM por ser el que mayor tasa producia
de todos. En segundo lugar se probo la in-
fluencia que sobre la esporulacion pudiera
tener la ausencia o presencia de luz, deter-
mindandose un efecto negativo al disminuir
el nivel de produccion desde 10 7 a 105 mi-
croconidios por placa. En tercer lugar se
analizo la influencia del pH del medio,
sembrandose placas de MPM desde pH 4,0
a pH 8,0 en intervalos de una unidad, de-
tectandose las producciones que aparecen
en la Figura 3. El pH optimo de produc-
cion es de 4,0; valores por debajo no per-
miten el crecimiento de P. anserina y va-
lores por arriba decrecen la produccién
ampliamente. Finalmente se estudid el
efecto que pudiera tener la Ampicilina en
el proceso de la esporulacion, no detectan-
dose variaciones significativas entre los 0 y
1.000 pg/ml.

Una vez establecidas las condiciones
optimas para la produccion de microconi-
dios interesaba optimizar el proceso de
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FiGura 3.-INFLUENCIA DEL pH EN LA ESPO-

RULACION DE P. anserina. La prueba se realizd en

MPM incubéndose las placas por 10 dias a 27°C y os-
curidad.

germinacion de los mismos y superar asi
la creencia general de que en esta especie
fungica no germinan (ESSER, 1974). En
nuestro caso ciframos inicialmente la fre-
cuencia de germinacion en 10-7 para ambas
cepas en MGM. Obviamente esto dificulta
enormemente el proceso de siembra, pues
obliga a conseguir cantidades de microco-
nidios proximas a 10! para sembrar un
matraz con 25 ml de medio. Por ello se pa-
saron a analizar los siguientes parametros.
En un principio se determind qué tipo de
medio era el optimo para la germinacion
viéndose que era el MGM si bien el MEM:
y RFM son capaces de proporcionar resul-
tados solo ligeramente inferiores. Paralela-
mente se establecid que la luz no ejercia
ningun tipo de influencia en la capacidad
de germinacion de los microconidios. Por
el contrario si se vidé que el pH del medio
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era bastante importante al obtenerse los re-
sultados que se muestran en la Figura 4
donde se observa que el pH optimo de ger-
minacion es de 5,0 aunque los microconi-
dios son capaces de germinar desde pH 4,0
a pH 9,0. Otro hecho notable es que la
Ampicilina, en contra de lo que ocurria en
la esporulacidn, si es capaz en este caso de
afectar al proceso tal y como queda refleja-
do en la Figura 5, en la que se observa un
aumento practicamente lineal de la fre-
cuencia de germinacion desde 0 a
100 pg/ml; a partir de aqui se estabiliza la
frecuencia, siendo el aumento global de 3
veces. Por ultimo se analizd el efecto que
un pretratamiento de tipo térmico pudiera
tener sobre la germinacion, realizandose
pruebas a =20, 0 y 58°C. Los pretratamien-
tos a bajas temperaturas apenas tienen nin-
gun efecto, incluso disminuyen ligeramen-
te la viabilidad. Por el contrario el de 58°C
aumenta los valores en unas 2 veces res-
pecto al control a temperatura ambiente.
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Ficura 4 -INFLUENCIA DEL pH EN LA GERMI-

NACION de microconidios de P. anserina. Se em-

plearon placas de MGM que se incubaron a 27°C y
oscuridad durante 5 dias.
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A la vista de todos estos resultados se
considerdo como método Optimo de germi-
nacion de los microconidios el empleo de
MGM a pH 5,0 y suplementado con
100 pg/ml de Ampicilina. Se considera asi-
mismo conveniente la realizacion de un
pretratamiento de 15 minutos a 58°C. Con
todo ello se puede lograr una tasa de ger-
minacion de los microconidios de aproxi-
madamente 10-5.

Como conclusion general del presente
trabajo, ademas de la caracterizacion de to-
dos los parametros ya descritos, se ha ela-
borado un protocolo standard para la ob-
tencion de un micelio en condiciones fisio-
l6gicas Optimas de cara a la liberacion de
protoplastos de P. anserina que consta de
los siguientes pasos: el proceso comienza
con ¢l inoculo de microconidios en MGM.
Este paso tiene como objetivo el comenzar
el proceso a partir de un clon de microco-
nidios que permite asegurar la obtencion
de micelio juvenil de una forma absoluta.
El siguiente punto consiste en el transvase
de los microconidios pasados 3 dias bajo
las condiciones anteriores y que ya han co-
menzado a germinar, desde el MGM al
AMM. Este ultimo medio tiene la particu-
laridad de retrasar la aparicion de la senes-
cencia (PRILLINGER y ESSER, 1977), dan-
dose el hecho de que el micelio que crece
en €l no pigmenta hasta tiempos muy su-
periores a los normales. Tras 6 dias de in-
cubacion, se homogeniza este micelio, dis-
poniéndose entonces de un micelio juvenil
no pigmentado y que se encuentra en cre-
cimiento activo; éste puede almacenarse a
4°C durante periodos relativamente largos.
Al inocular con él nuevos medios, el creci-
miento comienza inmediatamente, pudién-
dose lograr con tiempos cortos de 24 horas
una buena cantidad de micelio. Este mice-
lio se encuentra en excelentes condiciones
para el ataque enzimatico, al tener la pared
poco engrosada y carecer totalmente de
pigmento.
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FiGUrRA 5S.-INFLUENCIA DE LA AMPICILINA EN LA GERMINACION de microconidios de P. anserina.
La experiencia se realizé con placas de MGM que se suplementaron con diferentes concentraciones de Ampici-
lina, incubandose a 27°C y oscuridad por 7 dias.
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