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RESUMEN

Con el fin de disminuir el empleo de altas dosis de sustancias quimicas, empleadas para el control de la’
enfermedad de tizén de fuego (Erwinia uredovora) en cultivos de Pyrus sp. (pero), se aislaron
microorganismos antagénicos a partir dé suelo rizosférico y cultivos sanos de esta planta. Para determinar
el antagonismo in vitro de los microorganismos aislados frente a' Erwinia itredovora, se emplearon los
métodos de canal, disco y franja. Los mejores resultados se obtuvieron con el método de disco. Los halos
de mayor didmetro de inhibicién, los presentaron los microorganismos Pseudomonas ﬂuorescens biovar
1.(16 mm), Enterobacter agglomerans (15 mm), y Erwinia stewartii (14 mm).

PALABRAS CLAVES: antagonismo, halos de inhibicién, ﬁtopatogeno, Pyrus sp., tiz6n de fuego .

ABSTRACI‘

In order to diminish the use of high doses of the chemical substances employed for the

control of fire blight (Erwinia uredovora) in pear crops (Pyrus sp.), antagonistic rmcroorgamsms were
isolated from the soil near healthy trees, from the rhizosphere, leaves, and stems of the same trees. To
determine the antagonism in vitro, of these microorganisms against Erwinia uredovora, the following
methods were used: channel, disk and strip. The best results were obtained with the disk’ method. The
microorganisms which produced the largest inhibition halos were: Pseudomonas fluorescens bzovar 1(16
mm), Enterobacter agglomemns (15 mm) and Erwinia steawartii (14 mm)

INTRODUCCION misma al colapsar con células adyacentes a la
N ’ masa bacteriana. (Erazo 1989, Franco 1993,
El tizén de fuego o chamusco, producidoporla  Mayea 1993, Walker 1993). Cuando la infeccion
bacteria Erwinia uredovora, en frutales de hoja  primaria ocurre y avanza a través de 1os tejidos,
caduca, se caracteriza por la aparicion de peque-  produce exudado o lama, especialmente durante
fias lesiones aguanosas sobre la parte infectada. |, floracién, causando el ablandamiento y enne-
La bacteria penetra en las flores a través de1os  grecimiento de los tejidos de la planta, la
estomas, nectarios y estigmas (Agrios 1988)-En  momificacion del fruto y la pérdida total el cal-
las hojas y frutos, el microorganismo penettaa  iyo (Batjer 1990, Gamboa 1982, Gerhard 1997,
través de los estomas y en las ramas por heridas':  Gopzalez et al 1993 Lopez 1994) ’
recientes. Una vez en el interior de la planta, la
bacteria se moviliza intracelularmente mediante ~ La bactena Erwmza uredovora se caractenza por
espacios esquizégenos originados por la bacteria ser.un bacilo Gram negativo perteneciente a-la
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familia Enterobacteriaceae (Noel 1994). Enla

mayoria de los medios de cultivo presentan colo-

nias de aspecto mucoide, con bordes irregulares

y color amarillo tenue. Metabdlicamente tienenla -

capacidad de fermentar carbohldratos reducir ni-
tratos a nitritos y crecer con ‘facilidad en medios
de cultivo que contengan nittGgend; ademds care-
cen de la enzima citocromo oxidasa (Billing 1993,
Franco 1993, Walker 1993).

La diseminacién de Erwinia uredovora, a partir

de plantas enfermas ocurre rdpidamente por ac-

ci6n del viento e insectos a plantas no infectadas
que normalmente poseen las siguientes caracte-
risticas: 1) bajo contenido de carbohidratos y alto
contenido de nitrégeno, 2) crecimiento en condi-

ciones de alta humedad y temperaturas entre 18°C .
y 30°C, y 3) crecimiento en suelos arcillosos con - .
pH bajo.(Agrios 1988, Magness 1997, Meehan -

1996, Peffer 1991, Reed 1994, Reil 1998, Rosen
1993 Smlth 1992 Wa.lte 1998) :

La enfermsdad de tizén de fuego producnda por la
bacteria Erwinia uredovora, ha sido una de las
mds destructoras de frutales de hoja caduca en
Europa y Estados Unidos, causando una dismi-
nucion entre el 52% y el 60% en la produccién, y
pérdidas econdmicas hasta de 93%. (Johnson

1993, Wrather 1993). La dificil erradicacién de -

esta bacteria y su rdpida diseminacién han consti-
tuido un obstaculo para lograr el control de'la
enfermedad (Zhong~Mm 1992)

De acuerdo a mveshgacxones reahzadas porel

Instituto Colombiano para la Reforma Agraria

INCORA, se calcula que en Colombia existen mis

de 50.000 hectareas aptas para el desarrollo de
frutales de hoja caduca, ubicados a lo largo de
ocho departamentos en la cordillera Oriental que
presentan condiciones 6ptimas de: altura entre
1.800y3. 000 metros y temperatura entre 12°Cy
18°C-conuna produccmn de 11.400 kg/ha (Cam—
pos.1989). .

La enfei’medad de tizén de fuego producida por
Erwinia. uredovora éncontrada en cultivos de
Pyrus sp. en nuestro pafs, ha demostrado la agre-
sividad del microorganismo, cansando la pérdida
total del cultivo (Gonzélez et al. 1993, Baquero et
al.-1996). Este problema fitopato-16gico se ha
tratado de controlar infructuosamente, utilizando

~ dosis cada vez mis altas de sustancias quimicas,
_las cuales han generado: 1) seleccidn de

microorganismos mds resistentes y patégenos

para los cultivos, 2) acumulacién y persistencia

" de la sustancia toxica en el producto cosechado
- (Blllmg 1993, Boccara 1990), y 3) graves des-
" Grdenes genetlcos intoxica-ciones e infeccio-

nes en el hombre (Borden 1996, Bruner 1993)

_.al igual que en animales reduciendo su pro-

ductividad y fertilidad. (Coxe 1997, Downing
1995, Fisher 1995, Joel 1992, Johnson 1993,

' Zhong-Min 1992).

El estudio sobre control biolégico de Erwinia
uredovora se ha incrementado en los Gltimos afios
en paises como Estados Unidos, Canadd y Ale-
mania. Sin embargo, en Colombia hasta ahora se
estd incursionando en este campo. (Baquero etal.
1996, Gonzilez et al. 1993). -

En el diagndstico de necesidades del sector agri-
cola, el control de las enfermedades en las plantas
por medio de microorganismos antagénicos, 'se
presenta como una alternativa para mejorar 1a pro-
duccion, sin causar alteraciones biolGgicas y apor-
tando tecnologia ambientalmente sana para el apro-
vechamiento sostenible de los recursos biol6gi-
cos. Por consiguiente, el objetivo de este trabajo

-fue aislar e identificar microorganismos presen-

tes en el suelo rizosférico, suelo y material de
cultivos sanios de Pyrus sp., que presentaran acti-

‘'vidad inhibitoria para Erwinia uredovora, bacte-

ria causante de la enfermedad de tizén de fuego.

" MATERIALESY METODOS

Reconocimiento fitosanitario

Se realizo el reconocimiento fitosanitario del cul-
tivo de Pyrus sp., conformado por 120 drboles,
sembrados.en un 4rea de 200m?, ubicado en la
finca “Chuqua Puyana” en el municipio de Soacha, .
Cundinamarca, a 2.600 metros de la altura, con
temperatura entre 8°C y 15°C.

Toma de muestras

De este cultivo de Pyrus sp., se seleccionaron
los 12 4rboles mads afectados por el
fitopatdgeno. De cada uno de los drboles se-
leccionados se tomaron muestras empleando
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bisturi estéril a partir de racimos de flores de
color pardo con marchitamiento y muerte, al
igual que de raiz, brotes vegetativos, hojas y
frutos inmaduros de aspecto aceitoso y color
negro. Las muestras se transportaron en bol-
sas pldsticas estériles dentro de neveras de
icopor, para ser procesadas antes de tres ho-
ras.

Procesamiento de las muestras

Los fragmentos de material vegetal fueron des-
infectados con hipoclorito de sodio al 0.5%
durante 5 minutos y lavados con agua estéril
en tres pases, antes de ser colocados sobre la
superficie de los medios de cultivo. Las mues-
tras fueron sembradas en medlos de: agar in-

fusién cerebro corazén, agar nutritivo y agar:

extracto de levadura - dextrosa - carbonato de

calcio (YDC), e mcubadas a 32°C durante 48

horas.

Identificacién de los microorganismos

Para el diagndstico de los microorganismos
obtenidos en los medios de cultivo, se obser-
varon las caracteristicas macroscopicas de las
colonias, se realizaron frotis y coloracién de
Gram, como también una identificacién
metabdlica. Para esta identificacién
metabdlica, se emplearon pruebas para deter-
minar la fermentacién de maltosa, sorbitol,
manitol, lactosa y xilosa, y se establecié si
producian fermentacién incompleta o
butilenglicélica (Voges Proskauer) o fermen-
tacién 4cido mixta (rojo de metilo). Se analizé
la produccién enzimatica de Dnasa, catalasa,
gelatinasa, ureasa, citocromo oxidasa, como
también la produccién de indol y H,S. (Noel
1994). El inéculo de Erwinia uredovora se
preparé en concentracién de 1.2 x 106 UFC/ml,
empleando el tubo ndmero cuatro de la escala
de MacFarland. Se inocularon nueve plantulas
de Pyrus sp. (pera), de tres meses de edad, 30
cm de altura, y certificadamente sanas, con 0.5
ml de la suspensién bacteriana de Erwinia
uredovora empleando una jeringa de insulina.

La inoculacién se realizé a nivel de tatloy ra-
mias con intervalos de tres dfas, hasta comple-

tar 2.0 ml. Como control del experimento, se.

inocularon nueve plantulas de Pyrus sp.
certificadamente sanas, con agua destilada es-
téril. Las pldntulas se observaron diariamente
hasta la aparici6n de las lesiones caracteristi-
cas de tiz6n de fuego, lo cual fue evidente a los
veinte dias de la inoculacién. Se realizaron culti-
vos de las partes de las plantulas afectadas porel
tizon de fuego en los siguientes medios: agar
nutritivo, agar infusién cerebro corazén y medio
de YDC. Los medios se incubaron a 32°C durante
24 horas. Las bacterias obtenidas en los medios
de cultivo, se identificaron por medio de 1a ob-
servacién macroscépica de las caracteristicas de
las colonias, frotis y coloracién de Gram y el
correspondiente estudio metabélico: (Tabla 1).

Reacciones‘bibquim_icas | Erwinia uredovora
Citocromo Oxidasa - Negativa
Produccidn de st Negativa’
Nitratos Positiva -
Indol Negativo
Malonato Positivo
LIA K/K

TSI - : K/A

Urea Negativo
Gelatina Negativo '
Lactosa Negativo
Sacarosa Positivo
Glucosa - Positivo
Inositol Negativo
Maltosa . Positivo
Xilosa Positivo
Arabinosa Positivo, .,
OF / Fermentador
Dnasa Positivo
Bilis Esculina Negativo
Rojo de metilo Negativo
Voges Proskawer Positivo

Tabla 1. Identlﬁcacmn bioquimica de Erwmza
uredovora

Obtencién de antagOhistas

Para la obtencién de ¢ rmcroorgamsmos a.ntagom-
cos de Erwinia uredovora, se emplearon plantas
sanas de Pyrus sp., a partir de las cuales se toma-
ron muestras de hojas y tallos, muestras de suelo
rizosférico y muestras de suelo 13_]05 de la rafz.
Para las muestras de suelo rizosférico, se intro--
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dujo una pala estéril en posicién vertical alrede-
dor de la rafz; a una distancia.de 5 cm y una
profundidad de 20 cm en tres partes equidistantes,
obteniendo as{ una capa de suelo alrededor de la
raiz de aproximadamente 1 mm de espesor.

Para tomar la muestra de suelo lejos de laraiz, se
recogi$ una.muestra con espétula estéril a una
profundidad de 40 cm. y a una distanciade 5 cm
del drbol. Todas las muestras tomadas se pusie-
ron independientemente en bolsas pldsticas esté-
riles, selladas y marcadas para ser transportadas
al laboratorio y luego ser procesadas antes.de tres
horas. Se pesaron 10 g de cada una de las mues-
tras tomadas anteriormente, se suspendieron en
90 ml de agua destilada estéril y se agitaron du-
rante 20 minutos. A pamr de esta suspenswn se
hicieron diluciones de hasta 107. Se sembré 1.0
ml de cada una de las diluciones, comenzando
porla diluci}('mflO“ en medios de Mac Conkey y
agar nutritivo. El in6culo se distribuyd sobre toda
la superficie del agar, se dejé secar durante media
hora, y luego se incubé a 32°C por 24 horas.
(Koneman 1985, Mayea 1993). Las colonias
bacterianas obtenidas en los medios de Mac
Conkey y agar nutritivo, se repicaron indepen-
dientemente en medios de agar nutritivo y de Mac
Conkey, para obtener cultivos puros.

Pruebasde anta'go'nismo

Los microorganismos puros, fueron enfrentados
ala cepa de Erwinid uredovora, en agar nutritivo
(Neira 1995). Para el enfrentamiento de la Erwinia
uredovora con los posibles microorganismos
antagénicos se ensdyaron los métodos de disco,
canal y franja.

" Para realizar el método de disco, se prepararon
emulsiones de Erwinia uredovora, en concentra-
cién de 1.2 x 10%y 1.5 x 108 UFC/ml empleando
para esto los tubos 4 y 5 del patrén de
MacFarland. Se realizaron emulsiones de los po-
sibles microorganismos antagénicos, en concen-
tracionesde: 1.5x 10%,1.8x10%,2.4x 108y 3.0
x 10°* UFC/ml, comparados con los tubos 5, 6, 8
y 10 del patrén de MacFarland. Con una perfora-
dora se hicieron discos de papel absorbente de 6
mmde didmetro, s empacaron en tubos de ensayo

y se esterilizaron en normno durante dos horas a_

160°C. Los discos estériles se sumergieron en cada

una de las emulsiones preparadas con los posibles
microorganismos antagénicos, y se secaron en una
estufa bacteriol6gica a 37°C durante 24 horas. Con
las concentraciones 1.2x 108y 1.5 x 10° de Erwinia
uredovora, se hicieron siembras masivas en agar:
nutritivo, y sobre la superficie sembrada se co-
locaron los discos impregnados con las concen-
traciones 1.5 x 10%, 1.8 x 108, 2.4 x 10%y 3.0 x
108, de los pesibles microorganismos antagéni-
cos. El medio de agar nutritivo se incubd a 32°C
durante tres dfas. La lectura de inhibicién del
crecimiento de Erwinia uredovora por parte de
los:-microorganismos antagénicos se hizo por
observacién macroscopica de halos de inhibi-
cién mayores de 10 mm de didmetro, al rededor
de los discos impregnados con los antagonistas
(Lennette 1994). Para realizar el método de ca-
nal, se realizé un orificio de 5 mm de ancho por
2 cm de longitud y 2 mm de profundidad con
cuchilla de bisturf estéril sobre la superficie del
medio de agar nutritivo. Se sembr6 masivamen--
te sobre toda la superficie del medio con Erwinia
uredovora en concentraciones de 1.5x 10%y 1.8
x 10%, y a cada medio se adicioné en €l canal 0.5
ml de los posibles microorganismos antagéni-
cos en las siguientes concentraciones: 1.5 x 10%,
1.8 x 108, 2.4 x 108 y 3.0 x 10%. Los medios se
llevaron a incubar a 32°C durante dos dias, hasta
observar el desarrollo de Erwinia uredovora y
las zonas de inhibicién cercanas al canal.

Para realizar el método de franja, se sembr6 masi-
vamente Erwinia uredovora en concentraciones de
1.2x 10°y 1.5 x 10° en medio de agar nutritivo y se
incubaron a 32°C durante media hora. Sobre la
siembra masiva, se realiz6 una franja en €l centro
del medio de cultivo con un escobillén impregnado
con los posibles microorganismos antag6nicos en
las concentraciones de 1.5 x 10%, 1.8 x 10%, 2.4 x
10%y 3.0 x 108 Los medios se incubaron a 32°C
durante dos dfas, hasta observar el crecimiento
masivo de Erwinia uredovora y las zonas de mhl—
bicién del crecumento

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se realizé un disefio completamente al azar,

comn doce tratamientos, (trés microorganismos
y cuatro concentraciones), tres repeticiones y
dos unidades expenmentales por repeticion. La
unidad experimental fue el medio de cultivo con

124 -

Universitas ScientiarumVol. 4(2): 121 - 129



Cotrol bioldgico de tizon de fuego

el patégeno. La variable de respuesta fue la
inhibicién del crecimiento, y la variable inde-
pendiente fueron las bacterias antagdnicas. Se
efectud un andlisis de varianza factorial comple-
mentado con una prueba de comparacién multi-
ple de Tukey utilizando un nivel de significancia
de 0.05. Se utiliz6 un andlisis de y, (chi ~ cua-
drado) para comparar los resultados de los mé-
todos de franja y canal (Daniels 1984).

RESULTADOS

Las nueve plantulas de Pyrus sp. inoculadas con
Erwinia uredovora con sintomatologia caracte-
ristica de tizén de fuego, presentaron los prime-
ros sintomas de la enfermedad a los 20 dfas. Apa-
recieron manchas amarillas en las hojas, que alos
pocos dfas se extendieron a las hojas de un mis-
mo espoldn o de las ramitas cercanas. El color de
las manchas cambi6 a pardo a lo largo de la nerva-
dura central y nervaduras principales as{ como en
los bordes, entre las nervaduras y en el tallo, hasta
producir enrollamiento y muerte de las hojas.

Al realizar los cultivos en agar nutritivo y YDC,
a partir de muestras de hojas y tallos, que pre-
sent sintomatologia con crecimiento de colo-
nias mucoides de bordes irregulares y color
amarillo tenue. Al éxamen microscépico con
coloracién de Gram se observaron bacilos
Gram negativos. La identificacién metabélica
de las colonias obtenidas correspondié a
Erwinia uredovora, comprobindose asi los
postulados de Koch.

Identificacién de los microorganismos
antagénicos

Enlos cultivos de agar nutritivo y Mac Conkey,
realizados de suelo rizosférico, suelo y cultivos
sanos de Pyrus sp., crecieron varios tipos de
colonias con caracteristicas macroscépicas dife-
rentes. De todas las colonias obtenidas en los
cultivos y enfrentadas a Erwinia uredovora, para
determinar antagonismo, s6lo tres colonias pre-
sentaron halos superiores a 10 mm de didmetro.
Estas colonias fueron seleccionadas y denomi-
nadas microorganismos I, I y IIT para su poste-
rior identificacion bioquimica.

Microorganismo I. El aspecto macroscépico del
crecimiento fue de colonias de consistencia
cremosa bordes irregulares y color amarillo te-
nue. Con la coloracién de Gram, se observaron
bacilos Gram negativos y se identificé
bioquimicamente como Erwinia stewartii (tabla
2) (Noel 1994).

Microorganismo II. El aspecto macroscépico del
crecimiento fue de colonias de aspecto seco, opa-
cas, bordes irregulares y pequefias. Con la colo-
racién de Gram, se observaron bacilos Gram ne-
gativos, y se identific bioquimicamente como
Pseudomonas fluorescens biovar I (tabla 2) (Noel
1994). e

Microorganismo III. El aspecto macroscépico
del crecimiento fue de colonias mucoides, bor-
des irregulares y color amarillo tenue. Con co-
loracién de Gram, se observaron bacilos Gram
negativos y se identificé bioquimicamente
como Enterobacter agglomerans (tabla 2)
(Noel 1994): '

Los resultados de la inhibicidn del crecimien-
to de Erwinia uredovora, en concentracién 1:5
x 108 UFC/ml, por las bacterias antagonistas
Erwinia stewartii, Enterobacter agglomerans
y Pseudomonas fluorescens biovar I, mostra-
ron que el menor didmetro del halo de inhibi-
cién, lo presentdé Erwinia stewartii en concen-
tracién de:1.8 x 10 UFC/ml, con un halo de
inhibicién de 14 milimetros, seguido por
Enterobacter agglomerans en una concentra-
cién de 1.8 x 108 UFC/ml, con un halo de
inhibicién de 15 milimetros y Pseudomonas
fluorescens biovar I, en una concentracién de
1.8 x 108 UFC/ml, con un halo de inhibicién de
16 milimetros (tabla 3).

Con los métodos de canal y franja, las lecturas no
fueron reproducibles, y la inhibicién producida
por el microorganismo antagdnico no se observé
con claridad. o

DISCUSION
Los resultados obtenidés en el presenté trabajo,

permiten establecer la existencia-de microorga-
nismos antagGnicos contra Erwinia uredovora
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Reacciones ~ Psedomonas . Enterobacter
. bioguimicas fluorescens bivar T " agglomerans
Hidrélisis de gelatina Positivo Negativo
Ureasa Positivo Negativo
H,S Negativo Negativo
Fenilalanina Negativo Negativo
Lactosa Negativo Positivo
Maltosa Negativo Positivo
Manitol Negativo Positivo
Xilosa Negativo Positivo
Glucosa Positivo Positivo
Indol Negativo Positivo
Nitratos Positivo Negativo
Rojo de Metilo Negativo Positivo
Voges Proskawer Negativo Negativo
Movilidad Positivo Positivo

Tabla 2. Identificacién bioquimica de los microorganismos antagénicos aislados

en-el suelo rizosférico, en el suelo lejos de la
rafz, y en el material vegetal de cultivo sanos de

Pyrus sp.

Los microorganismos seleccionados en €l pre-
sente trabajo que presentaron los mayores halos
de inhibicién de crecimiento frente a la bacteria
Erwinia uredovora, camplen una funcién de pro-
teccin en la plantacion, ya que fueron aislados
de material de cultivos sanos. Estos mismos
microorganismos estuvieron ausentes en las mues-
tras tomadas en el cultivo de Pyrus sp. afectados

halo de inhibicién
en mm + e.s. (n)

Microorganismo
antagénico

Erwinia steawartii 14 + 0 (24)
Enterobacter agglomerans | 15 + 0.6 (24)
Psedomonas fluorescens

biovar I - :

16 + 0.6 (24)

Tabla 3. Didmetro promedio de los halos de
inhibicién por la accién antagénica de los
microorganismos aislados contra Erwinia
uredovora a una con-centracion de 1.5 x 108
UFC/ml. La concentracién de micreorganismos
antagénicos fue en todos los casos 1.8 x 108 UFC/
ml

por el tizén de fuego (finca “Chuqua Puyana™).
Es indispensable realizar una cuidadosa seleccién
de los microorganismos antag6nicos, ya que como
se pudo determinar en este trabajo, existen nume-
rosas especies microbianas presentes en el culti-
vo, pero su actividad inhibitoria es muy escasa
presentado halos de inhibicién menores de 10
mm, 1o cual no garantiza un efectivo antagonismo
cuando estos microorganismos son empleados a
nivel de campo (Neira 1995).

Por lo tanto recomendamos el uso de los siguien-
tes microorganismos como potenciales
controladores del tizon de fuego, ya que presen-
taron halos de inhibici6n a partir de 14 mm:
Erwinia steawartii, con 14 mm, Enterobacter
aglomerans con 15 mm y Pseudomonas
fluorescens biovar 1. con 16 mm.

Se pudo determinar que el mejor método, para
investigar el antagonismo bacteriano, fue el de
disco, por producir halos de inhibicién claramen-
te definidos y féciles de medir. Por el contrario,
los métodos de canal y de franja, resultaron inexac-
tos y poco confiables debido a que la técnica de
abertura del canal con cuchillas de bisturi, no pro-
duce uniformidad conllevando a inexactitudes en
la cantidad de inéculo.

El método de franja tampoco presénté resulta-
dos confiables, debido a que probablemente,
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Graydos '

Cuadrados- R A P '

Efecros " ’ ' Suma de :

principales cuadrados = de libertad .. medios

A: Tipo bacteria 58333 2 29167 -7 512 :
B: Con antagonista 301.8333 3 100.61111  176.683 0001
C: Con Erwinia uredovora 256.88889 1 256.88889  451.122 0001
Interacciones :

AxB 6.08333 6 1.013889 1.780 11232
AxC 3.86111 2 . 1930556 .. 3.390  .0420
BxC 133.00000 3 44333333 77.854 - .0001
AxBxC 7.91667 6 . 1319444 2317 . .0480
Residuo 27.33333, 48 569444 . .
Total

737.500000

Tabla. 4 Analisis de varianza para los halos de inhibicién de los microorganismos antagomcos contra

Erwinia uredovora

en el momento de realizar la siembra o franja
con el microorganismo antagénico, se retir6

una fraccién de la poblacién de Erwinia
uredovora. Esto puede alterar las proporcio-
nes entre los dos microorganismos, presen-
tando lineas de inhibicién de crecimiento de
Erwinia uredovora, poco definidas; irregula-
res y dificiles de medir a lo largo de la franja
del microorganismo antagomco Finalmente,
con los tres métodos ensayados, se pudo esta-
blecer claramente que entre mayor es la con-
centracién del microorganisimno antagomco
menor es el halo de inhibicién.
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