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APLICACION DE BACILLUS SUBTILIS EN EL CONTROL DE HONGOS PRESENTES

EN SEMILLA DE CEBOLLA. EVALUACION DE SU EFECTO EN PLANTULAS
DE VIVERO Y EN CULTIVO.

Luis Gorrin, V., Siverio de la Rosa, F., Perera Gonzalez, S., Tascdn Rodriguez, C., Rios Mesa, D.
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1. RESUMEN

Aplicacion de Bacillus subtilis en el control de hongos presentes en semilla de
cebolla. Evaluacion de su efecto en plantulas de vivero y en cultivo.

Autores: Luis-Gorrin, V.M., Siverio, F., Perera, S., Tascén C. y Rios-Mesa, D.
Palabras claves: desinfecciéon de semillas, control bioldgico, variedades locales, Aspergillus
sp., Penicillium sp., germinacién, antagonismo. Serenade® Max.

Las semillas de variedades locales de cebolla distribuidas desde el Centro de
Conservacion de la Biodiversidad Agricola de Tenerife (CCBAT) a los agricultores no se
someten a ninglin método de desinfeccion para el control fitosanitario. Con el fin de conocer la
eficacia de un agente bioldgico como procedimiento de control se realizd este trabajo que se
dividié en tres partes: Primera, evaluaciéon de la cepa B1 de B. subtilis y de Serenade® Max
(producto fitosanitario a base de B. subtilis) en el control de hongos presentes en semillas de
siete lotes de seis variedades locales y su efecto en la germinacién de las mismas. Segunda,
efecto de la aplicacién de Serenade® Max a las semillas sobre el desarrollo de las plantulas en
vivero. Y por Gltimo, evaluacion del efecto de la aplicaciéon de Serenade® Max a las semillas y/o
a las plantulas antes del trasplante sobre algunos parametros productivos. Como resultado de
este trabajo se obtuvo un protocolo de aplicacidon de Serenade® Max a las semillas que
presentd una alta capacidad antagonista in vitro frente a Aspergillus sp. y Penicillium sp.,
principales hongos presentes en las semillas de las variedades locales testadas. Asimismo, la
aplicacion de Serenade® Max y de la cepa Bl a las semillas no influyé en el porcentaje de
germinacion y las plantulas obtenidas de semillas tratadas con Serenade® Max no se
diferenciaron de las plantulas de semillas sin tratar. En campo, tanto las plantas cuyas semillas
fueron tratadas con Serenade® Max como las plantulas tratadas con este mismo producto
antes del trasplante tuvieron un comportamiento productivo similar al de las no tratadas.

2. INTRODUCCION

En Canarias, la cebolla ocupa una superficie de cultivo de 402,1 ha con una produccion
de 8.761 t que se dedican al mercado interior (Gobierno de Canarias, 2011). El Centro de
Conservacion de la Biodiversidad Agricola de Tenerife (CCBAT) lleva varios anos caracterizando
y seleccionando variedades locales de cebolla que distribuye a los agricultores. Este Centro
busca métodos preventivos que puedan ser aplicados para el control de patogenos a las
semillas que distribuye. Algunos hongos que producen enfermedades importantes del cultivo
pueden ser trasmitidos por semillas (Diekmann, 1997; El-Nagerabi y Abdalla, 2004; Garcia,
2003). En ensayos de postcosecha con variedades locales de cebolla realizados por el CCBAT
se identificaron hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Tascon, 2012) como
responsables de las enfermedades mas frecuentes en bulbos.

En estudios anteriores, los tratamientos con hipoclorito sédico o tirad, o los
tratamientos térmicos no dieron resultados satisfactorios para la eliminacién de
microorganismos o afectaron a la germinacion de las semillas. También se obtuvieron aislados
de Bacillus subtilis de semilla de cebolla que inhibian el crecimiento flingico in vitro y que
podian resultar de interés para el tratamiento contra hongos de la semilla. (Hernandez et al.,




2012). Utkhede y Rahe (1983) describieron el efecto de B. subtilis sobre la pudricidon blanca de
la cebolla y cdmo esta bacteria podia ser usada como agente de control bioldgico para el
tratamiento de semillas. Estos autores comprobaron que su efecto beneficioso no se debia
exclusivamente al antagonismo sobre los patdgenos, sino que también influia positivamente en
la germinacion, desarrollo y rendimiento del cultivo.

Con estos antecedentes se establecieron para este estudio los siguientes objetivos:

3. OBJETIVOS

1.-Estudiar in vitro la eficacia de la aplicaciéon de suspensiones o preparados a base de
B. subtilis en el control de hongos de la semilla de cebolla y su influencia sobre la viabilidad de
la misma.

2.-Obtener un procedimiento basado en la bacteria B. subtilis para mejorar las
caracteristicas fitosanitarias de las semillas suministradas por el Centro de Conservaciéon de la
Biodiversidad Agricola de Tenerife (CCBAT) a los agricultores.

3.-Evaluar in vivo el comportamiento de plantulas desarrolladas a partir de semillas
tratadas con B. subtilis en vivero.

4.-Evaluar en campo si el tratamiento con B. subtilis de las semillas y/o las plantulas
antes del trasplante afecta a algunos parametros productivos del cultivo.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1.- Preparacion de los tratamientos con B. subtilis

La preparacion de los tratamientos con B. subtilis que se utilizaron en los diferentes
estudios de este trabajo se realizé de la siguiente forma:

- La cepa B1 de B. subtilis obtenida de semillas de cebolla (Hernandez et al.,
2012), se sembré en placas de PDA que se incubaron 24 h a 25°C y se
prepararon suspensiones de la bacteria en agua destilada estéril (ABS: 0,75).

- Serenade® Max se utilizd a una concentracién de 5 g/I de producto en agua
destilada estéril.

4.2.-Estudio in vitro de la eficacia de la aplicacién de suspensiones o preparados a
base de B. subtilis en el control de hongos de la semilla de cebolla

Se realizaron tres tratamientos: control, cepa Bl de B. subtilis y Serenade® Max. Las
semillas de las variedades de cebolla (Tabla 1) se sumergieron en el tratamiento
correspondiente durante 20 minutos y posteriormente se secaron. Una vez secas se
distribuyeron en placas de PDA, que se incubaron 14 dias a 25°C. Se realizaron cuatro
repeticiones de cada tratamiento y variedad de 50 semillas por repeticion. Tras 3, 7 y 14 dias
de incubacién se evalud el crecimiento de hongos y de bacterias. Los aislados fungicos se
caracterizaron e identificaron siguiendo criterios morfoldgicos.



Tabla 1. Lotes de semilla de cebolla de variedades locales estudiadas

EngspiEl Variedad Lugar de recoleccion el d?,

lote recoleccion
CCBAT CBT02511 Guayonje Tacoronte 2010"
CCBAT CBTO511 Guayonje Tacoronte 2013
CCBAT CBT00118 Carrizal Alto Buenavista del Norte 2003"
CCBAT CBT02512 Carrizal Bajo  Buenavista del Norte 2010"
CCBAT CBT02513 Masca Buenavista del Norte 2010"
CCBAT CBT00288 RETEEsE San Juan de la Rambla  2004"

Amarilla

ICIA - Lanzarote Lanzarote 2013

* En el CCBAT, las semillas de cebolla se almacenan a -4°C para mantener su viabilidad a largo plazo.

Foto 1. Tubos con semillas sumergidas Foto 2. Separacion de las semillas del
en los diferentes tratamientos tratamiento

Foto 3. Colocacion de las semillas en la
cabina de flujo laminar para su secado.

4.3.- Ensayo de germinacioén in vitro

Las semillas se sembraron en papel de filtro sobre una lamina circular de algoddén en
placa de Petri de 15 cm, humedecido con 25 ml de agua destilada. Las placas se incubaron a
25 9C, 90% HR y 5000 Ix. Se evalud la germinacion a los 6 y 12 dias de incubacion.



Foto 4. Colocacidén de las semillas tratadas en Foto 5. Placas de germinaciéon colocadas
la placa de germinacion en el fitotrén

4.4.- Persistencia del efecto de B. subtilis (cepa B1 y Serenade® Max) en la semilla
tras dos meses de conservacion

Las semillas tratadas se conservaron durante dos meses en un recipiente hermético a
40C vy tras este periodo se evalué de nuevo el efecto de los tratamientos en el control de
hongos de la semilla de cebolla y sobre la germinacion, segun se detalla en los apartados 4.2 y
4.3,

4.5.- Efectos de la aplicacion de Serenade® Max a las semillas de cebolla sobre el
desarrollo de las plantulas en vivero

Se realizé este estudio con el producto Serenade® Max vy la variedad Carrizal Alto. Para
ello se realizaron tres ensayos; uno en las instalaciones del ICIA y los otros dos en un vivero
comercial. Las semillas se sembraron en bandejas de poliestireno expandido de 247 alveolos.
En los tres ensayos se realizaron dos tratamientos: Serenade® Max y el control no tratado, con
cuatro repeticiones de cada uno de ellos. Las semillas que se trataron con Serenade® Max se
mantuvieron sumergidas durante 20 minutos en una solucion de 5 g/l de producto, se secaron
y se conservaron a 4°C hasta que se realizo la siembra pocos dias después.

Foto 6.- Hidratacion de la turba en el Foto 7.- Bandejas sembradas en vivero
ensayo 1 en el ensayo 1

En la siguiente tabla se detallan las fechas de siembra y evaluacion de los tres ensayos
en vivero.



Tabla 2.- Fechas de siembra y evaluacion de los tres ensayos de la fase de vivero
Fecha de siembra Fecha de evaluacion

Ensayo 1 (ICIA) 04/12/2013 25/03/2014
Ensayo 2 (Vivero comercial) 11/04/2014 23/06/2014
Ensayo 3 (Vivero comercial) 31/07/2014 29/09/2014

Tras la fase de vivero se extrajeron aleatoriamente 20 plantulas de cada una de las
bandejas de cada tratamiento para registrar el peso de raices y parte aérea (balanza Mettler
Toledo, modelo PB3002-S), previa eliminacion de la turba del cepellén. También se determind
el porcentaje de materia seca de las mismas, para lo cual se introdujeron las muestras de
raices y parte aérea de las plantulas en una estufa (Heraeus, modelo UT6760) a 65°C hasta
obtener un peso constante.

4.6.- Aislamiento de la bacteria de plantulas obtenidas de semillas tratadas con
Serenade® Max

Para determinar la supervivencia de la bacteria en la rizosfera de las plantulas de vivero
antes del trasplante se utilizé una modificacién del método descrito por Reddy y Rahe (1989),
y Schaad et al. (1990). Se seleccionaron aleatoriamente diez plantulas de cebolla de cada
bandeja (tratamiento) y se sacudieron vigorosamente con la mano para eliminar el exceso de
tierra. El sistema radicular entero y el suelo que queddé adherido se consideraron como
rizosfera de la planta. Se separaron las raices del bulbo con un escalpelo estéril, se pesaron, se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de un litro y se les anadieron 100 ml de PBS estéril (NaCl,
8 g/l; Na,HPO4-12H,0, 27 g/l; NaH,PO4-2H,0, 4 g/l; H,O, 11) con 0,05% de Tween 20. Se agitd
durante 30 min a 100 rpm con un agitador (P-Selecta, modelo Rotaterm) a 25°C y se prepard
una serie de cinco diluciones 1/10 en tubos de ensayo con PBS. Las diluciones se sembraron
en placas de PDA, tres placas por dilucién, y se incubaron durante siete dias a 25°C. Pasado
ese tiempo se estimo la concentracion de bacterias por gramo de raiz mas suelo adherido.

4.7.- Evaluacion del comportamiento productivo en campo de plantas cuyas semillas
y/o plantulas fueron tratadas con Serenade® Max

4.7.1.- Caracteristicas de la finca

El ensayo se ubicé en una parcela perteneciente al ICIA situada en Valle de Guerra en el
municipio de La Laguna y a una altitud de 314 msnm en zona de producciéon de hortalizas. La
plantacion se realizé en una parcela al aire libre con riego localizado y emisores de caudal
nominal de 4 I/h. Se plantd en lineas separadas 15 cm con una distancia entre plantas de 15
cm, siendo la densidad de plantacion de 44 plantas/m?2. Cada parcela experimental incluia 154
plantas en una superficie de 3,15 m2. El trasplante se realiz6 el 25/03/2014.

Foto 8.- Parcela preparada para el trasplante Foto 9.- Vista general de la parcela



Se utilizaron plantulas de la variedad Carrizal Alto del ensayo 1 (ver Tabla 2). El manejo
del cultivo (riego, fertilizacion, labores culturales y tratamientos fitosanitarios) se realizd de
acuerdo con las practicas habituales de los agricultores de la zona. La cosecha se realizé el
28/07/2014.

Foto 10.- Vista general de un Foto 11.- Detalle de las cebollas
bloque de tratamientos de uno de los tratamientos

4.7.2.- Descripcion de los tratamientos

El ensayo incluyd cuatro tratamientos con cuatro repeticiones y un disefio de bloques al
azar. Los tratamientos fueron los que se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3.- Tratamientos evaluados sobre plantulas en vivero

Tratamientos Serenade® Max a la semilla Serenade® Max a las plantulas

1 Si NO
2 NO Si
3 Si si
4 NO NO

La aplicacién del Serenade® Max a las semillas se describe en el apartado 4.5 y el
tratamiento de las plantulas se realizé aplicando un litro de producto a una dosis de 5 g/I por
bandeja de semillero antes del trasplante.

4.7.3.- Parametros productivos evaluados

Al cosechar se registré el nimero de cebollas y el peso de la produccién de cada parcela
experimental para calcular el peso medio de los bulbos y el rendimiento productivo en kg/m?.



Foto 12.- Plantas de cebolla tras la cosecha Foto 13.- Cosecha de cebollas por
tratamiento y repeticion

4.8.- Diseiio experimental, tratamiento estadistico de resultados y software utilizado.

El efecto de la aplicacion de las cepas de B. subtilis, los porcentajes de germinacion y
los parametros productivos obtenidos en la fase de campo se analizaron estadisticamente
efectuando un analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente al azar y separacion
de medias segun la prueba de rango multiple de Tukey (p< 0,05).

El efecto de la aplicacion de Serenade® Max a las semillas de cebolla sobre el desarrollo
de las plantulas en vivero se analiz6 estadisticamente con una comparacion de dos medias
mediante el test “t” para muestras independientes.

Puesto que los datos de porcentajes presentaron una distribucién binomial caracterizada
por varianzas pequefias y mayores en los extremos, se realizd la transformacion arcsen Vx de
los datos para aproximarlos a una distribucion normal.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statistix 10.0.

5. RESULTADOS

5.1.- Estudio in vitro de la eficacia de la aplicaciéon de suspensiones o preparados a
base de B. subtilis en el control de hongos de la semilla de cebolla en el momento
después de la aplicacion de los tratamientos y a los dos meses de conservacion

En la tabla 4 se muestra el resultado estadistico de los porcentajes de semillas con
presencia de B. subtilis y con hongos por tratamiento y variedad. En las semillas de los
controles de todas las variedades de cebolla se observd crecimiento de bacterias
morfolégicamente semejantes a B. subtilis aunque en porcentajes bajos, salvo en las
correspondientes a la variedad Lanzarote, por lo que esta bacteria podria estar presente de
forma esporadica en ellas. También crecieron otras bacterias en todas las semillas de los
controles en una baja proporcion, excepto en las variedades Lanzarote y Masca. En las semillas
tratadas con B. subtilis (cepa Bl y Serenade® Max) el crecimiento bacteriano debido a la
propia semilla quedé enmascarado por el de la bacteria inoculada.



Tabla 4. Resultado estadistico del porcentaje de semillas de cebolla de variedades
tradicionales con crecimiento de B. subtilis y con crecimiento fingico incubadas 14 dias a 25°C
en medio de cultivo PDA antes y después de la conservaciéon

Porcentaje de semillas Porcentaje de semillas
) ) con crecimiento de B. con crecimiento de
Variedad Tratamiento subtilis hongos
Antes Después Antes Después
Serenade® Max 92,0 a* 99,5 a* 9,0 a* 0,0 a*
Cepa B1 de B. subtilis 86,5 a* 89,0 b* 14,5 a* 11,0 b*
Lanzarote* Control 0,0 b* 0,0 c* 100,0 b* 100,0 c*
%CV 12,95 7,56 11,95 5,66
P 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a 0,0 a 0,0 a
Cepa B1 de B. subtilis 100,0 a 100,0 a 4,5 a 13,0b
Carrizal Bajo Control 6,5b 7,5 b* 49,0 b* 79,0 c
%CV 7,05 6,91 9,45 13,52
P 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a 7,0 a 9,0 a
Cepa B1 de B. subtilis 100,0 a 100,0 a 14,0b 8,5a
Carrizal Alto Control 18,5b 12,0b 93,0 c 75,0b
%CV 6,08 7,00 10,91 11,75
p 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a* 0,0 a 0,0 a*
Cepa B1 de B. subtilis 73,0 b 100,0 a* 18,0 b 24,0 b*
Guayonje (2010) Control 1,5c 4,0 b* 100,0 c 81,0 c*
%CV 11,05 3,10 9,92 19,7
p 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a 0,0 a 0,0 a
Cepa B1 de B. subtilis 88,0 b 100,0 a 12,0b 9,0 a
Guayonje (2013) Control 50c 7,0b 30,5¢c 97,5b
%CV 17,58 5,06 3,96 8,47
P 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a 0,0 a 0,0 a
Cepa B1 de B. subtilis 100,0 a 100,0 a 3,0 a 0,0 a
Masca Control 3,5b 3,5b 100,0 b 100,0 b
%CV 2,61 2,61 10,12 10,04
P 0,00 0,00 0,00 0,00
Serenade® Max 100,0 a 100,0 a 0,0 a 0,0 a
Cepa B1 de B. subtilis 100,0 a 100,0 a 0,0 a 9,0b
Ramblera Control 11,0b 6,0b 75,5b 93,0 c
%CV 3,67 5,38 3,97 6,96
p 0,00 0,00 0,00 0,00

%CV: Porcentaje del coeficiente de variacion. Los datos que se presenta en la tabla han sido sometidos a
una transformacion de arcsen V/(x) para su analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma letra
no son estadisticamente diferentes segin la prueba de rango miiltiple de Tukey (p<0,05). * Porcentajes
obtenidos a los 3 dias de siembra debido a la presencia de mucorales a partir de esta lectura.

En los tres tratamientos de las semillas de las variedades Lanzarote (siembras
posteriores al tratamientos y después de almacenadas) y Guayonje (2010) (s6lo siembras
posteriores a los tratamientos) se detectaron hongos pertenecientes al Orden Mucorales de
crecimiento rapido a partir del tercer dia, que ocuparon toda la placa e impidieron la
observacion del crecimiento de otros microorganismos. Por tanto, no hay datos de las lecturas
a 7 y 14 dias para estos lotes, y el estudio estadistico se realizé con los datos a los 3 dias. En



el resto de los lotes de semilla el estudio estadistico se realizd con los datos obtenidos a los 14
dias.

Los resultados del estudio estadistico de la tabla 4 muestran diferencias significativas
entre las semillas control y las semillas tratadas (cepa B1 de B. subtilis y Serenade® Max) en
todos los lotes de semillas. También se observd, en semillas de Guayonje antes de la
conservacion, diferencias significativas entre los tratamientos con B. subtilis (cepa Bl de B.
subtilis y Serenade® Max), aunque con valores muy préximos.

En la tabla 5 se muestra el analisis estadistico agrupando todas las variedades de
semilla de cebolla y se expone el comportamiento de los tres tratamientos (control, cepa 1 de
B. subtilis y Serenade® Max) respecto a las semillas con presencia de B. subtilis y a las
semillas con presencia de hongos. Se observaron diferencias significativas entre los controles y
las semillas tratadas (cepa B1 de B. subtilis y Serenade® Max) en todos los lotes de semillas.
Unicamente se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con B. subtilis (cepa
B1 de B. subtilis y Serenade® Max) en el porcentaje de semillas con hongos tras el periodo de
conservacion, obteniendo las semillas tratadas con Serenade® Max un menor porcentaje de
semillas con hongos que las tratadas con la cepa B1 de B. subtilis.

Tabla 5. Andlisis estadistico de las diferencias encontradas entre tratamientos agrupando
todas las variedades de semilla de cebolla en los estudios realizados inmediatamente después
de los tratamientos y tras el periodo de conservaciéon

Porcentaje de semillas con B. subtilis Porcentaje de semillas con hongos
Tratamiento
Inmediatamente Tras el periodo Inmediatamente Tras el periodo
después de conservacion después de conservacion
Serenade® Max 98,8a 99,9a 2,3a 1,3a
Cepa B1 de B. subtilis 92,5a 98,4a 10,0a 10,7b
Control 6,6b 5,7b 78,3b 89,4c
%CV 11,1 4,7 24,2 11,6
p 0,00 0,00 0,00 0,00

%CV: Porcentaje del coeficiente de variaciéon

En la tabla 6 y 7 se detallan por variedad de cebolla y tratamiento aplicado los
porcentajes de semillas con microorganismos después de la aplicacion y tras dos meses de
conservacion. Se observé crecimiento de hongos de las especies Aspergillus sp. y Penicillium
sp. en una considerable proporciéon de semillas de los controles de todos los lotes. Esta
proporcion se vio reducida con cualquiera de los dos tratamientos y sufrié algunas variaciones
con el almacenamiento de las semillas. En seis de las siete variedades crecié Fusarium sp.,
aunque se observaron variaciones entre tratamientos, almacenamiento y tiempo de incubacién
hasta la lectura. De forma general, a medida que hay una mayor presencia de B.
subtilis, disminuye el porcentaje de semillas con crecimiento flingico. En el Anexo I se
incluyen fotografias con el efecto de la aplicacion de los tratamientos en las diferentes
variedades locales de cebolla.




Tabla 6.- Porcentajes de semillas de cebolla de variedades tradicionales con crecimiento
fangico o bacteriano incubadas 14 dias a 25°C en medio de cultivo PDA después de la
aplicacién del tratamiento (media y desviacion estandar

Microorganismo
\ELEGET Tratamiento

B. subtilis Bacteria Aspergillus Penicillium Fusarium

Control 0,0£0,0 0,0 £0,0 88,0 £0,8 12,0 £0,8 0,0 £0,0

Lanzarote* Cepa B1 de B. subtilis 86,5+1,5 0,0 £0,0 14,5 +1,4 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Serenade® Max 92,0£0,8 0,0 £0,0 9,0 £0,8 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Control 6,5£1,0 11,5+1,8 245+1,4 19,015 55%0,8

caBr;;‘z,a' Cepa B1 de B. subtilis  100,0+ 0,0 0,0+0,0  4,5+0,6 0,0£00  0,0%0,0
Serenade® Max 100,06 0,0 0,0+0,0 0,0 £0,0 0,000  0,0%0,0

Control 185+1,6 1,5+04 885 £1,4 45 £0,8 0,0 £0,0

Carnizal Cepa B1 de B. subtilis 100,0 £0,0 0,0 +0,0 4,5 0,5 7,0 £0,8 2,5 £0,4
Serenade® Max 100,0+0,0 0,0 +£0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 7,0 £0

Control 1,5+04 2,0 +04 970 £0,5 4,5 £0,6 0,0 £0,0

G‘g}’,‘;’gf* Cepa B1 de B. subtilis 73,0+23 65 +0,9 150 +0,8 3,0 £0,5 0,0 0,0
Serenade® Max 100,0 0,0 0,0 +0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Control 50+08 8511 21,0 %16 90 06 0,0 0,0

Gz‘;gf;;e Cepa B1 de B. subtilis 88,0 +0,8 0,0 £0,0 80 +0,7 4,0 0,5 0,0 £0,0
Serenade® Max 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Control 3,5¢0,7 0,0 £0,0 195+1,2 81,5+1,3 0,0 0,0

Masca Cepa B1 de B. subtilis 100,0£ 0,0 0,0 £0,0 2,5+0,6 0,5+0,2 0,0 £0,0
Serenade® Max 100,0£ 0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0£00 0,0 £0,0

Control 11,0614 45+1  605%25 10,0 + 1 5,0 £ 0,9

Ramblera Cepa B1 de B. subtilis 100,0+ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 +£0,0 0,0 +0,0
Serenade® Max 100,0£ 0,0 0,0+0,0 0,000 0,0£00  0,0%0,0

*: Porcentaje obtenido a los 3 dias debido a la presencia de mucorales a partir de esta lectura

Tabla 7.- Porcentajes de semillas de cebolla de variedades tradicionales con crecimiento
fangico o bacteriano incubadas 14 dias a 25°C en medio de cultivo PDA después de la
conservacion (media y desviacion estandar

Microorganismo
\ELEGET Tratamiento

B. subtilis Bacteria Aspergillus Penicillium Fusarium

Control 0,0 £0,0 0,0 £0,0 100,0 £ 0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Lanzarote*  Cepa B1 de B. subtilis 89,0 +0,8 0,0 £0,0 11,0 £0,8 0,0 £ 0,0 0,0 £0,0

Serenade® Max 99,5 £0,2 0,0 £0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £0,0




Microorganismo

Variedad Tratamiento
B. subtilis Bacteria Aspergillus Penicillium Fusarium
Control 7,5+ 6,4 30£06  72,0%2,4 2,0 £ 0,4 3,0£0,5
Ca;;(z)a' Cepa B1 de B. subtilis ~ 100,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 2,5+ 0,4 10,5 £ 0,9
Serenade® Max 100,0£0,0 0,0 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £0,0
Control 120 +1,6 1,504 67,5 £2,5 55 +0,8 2,5 £0,4
C"Klrti:a' Cepa B1 de B. subtilis 100,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 % 0,0 00 £0,0 85 +0,7
Serenade® Max 100,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 9,0 £1,0
Control 40 +06 1,0 £0,4 71,0 £22 85 £0,8 1,5 +0,4
G‘Eaz‘{)‘;'g)e* Cepa B1 de B. subtilis  100,0 0,0 0,0 £ 0,0 20 +2 0,0 £0,0 4,0 £0,5
Serenade® Max 100,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0
Control 70 £0,9 1,0 £0,3 895 £1,5 50 +0,6 3,0£0,5
G(“;g;’;‘;e Cepa B1 de B. subtilis  100,0 0,0 0,0 £ 0,0 6,5+ 1 0,0 £0,0 2,5 0,4
Serenade® Max 100,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0
Control 3,5+0,5 00 £0,0 560%+25 595+22  25+0,6
Masca Cepa B1 de B. subtilis 100,0 = 0,0 0,0 £0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0£+0,0
Serenade® Max 100,0£0,0 0,0 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £0,0
Control 60 £0,8 2,5 +06 735 +22 150 £1,7 4,5 £0,8
Ramblera Cepa B1 de B. subtilis 100,0 £ 0,0 0,0 £0,0 6,5 £1,2 0,5 £0,2 2,0 £0,4
Serenade® Max 100,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

*: Porcentaje obtenido a los 3 dias debido a la presencia de mucorales a partir de esta lectura

5.2.- Ensayos de germinacion

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los porcentajes de germinacion de semillas
de los siete lotes de seis variedades locales que fueron tratadas con la cepa Bl de B. subtilis y
con Serenade® Max inmediatamente después de la aplicacion de los tratamientos y tras dos
meses de conservacion a 4°C. Se observd que todas las variedades locales no mostraban
diferencias significativas entre tratamientos con respecto al porcentaje de germinacion,
excepto para la variedad Guayonje (2010) y Carrizal Bajo, a los 6 y 12 dias de la siembra,
respectivamente. En la primera de estas variedades, se observd que entre los tratamientos con
la cepa B1 de B. subtilis y con Serenade® Max existieron diferencias significativas, pero no
entre el tratamiento control y la cepa Bl. En la variedad Carrizal Bajo hubo diferencias
significativas entre el tratamiento con Serenade® Max y el control, sin embargo, no las hubo
entre estos tratamientos y el realizado con la cepa B1.

Los porcentajes de germinacién de cada variedad a los seis y doce dias de la siembra
después de dos meses de conservacion de las semillas y su tratamiento estadistico se exponen
en la Tabla 8. Se observaron diferencias significativas entre tratamiento en las variedades
Carrizal Bajo a los 6 y 12 dias, Guayonje 2010 a los 12 dias y Ramblera a los 6 dias. En la
variedad Carrizal Bajo, a los seis dias, se dieron diferencias significativas entre Serenade® Max
y el control, pero no entre ellos y el tratamiento con la cepa B1; y a los 12 dias, las diferencias
significativas fueron entre la cepa Bl y Serenade® Max. En la variedad Guayonje 2010 se



observan diferencias significativas entre el tratamiento con la cepa Bl y el control. En la
variedad Ramblera, las semillas del tratamiento control germinaron en una proporcién muy
baja a los 6 dias por lo que dio lugar a diferencias significativas con los otros dos tratamientos,
aunque la germinacién se igual6 a los 12 dias.

A pesar de que se observaron diferencias significativas en algunas variedades,
los valores de germinacion fueron muy similares, por lo que las diferencias entre
tratamientos no parecen revestir importancia en la germinacion de las semillas y
apuntan a que los tratamientos pueden ser utilizados sin que repercutan
negativamente en ella.

Comparando los resultados de estas dos Ultimas evaluaciones de germinaciéon (semillas
evaluadas inmediatamente después de la siembra y semillas evaluadas tras 2 meses de
conservacion) se observd que los porcentajes de germinacidn a los seis dias eran superiores en
las semillas conservadas que en las evaluadas inmediatamente después de tratamiento.

Los resultados de los porcentajes de germinacion evaluados inmediatamente después
del tratamiento a las semillas muestran que el tratamiento con la cepa Bl de B. subtilis fue el
gue obtuvo mas veces el mayor porcentaje de germinacion en casi todas las variedades. Por el
contrario, en la evaluacidn tras dos meses de conservacion, el tratamiento con Serenade® Max
obtuvo mas veces porcentajes mas elevados que la cepa B1. Es muy importante destacar que
en ninguno de los ensayos de germinacion se observaron anomalias en las raices de las
semillas germinadas.



Tabla 8. Porcentajes de germinacion de cada variedad a los seis y doce dias de la siembra después de la aplicacion y tras dos meses
de conservacion de los tratamientos a las semillas y resultado del analisis estadistico

Variedad Local

Guayonje
(2013)
Ramblera

-] K]
9 = %) ]
° = @ £o
— - =
© ©
N N ﬁ :°
c . ': =N
(0} I e ~—
- © © ()
(O O

Tratamiento / dias

5 Control 87,5a 91,5a 87,0a 91,5a 765a 91,5b 90,5ab 90,5a 49,0a 90,52 84,5a 91,5a 51,5a 84,0a
I
= Cepa Bl de 86,0a 92,0a 87,5a 92,0a 730a 920ab 895b 90,0a 555a 945a 87,5a 93,5a 585a 855a
4 B. subtilis
4]
% Serenade® Max 87,0a 93,5a 88,0a 92,5a 79,0a 92,5a 86,5 a 88,5a 72,5a 93,0a 885a 955a 655a 84,0a
©
/)]
0 %CV 4,67 3,95 6,02 2,72 4,88 4,46 7,15 2589 2,12 1,79 4,69 2,92 4,44 3,88
g
a p 0,06 052 0,73 0,50 0,12 0,03 0,04 1,00 0,37 0,22 056 057 0,46 0,12
Control 84,5a 955a 87,0a 930a 865a 895ab 625a 870b 875a 87,5a 76,5a 91,5a 51,5b 92,5a
()]
©
wE 2pE B Gl 89,0a 91,5a 90,0a 90,5a 840ab 945a 765a 93,5a 87,5a 90,0a 83,0a 955a 81,0a 90,0a
g :g B. subtilis
g
Es Serenade® Max 85,5a 91,5a 87,0a 90,0a 73,5b 87,0b 82,0a 90,0ab 88,0a 88,5a 84,5a 93,0a 78,0a 91,5a
S e
@8 %CV 10,43 4,44 5,35 5,84 8,89 3,65 14,97 3,45 4,13 6,11 11,72 3,23 9,00 5,34
-
p 0,76 0,33 0,18 0,70 0,02 0,02 0,19 0,04 097 066 048 0,22 0,00 0,77

%CV: Porcentaje del coeficiente de variacién. Los datos que se presenta en la Tabla han sido sometidos a una transformacién de arcsen Vv(x) para
su analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rango miiltiple de Tukey
(p<0,05).



5.3.- Efecto de la aplicacion de Serenade® Max a las semillas de cebolla sobre el
desarrollo de las plantulas en fase de vivero

5.3.1.- Evaluacion de las plantulas

En la tabla 9, 10 y 11 se exponen los pesos de la parte aérea, radicular y total de las
plantulas antes del trasplante asi como el porcentaje de materia seca de la parte aérea y
radicular de cada tratamiento de los tres ensayos.

Tabla 9.- Resultados del andlisis estadistico de peso y porcentaje de materia seca de la parte
aérea y radicular de las plantulas antes del trasplante en el ensayo 1

Peso parte Peso parte Porcentaje Porcentaje de
, a P 0 P Peso total de materia materia seca
Tratamientos EEEN(C)) radicular (g) (9) +SE seca (aérea) (radicular)

+SE +SE

+SE +SE

Control 27,7+2,9a 11,5+0,9a 39,2+3,9a 9,1+0,5a 5,9+0,5a
Serenade® Max 23,2+2,2a 11,3+1,2a 34,5+3,3a 9,3+0,2a 5,5+0,3a
P 0,2646 0,9441 0,3993 0,7629 0,6639

Los datos que se presenta en la Tabla estan sometidos a una transformaciéon de arcsen V(x) para su
analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segin
la prueba test “'t” para muestras independientes (p<0,05). SE: Standard Error.

Tabla 10.- Resultados del analisis estadistico de peso y porcentaje de materia seca de la parte
aérea y radicular de las plantulas antes del trasplante en el ensayo 2

Porcentaje

Peso parte Pes_o IS Peso total (g) Porcenta!e de materia
. z radicular (g) de materia
Tratamientos aérea (g) £SE +SE seca
e seca (radicular)
(aérea) *+SE +SE
Control 261,0+27,0a 43,4+5,9a 304,5+32,9a 8,4+0,2a 7,2£0,3a
Serenade® Max 334,7+14,4a 44,9+2,1a 379,6+14,7a 8,1+0,2a 7,1£0,04a
p 0,0529 0,8227 0,0819 0,3688 0,6312

Los datos que se presenta en la Tabla estan sometidos a una transformaciéon de arcsen V(x) para su
analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segin
la prueba test “'t” para muestras independientes (p<0,05) SE: Standard Error.

Tabla 11.- Resultados del analisis estadistico de peso y porcentaje de materia seca de la parte
aérea y radicular de las plantulas antes del trasplante en el ensayo 3

Peso parte Porcentaje
Peso parte radiCtl:Iar (9) Peso total (g) Porcentaje de de materia

Tratamientos aérea (g) £SE +SE 9 +SE materia seca seca
(aérea) £SE (radicular)

+SE
Control 189,8+5,2a 37,1+£0,9a 226,9+4,7a 6,4£0,2a 5,3+0,3a
Serenade® Max 194,3+6,2a 42,2+2,1a 236,5+7,1a 6,8+0,08a 5,9+0,1a

p 0,6025 0,0715 0,3014 0,1045 0,1148

Los datos que se presenta en la Tabla estan sometidos a una transformacién de arcsen V(x) para su
analisis estadistico. Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segin
la prueba test “'t” para muestras independientes (p<0,05) SE: Standard Error.



Los resultados del andlisis estadistico muestran que no existen diferencias significativas
entre las plantulas tratadas con Serenade® Max y las no tratadas, por lo que la aplicacién de
dicho producto para el control de hongos de semilla no produce efectos negativos durante esta
fase.

5.3.2.- Aislamiento de la bacteria de plantulas obtenidas de semillas tratadas con
Serenade® Max

En las unidades formadoras de colonias bacterianas observadas en los aislamientos de
las raices de las plantulas de los dos tratamientos no se observaron colonias de B. subtilis.

5.4.- Evaluacion del comportamiento productivo en campo de plantas cuyas semillas
y/o plantulas antes del trasplante, fueron tratadas con Serenade® Max

En la tabla 12 se exponen el resultado del analisis estadistico del nimero de cebollas
cosechadas por metro cuadrado, los kilogramos por metro cuadrado y los gramos por cebolla.

parametros productivos evaluados
Cebollas Peso medio

cosechadas/m? bulbo
g /cebolla

Tabla 12.- Resultado del analisis estadistico de los

Rendimiento
Kg/m?

Tratamientos

+SE +SE

Serenade® Max a semillas 7,98+0,35a 38,24+1,08a 141,86+6,16a
Serenade® Max a plantulas 7,73%0,56a 40,28+1,76a 137,39+10,0a
Serenade® Max a semillas y plantulas 7,14+0,41a 38,57+1,70a 126,91+7,24a
Control 7,35+0,28a 42,13+1,09a 130,58+5,0a
%CV 8,81 5,29 8,80

P 0,4258 0,1879 0,4232

%CV: Porcentaje del coeficiente de variacion. SE: Standard error. Valores medios seguidos de la misma
letra no son estadisticamente diferentes segtin la prueba de rango miuiltiple de Tukey (p<0,05).

Se observa que no existen diferencias significativas entre los tratamientos con respecto
a los distintos parametros productivos evaluados, por lo que la aplicacion del producto
Serenade® Max a las semillas en el control de hongos y/o a las plantulas antes del trasplante,
no produce efectos negativos en la produccién del cultivo.

6. DISCUSION

En este trabajo se estudid el potencial de la bacteria B. subtilis para el control del
crecimiento in vitro de hongos fitopatdogenos a partir de la semilla. Se trabajé con un aislado
de B. subtilis obtenido de semillas de cebolla que mostraban actividad antagonista en placa y
del formulado comercial Serenade® Max (B. subtilis cepa QST 713). Se compard el
comportamiento de las semillas tratadas con la bacteria frente a las semillas no tratadas y se
estudié la persistencia del tratamiento después de dos meses, simulando los efectos de la
conservacion refrigerada de las semillas antes de su plantacion. Se trataron distintos lotes de
semilla de distintas variedades y agricultores para ver si el tratamiento funcionaba de modo
similar frente a diferentes poblaciones flngicas y con distintas semillas. Se estudiaron los
efectos del tratamiento con B. subtilis de la semilla en el crecimiento de las plantulas de
cebolla en vivero y por ultimo, se evalud el comportamiento productivo en campo de plantas
cuyas semillas y/o plantulas antes del trasplante fueron tratadas con B. subtilis.

Los tratamientos con la cepa Bl o con el formulado Serenade® Max inhibieron el
crecimiento de los hongos detectados en las semillas de los mismos lotes sin tratar. El



tratamiento aplicado a las semillas mantiene sus efectos inhibidores después de varios meses
de almacenamiento. Entre estos hongos se encontraban los géneros Aspergillus, Penicillium y
Fusarium. Estos tres hongos concuerdan con los principales encontrados por Hernandez et al.,
(2012), entre los géneros presentes en las variedades locales Guayonje, Masca y Carrizal Alto.
También se observd la presencia de forma natural de B. subtilis en las semillas de las
variedades locales de Tenerife como en aquel caso.

Basurto-Cadena (2006), demostraron que B. subtilis inhibia in vitro a F. verticilioides,
obtenido en el cultivo de la fresa. Virgen et al., (1990) obtuvieron una reduccion en la
incidencia de Fusarium oxysporum f. sp. niveum en plantas de sandia, mediante el tratamiento
de la semilla con B. subtilis. Intha et al., en el afio 2013, demostraron que B. subtilis inhibia el
60% de los patdégenos presentes en naranjas. Podile y Prakash (1996), demostraron que la
aplicacion de B. subtilis a las semillas de cacahuete produce una reduccién en la incidencia de
la podredumbre de la corona en un suelo infestado de A. niger.

Por otro lado, Utkhede y Rahe (1983) estudiaron cuatro aislados de la bacteria B.
subtilis como agente de control biolégico. Como resultado de ese estudio se demostré que B.
subtilis presentaba inhibicidon in vitro. Lazarette, et al. (1994), aseguraron que el efecto
benéfico de B. subtilis no se debe exclusivamente al antagonismo proporcionado a los
patdégenos sino que influye positivamente en la germinacién, desarrollo y rendimiento del
cultivo debido a la producciéon de sustancias promotoras del crecimiento y al mejoramiento de
la nutricién de las plantas. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio tanto en la
germinacién, como en vivero y campo después del tratamiento con B. subtilis a las semillas
y/o plantulas, no evidencian que esta bacteria haya actuado promoviendo un mayor desarrollo
y rendimiento del cultivo, pues los resultados no difieren de los obtenidos en plantas no
tratadas.

Los resultados del presente estudio coinciden con lo descrito por Castellanos et al.,
(2005), en el que B. subtilis presenta una efectiva inhibicién del crecimiento micelial de
diferentes patégenos, después de haber sido sometida a un mayor tiempo de almacenamiento.

La aplicacion de Serenade® Max en las semillas de cebolla demostré una alta eficacia en
el control de hongos, esto confirma lo descrito por Martinez-Lépez y Borbolla-Ibarra (2010),
quienes comprobaron que la aplicacion de Serenade® Soil (QST713) sin combinaciédn con otros
productos disminuy6 los dafios causados por Fusarium spp. en papa.

El producto comercial Serenade® Max actualmente no se encuentra autorizado por el
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente para su aplicacion en semillas ni en
el cultivo de cebolla. La aplicacion de este producto a las semillas de cebollas mediante
inmersion en agua durante 20 minutos fue eficaz en el control de hongos y podria
apoyar la solicitud de autorizacion en este cultivo y en este tipo de material vegetal.
Asimismo se considera interesante el estudio de este método de control en semillas de otras
especies vegetales ya que podria ser un método aplicable en agricultura ecoldgica.

7. CONCLUSIONES

1. Los principales géneros fingicos presentes en las semillas de cebollas de las
variedades locales estudiadas fueron Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
hongos pertenecientes al orden Mucorales y esporadicamente B. subtilis entre
otras bacterias.

2. De forma general, se observo que a medida que hay una mayor presencia de
Bacillus subtilis en las semillas, disminuye el crecimiento fingico, llegando en
multiples casos a reducir al 100% la presencia de hongos en las semillas
tratadas.



3. La conservacion de las semillas durante 2 meses a 4°C no reduce los efectos
del tratamiento con Serenade® Max en el control de hongos de la semilla,
mientras que con la cepa Bl de B. subtilis dicho efecto se vio ligeramente
reducido.

4. La germinacion de las semillas de las variedades locales de cebolla no se vio
afectada por la aplicacion de tratamientos con la cepa B1 de B. subtilis ni con
el formulado Serenade® Max.

5. La aplicaciéon de Serenade® Max a las semillas no produjo efectos negativos en
el desarrollo de las plantulas en vivero.

6. En las plantulas de semillas tratadas con Serenade® Max no se recuperd
Bacillus subtilis de su rizosfera en el momento del trasplante.

7. La aplicacion de Serenade® Max a las semillas y/o a las plantulas antes del
trasplante no produjo efectos negativos en el cultivo.

8. La preparacion y aplicacion del tratamiento con Serenade® Max mediante
inmersion de las semillas de cebolla durante 20 minutos se considera valido
para su utilizacion como método de control de hongos en semilla de cebolla.

9. La aplicacion de B. subtilis a semillas de otras especies agricolas podria ser de
interés como método de control de hongos fitopatéogenos en el ambito de la
agricultura ecologica.
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ANEXO

ANEXO I.- EFECTO DE LA APLICACION DE LA CEPA B1 DE B. SUBTILIS Y SERENADE®
MAX EN LAS DIFERENTES VARIEDADES LOCALES DE CEBOLLA

ANEXO I.1.- Inmediatamente después de la aplicacion de los tratamientos

Lanzarote (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max

Carrizal Alto (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max

Carrizal Bajo (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max



Guayonje, 2010 (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Guayonje, 2013 (3 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Masca (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Serenade® Max

Serenade® Max

Serenade® Max



Ramblera (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max

ANEXO I.2.- Tras dos meses de conservacion después de la aplicacion de los
tratamientos

Lanzarote (3 dias)
Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max

Carrizal Alto (14 dias)
Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max



Carrizal Bajo (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Guayonje, 2010 (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Guayonje, 2013 (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis

Serenade® Max

Serenade® Max

Serenade® Max



Masca (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max

Ramblera (14 dias)

Control Cepa B1 de B. subtilis Serenade® Max
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CRBILDO DE TENERIFE SERVICIO TECNICO DE AGRICULTURA'Y DESARROLLO RURAL

Oficinas de Extension Agrariay Desarrollo Rural

Oficina Direccion Teléfono “

uUd. Central

Jardin Botanico

s/C de Tenerife  C/ Alcalde Mandillo Tejera, 8. 922 239 275 servicioagr@tenerife.es
La Laguna "E'&Z/ip‘;ﬂa/?nde‘ﬂ%}}ﬁl?v%”y 922 257 153 aeall@tenerife.es
Tejina C/ Palermo, 2. 922 546 311 aeate@tenerife.es
Tacoronte Ctra. Tacoronte-Tejina, 15 922 573 310 aeata@tenerife.es
La Orotava Plaza de la Constitucion, 4. 922 440 009 aealao@tenerife.es
Icod de los Vinos C/ Key Muioz, 5 922 815 700 aeaicod@tenerife.es
S.J. de la Rambla  Avda. 19 de marzo, San José 922 360 721 aeaicod@tenerife.es
El Tanque C/ Pedro Pérez Gonzalez s/n. 922 136 318 aeaicod@tenerife.es
Buenavista del Norte C/ ElHorno, 1. 922 129 000 aeabu@tenerife.es
Guia de Isora Avda. de la Constitucion s/n. 922 850 877 aeagi@tenerife.es
Valle San Lorenzo Ctra. General, 122. 922 767 001 aeavsl@tenerife.es
Granadilla de Abona San Antonio, 13. 922 774 400 aeagr@tenerife.es
Vilaflor Avda. Hermano Pedro, 22. 922 709 097 aeagr@tenerife.es
Arico C/ Benitez de Lugo, 1. 922 161 390 aeaar@tenerife.es
Fasnia Ctra. Los Roques, 21. 922 530 058 aeaf@tenerife.es
Gliimar Plaza del Ayuntamiento, 8. 922 514 500 aeaguimar@tenerife.es
C.C.BALT. C/Retama 2, PuertodelaCiuz g); 573 110 cchiodiversidad@tenerife.es
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