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Inoculation of substrate with lactic acid bacteria for the development of
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The objective of this study was to evaluate the inoculation of substrate
with lactic acid bacteria in the development of Moringa oleifera
Lam plantlets. For the production of lactic acid bacteria (LAB) three
treatments with ferments of ripe tropical fruits were established:
Musa spp. (banana LABB), Cucurbita pepo L. (pumpkin LABP)
and Carica papaya L. (papaya LABP) and a control treatment. The
application of these treatments was carried out in three moments of
the Moringa oleifera development: to the sowing, with the first true
leaves and ten days after this stage. The obtained results showed
emergence percentages of 67,61 and 61 % vs 34 % for LABP, LABP,
LABB vs control, also at plant height (P < 0.001) and fresh weight
(P < 0.001) and dry weight (P < 0.001).The higher values were
obtained for the treatments with ALBP with respect to the control.
However, the root length was higher in LABP and LABB with respect
to the rest of treatments (P <0.001). In the number of leaves, a positive
effect was obtained initially, favoring the use of LAB with respect
to the control (P < 0.001), with no statistical effect on insertion of
the first branch (P > 0.05). It is concluded that the use of inoculum
of lactic bacteria from the fermentation with pumpkin, banana and
papaya resulted in an ecotechnology that promotes the emergence
and development of Moringa oleifera plantlets.
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The use of beneficial microorganisms in agriculture
is considered an element that favors the relation soil-
root-microbiota, with effect in the stimulation of growth
and development of plants, by its free or symbiotic
association against pathogenic microorganisms (Ferrera-
Cerrato et al. 2006), among them bacteria (ElI-Mabrok
et al. 2012) and fungi (Zebboudj et al.2014).

It has recently been suggested that the use of lactic
acid bacteria (Lactobacillus), organisms that allow the
return of contaminated and degraded edaphic media to
better natural conditions, favors the humification process
of organic matter and helps to control soil pathogenic
fungi (Rodriguez 2009).

In the case of tree species, developed under nursery
conditions, no studies are known that integrate the
inoculation of lactic acid bacteria (LAB) on the substrate
in which they are developed and allow the obtaining
of an ecotechnology of organic type, sustainable and
environmentally friendly. Therefore, the objective of this

El objetivo de este estudio fue evaluar la inoculacion de sustrato
con bacterias acido lacticas en el desarrollo de plantulas de Moringa
oleifera Lam. Para la produccion de las bacterias acido lacticas (BAL)
se establecieron tres tratamientos con fermentos de frutas maduras
tropicales: Musa spp. (banano BALB), Cucurbita pepo L. (calabaza
BALC)y Carica papaya L. (papaya BALP) y un tratamiento control.
La aplicacion de estos tratamientos se realizo en tres momentos
del desarrollo de Moringa oleifera: a la siembra, con las primeras
hojas verdaderas y diez dias posteriores a esta etapa. Los resultados
obtenidos mostraron porcentajes de emergencia de 67, 61y 61 % vs
34 % para BALP, BALC, BALB vs control, también en la altura de
planta (P < 0.001) y el peso fresco (P < 0.001) y seco (P < 0.001).
Los mayores valores se obtuvieron para los tratamientos con BALC
con respecto al testigo. Sin embargo, el largo de raiz fue mayor en
BALPy BALB con respecto al resto de los tratamientos (P <0.001).
En el numero de hojas se obtuvo efecto positivo en forma inicial,
favorable al uso de BAL con respecto al testigo (P <0.001), sin efecto
estadistico en insercion de la primera rama (P > 0.05). Se concluye
que el uso de indculo de bacterias lacticas a partir de la fermentacion
con calabaza, banano y papaya resultd en una ecotecnia que promueve
la emergencia y el desarrollo de plantulas de Moringa oleifera.
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La utilizacion de microorganismos benéficos en
la agricultura se considera un elemento que favorece
la relacidén suelo-raiz-microbiota, con efecto en la
estimulacion del crecimiento y desarrollo de las
plantas, por su asociacion libre o simbiotica contra
microorganismos patogenos (Ferrera-Cerrato et al.
2006), entre ellos bacterias (El-Mabrok et al. 2012) y
hongos (Zebboudj et al. 2014).

Recientemente se ha planteado que el uso de bacterias
acido lacticas (Lactobacillus), organismos que posibilitan
el retorno de un medio edafico contaminado y degradado
hacia mejores condiciones naturales, favorece el proceso
de humificacion de la materia organica y ayuda al control
de hongos patogenos del suelo (Rodriguez 2009).

En el caso de especies arboreas, desarrolladas en
condiciones de vivero, no se conocen estudios que
integren la inoculacion de bacterias acido lactico (BAL)
sobre el sustrato en el que se desarrollan y que permitan la
obtencion de una ecotecnia de tipo organico, sustentable
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study was to evaluate the effect of inoculation of lactic
acid bacteria on the substrate for Moringa oleifera Lam
plantlets development.

Materials and Methods

The research was carried out at Colima city,
Mexico, under nursery conditions, at the geographical
coordinates 19 © 24'55.05 " NL and 103 ° 74'09.09 "
WL, at an altitude of 433 m o.s.l, an average annual
temperature of 25.5 © C and average precipitation of
885 mm (INEGI 2014).

Copper block plastic trays of 50 cavities
(170 cm3 each) were used on a surface of 40 m?,
covered with monofilament shade mesh that provides
50% of shade on plastic tray stands, of 0.5 m high and 2
m wide. Irrigation was manual and daily until reaching
saturation point.

The study consisted in the development of ferments
of lactic acid bacteria (LAB) in three substrates of
tropical ripe fruits: banana (Musa spp.), Pumpkin
(Cucurbita pepo L.) and papaya (Carica papaya L.) as
recommended by Jensen ef al. (2006) by high osmotic
pressure. It was considered a time of seven days. The
substrate was enriched with milk whey and natural
yogurt. The mixture was preserved for three days prior
to application to the substrate.

Later the sowing of Moringa oleifera in the trays
began. For this, a substrate which consisted of a
mixture of peat and fertile soil was used. The sowing
consisted of one seed per cavity, deposited at 2 cm
depth, without any pregerminative treatment. Before
the experiment the germination percentage was
determined, which was 95% for this tree species. The
variety is of unknown origin, although this material
has a history of rapid growth and germination higher
than 90 % (Pérez 2010).

The studied treatments were four: T1 - control, T2 -
LAB banana (LABB), T3 - LAB pumpkin (LABP) and
T4 - LAB papaya (LABP).

Three inoculations of the different treatments with
LAB were performed. In the first, the seeds were
inoculated with each of the lactoferments, at a rate of
1 mL/100g of seed (Wenzl 2006). The second application
of LAB occurred when plantlets obtained their two true
leaves, with doses of 20 mL/L water (Jensen et al. 2006)
and the third, 10 d after the second.

The variables to be measured were: emergence (%),
height of insertion of the first leaf (cm), plant height
(cm), leaves (number), total fresh weight (g), total dry
weight (g), root dry weight (g), stem dry weight (g),
dry weight of edible material (g). The evaluation was
performed every four days for 30 d after the emission of
the true leaves (Toral 2005). The emergence percentage
was determined according to Ede et al. (2015):

Emergence = Number of emerged seeds
Total of sewed seeds

*100
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y amigable con el ambiente. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de inoculacion de bacterias
acido lactico en el sustrato para el desarrollo de plantulas
de Moringa oleifera Lam.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizo en la ciudad de Colima,
México, en condiciones de vivero, en las coordenadas
geograficas 19°24°55.05”” LN y 103°74°09.09” LO, a
altitud de 433 msnm, temperatura media anual de 25.5°C
y precipitacion media de 885 mm (INEGI 2014).

Se utilizaron bandejas de plastico tipo Copperblock
de 50 cavidades (170 cm3 c/u) en una superficie de
40 m2, cubierta con malla-sombra de monofilamentos
que aporta 50 % de sombra sobre mesas porta-bandejas
de plastico, de 0.5 m de altura y 2 m de ancho. El riego
fue manual y diario hasta alcanzar punto de saturacion.

El trabajo consistié en el desarrollo de fermentos
de bacterias acido lacticas (BAL) en tres sustratos de
frutas maduras tropicales: banano (Musa spp.), calabaza
(Cucurbita pepo L.) y papaya (Carica papaya L.) segiin
lo recomendado por Jensen ef al. (2006) mediante alta
presion osmotica. Se considerd un tiempo de siete dias.
El sustrato se enriquecié con suero de leche y yogurt
natural. La mezcla se conservo durante tres dias antes
de la aplicacion al sustrato.

Posteriormente se inicid la siembra de Moringa
oleifera en las bandejas. Para ello se utilizo un sustrato que
consistio en una mezcla de turba y suelo fértil. La siembra
consistié en una semilla por cavidad, depositada a 2 cm
de profundidad, sin ningun tratamiento pregerminativo.
Antes del experimento se determiné el porcentaje de
germinacion, que fue 95 % para esta especie arborea.
La variedad es de procedencia desconocida, aunque
este material tiene antecedentes de rapido crecimiento y
germinacion superiores al 90 % (Pérez 2010).

Los tratamientos estudiados fueron cuatro: T1 -
control, T2 - BAL banano (BALB), T3 - BAL calabaza
(BALC) y T4 - BAL papaya (BALP).

Se realizaron tres inoculaciones de los diferentes
tratamientos con BAL. En la primera se inocularon las
semillas con cada uno de los lactofermentos, a razon de
1 mL/100 g de semilla (Wenzl 2006). La segunda aplicacion
de las BAL tuvo lugar cuando las plantulas obtuvieron sus
dos hojas verdaderas, con dosis de 20 mL/L agua (Jensen
et al. 2006) y la tercera, 10 d posteriores a la segunda.

Las variables a medir fueron: emergencia (%), altura de
insercion de primer hoja (cm), altura de planta (cm), hojas
(ntimero), peso fresco total (g), peso seco total (g), peso
seco deraiz (g), peso seco de tallo (g), peso seco de material
comestible (g). La evaluacion se realizé cada cuatro dias
durante 30 d posteriores a la emision de las hojas verdaderas
(Toral 2005). El porcentaje de emergencia se determino de
acuerdo con Ede et al. (2015):

Emergencia = Numero de semillas emer%idas *100
otal de semillas sembradas
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The statistical analysis consisted of an analysis
of variance for a completely randomized design with
four replications per treatment. Ten plants from the
central part were measured to avoid the border effect
by repetition at five ages (15, 19, 23, 27 and 31 d).
The control of fresh weight, plant dry weight and root
length were performed at the end of the test at 31 d with
destructive method. The Tukey test (P <.05) was used
to establish multiple differences between means (Tukey
1958). Data analysis was performed using the statistical
package Statistix (Analytical Software 2003).

Results and Discussion

Figure 1 shows the emergence percentage of M.
oleifera plantlets with the application of LAB in different
fermentation substrates. The best values were observed
for papaya ferment, followed by pumpkin and banana,
which practically doubled their values with respect to
the control.
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El andlisis estadistico consistié en un analisis de
varianza para un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones por tratamiento. Se midieron 10 plantas de la
parte central para evitar el efecto de borde por repeticion
acinco edades (15, 19,23, 27 y 31 d). El control del peso
fresco, peso seco de planta y largo de raiz se realizo al
final del ensayo a los a los 31 d con método destructivo.
Se utiliz6 la prueba de Tukey (P < .05) para establecer
diferencias multiples entre medias (Tukey 1958). El
analisis de los datos se realiz6 mediante el paquete
estadistico Statistix (Analytical Software 2003).

Resultados y Discusion

Enlafigura 1 se muestra el porcentaje de emergencia
de plantulas de M. oleifera con la aplicacion de las BAL
en diferentes sustratos de fermentacion. Los mejores
valores se observaron para el fermento de papaya,
seguidos de calabaza y banano, que practicamente
duplicaron sus valores con respecto al testigo.
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60.66

34040

= 20.0

100

0.0
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1 1 1
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Figure 1. Percentage of emergence of Moringa oleifera plantlets with the
application of lactic bacteria from different fermented substrates

The emergence percentage in the treatments with
LAB resembles to that indicated by Sardifias et al. (2016)
in field tests performed with seed of the same origin.

It was also similar to that reported by Toral et al.
(2013) in Cuba, who showed values between 60 and
84 %, a variation attributed to the diverse origin of the
seeds. In Burkina Faso, at 12d of emerged exceeded
90 %, in nine of 12 origins, and in only one of them had
70 % of emergence. This variation is explained by the
size of the seeds (Dao et al.2017).

The temperature is the main factor that influences
on the germination percentage and plants emergence.
Recently, Navarro et al. (2015) showed the effect
of temperature on seeds germination, with values
between 67 and 71%. Similar results obtained
Arellano-Rodriguez et al. (2016), who achieved
73 % emergence with the homeopathic application of
carbonic Baryta.

The application of LAB had a favorable effect on the
emergence, since practically doubled this indicator with
respect to the control. Similar result was obtained in other
crops, such as in chili, infected with fungi (El-Mabrok

El porcentaje de emergencia en los tratamientos con
BAL se asemeja a lo indicado por Sardifas ef al. (2016)
en pruebas de campo realizadas con semilla de la misma
procedencia. También fue similar a lo informado por Toral
et al. (2013) en Cuba, quienes indicaron valores entre 60
y 84 %, variacion que se atribuye a la diversa procedencia
de las semillas. En Burkina Faso, alos 12 d de emergidas
superaron el 90 %, en nueve de doce procedencias, y solo
en una de ellas tuvo 70 % de emergencia. Esta variacion
se explica por el tamafio de las semillas (Dao et al. 2017).

La temperatura es el factor principal que influye
en el porcentaje de germinacion y emergencia de las
plantas. Recientemente, Navarro et al. (2015) sefialaron
el efecto de la temperatura en la germinacion de
semillas, con valores de entre 67 y 71 %. Resultados
parecidos obtuvieron Arellano-Rodriguez et al. (2016),
quienes lograron 73 % de emergencia con la aplicacion
homeopatica de Baryta carbonica.

La aplicacion de las BAL tuvo efecto favorable en la
emergencia, pues practicamente duplico este indicador
con respecto al testigo. similar resultado se logré en
otros cultivos, como en el caso de chile, infectado con
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et al. 2012) and in cucumber cultivation (Lutz et al.
2012).

It is possible that the low emergence value obtained
in the control treatment is due to daily irrigation
and that it will affect the Moringa emergence (Pérez
2010).

Table 1 shows the agronomic variables first leaf
insertion height, plant height and number of leaves at
different ages of measurement. In the insertion of the first
leaf there were no statistical differences (P> 0.05) in any
of the evaluated ages. Regarding plant height, the best
values in relation to the control were obtained when the
LAB (P <0.001) were applied. The treatments with the
different LAB substrates showed statistical similarities.
Regarding the number of leaves, the best results were
obtained with the LAB in the different substrates, with
respect to the control until 23 d. After this time, there
was no statistical difference.

According to the obtained results, the inoculation
of lactic acid bacteria on the substrate has a positive
effect on the development of the studied species. In the
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hongos (El-Mabrok et al. 2012) y en el cultivo de pepino
(Lutz et al. 2012).

Es posible que el bajo valor de emergencia obtenido
en el tratamiento control se deba al riego diario y que
afectara la emergencia de Moringa (Pérez 2010).

En la tabla 1 se muestran las variables agronémicas
altura de insercion de primera hoja, altura de planta
y numero de hojas a diferentes edades de medicion.
En la insercion de la primera hoja no se encontraron
diferencias estadisticas (P>0.05) en ninguna de las
edades evaluadas. En lo que respecta a la altura de
planta, los mejores valores en relacion con el testigo
se obtuvieron cuando se aplicaron las BAL (P<0.001).
Los tratamientos con los diferentes sustratos de BAL
mostraron similitudes estadisticas. En cuanto al nimero
de hojas, los mejores resultados se lograron con las BAL
en los diferentes sustratos, con respecto al testigo hasta
los 23 d. Después de este tiempo, no hubo diferencia
estadistica.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la inoculacion
de bacterias acido lacticas sobre el sustrato tiene efecto

Table 1. Agronomic variables studied with the inoculation of LAB at different ages in Moringa

oleifera

Age LAB P

(d)  Pumpkin Papaya Banana Control
First branch height, cm 6.6 6.4 6.3 6.1 0.493 0.785
Plant height, cm 15 12.7¢ 13.1° 12.42 9.1° 0.352 0.000
Leaves, number 5.12 5.0° 5.0 3.6° 0.227 0.000
First branch height , cm 19 7.7 6.9 6.8 6.3 0.686 0.251
Plant height, cm 17.5% 17.6° 18.12 12.3° 0.332 0.000
Leaves, number 6.2¢ 5.5%® 6.1 5.3b 0.308 0.013
First branch heihgt , cm 23 7.3 7.6 6.8 6.9 0.695 0.641
Plant height, cm 18.8° 18.3 19.32 13.3° 0.537 0.000
Leaves, number 5.8%® 6.12 6.2° 5.3b 0.260 0.070
First branch height , cm 27 8.1 7.1 6.9 6.6 0.679 0.159
Plant height,cm 19.6* 18.2° 19.7¢ 14.0¢ 0.422 0.000
Leaves, number 6.2 6.1 5.7 6.4 0.307 0.158
First branch height , cm 31 7.2 7.7 6.4 6.7 0.667 0.240
Plant height, cm 21.0° 19.5¢ 22.42 15.2¢ 0.519 0.000
Leaves, number 7.4 6.5 7.1 6.6 0.368 0.062

Different letters in row show statistical difference between treatments (P < 0.05) (Tukey 1958)

plant height variable, the inoculation of the LAB was
higher with respect to the control. This agrees with that
informed by Abad (2014) and Abdel-Aziz et al. (2014).
However, it is different from that reported by Lutz et
al. (2012), who observed this effect in cucumber, only
when the plants were damaged by Pythium.

The results with LAB, in the case of plant height
and number of leaves, were similar to those reported
by Medina et al. (2007), and higher than those
obtained by Ede et al. (2015), although the latter were
similar to those obtained with the control. They also
contrast with the low growth obtained by da Costa et

positivo en el desarrollo de la especie estudiada. En la
variable altura de planta, la inoculacion de las BAL fue
mayor con respecto al testigo, Esto concuerda con lo
informado por Abad (2014) y Abdel-Aziz et al. (2014).
Sin embargo, es diferente a lo informado por Lutz et al.
(2012), quienes observaron este efecto en pepino, solo
cuando las plantas estaban dafiadas por Pythium.

Los resultados con BAL, en el caso de altura de planta
y nimero de hojas, fueron similares a los referidos por
Medina et al. (2007), y mayores a los obtenidos por Ede
et al. (2015), aunque estos ultimos fueron similares a
los obtenidos con el testigo. Ademas contrastan con el
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al. (2015), who at 30 d post emergency mentioned
7.3 cm in height. This poor growth can be explained
by the low temperatures, which can even compromise
their survival.

The variables fresh and dry weight of the plant,
as well as root length showed statistically highly
significant differences, in favor of the treatments with
LAB (P <.001). In the fresh and dry weight of the
plant, the best values were for the pumpkin inoculum,
followed by the rest of the treatments. As for root
length, the highest values were for papaya and banana
inocula, which exceeded that of pumpkin and the
control (table 2).

The best response of the treatments with the LAB
regarding the control is in agreement with Diaz and
Montero (2011) reports, who indicated that seedlings
increased vigor and stem and root growth, from
germination to emergence of plantlets as a growth
promoter strategy. Similar result reported Abdel-Aziz
et al. (2014), in tomato.

With regard to root length, the results obtained with
LABP and LABP were higher than those indicated at
40 d by Padilla et al. (2012), who used the soaking of M.
oleifera seeds to accelerate germination and, therefore,
their aerial growth as root.

Table 3 shows the growth rate of M. oleifera plantlets
with the application of LAB from different fermentation
substrates. Statistical difference was observed in all
treatments with the application of LAB regarding the
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bajo crecimiento que obtuvieron da Costa et al. (2015),
quienes a los 30 d post emergencia mencionaron 7.3 cm
de altura. Este pobre crecimiento se puede explicar por
las bajas temperaturas, que pueden incluso comprometer
su supervivencia.

Las variables peso fresco y seco de la planta, asi
como largo de la raiz presentaron diferencias estadisticas
altamente significativas, a favor de los tratamientos con
BAL (P <.001). En el peso fresco y seco de la planta, los
mejores valores fueron para el inoculo de calabaza, seguido
del resto de los tratamientos. En cuanto al largo de la raiz,
los valores mas altos fueron para los indculos de papaya y
banano, que superaron al de calabaza y al testigo (tabla 2).

La mejor respuesta de los tratamientos con las BAL
respecto al testigo coincide con los informes de Diaz y
Montero (2011), quienes indicaron que en los semilleros
aumento el vigor y el crecimiento del tallo y raices, desde
la germinacion hasta la emergencia de las plantulas como
estrategia promotora del crecimiento vegetal. Semejante
resultado informaron Abdel-Aziz et al. (2014), en tomate.

Conrespecto al largo de la raiz, los resultados obtenidos
con BALPy BALC fueron superiores a los indicados a los
40 d por Padilla et al. (2012), quienes utilizaron el remojo
de semillas de M. oleifera para acelerar la germinacion y
con ello, su crecimiento aéreo como radicular.

En la tabla 3 se muestra la velocidad de crecimiento
de plantulas de M. oleifera con la aplicacion de las BAL
provenientes de diferentes sustratos de fermentacion. Se
observa diferencia estadistica en todos los tratamientos

Table 2. Fresh weight, dry weight and root length in the inoculation
of LAB with the use of different substrates of tropical fruits
in Moringa oleifera at 31 d of emergence

Fresh weight ~ Dry weight Root lenght

(g/plant) (g/plant) (cm)
Pumpkin 8.40° 1.26* 9.00°
Papaya 6.10° 1.03° 11.30°
Banana 6.40° 1.10° 11.10°
Control 4.90° 0.94° 7.20°
MSE 0.64 0.18 0.73
P 0.001 0.001 0.001

Different letters in column show statistical difference between

treatments (P < 0.05) (Tukey 1958)

Table 3. Average growth rate of Moringa oleifera plantlets with the application

of lactic bacteria (LB), from different fermented substrates

LAB Days Mean
15 19 23 27 31
Pumpkin  0.85* 0.92° 0.82° 0.72* 0.68* 0.80°
Papaya 0.87* 0.93% 0.80° 0.67° 0.63° 0.78
Banana 0.83® 0.95* 0.84* 0.73* 0.72¢ 0.81¢
Control 0.61° 0.64° 0.58° 0.52¢ 0.49¢ 0.57°
MSE 0.024 0.018 0.023 0.016 0.017 0.017
P 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Different letters in column show statistical difference between
treatments (P < 0.05) (Tukey 1958)
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control, in partial as in the average. Although there was a
favorable effect, these values are below to that showed by
Noguera-Talavera et al. (2014), who mentioned values
0of 0.94 cm d'.

It is concluded that the use of inoculum of lactic
bacteria from the fermentation with pumpkin, banana
and papaya resulted in an ecotechnology that promotes
the emergence and development of Moringa oleifera
plantlets.

Of the three inoculums used, the LAB with
pumpkin is the best treatment in plant height, number
of leaves, fresh and dry weight of plant, although
in some cases it shares similarity with banana and
papaya. The latter showed a marked favorable effect
on the root length.

Cuban Journal of Agricultural Science, Volume 51, Number 2, 2017.

con la aplicacion de BAL respecto al testigo, en forma
parcial como en el promedio. Aunque existidé efecto
favorable, estos valores resultan por debajo de lo
sefialado por Noguera-Talavera et al. (2014), quienes
mencionaron valores de 0.94 cm d'.

Se concluye que el uso de indculo de bacterias lacticas
a partir de la fermentacion con calabaza, banano y papaya
result6 en una ecotecnia que promueve la emergenciay el
desarrollo de plantulas de Moringa oleifera.

De los tres inoculos utilizados, el de BAL con
calabaza es el mejor tratamiento en altura de planta,
numero de hojas, peso fresco y seco de planta, aunque
en algunos casos comparte similitud con el de banano
y papaya. Estos ultimos mostraron un marcado efecto
favorable en el largo de la raiz.
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