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Resumen. Se evalu6 un extracto de ajo (EA) para
inducir la defensa de plantas de tomate contra Fu-
sarium oxysporum radicis-lycopersici (Forl), me-
diante el incremento de la concentracion endégena
de acido salicilico (AS) y acido jasmonico (AJ). La
aspersion de 1 y 2 % del EA sobre plantas intencio-
nalmente infectadas con 1x107 esporas mL"' de Forl,
redujeron en 73.53% la severidad de la enfermedad
producida por Forl respecto al control infectado. La
altura fue similar (p<0.05) en plantas tratadas con
EA y no-tratadas. La acumulacion de AS en plantas
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Abstract. A garlic extract (EA) was evaluated
to induce the defense of tomato plants against
Fusarium oxysporum radicis-lycopersici (Forl),
by increasing the endogenous concentration
of salicylic acid (AS) and jasmonic acid (AJ).
Spraying 1 and 2% of EA on plants intentionally
infected with 1x107 spores.mL"! of Forl reduced
in 73.53% the severity of the disease produced by
Forl with respect to the infected control. The height
was similar (p<0.05) in plants treated with EA and
untreated. The accumulation of AS in plants spayed
with 1 and 2% of EA presented two significant
increases (p<0.05), in the second and fifth weeks
after spraying, with higher concentrations than
the infected and non-infected controls in 11 and 6
times for the first and 2.7 times and 3.8 times for the
second, respectively. The AJ was induced from the
first week after the treatments, increasing 2.5 and
1.8 times more than the infected and non-infected
controls, maintaining those values throughout the
evaluation. The results show that the EA reduced
the development of the disease caused by Forl
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asperjadas con 1 y 2% de EA, presentaron dos in-
crementos significativos (p<0.05), en la segunda y
quinta semana después de las aspersiones, con con-
centraciones mayores que los controles infectado y
no-infectado en 11 y 6 veces para el primero y en
2.7 y 3.8 veces para el segundo, respectivamente.
El AJ se indujo desde la primera semana después
de los tratamientos, incrementando 2.5 y 1.8 veces
mas que los controles infectado y no-infectado,
manteniendo esos valores durante toda la evalua-
cion. Los resultados muestran que el EA redujo el
desarrollo de la enfermedad provocada por Forl a
plantas de tomate mediado por un incremento en la
concentracion endogena de AS y Al

Palabras clave: SAR, severidad, acido salicilico,
acido jasmonico.

El ataque de fitopatdogenos es uno de los aspec-
tos mas preocupante en el cultivo de tomate (So-
lanum lycopersicum), tanto cuando se cultiva a
cielo abierto o en sistema protegido bajo malla o
invernadero. Entre las enfermedades de mayor im-
portancia, se encuentra la pudricion de la corona
(PCT) causada por el hongo saprofito Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl), llegan-
do a reducir los rendimientos de cosecha hasta un
50% (Apodaca et al., 2004). El patogeno puede so-
brevivir en el suelo por largos periodos de tiempo,
infectando las plantas, a través de heridas en la raiz
o durante la formacion de nuevas raices (Szczechu-
ra et al., 2013). Una buena estrategia de control de
la enfermedad, es el uso de variedades resistentes y
el uso de injertos (Carrillo-Fasio ef al., 2003). Sin
embargo, el control de esta enfermedad depende
principalmente del control quimico (McGovern,
2015), existiendo reportes que después que el hon-
go penetra al tejido vegetal, el control quimico re-
sulta sin efecto (Apodaca et al., 2002). Un método
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to tomato plants mediated by an increase in the
endogenous concentration of AS and AJ.

Key words: SAR, severity, salicylic acid, jasmonic
acid.

Phytopathogenattackisoneofthemostdisturbing
aspects of tomato
production, either when grown in an open field, a
greenhouse or a mesh-protected system. Among
the most important tomato diseases is crown rot
(TCR) caused by the saprophyte fungus Fusarium

(Solanum  lycopersicum)

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl), which
reduces harvested yields up to 50% (Apodaca et al.,
2004). The pathogen can survive in the soil for long
periods of time and infects plants through cuts in the
roots or when new roots are forming (Szczechura
et al., 2013). A good strategy for controlling the
disease is to use resistant varieties and grafting
(Carrillo-Fasio et al., 2003). However, this disease
is controlled mainly by chemical fungicides
(McGovern, 2015), but it has been reported
that once the fungus penetrates the plant tissue,
chemical control becomes ineffective (Apodaca et
al., 2002). A method that could potentially reduce
Forl disease severity is to induce plant resistance
to the pathogen (Ojha and Chatterjee, 2012). It has
been reported that plants that are susceptible to
pathogens, and that, after being treated with biotic
and abiotic agents that affect the host’s physiology,
quickly and coordinatedly activate their defense
system (El-Kallal, 2007; Arzoo et al., 2012). Plant
extracts or their components have been reported to
be defense inducers in different crops (Baysal et al.,
2002; Zaker and Mosallanejad, 2010; Arzoo et al.,
2012). Of particular interest are extracts that can
induce salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA),
which are signal molecules that have an important
role in regulating the signaling network involved in
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con potencial para reducir la severidad de la enfer-
medad causada por Forl, es la induccion de resis-
tencia de la planta al patogeno (Ojha y Chatterjee,
2012). Existen reportes de plantas que presentan
susceptibilidad a patdgenos, las cuales, después
de aplicar agentes bidticos y abidticos que afectan
la fisiologia del hospedero, inducen a una rapida y
coordinada activacion del sistema de defensa (EI-
Kallal, 2007; Arzoo et al., 2012). Los extractos de
plantas o sus componentes, han sido reportados
como inductores de defensa en distintos cultivos
(Baysal et al., 2002; Zaker y Mosallanejad, 2010;
Arzoo et al., 2012). Particularmente interesante,
son los extractos capaces de inducir al acido salici-
lico (AS) y acido jasmonico (AJ), moléculas sefial
que tienen una funcion importante en regular la red
de senalizacién implicada en inducir las respuestas
de defensa de la planta contra patogenos (Ryan y
Moura 2002; Van Loon et al., 2006). La defensa
de la planta es mas efectiva cuando la resistencia
adquirida es sistémica, ya que resulta eficiente
contra un amplio espectro de patogenos (Gozzo y
Faoro, 2013). La resistencia sistémica adquirida,
implica el incremento de sefiales moviles como el
AS y el AJ, compuestos que estan involucrados en
la expresion de genes que activan los mecanismos
de defensas en los tejidos alejados al sitio donde
inicio el ataque, extendiendo la defensa hacia las
partes no infectadas de la planta (Ojha y Chatterjee,
2012). Por lo tanto, inducir la defensa de la planta,
la predispone a resistir efectivamente ataques de
otros fitopatdogenos (Kachroo y Robin, 2013). En
este contexto, la induccion de resistencia es una
técnica no convencional de control de patogenos,
donde el agente inductor de la resistencia, puede
no tener efecto directo sobre el patdgeno (Arzoo et
al.,2012). Para este estudio se aplico un extracto de
ajo a plantas de tomate para inducir la resistencia
contra Forl, cuantificando la acumulacion de AS y
AJ como parametros bioquimicos y la severidad de
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inducing plant defense responses against pathogens
(Ryan and Moura 2002; Van Loon et al., 2006). A
plant’s defense is more effective when the acquired
resistance is systemic, because it is effective against
awide range of pathogens (Gozzo and Faoro, 2013).
Systemic acquired resistance implies an increase in
mobile signals, such as SA and JA, two compounds
that are involved in the expression of genes that
activate defense mechanisms in plant tissues far
away from where the pathogen attack began and
that extend the defense to non-infected plant parts
as well (Ojha and Chatterjee, 2012). Therefore,
induced defense helps plants to effectively resist
attacks from other pathogens (Kachroo and Robin,
2013). In this case, resistance induction is a non-
conventional pathogen control technique where the
resistance-inducing agent may not have a direct
effect on the pathogen (Arzoo et al., 2012). In
this research, garlic extract was applied to tomato
plants in order to induce resistance against Forl by
quantifying SA and JA accumulation as biochemical
parameters, and disease severity, plant height and
chlorophyll content as resistance parameters.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

We used 21-day old seedlings of tomato
(Solanum lycopersicum) var. Tiny tim cherry,
which were propagated from certified seed in a
commercial greenhouse. The seedlings were taken
to a growth chamber and kept at a temperature of
25 °C, under a 16 h light/8 h darkness (100 umol
m? s' of luminous intensity) photoperiod
and 80% relative humidity. When the seedlings
reached 28 days after germination, a 2% rooting
stimulator (Magic root) was applied; 45 days after

germination, the seedlings were inoculated with
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la enfermedad, altura de la planta y el contenido de
clorofila como parametro de resistencia.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum) var. Tiny tim cherry de 21 dia de
crecimiento, las cuales fueron propagadas a partir
de semillas certificadas en un invernadero comer-
cial. Las plantulas se trasladaron a una camara de
crecimiento a temperatura de 25 °C, fotoperiodo de
16 h luz/ 8 h oscuridad (100 umol m? s™! de intensi-
dad luminica) y 80% de humedad relativa. Cuando
las plantulas completaron 28 dias después de ger-
minacion, se aplico un enraizador (Magic root) al
2%. Al completar 45 dias después de germinacion,
las plantulas fueron inoculas con Forl e inmediata-
mente trasplantaron a bolsas de 3 kg, conteniendo
sustrato preparado (Nutrigarden). Después de que
las plantulas fueron trasplantadas, se procedié a de-
signar y aplicar aleatoriamente los tratamientos a
cada grupo de plantas.

Extracto de ajo (EA).

El extracto se prepard a partir de 10 g de dientes
de ajo fresco (var. Rio sonora), se licué con 14 mL
de agua destilada durante 1 min a temperatura am-
biente. El homogenado se centrifugéd por 20 minu-
tos a 15 000 x g a 4 °C, se adicionaron 6 mL de
etanol al sobrenadante y se centrifugd nuevamente
a 8000 x g por 20 min a 4 °C (Jansen et al., 1987).
El sobrenadante represento el extracto de ajo.

Obtencion de esporas de Forl

La cepa de Fusarium oxysporum f. sp. radi-
cis-lycopersici fue identificada molecularmente
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Forl and immediately transplanted to 3-kg bags
containing prepared substrate (Nutrigarden). After
the seedlings were transplanted, treatments were
assigned and randomly applied to each group of
plants.

Garlic extract (EA).

The extract was prepared using 10 g of fresh
garlic cloves (var. Rio Sonora) that were blended
in 14 mL of distilled water for 1 min at room
temperature. The mixture was centrifuged at
15000 x g at 4 °C for 20 min, then 6 mL of ethanol
were added to the supernatant and the mixture was
centrifuged again at 8000 x g at 4 °C for 20 min
(Jansen et al., 1987). The supernatant represented
the garlic extract.

Obtaining Forl spores

The Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici strain was molecularly identified using
the ITS1-5.8S ADNr-ITS2 sequencing technique
and/or D1/D2 domains of the 28S ADNr gene
at the Genomic Biotechnology Center of the
Instituto Politécnico Nacional (Access number:
90436915:D0452455.1 in the NCBI database). The
Forl strain was donated by the Plant Biotechnology
Laboratory of ITSON Centro’s CIBAA. It was
grown in an agar-potato-dextrose (PDA) culture
medium and incubated at 28 °C for 7 days. It was
re-cultivated by taking a small piece of mycelium
and inoculating it in fresh PDA at 28 °C for 7 days,
or until the fungus produced enough spores to
prepare a solution of 1x107 spores/mL. The spore
suspension was prepared by adding 5 mL of distilled
water containing 0.01% of 0.02% Tween 80 on
the surface of the dish containing the fungus; then
the surface was scraped using a glass rod, and the
liquid containing fungus spores was collected and
filtered through gauze to remove the mycelium; the
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empleando la técnica de secuenciacién de ITSI1-
5.8S ADNTr-ITS2 y/o dominios D1/D2 del 28S
ADNr en el Centro de Biotecnologia Genomi-
ca del Instituto Politécnico Nacional (Num. de
acces0:90436915:D0452455.1 en base NCBI).La
cepa de Forl fue donada para este estudio por el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CIBAA
en ITSON centro. Para su crecimiento se utilizd
como medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA)
y se mantuvo a 28 °C por 7 dias en incubadora.
Se resembro tomando un pequefio pedazo de mi-
celio e inoculandolo sobre PDA fresco a 28 °C por
7 dias o hasta que el hongo alcanz6 una esporula-
cion suficiente para preparar una solucion de 1x107
esporas/mL. La suspension de esporas se prepard
adicionando 5 mL de agua destilada conteniendo
0.01% de Tween 80 al 0.02% sobre la superficie de
la placa con el hongo, se rasp6 con una varilla de
vidrio, el liquido conteniendo las esporas del hongo
se colecto y filtro sobre gaza para eliminar micelio
y el filtrado fue centrifugado a 5000 x g. Las espo-
ras colectadas fueron re-suspendidas en agua esté-
ril hasta lograr una concentracion de 1x107 esporas/
mL cuantificadas con un cdmara de Neubauer.

Inoculacion de pliantulas de tomate con Forl

Las plantulas de tomate de 45 dias después de
germinadas, se extrajeron del semillero, se lavaron
suavemente las raices para eliminar el sustrato. En
las raices adventicias, se hicieron pequenas heridas
con un bisturi previamente esterilizado, inmediata-
mente, se sumergieron durante 30 minutos en una
solucion inoculante (1X107 esporas/mL) de Forl.
Posteriormente se realizé el trasplante, como se
describi6 en parrafo anterior.

Tratamientos aplicados para la induccion de re-
sistencia en plantas de tomate

Se prepararon grupos de 10 plantulas por tra-
tamiento con tres repeticiones. Se evaluaron seis
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filtrate was centrifuged at 5000 x g. The collected
spores were re-suspended in sterilized water until
reaching a concentration of 1x10” spores/mL,
quantified with a Neubauer chamber.

Tomato seedlings inoculated with Forl.

Forty-five days after germination, the tomato
seedlings were taken from the seedbed and their
roots were gently washed to remove the substrate.
Using a previously sterilized scalpel, small cuts
were made on the adventitious roots, which were
immediately submerged in a Forl inoculating
solution (1X107 spores/mL) for 30 min. The
seedlings were then transplanted as described in the
previous paragraph.

Treatments to induce resistance in tomato plants

Groups of 10 seedlings per treatment with three
replications were formed. Six treatments were
evaluated, as shown in Table 1. The first three
treatments were used as controls. Seedlings were
inoculated with Forl (1x107 spores mL"') before
transplanting. In treatments with EA, the extract
was sprayed on the leaves 7 and 14 days after
inoculation with Forl and transplanting.

Evaluation of disease severity

To evaluate the response of the tomato plants
to the pathogen, we used a hedonic scale proposed
by Apodaca et al. (2004) and Clavijo-Castro
(2014). Plants were classified after the fifth true
leaf emerged, and each plant was evaluated
using a scale of 1-5 (Table 2), according to
disease intensity. To quantify disease severity, the
parameters chlorophyll index (UC) and height (cm)
were evaluated every 7 days after the treatment
was applied for 49 days. Chlorophyll content was
measured with a SPAD 502 meter (Minolta), a
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tratamientos que se muestran en el Cuadro 1. Los
primeros tres tratamientos fueron usados como
controles. La inoculacion se realizé con Forl (1x107
esporas mL™') previo al trasplante. La aplicacion
de los tratamientos del EA, se llevé a cabo por as-
persion al follaje a los 7 y 14 dias después de la
inoculacion con Forl y trasplante.

Evaluacion de la severidad de la enfermedad.

Para evaluar la respuesta de las plantas de toma-
te al patdgeno, se utilizo una escala hedonica pro-
puesta por Apodaca et al. (2004) y Clavijo-Castro
(2014). La clasificacion de las plantas se realizo
posterior a la aparicion de la 5a hoja verdadera, se
evaluo cada planta en una escala del 1 al 5 (Cuadro
2) segun la intensidad de la enfermedad. Para cuan-
tificar la severidad de la enfermedad, se evaluaron
en las plantas los parametros: indice de clorofila
(UC) y altura (cm) cada 7 dias después de la aplica-
cion del tratamiento durante 49 dias. El contenido
de clorofila, se midié6 empleando el equipo SPAD
502 (Minolta). El equipo mide la absorcion en
longitudes de onda de 650 y 940 nm para estimar
niveles de la clorofila. La medicion se realizo en
la tercera hoja por triplicado para obtener el indice
de clorofila. La altura de la planta se midi6 con un
flexémetro desde la base del tallo hasta el apice de
la planta.

La severidad se calculd utilizando la formula
propuesta por Towsend y Heuberguer (1943) (1).

Severidad= (Znv/ 5N) x 100 (1)
Donde:

S= Severidad

n= Plantas por categoria

v= Valor de la categoria
N= Plantas por unidad experimental
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para inducir resistencia
en plantas de tomate infectadas con Forl.
Table 1. Treatments used to induce resistance in tomatoes
plants infected with Forl.

Tratamiento Plantas

Testigo absoluto

Raices heridas

Raices heridas e inoculadas con Forl

Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 0.5%
Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 1%
Raices heridas e inoculadas con Forl + EA 2%

AN N AW N~

device that measures absorption in 650 and 940
nm wave lengths to estimate chlorophyll levels.
Measurements were made in triplicate on the third
leaf to obtain the chlorophyll index. Plant height
was measured from the base of the stem to the tip
using a flexometer.

The severity was calculated by applying the
formula proposed by Towsend and Heuberguer
(1943) (1).

Severity= (Xnv/ 5N) x 100 (1)
Where:

S= Severity

n= Plants per category

v= Value of the category

N= Plants per experimental unit

Quantification of salicylic acid and jasmonic
acid

The content of SA and JA was determined
on leaves before and after transplanting, both on
treated and non-treated plants, every 7 days for
49 days. The leaves were cut from the plants,
wrapped in aluminum foil, immediately frozen
in liquid nitrogen and stored at —80 °C until they
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Cuadro 2. Escala heddnica para evaluar la severidad de la enfermedad producida por Forl en plantas

de tomate.

Table 2. Hedonic scale used to evaluate disease severity caused by Forl in tomato plants.

Clase Intensidad de la enfermedad
0  Sin sintomas visibles a la enfermedad
1 Puntos necrdticos en hipocotilo
2 Hojas marchitas, oscurecimiento en la base del hipocotilo o disminucién en el crecimiento de la planta
3 Marchitez, lesion necréticas 1-5 cm y disminucion en el crecimiento de la planta
4 Lesion necroética 6-10 cm, defoliacion y disminucion en el crecimiento.
5 Muerte de la planta

Cuantificaciéon de acido salicilico y 4cido jasmé-
nico

El contenido de AS y AJ se determino en ho-
jas, antes y después del trasplante, tanto en plan-
tas tratadas y en las no tratadas, evaluando cada 7
dias, durante 49 dias. Las hojas se cortaron de la
planta y fueron envueltas en papel aluminio, inme-
diatamente fueron congeladas en nitrogeno liquido
y almacenadas a —80 °C hasta su analisis. Para la
cuantificacion de los metabolitos se siguid la meto-
dologia propuesta por Guzman-Téllez ef al. (2014)
y Arbona y Gémez-Cardenas (2008). Se parti6 de 1
g de hojas que se colocaron en tubos (30 mL), se les
agregaron 10 mL de agua des-ionizada. Posterior-
mente se homogeneizé con Ultra-Turrax. Los tu-
bos se centrifugaron (Galaxy 7D centrifuga, VWR,
USA) a 4000 g durante 45 min a 4 °C. Se colecto el
sobrenadante y se ajustd a un pH de 3.0, con acido
acético al 15%. Se prepararon dos muestras de 3 ml
c/u del sobrenadante pH 3 y se agregaron 2 mL de
éter etilico a cada tubo. Se agito y la fase organica
se recuperd y se llevd a sequedad bajo chorro de
nitrogeno gaseoso. El residuo seco resultante se re-
suspendio con 500 uL de la fase movil A/B (50/50)
preparada para la determinacion en HPLC. Des-
pués se filtré utilizando un filtro de PTFE de 0.45
um (Pall Gelman Acrodisc filtros). El filtrado se
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were analyzed. To quantify metabolites, we used
the methodology proposed by Guzman-T¢llez et al.
(2014) and Arbona and Goémez-Cardenas (2008).
We started by cutting 1 g of leaves and placing
them in tubes (30 mL) to which 10 mL of deionized
water were added. This was homogenized with an
Ultra-Turrax dispersing machine. The tubes were
centrifuged (Galaxy 7D Centrifuge, VWR, USA)
at 4000 g for 45 min at 4 °C. The supernatant was
collected, and its pH adjusted to 3.0 with 15% acetic
acid. Two 3-ml samples of the pH 3 supernatant
were prepared, and 2 mL of ethyl ether were added
to each tube. The tubes were shaken to recover the
organic phase, which was then dried under a stream
of gaseous nitrogen. The dry residue obtained was
re-suspended in 500 pL of the A/B (50/50) mobile
phase that was prepared for determination in high
performance liquid chromatography (HPLC).
It was then filtered using a 0.45 um PTFE filter
(Pall Gelman Acrodisc filters). The filtrate was
used to determine SA and JA content with a liquid
chromatography system (Agilent Technologies
Model 1260 Infinity) controlled by the OpenLab
ChemStation software (Agilent Technologies).
The equipment consists of a quaternary pump, a
diode-array detector and a 77251 Rehodyne manual
injector; we used a 250 x 4.6 mm C18 column
(Phenomenex Luna) of 5 um particle. The mobile
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utilizd para la determinacion del acido salicilico y
del acido jasmonico, utilizando un cromatdgrafo de
liquidos (Agilent Tecnologies modelo 1260 infini-
ty), controlado por el programa OpenLab ChemS-
tation (Agilent Tecnologies). El equipo consta de
una bomba cuaternaria, un detector de arreglo de
diodos y un inyector manual Rheodyne 7725i, la
columna utilizada fue C18 (Phenomenex Luna) de
250 x 4.6 mm de 5 pm de particula. La fase movil
consistio de una fase A compuesta de 94.9% H.,O,
0.1% HCOOH (acido formico) y 5% CH,CN (ace-
tonitrilo) y una fase B de 5% H,0, 94.9% CH,CN
y 0.1% HCOOH, en una proporcion 60 (A):40 (B),
la cual se trabajo de manera isocratica a 1 mL por
minuto durante 20 min a temperatura ambiente. La
longitud de onda de deteccion fue 303 nm para los
dos compuestos. Se utilizaron compuestos puros de
acido salicilico y acido jasmonico (Sigma Aldrich)
para realizar curvas de calibracion, determinar los
tiempos de retencion de cada compuesto y calcular
la concentracion. Los rangos de las curvas de cali-
bracion fueron: para AS, 0.02-0.1 pg g' y de 0.1-
1.0 ug g, paraAJ, 0.05-0.1 pgg'y0.1-1.0 ug g

Diseiio experimental y analisis de datos

Se aplico un disefio experimental completamen-
te al azar con 6 tratamientos y tres repeticiones. El
experimento se repitid dos veces para su validacion.
Los datos se analizaron con ANOVA (de una via)
en el paquete estadistico NCSS (Number Cruncher
Statistical System, Kaysville, Utah) version 2007.
Los datos de las 7 semanas de indice de clorofila,
altura, severidad y la concentracion de acido sali-
cilico y acido jasmonico fueron las variables res-
puestas. Se realizé una comparacion de medias por
el método de Tukey-Kramer con un nivel de proba-
bilidad de p<0.05. El indice de clorofila y altura, se
analizaron mediante estadistica descriptiva.
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phase consisted of an A phase containing 94.9%
H,0, 0.1% HCOOH (formic acid) and 5% CH,CN
(acetonitrile) and a B phase containing 5% H.,O,
94.9% CH,CN and 0.1% HCOOH, at a 60 (A):40
(B) ratio, for which we used an isocratic method at
I mL per min during 20 min at room temperature.
The detection wave length used for both compounds
was 303 nm. Pure salicylic acid and jasmonic acid
compounds were used to determine the calibration
curves (Sigma Aldrich), the retention time of each
compound and calculate the concentration. The
calibration curves ranged as follows: 0.02-0.1 ug
g'and 0.1-1.0 pg g for AS, and 0.05-0.1 pg g
and 0.1-1.0 ug g'! for AJ.

Experimental design and data analysis

We used a completely randomized design with
6 treatments and three replications. The experiment
was conducted twice for validation. Data were
analyzed using ANOVA (one-way) and NCSS
statistical software version 2007 (Number Cruncher
Statistical System, Kaysville, Utah). Seven-week
data on the chlorophyll index, height, severity, and
salicylic and jasmonic acid concentration were
variable responses. The means were compared
using the Tukey-Kramer method at a p<0.05
probability level. The chlorophyll index and height
were analyzed using descriptive statistics.

RESULTS AND DISCUSSION
Chlorophyll content in tomato plants

The chlorophyll content in all tomato plants
a week after transplanting was between 41 and

44 UC (Figure 1). These values are within the
range (41.3-56.11 UC) reported for tomato plants
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RESULTADOS y DISCUSION
Contenido de clorofila en plantas de tomate.

El contenido de clorofila en las plantas de toma-
te después de una semana del trasplante fue entre
41-44 UC para todas las plantas (Figura 1). Estos
valores se encuentran en el rango (41.3-56.11 UC)
reportado para plantas de tomate medidos en con-
diciones similares a las nuestras (Mendoza ef al.,
1998; Penuelas-Rubio et al., 2017). El contenido
de clorofila presentd una disminucion a partir de la
tercera semana después del trasplante en las plan-
tas testigo absoluto y control con raices heridas,
comportamiento asociado a la demanda de nitroge-
no durante el rapido crecimiento vegetativo de las

that were measured under conditions similar to
ours (Mendoza et al., 1998; Pefiuclas-Rubio et
al., 2017). The chlorophyll content in plants used
as absolute controls and controls with roots with
cuts on them decreased starting on the third week
after transplanting, a fact that is associated with
the plants’ demand for nitrogen during their rapid
vegetative growth (Nurzyeki, 2013). However,
the control plants that had roots with cuts and that
had been inoculated with Forl showed a significant
decrease in UC beginning the second week after
transplanting, with significantly lower chlorophyll
values (p<0.05) than the other two control groups
(Figure 1). The decrease in UC could be due to the
presence of Forl, as reported by Mendoza et al.
(1998) and Hiderman et al. (1992).
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Figura 1. Contenido de clorofila en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl, y tratadas con diferentes con-
centraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las barras
verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre trata-
mientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 1.

Chlorophyll content in tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different concen-

trations of garlic extract. The values are the means of three repetitions of 10 plants each. The vertical bars repre-
sent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments, according
to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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plantas (Nurzyeki, 2013). Sin embargo, las plantas
control con raices heridas e inoculas con Forl, pre-
sentaron una disminucion significativa en las UC, a
partir de la segunda semana después del trasplante,
con valores de clorofila significativamente meno-
res (p<0.05) que los otros dos grupos de controles
(Figura 1). Pudiendo atribuirse esta disminucion en
las UC, a la presencia de Forl, como lo reportaron
Mendoza et al. (1998) y Hiderman et al. (1992).
Las plantas tratadas con EA, lograron incre-
mentar las UC. Especificamente, las plantas que
recibieron los tratamientos de 1 y 2% de EA, incre-
mentaron significativamente (p<0.05) los valores
de UC, logrando en las dos tltimas semanas de la
evaluacion, alcanzar los valores del testigo absolu-
to, que presentd un valor de clorofila de 41.3 UC,
y las plantas con EA 1y 2% con valores de 41.5 y
40.5 UC, respectivamente. Massacci et al. (2008)
report6 que las plantas infectadas con F. oxysporum
no logran llevar a cabo procesos fotosintéticos, re-
duciendo la tasa de asimilacion fotosintética. Co-
incidiendo con los datos obtenidos en esta evalua-
cion, donde los menores valores de clorofila (24.9
UC) se presentaron en el grupo de plantas control
con raices heridas e inoculadas que no recibieron
tratamiento de EA, y no lograron recuperar los va-
lores de clorofila, como lo hicieron las plantas que
recibieron los tratamientos con EA. Las UC es una
medida indirecta de la cantidad de N en la planta
(Vazquez et al., 2012), por lo que se asume que, las
plantas tratadas con el EA, mantuvieron un buen
desarrollo, aun cuando fueron infectadas con Forl.

Altura de las plantas de tomate

Los resultados de las mediciones de la altura de
las plantas de tomate se muestran en la Figura 2. Se
puede observar que las tres primeras semanas des-
pués de la inoculacidn y trasplante, todas las plan-
tas crecieron sin mostrar diferencias significativas
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Plants treated with EA were able to increase
the UC. Specifically, plants treated with 1 and 2%
of EA had significantly increased values of UC
(p=0.05), so during the last two weeks of evaluation
they were able to reach the values of the absolute
control, whose chlorophyll value was of 41.3
UC, and plants treated with 1 and 2% of EA with
values of 41.5 and 40.5 UC, respectively. Massacci
et al. (2008) reported that in plants infected with
F. oxysporum, photosynthetic processes do not
take place, and this decreases the photosynthetic
assimilation rate. These results are in agreement
with data obtained in this evaluation, where the
lowest chlorophyll values (24.9 UC) were observed
in the group of control plants that had roots with
cuts and that had been inoculated but not treated
with EA so that they were not able to recover the
chlorophyll values as the plants treated with EA
did. UC is an indirect measure of the amount of N
in a plant (Vazquez et al., 2012), so it is assumed
that plants treated with EA developed well even
when they were infected with Forl.

Height of the tomato plants

The results of measuring the height of the
tomato plants are shown in Figure 2. During the
first three weeks after inoculation and transplanting,
all the plants grew and there were no significant
differences between the plants non-treated and
treated with EA (p<0.05). After the fourth week,
there were marked differences in growth within the
groups of plants; for example, plants treated with 1
and 2% EA grew the most, and plants treated with
2% EA reached 67.8 cm, while plants treated with
1% EA reached 62.2 cm; these values were similar
(p=<0.05) to the value of the absolute control: 61.9 cm.
Plants treated with 0.5% EA reached an average
height of 53.5 cm, which is higher than the 34.9 cm
reached by the control with cut + inoculated roots.
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entre las plantas tratadas con EA y las no tratadas
(p<0.05). Después de la cuarta semana, los grupos
de plantas, marcaron las diferencias en el creci-
miento, siendo las plantas que recibieron el trata-
miento con el EA en concentraciones de 1y 2%, las
que presentaron el mayor crecimiento, alcanzando
los valores de 67.8 cm para las plantas tratadas con
EA al 2%, 62.2 cm las plantas con EA al 1%, va-
lores similares (p<0.05) al 61.9 cm al que presentd
el grupo de testigo absoluto. Las plantas tratadas
con EA al 0.5%, alcanzaron una altura promedio
de 53.5 cm, valor superior al 34.9 cm, que presen-
t6 el control de raices heridas + inoculadas, ambos
grupos presentan valores estadisticamente menores
(p<0.05) que los de los tratamientos con 1y 2% de
EA (Figura 2). La disminucion en el crecimiento,

Both groups showed values that are statistically
lower (p<0.05) than the values of treatments with
1 and 2% of EA (Figure 2). Growth decrease is a
characteristic symptom of plants infected by Forl
(Apodaca et al., 2004; Penuelas-Rubio et al., 2017),
due to the proliferation of the pathogen in the
plant’s vascular bundles, which means the spores
are disseminated towards the apex in the xylem
flow (Hadian et al., 2011). This is in agreement
with the results observed in control plants with
cuts in the roots + Forl inoculation that were not
treated with EA; the disease established itself and
was propagated intercellularly. The treatment with
0.5% EA induced the lowest level of resistance in
tomato plants because the group of plants sprayed
with EA were the lowest in height of the three EA
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Figura 2. Evaluacion de la altura de plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con extracto de ajo
con diferentes concentraciones. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las barras
verticales representan la desviacion estindar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre trata-
mientos de acuerdo con Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 2. Evaluation of the height of tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different
concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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es un sintoma caracteristico de plantas infectadas
por Forl (Apodaca et al., 2004; Pefiuelas-Rubio et
al., 2017), debido a la proliferacion del patdgeno en
los haces vasculares de la planta, diseminando las
esporas hacia el apice mediante el flujo del xilema
(Hadian et al., 2011). Concordando con los resul-
tados observados en las plantas control con heridas
en la raiz + inocularon con Forl, sin recibir trata-
miento con EA, estableciéndose la enfermedad y
propagandose intercelularmente. El tratamiento de
EA al 0.5%, indujo la menor resistencia a la planta
de tomate ya que el grupo de plantas que recibio
este tratamiento, presentd la menor altura de los
tres tratamientos de EA. El efecto del ajo como
promotor de crecimiento vegetativo y reproduc-
tivo en plantas infectadas con patdgenos, esta re-
portado por Fatema y Ahmad (2005), en plantas de
cacahuate infectadas con nematodos, y en plantas
de tomate infectada con Fol por Chohan y Perveen
(2015).En ambos casos las soluciones acuosas de
ajo mejoraron la respuesta en el crecimiento de la
planta y controlando al patdégeno. En este estudio
las concentraciones del EA de 1 y 2% mejoraron el
desarrollo de las plantas induciendo la resistencia
a Forl.

Severidad de la enfermedad de plantas de toma-
te infectadas con Forl

Los resultados de la evaluacion de la severidad
de la enfermedad provocada por Forl en las plan-
tas de tomate, se muestra en la Figura 3. Todas las
plantas inoculadas con Forl, presentaron en dife-
rentes grados, sintomas caracteristicos de la enfer-
medad, incluyendo, marchitez en las hojas y defo-
liacion, disminucion en el crecimiento y afectacio-
nes en el tallo como puntos y lesiones necréticas en
los haces vasculares. Como se esperaba, las plantas
testigo absoluto y las de raices heridas, no presen-
taron sintomas a la enfermedad ya que no fueron
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treatments. The effect of garlic as a promoter of
vegetative and reproductive growth in pathogen-
infected plants was reported by Fatema and Ahmad
(2005) in peanut plants infected by nematodes, and
by Chohan and Perveen (2015) in tomato plants
infected with Fol. In both cases, aqueous garlic
solutions improved the plant’s growth response
and were able to control the pathogen. In this study,
1 and 2% concentrations of EA improved plant
development and induced resistance to Forl.

Disease severity of tomato plants infected with
Forl

Results of the evaluation of disease severity
caused by Forl in tomato plants are shown in
Figure 3. All plants inoculated with Forl showed
characteristic symptoms of the disease at different
levels, including leaf wilt and defoliation, slow
growth and stem damage in the form of spots and
necrotic lesions on vascular bundles. As expected,
the absolute control and the plants with cut roots
did not develop disease symptoms because they
were not inoculated with the fungus (Figure 3).
The minimum value of disease severity was 26.4%
in the group of plants treated with 1 and 2% EA,
followed by 33.4% in plants treated with 0.5% EA.
The most affected plants were those in the control
group with cut roots + inoculation, which showed
visible symptoms starting the second week after
inoculation and 100% severity in the seventh week.
These results show the positive effect of applying
EA, because disease severity was reduced by 66 to
73% compared to the severity level in the control
plants (cut+inoculated), which means that the plants
treated developed fewer symptoms. The effect on
disease severity caused by Forl in tomato plants
treated with EA could be due to the accumulation
of metabolites such as SA and JA, which induce
defense mechanisms, as demonstrated by Shah
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Figura 3. Porcentaje de severidad de la enfermedad provocada por Forl en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas
con Forl y tratadas con diferentes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticio-
nes de 10 plantas cada una. Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con
Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio dos veces.

Figure 3. Percentage of disease severity caused Forl in non-inoculated and inoculated tomato plants that were treated with
different concentrations of garlic extract. The values are the means of three replications of 10 plants each. Different
letters indicate a significant difference between treatments, according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05
probability level. The experiment was conducted twice.

inoculadas con el hongo (Figura 3). El valor minimo
de severidad de la enfermedad fue del 26.4%, que
se presentd en el grupo de plantas que recibieron el
tratamiento con el EA al 1 y 2%, seguido del trata-
miento con EA 0.5% con 33.4%. Las plantas mas
afectadas fueron el grupo control de raices heridas
+ inoculadas, que mostraron sintomas visibles des-
de la segunda semana después de la inoculacion,
presentando una severidad del 100% en la séptima
semana. Estos resultados muestran el efecto positi-
vo de la aplicacion del EA, donde las plantas tra-
tadas presentaron una reduccion de dafios entre el
66y 73 %, comparado con la severidad presentada
por las plantas control (heridas + inoculadas), lo
que significa que los sintomas ocasionados por el
hongo disminuyeron en las plantas tratadas. Este
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and Zeier (2013) and El Oirdi et al. (2011), where
these metabolites induced the expression of genes
involved in plant defense under stress conditions.
Based on this result, we can conclude that the
exogenous application of EA acted as an activator
of systemic acquired resistance in tomato plants.

Quantification of salicylic acid (SA)

The results of SA quantification in tomato
plants are shown in Figure 4. There were variations
in the SA content beginning in the first week
of inoculation and basal levels of 0.10 pg g’ in
the absolute control plants, a value within the
range (0.10-10 pg g') reported for Solanaceae
(Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). In cut
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efecto en la reduccion de la severidad de la enfer-
medad provocada por Forl en plantas de tomate
tratadas con EA, podria atribuirse a la acumula-
cion de metabolitos como el AS y AJ que inducen
los mecanismos de defensa, como lo demostraron
Shah y Zeier (2013) y El Oirdi et al. (2011) donde,
estos metabolitos, indujeron la expresion de genes
involucrados en la defensa en condiciones de es-
trés. Basado en este resultado se puede inferir que
la aplicacion exogena del EA funciond como acti-
vador de la resistencia sistémica adquirida en las
plantas de tomate.

Cuantificacion de acido salicilico (AS)

Los resultados obtenidos en la cuantificacion
de AS en las plantas de tomate se muestran en la
Figura 4. Puede observarse que las variaciones en
el contenido de AS presentaron cambios desde la
semana de la inoculacion de las plantas, cuantifi-
cando niveles basales de 0.10 ug g en las plantas
testigo absoluto, valor dentro del rango (0.10-10 pg
g!) reportado para plantas Solanaceas (Rivas-San
Vicente y Plasencia, 2011). En las plantas heridas
e inoculadas se cuantificd una concentracion inicial
de 0.24 ug g, dos veces la concentracion del con-
trol absoluto. En las plantas inoculadas con Forl y
tratados con EA 1 y 2%, mostraron un incremento
significativo (p< 0.05) del contenido de AS en la
tercera semana después de la inoculacion. En las
plantas con EA al 2%, se cuantificaron valores 11 y
6 veces mas altos que los que se presentaron en los
controles para esa misma semana y en el tratamien-
to con EA al 1%, se cuantificaron 8 y 4.5 veces mas
los valores que sus respectivos controles. Después
de este incremento, los niveles de AS decrecieron
las semanas posteriores, volviendo a incrementarse
en la sexta semana (Figura 4). Las plantas control
(testigo absoluto y heridas + inoculadas), a partir
de la quinta semana mostraron un incremento en la
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and inoculated plants, an initial concentration of
0.24 pg g'was quantified, which was twice the
concentration in the absolute control. In plants
inoculated with Forl and treated with 1 and 2% of
EA, there was a significant increase (p< 0.05) in
the SA content in the third week after inoculation.
In plants treated with 2% EA, we found values that
were 11 and 6 times higher than the values of the
control treatments within the same week; for the
treatment with 1% EA, we found values 8 and 4.5
times higher than the values of their respective
controls. After that increase, SA levels decreased
in the following weeks but increased again in
the sixth week (Figure 4). As of the fifth week,
SA accumulation in the control plants (absolute
control and cut + inoculated plants) increased and
reached a maximum concentration of 0.78 y 0.82 ug
g, respectively. These increases in the control
treatments occurred two weeks after the increase
in the group of plants treated with 1 and 2% EA.
Increases in SA content were between 2 and 5 times
higher than the basal values reported in plants at
the onset of flowering, and in plants infected with
necrotic pathogens such as Fusarium oxysporum
(Swarupa et al., 2014). This fact may explain the
increase in SA content in the control plants from
week five to seven. However, increases five times
higher than SA concentration that occurred in the
third week in plants treated with 1 and 2% EA may
be associated with the treatment applied rather
than with the presence of the pathogen, given
that the maximum SA values in treatments with
1 and 2% of EA were consistent with the reduced
symptoms observed when disease severity was
evaluated (Figure 3). In support of this deduction,
Ojha and Chatterjee (2012) applied SA to tomato
plants infected with F. oxysporum and observed a
significant increase in plant resistance to pathogen
attack when the activity of enzymes related to the
defense system increased. The greatest increases
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acumulacion de AS, alcanzando la maxima concen-
tracion de 0.78 y 0.82 pg g'!, respectivamente. Es-
tos incrementos en los controles, se presentaron dos
semanas posterior al incremento que se presentd en
el grupo de plantas tratadas con el EA al 1 y 2%.
Los incrementos en el contenido de AS entre 2 a 5
veces los valores basales, son reportados en plantas
durante el inicio de la floracion, asi como en plan-
tas infectadas con patégenos necrdticos como Fu-
sarium oxysporum (Swarupa et al., 2014). Pudien-
do ser esta la razon de los incrementos del AS en
las plantas control en las semanas de la quinta a la
séptima. Sin embargo, los incrementos de mas de 5
veces la concentracion de AS que se presentaron en
la tercera semana en las plantas tratadas con EA al
1 y 2%, pudiera estar asociada al tratamiento reci-
bido mas que a la presencia del patdgeno, debido a

in enzyme activity took place 21 days after SA
application. This result is in agreement with the
results of the present study, which show that the
highest SA values were quantified the third week
after treatment application. The protective effect
against Forl in plants treated with EA, which
improved their growth and development, was also
reported by Hayat ef al., (2012), who by increasing
endogenous SA concentrations were able to
significantly improve plant growth characteristics,
including height, leaf number and color, shoot
diameter, dry and fresh weight, and photosynthetic
rate.

Based on the results of our study, increased
SA concentration coincides with an improvement
in plant development, as well as resistance to
the pathogen, which agrees with the important
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Figura 4. Concentracion de acido salicilico en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con diferen-
tes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las
barras verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre
tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitié dos veces.

Figure 4.

Concentration of salicylic acid in tomato plants inoculated and non-inoculated with Forl and treated with different

concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference among treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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que los valores maximos de AS en los tratamientos
conel EAde 1y 2%, concuerda con la disminucién
de los sintomas observados durante la evaluacion
de la severidad de la enfermedad (Figura 3). Apo-
yando estd deduccion, Ojha y Chatterjee (2012),
aplicando AS a plantas de tomate infectadas con
F. oxysporum, significativamente incremento la
resistencia de la planta al ataque del patéogeno al
aumentar la actividad de enzimas relacionadas con
el sistema de defensa, presentandose los mayores
incrementos en la actividad de las enzimas, a los 21
dias después de la aplicacion del AS. Coincidiendo
con el resultado obtenido en este estudio, los va-
lores mas altos de AS se cuantificaron a la tercer
semana después de la aplicacion del tratamiento.
El efecto protector contra Forl, que mostraron las
plantas tratadas con el EA, manifestado en mejora
en el crecimiento y desarrollo de la planta, también
fue reportado por Hayat et al., (2012), al aumentar
concentraciones endogeno de AS, mejoro significa-
tivamente las caracteristicas de crecimiento de las
plantas incluyendo la altura, el numero y color de
hojas, el diametro del vastago, el peso seco y fresco
de la planta, asi como también la tasa fotosintética.

Para el caso de los resultados de este estudio,
el incremento en la concentracion de AS coincide
con la mejora del desarrollo de la planta, asi como
la resistencia al patoégeno, lo que concuerda con
el papel importante reportado del AS en la accion
protectora contra patdogenos. Probablemente por la
capacidad que tiene de inducir la transcripcion de
proteinas de defensa (PR) en las que codifican en-
zimas quitinasas, glucansas, endohidrolasas, y -1,
3-glucanasa para contribuir con la resistencia sis-
témica adquirida (RSA) contra diversos patégenos
por su actividad antifungica (Heil y Bostock, 2002;
Hayat et al., 2010).
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protective role of SA against pathogens, probably
because of its ability to induce the transcription of
defense proteins (PR) which codify enzymes such
as chitinases, glucanases, endohydrolases and -1,
3-glucanase that contribute to systemic acquired
resistance (SAR) against different pathogens
because of its antifungal activity (Heil and Bostock,
2002; Hayat et al., 2010).

Quantification of jasmonic acid (JA)

The results of JA quantification in tomato plants
are shown in Figure 5. Plants with cut roots + plants
inoculated with Forl, as well as those to which EA
was applied increased their JA content, with initial
values of 0.89 pg g in plants cut and/or inoculated
with Forl, which was significantly higher (p<0.05)
than the value of 0.74 ug g! of the absolute control
plants. As of the second week, application of 1 and
2% EA produced an increase 2.5 times the value
of the absolute control, and 1.8 times the value of
the cut + Forl control. These JA values remained
significantly higher (p<0.05) in the third week after
inoculation and after transplanting plants treated
with 1 and 2% EA. In all treatments, except for the
absolute control, JA content was gradually reduced
as of the fourth week until the end of the evaluation
but maintained high levels, which indicates that the
plant was responding to a stress condition (Ryan
and Moura, 2002). From this result we can infer that
1 and 2% EA concentrations are enough to increase
endogenous JA concentrations in tomato plants,
which in turn can induce plant defense responses
(Kravchuk et al., 2011). JA is known to be a key
regulator that stimulates defense responses in
synergy with SA and reduces symptoms of diseases
caused by pathogens (Pieterse et al., 2012) by
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Cuantificacion de acido jasmonico (AJ)

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de
Al en las plantas de tomate se muestran en la Figu-
ra 5. Se puede observar que tanto las plantas con
raiz herida, como las de raiz herida + inoculadas
con Forl y a las que se les aplicaron los EA, pro-
vocaron un incremento en el contenido de AJ en las
plantas de tomate, cuantificando valores iniciales
de 0.89 ug g'! en plantas con herida y/o inoculadas
con Forl, valor significativamente mayor (p<0.05)
que el de las plantas testigo absoluto con 0.74 ug
g'. A partir de la segunda semana, la aplicacion
de EA al 1 y 2 % indujeron un incremento de 2.5
veces el valor del testigo absoluto y de 1.8 veces
el del control con herida + Forl. Estos valores de

activating the expression of genes involved in plant
defense (Ryan, 2000). It has been reported that JA
induces protease and polyphenol oxidase inhibitors,
and shikimate pathway compounds specifically in
tomato plants, which reduces pathogens (El Oirdi
et al.,2011). It is well accepted that plants need to
activate induced systemic resistance that depends
on JA to fight necrotrophic pathogens (Glazebrook,
2005). Therefore, protecting tomato plants from
Forl as was done in this study could be related
to rapid JA induction and quantified endogenous
concentrations (Rahman et al., 2012). However,
simultaneous activation of the defense systems that
depend on SA and JA results in increased resistance
to pathogens (Mur et al., 2006). This is in agreement
with the observed increases in endogenous SA and
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Figura 5. Concentracion de acido jasmonico en plantas de tomate inoculadas y no-inoculadas con Forl y tratadas con dife-
rentes concentraciones de extracto de ajo. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 plantas cada una. Las
barras verticales representan la desviacion estaindar (n=3). Letras diferentes significa diferencia significativa entre
tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. El experimento se repitié dos veces.

Figure 5. Concentration of jasmonic acid in tomato plants non-inoculated and inoculated with Forl and treated with different
concentrations of garlic extract. The values are the means of three repetitions with 10 plants each. The vertical
bars represent the standard deviation (n=3). Different letters indicate a significant difference between treatments,
according to the Tukey-Kramer method at a p<0.05 probability level. The experiment was conducted twice.
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Al se mantuvieron significativamente (p<0.05) al-
tos en la tercera semana después de la inoculacion
y trasplante en las plantas tratadas con EA al 1 y
2%. En todos los tratamientos, con excepcion del
testigo absoluto, el contenido de AJ disminuy¢ gra-
dualmente a partir de la cuarta semana hasta el final
de la evaluacion, conservando niveles altos, lo que
nos indica que la planta esta respondiendo a alguna
situacion de estrés (Ryan y Moura, 2002). De este
resultado podemos inferir que las concentraciones
del EA del 1 y 2% es suficiente para incrementar
concentraciones enddgenas de AJ en las plantas de
tomate, el cual a su vez puede inducir respuestas
de defensa en la planta (Kravchuk et al., 2011). El
AlJ es reconocido como un regulador clave para es-
timular en las plantas las respuestas de defensa en
sinergia con el AS, reduciendo los sintomas de las
enfermedades ocasionados por patogenos (Pieterse
et al., 2012), mediante la activacion en la expre-
sion de genes involucrados en la defensa (Ryan,
2000). Especificamente, en plantas de tomate se ha
reportado que el AJ induce inhibidores de proteasas
y polifenoloxidasa y compuestos de la ruta de los
fenilpropanoides, mostrando un efecto en la dis-
minucion de patdégenos (El Oirdi et al., 2011). Es
bien aceptado que las plantas requieren activar la
resistencia sistémica inducida dependiente de AlJ,
para combatir patdogenos necrotroficos (Glazebro-
ok, 2005). Por lo que la proteccion de las plantas
de tomate contra Forl, observada en este estudio,
puede estar relacionada con la rapida induccion de
Al y las concentraciones enddgenas cuantificadas
(Rahman et al., 2012). Sin embargo, la activacion
simultanea de los sistemas de defensa dependiente
de AS y AJ, resultan en un incremento de la resis-
tencia a patogenos (Mur ef al., 2006). Lo anterior
concuerda con los resultados observados en los in-
crementos endogenos de AS y AJ y la disminucion
de los sintomas de la enfermedad a producida por
Forl en plantas de tomate.
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JA and the reduction of disease symptoms caused
by Forl in tomato plants.

CONCLUSIONS

Based on the results of this study, we may
conclude that spraying 1 and 2% of EA on tomato
plants conferred resistance against Fusarium
oxysporum radicis-lycopersici (Forl), by increasing
the endogenous content of salicylic acid and
jasmonic acid.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este estudio, se
puede concluir que la aspersion de un EA al 1y
2% a plantas de tomate le proporciond la resisten-
cia contra Fusarium oxysporum radicis-lycopersici
(Forl), mediado por el incremento del contenido
endogeno de acido salicilico y acido jasmonico.
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