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Resumen

Ophiostoma novo-ulmi es el principal hongo patógeno causante de la grafiosis del olmo. En el
presente trabajo se ha estudiado el efecto de ocho compuestos fenólicos simples sobre el crecimien-
to in vitro de O. novo-ulmi, y sobre la susceptibilidad in vivo de Ulmus minor a este patógeno. Los
compuestos carvacrol, timol, y ácido salicílico mostraron mayor actividad antifúngica que el resto
de los fenoles; dosis inferiores a 50 µg.ml-1 redujeron en un 50% el crecimiento in vitro del hongo
(dosis EC50). Árboles regados dos meses con carvacrol y ácido salicílico (400 mg.l-1; 1
l/semana/planta; n = 20) mostraron menores marchitamientos foliares, 120 días tras la inoculación
con O. novo-ulmi, que árboles no tratados. Los resultados sugieren que la actividad antifúngica del
carvacrol y del ácido salicílico mostrada in vitro se traduce en menores síntomas foliares si los árbo-
les son tratados con estos compuestos, aunque otro tipo de factores de resistencia, inducidos por los
tratamientos, podrían estar implicados. 
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INTRODUCCIÓN

En el ámbito de la patología vegetal, los com-
puestos fenólicos han sido descritos como meta-
bolitos secundarios implicados en los procesos
defensivos de las plantas (NICHOLSON & HAM-
MERSCHMIDT, 1992). La acumulación de fenoles
en tejidos vegetales se ha relacionado con impor-
tantes mecanismos de defensa de las plantas ante
patógenos, tales como la vía fenilalanina amonio-
liasa (PAL), o la reacción hipersensible (SILVA et

al., 2002). En Picea abies, por ejemplo, se ha
detectado la acumulación de compuestos fenóli-
cos en zonas infectadas por el hongo Gremmenie-
lla abietina, observándose la síntesis por induc-
ción sistémica de fenilpropanoides en zonas ale-
jadas de la infección (CVIKROVÁ et al., 2006). En
el pato-sistema P. abies-Ophiostoma polonicum-
Ips typographus se ha destacado el papel que jue-
gan los fenoles en la resistencia de los árboles
hacia el hongo, por su implicación directa en la
vía flavonoide (BRIGNOLAS et al., 1995). 
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La grafiosis del olmo es causada por los
hongos Ophiostoma ulmi y O. novo-ulmi, los
cuales se desarrollan en los vasos del xilema
causando su cavitación y oclusión (GIL et al.,
2003). Los hongos son transmitidos mediante
coleópteros del género Scolytus o mediante con-
tactos radiculares. Diversos trabajos han confir-
mado la implicación de los compuestos
fenólicos en los mecanismos de defensa de los
olmos ante la grafiosis (GAGNON, 1967; TIPPET

& SHIGO, 1981; DUCHESNE et al., 1992). Se plan-
tea la hipótesis de que la aplicación de fenoles
en olmos susceptibles pueda incrementar su
resistencia ante la grafiosis. Los objetivos del
presente trabajo son: i) evaluar el efecto de ocho
compuestos fenólicos simples (fenol y alquil-
derivados) en el crecimiento in vitro de O. ulmi
y O. novo-ulmi, y ii) evaluar si el riego con esos
fenoles a plantas de U. minor incrementa su
resistencia ante O. novo-ulmi.

MATERIAL Y MÉTODOS

Evaluación in vitro de la actividad fungicida
de los fenoles

El efecto de los fenoles se evaluó in vitro
sobre tres cepas de hongos, P-98, P-114 y NA-
PE, correspondientes a O. ulmi, O. novo-ulmi
ssp. novo-ulmi y O. novo-ulmi ssp. americana,
respectivamente. Los 8 fenoles ensayados fueron
fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, 2,5-dimetilfe-
nol, carvacrol, timol y ácido salicílico. Se utilizó
un lector de absorbancia en microplaca, siguien-
do la metodología descrita por RAPOSO et al.
(1995). En los 96 pocillos de las microplacas se
depositaron (i) una suspensión de esporas del
hongo en medio líquido de cultivo de Tchernoff
a una concentración de 104 esporas.ml-1 (control),
y (ii) una suspensión de esporas igual a la ante-
rior pero conteniendo en disolución los diferen-
tes fenoles a concentraciones de 0,2, 1, 10, 50, y
100 µg.ml-1. Por cada cepa, compuesto y dosis se
utilizaron 8 pocillos. La incubación se desarrolló
durante 96 horas a 25ºC, registrándose las densi-
dades ópticas de los pocillos a intervalos de 24
horas. Las densidades ópticas obtenidas se rela-
cionan directamente con el crecimiento del
hongo. Todos los valores fueron corregidos por
la densidad óptica en el tiempo cero. 

Ensayos in vivo de la acción de los fenoles
sobre el material vegetal

El material vegetal estuvo formado por 200
brinzales de U. minor procedentes de la olmeda
de Rivas-Vaciamadrid, representando a 10 pro-
genies, con 20 brinzales por progenie. Los brin-
zales eran de 3 savias y estaban plantados en
macetas de 30 l. El efecto de los fenoles sobre la
resistencia de la planta se evaluó mediante riego
con 1 l de disolución de los diferentes fenoles. Si
bien se ignora la concentración de fenol que
puede ser absorbido por la planta, se seleccionó
una concentración de 400 mg.l-1 para los riegos,
que se corresponde con el doble de la dosis más
efectiva de las ensayadas en un estudio previo
con fenol y cresoles (MARTÍN et al., 2008). Se
regaron 20 brinzales por compuesto fenólico, 2
de cada progenie. Los riegos comenzaron el 15
de febrero y se repitieron semanalmente hasta el
24 de mayo. Como controles, 40 árboles adicio-
nales se regaron con agua. El 29 de abril de
2006, los árboles tratados y 20 árboles control
fueron inoculados con una suspensión de espo-
ras de la cepa NA-PE (106 esporas.ml-1). Los sín-
tomas de grafiosis se evaluaron los días 30, 60 y
120 después de la inoculación, determinándose
el porcentaje de marchitamiento foliar. La feno-
logía foliar fue evaluada semanalmente durante
los meses de febrero, marzo y abril de 2006
mediante la observación de unas 30 yemas folia-
res por árbol, lo que permitió determinar la
fecha de rotura de yemas, según la metodología
descrita por SANTINI et al. (2004). La altura de
las plantas se midió al comienzo y final del
periodo vegetativo. 

Análisis estadísticos
Los valores de densidad óptica de los poci-

llos fueron analizados estadísticamente mediante
ANOVAs multifactoriales, considerando dosis y
cepa como factores, y las medias fueron compa-
radas entre los distintos tratamientos mediante
tests LSD de Fisher (P≤0,05). Para cada com-
puesto y cepa se calculó la dosis que reduce la
densidad óptica a la mitad, y se asumió este valor
como EC50 (RAPOSO et al., 1995). Para ello se
realizaron regresiones lineales entre la reducción
de la densidad óptica ocasionada por cada trata-
miento, expresada en porcentaje, respecto al con-
trol a las 48 horas del inicio del ensayo, y el log10
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de las concentraciones de los fenoles. Los por-
centajes de marchitamiento mostrados por las
plantas fueron analizados mediante ANOVAs
multifactoriales, considerando el tratamiento y la
progenie como factores. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la tabla 1 se muestran los valores de EC50
de los ocho compuestos fenólicos evaluados in
vitro en las tres cepas estudiadas. Los tres com-
puestos más efectivos fueron carvacrol, timol y
ácido salicílico. Los valores de EC50 para el car-

vacrol variaron significativamente entre cepas,
con un valor mayor para la cepa NA-PE. La evo-
lución temporal de los valores de densidad óptica
para estos tres compuestos se muestra en la figu-
ra 1. Se observó un progresivo aumento de densi-
dad óptica con el tiempo, siendo dicho aumento
menor a medida que la dosis se incrementó. Las
dosis EC50 obtenidas para los tres compuestos
más efectivos son del mismo orden de magnitud
que los obtenidos por NERI et al. (2007) al testar
la eficacia de 9 extractos de plantas volátiles,
incluyendo el carvacrol, ante Monilinia laxa, si
bien son relativamente superiores a los obtenidos
por RAPOSO et al. (1995) al testar dos fungicidas
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Figura 1. Crecimiento de las cepas P-98 (O. ulmi), P-114 (O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi), y NA-PE (O. novo-ulmi ssp.
americana) evaluado a partir de la densidad óptica de pocillos conteniendo medio líquido de Tchernoff en disolución
con diferentes dosis de carvacrol, timol, y ácido salicílico (0, 0,2, 1, 10, 50, y 100 µg.ml-1)
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sintéticos ante Botrytis cinerea. En trabajos que
emplean una metodología similar a la nuestra, si
bien utilizando otros compuestos y hongos
(RAPOSO et al., 1995; KUHAJEK et al., 2003), se
han detectado interacciones significativas dosis-
cepa dentro de un mismo taxón. Por tanto sería
necesario ensayar más cepas dentro de cada uno
de los tres taxones utilizados. 

El tratamiento más efectivo en la reducción de
síntomas respecto al tratamiento control fue el
carvacrol (Tabla 2). El marchitamiento de los
árboles tratados con carvacrol fue significativa-
mente menor al mostrado por los árboles control
en las tres fechas de evaluación de síntomas,
incrementándose las diferencias con el tiempo. El
segundo compuesto más efectivo fue el ácido sali-
cílico, el cual redujo significativamente los sínto-
mas respecto al control los días 60 (P≤0,10) y 120

(P≤0,05) tras la inoculación. Los tratamientos p-
cresol y timol redujeron síntomas en el día 30
(P≤0,05), y el fenol en el día 60 (P ≤0,10). En nin-
guna de las tres fechas de evaluación de síntomas,
el factor progenie resultó significativo (P>0,20).

Los árboles tratados con 2,5-dimetilfenol,
timol, carvacrol, y ácido salicílico mostraron
una fenología foliar avanzada respecto a los
árboles control (Tabla 2). El factor progenie sí
tuvo en este caso un efecto significativo sobre la
fenología foliar (P<0,01). Tanto el factor trata-
miento como el factor progenie resultaron signi-
ficativos (P<0,05) sobre el crecimiento apical de
los árboles. Los olmos inoculados mostraron un
crecimiento significativamente inferior a los no
inoculados (P<0,01), y no se observaron dife-
rencias de crecimiento entre los grupos de árbo-
les inoculados (Tabla 2).
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Marchitamiento (%) Fecha rotura Crecimiento
Tratamiento Día 30 Día 60 Día 120 de yemas apical (cm)
Fenol 20,1 ± 4,9 20,9 ± 4,9 * 34,3 ± 6,2 5 abril 21,7 ± 4,2
o-cresol 22,3 ± 3,7 25,2 ± 5,2 32,9 ± 6,1 5 abril 19,9 ± 5,7
m-cresol 21,3 ± 4,8 26,9 ± 6,0 30,0 ± 5,8 5 abril 20,4 ± 7,2
p-cresol 14,1 ± 3,7 ** 27,0 ± 4,9 38,5 ± 6,3 5 abril 22,7 ± 4,6
2,5-dimetilfenol 18,6 ± 3,9 31,7 ± 6,2 39,6 ± 7,4 22 marzo 22,8 ± 5,5
Carvacrol 14,3 ± 3,3 * 15,4 ± 5,2 ** 17,8 ± 4,4 *** 29 marzo 19,0 ± 4,6
Timol 14,6 ± 2,5 ** 23,9 ± 5,4 35,1 ± 7,0 22 marzo 20,9 ± 6,0
Ácido salicílico 17,6 ± 3,6 21,9 ± 4,8 * 25,9 ± 5,8 ** 29 marzo 19,9 ± 4,5
Agua - inoculado 26,2 ± 4,6 34,9 ± 5,5 47,6 ± 7,4 5 abril 20,3 ± 5,2
Agua - no inoculado 0,0 ± 0,0 *** 0,0 ± 0,0 *** 0,0 ± 0,0 *** 5 abril 40,1 ± 7,4 ***

Tabla 2. Porcentajes de marchitamiento foliar, fecha de rotura de yemas y crecimiento apical (media ± ES) de Ulmus
minor sometidos a riego de ocho compuestos fenólicos. Los valores de marchitamiento corresponden a los 30, 60 y 120
días tras la inoculación con O. novo-ulmi. En cada columna, los asteriscos indican diferencias significativas respecto
al control inoculado a P≤0,10 (*), P≤0,05 (**), y P≤0,01 (***)

Compuesto P-98 P-114 NA-PE Significacióna

Fenol >1.000 >1.000 >1.000 -
o-cresol >1.000 b 576,3 ± 81,1 a 682,1 ± 105,0 a <0,01
m-cresol 646,0 ± 74,8 b 219,7 ± 37,8 a 220,2 ± 65,1 a <0,01
p-cresol >1.000 b 319,7 ± 30,4 a >1.000 b <0,01
2,5-dimetilfenol >1.000 >1.000 >1.000 -
Carvacrol 3,1 ± 0,7 a 4,6 ± 0,4 a 13,3 ± 2,8 b <0,01
Timol 21,8 ± 10,8 a 3,9 ± 0,2 a 8,7 ± 1,4 a 0,17
Ácido salicílico 45,1 ± 17,2 a 29,5 ± 10,9 a 21,3 ± 2,1 a 0,39

Tabla 1. Valores de EC50 (media ± ES; µg.ml-1) de los ocho compuestos fenólicos evaluados en las cepas P-98 (O. ulmi),
P-114 (O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi) y NA-PE (O. novo-ulmi ssp. americana). Para cada compuesto, letras diferentes
indican diferencias significativas entre cepas (P≤0,05). a Significación resultante de un análisis de varianza (ANOVA)
unifactorial de los valores EC50 para cada compuesto, considerando la cepa como factor



Diversos productos químicos han sido inves-
tigados para combatir la grafiosis. Los de mayor
difusión han sido los benzimidazoles, por ser sis-
témicos y activos a bajas concentraciones
(STENNES, 2000), aunque no siempre efectivos.
Se han descrito otro tipo de productos químicos,
reguladores del crecimiento, que reducen la sus-
ceptibilidad de U. americana a O. ulmi
(SMALLEY, 1962; BRENER & BECKMAN, 1967).
Estos productos alteran la fenología de formación
de la madera e inducen la formación de tilosas,
factores que pueden condicionar la susceptibili-
dad del árbol. Es difícil determinar el mecanismo
implicado en el incremento de resistencia obser-
vado en plantas tratadas con carvacrol y ácido
salicílico, si bien se plantean tres hipótesis no
excluyentes: (i) los compuestos, tras su absorción
por el sistema radicular de la planta, ejercieron un
efecto fungitóxico o fungiestático sobre O. novo-
ulmi, (ii) los tratamientos alteraron la fenología
de las plantas induciendo indirectamente resisten-
cia, y (iii) los tratamientos activaron los mecanis-
mos de defensa de los árboles. 

La efectividad mostrada in vitro por el car-
vacrol y el ácido salicílico respalda la primera
hipótesis. En la actualidad se estudia si fenoles
aplicados mediante riego a olmos son absorbi-
dos por la planta y la concentración en la que
están presentes en los tejidos xilemáticos de los
ramillos. Cambios en la fenología causados por
los tratamientos pudieron también influir en la
susceptibilidad de las plantas. Un adelanto en la
formación de la madera tardía proporcionaría al
árbol una mayor proporción de vasos de menor
diámetro en el momento de la inoculación, lo
que supondría una menor dispersión pasiva del
hongo y una mayor seguridad hídrica por parte
del árbol ante cavitaciones por grafiosis. Para
constatar esta hipótesis se realizaron heridas en
la base del tronco de cada árbol los días 1 de
mayo, 1 junio y 1 de agosto de 2006, con el fin
de marcar el incremento del anillo de crecimien-
to en cada una de las fechas señaladas. El estu-
dio histológico de estos tallos, todavía en
progreso, determinará las características del
xilema para cada fecha y tratamiento. Por últi-
mo, se considera la posible inducción de meca-
nismos de defensa del árbol por los tratamientos.
Este proceso ha sido descrito en otras especies
vegetales tratadas con ácido salicílico (MAUCH-

MANI & MÉTRAUX, 1998; SPLETZER & ENYEDI,
1999). Recientemente se ha constatado que U.
minor tratado con fenol y o-cresol origina una
acumulación de suberina en el xilema de los
ramillos, como resultado del estrés generado en
la planta (MARTÍN et al., 2008). 

Los resultados obtenidos generan nuevas
expectativas para combatir la grafiosis del olmo,
si bien la aplicación en suelo de determinados
compuestos, tales como el fenol o los cresoles,
se vería comprometida por su toxicidad ambien-
tal. No obstante, fenoles de origen natural, como
el carvacrol, el timol o el ácido salicílico presen-
tan una toxicidad considerablemente menor. En
la actualidad se están realizando inyecciones de
fenoles en tronco como medida más compatible
con el medio ambiente, y se está estudiando el
efecto de estos fenoles sobre la floración y pro-
ducción de semilla del árbol.
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