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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar (a) la
capacidad de absorcion de Cu por Leucaena
leucocephala y (b) el efecto en sus caracteristicas
agronomicas al inocularse con hongos endomicorrizicos
arbusculares y Rhizobium como alternativa para la
fitorremediacion de suelos agri~olas contaminados. El
trabajo se realizo en condiciones de invernadero en suelo
contaminado por Cu procedente de la parte alta de la
cuenca del rio Lerma, estado de México. Las plantas
de Leucaena crecieron en bolsas de polietileno negro
con 3 kg del suelo contaminado esterilizado o no
esterilizado. Se aplicaron 0, 20 y 200 mg de Cu kg' de
suelo contaminado tratado con Glomus sp. Zac-19,
Glomus intraradices o sin Glomus, e inoculado con
Rhizobium o sin Rhizobium. Se evaluaron la
acumulacion de Cu en las plantas, sus caracteristicas
agronomicas y el contenido final de Cu en el suelo. La
acumulacion de Cu en las plantas fue mayor en tallos
que en hojas y se asocid a la disminucién de su
concentracion en el suelo a través del tiempo. No hubo
efecto de la esterilizacién del suelo sobre la acumulacion
de Cu, ni sobre las caracteristicas agronoémicas de las
plantas, excepto sobre el numero de nodulos de
Rhizobium. Se observd significativamente (P < 0.05)
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mayor acumulacion de Cu al incrementarse su
concentracion en el suelo, destacando un efecto positivo
de 20 mg de Cu kg' de suelo al mejorar las
caracteristicas agronomicas. Las plantas con mejores
caracteristicas agronomicas disminuyeron su tendencia
ala absorcion de Cu en presencia simultinea de Glomus
spp. Y Rhizobium. Esto demuestra un efecto interactivo
positivo de la doble inoculacion endomicorriza mas
Rhizobium en la absorcion de Cu por las plantas de
Leucaena y aumenta su papel en el disefio de estrategias
de reforestacion y fitorremediacion de suelos agricolas
contaminados por cobre.

Palabras clave: leguminosa arbdrea,
JSitorremediacién, hongos endomicorrizicos.

SUMMARY

The purpose of this investigation was to evaluate
(a) the absorption capacity of Cu by Leucaena
leucocephala and (b) the effect on agronomic
characteristics of inoculation with arbuscular
endomycorrhizal fungi and Rhizobium, as an alternative
for phytoremediation of contaminated agricultural soil.
The work was done under greenhouse conditions in
agricultural soil from the upper region of the Lerma
River watershed in the State of Mexico contaminated
by Cu. The Leucaena plants were grown in black
polyethylene bags filled with 3 kg of contaminated soil
that was sterilized or not sterilized. Treatments of 0, 20,
and 200 mg of Cu kg' of contaminated soil were
inoculated with Glomus sp. Zac-19, Glomus
intraradices, or without Glomus and inoculated with
Rhizobium or without Rhizobium. Accumulation of Cu
in the plant, agronomic characteristics, and final content
of Cu in the soil were valuated. The accumulation of Cu
in the plant was higher in stems than in leaves and was
associated with the reduction of its concentration in
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the soil over time. Sterilization of the soil did not affect
the accumulation of Cu nor the agronomic characteristics
of the plants, except for the number of Rhizobium
nodules. Significantly (P < 0.05) greater accumulation
of Cu was observed as its concentration in the soil
increased, especially at the level of 20 mg Cu kg soil,
with improvement of agronomic characteristics. The
plants with better agronomic characteristics diminished
their tendency to absorb Cu in the presence of Glomus
and Rhizobium. This demonstrates an interactive positive
effect of the double inoculation of endomycorrhiza and
Rhizobium on the absorption of Cu by the Leucaena
plants and increases its role in the design of strategies
for reforestation and phytoremediation of agricultural soil
contaminated by copper.

Index words: legume tree, phytoremediation,
endomycorrhiza fungi.

INTRODUCCION

El conocimiento del contenido total de los metales
pesados presentes en los horizontes del suelo provee
una informacién limitada sobre su comportamiento
potencial y biodisponibilidad (Kabala y Ram Singh,
2001). Los metales pesados estZn asociados con varios
componentes del suelo de diferentes maneras y esas
asociaciones determinan su movilidad y disponibilidad
(Kabata-Pendias y Pendias, 1992; Singh, 1997;
Ahumada et al., 1999).

Los microorganismos juegan un papel dual con
relacion a la actividad de los metales en el suelo, por
una parte participan aumentando la concentracion de
ellos, debido al consumo de compuestos organicos que
los contienen; por otra, reducen la actividad debido a
que en su crecimiento poblacional los incorporan a su
biomasa, aun cuando no sean esenciales para su
desarrollo. De acuerdo con Kabata y Pendias (1986),
esta inmovilizacion de metales es importante puesto que
impide que las formas asimilables se incrementen
substancialmente. En este caso, debe considerarse la
resistencia de los propios organismos a tolerar diferentes
concentraciones de metales. Smith (1991) cité que un
incremento en las cantidades de metales en el suelo
puede reducir la composicion y diversidad de la
poblacién microbiana del suelo, propiciando una
seleccion de especies resistentes, como la micorriza
(Smith y Read, 1997), que tienen la caracteristica de
ser mas tolerantes. El efecto benéfico de la inoculacion

con micorrizas y Rhizobium asociados, en plantas
cultivadas en suelos contaminados con metales pesados,
como un componente dec control biologico, ha sido
documentado ampliamente (Habte y Asis, 1991; Urzua
et al., 1993; Dahlin et al., 1997; Dev et al., 1997,
Tarafdar y Rao, 1997; Davies ef al., 2001).

La contaminacion por metales pesados en el suelo
es un problema real y latente. Numerosos trabajos
desarrollados en el Mundo (Kabata-Pandias y Pendias,
1986, 1992; Zhenbin y Suman, 1996; Sinh, 1997,
Ahumada et al., 1999), muestran que parte de los
sistemas naturales: agua, suelo, planta y aire ya estan
contaminados, o bien, van a estarlo dentro de algunos
afios, si no se toman medidas preventivas. Dichos trabajos
han evaluado el impacto que tiene la presencia de
concentraciones crecientes de productos quimicos, entre
ellos los elementos traza, en los sistemas naturales, en
la salud del hombre y los animales, y, en algunos casos,
en la cadena alimenticia. El uso v desecho de sustancias
minerales por el hombre es una de las principales causas
de la contaminacion ambiental y de la destruccion de la
biosfera (Kabata-Pendias y Pendias, 1986).

Es importante sefialar que, en la actualidad, los
mecanismos de adaptacion a la presencia de metales
toxicos en el suclo son complejos y no totalmente
entendidos (Fassbender y Bornemisza, 1987). Estos
metales pesados son absorbidos como iones por las
plantas a través de su sistema de raices y son
translocados a los sitios metabolicamente activos en la
planta donde ejercen sus efectos toxicos, por lo que es
necesario conocer sus variaciones en cuanto a su
reactividad quimica y a su movilidad en el suelo y en las
plantas. Las diferencias que presentaron han sido de
utilidad para evaluar la fitotoxicidad del cobre en las
plantas de Leucaena leucocephala.

Estudios previos sobre la capacidad de adsorcion, la
distribucion geoquimica de los contaminantes y la
asociacion quimica de metales pesados han demostrado
la existencia de contaminacion por Cu en la cuenca del
Rio Lerma.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la’
capacidad de absorcion de Cu por Leucaena
leucocephala y el efecto en sus caracteristicas
agronomicas al asociarse con hongos endomicorrizicos
arbusculares y Rhizobium como alternativa para el
aprovechamiento y la fitorremediacion de los suelos
agricolas contaminados que rodean la presa Jos¢ Antonio
Alzate, en la cuenca alta del rio Lerma.
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo sc realizé en condiciones de invernadero,
con suelo procedente de la parte alta del rio Lerma (19°
35°247-19°04" 12" Ny99°54°36"" -99° 18" 36" 0)
en el valle de Toluca, estado de México (Figura 1). El
rio Lerma recibe aguas residuales municipales e
industriales y de fertilizantes y pesticidas, de sus rios
tributarios. Las aguas residuales presentan gran cantidad
de sedimentos altamente contaminados que se introducen
a la presa José Antonio Alzate, cuyos sedimentos se
emplean como fertilizante en los suelos del valle de
Toluca como fuente de materia organica, donde el Cu
se encuentra en cantidades regulares como
contaminante.

De acuerdo con Gardezi et al. (2000), las semillas
de Leucaena leucocephala se esterilizaron con
hipoclorito de sodio a 2% durante 4 min, se enjuagaron
cuatro veces con agua de la llave, se hidrataron sobre
papel filtro ¢n cajas de plastico durante 48 h y sc
pregerminaron en almacigos de unicel usando tezontle
como sustrato. Las plantas se trasplantaron a bolsas de
polietileno negro con 3 kg del suclo en estudio como
sustrato.

El suelo provino de un muestreo (Figura 1) a la
profundidad de 0 a 30 cm, cuyas caracteristicas son:
textura arcillo arenoso (Bouyoucos) a la profundidad de
0 a5 ecmy franco arenoso en el resto del perfil; pH 5.6,
materia organica 5.33%, N 0.12% (microkjeldahl), P,0,
43.3 mg kg' (Bray-1), K 400 mg kg (acetato de
amonio NH,OAc pH 7.0 IN por fotometria de la flama)
y Cu 2.83 mg kg (DTPA-CaCl,). La mitad del suelo
se esterilizo con bromuro de metilo y la otra se uso sin
esterilizar, generando dos niveles para el factor suelo:
(1) suelo estéril y (2) suelo no estéril.

Seaplicaron tres dosis del factor cobre: 1)0.2) 20y
3) 200 mg de Cu kg’ de suelo contaminado por Cu,

adicionados artificialmente 20 dias antes del trasplante
cuando el suelo contenia 50% de humedad. La fuente
usada de Cu fue el CuSO,5H,0. Aunque ¢l suelo estaba
medianamente contaminado, presenta un alto potencial
de contaminacién por aguas residuales y lodos
provenientes de desechos industriales y municipales.

Se usaron tres niveles del factor hongo
endomicorrizico arbuscular Glomus spp.: 1) sin Glomus,
2) Glomus sp. Zac-19 y 3) Glomus intraradices. El
suelo inoculante se produjo en condiciones controladas
en plantas de sorgo (como cultivo trampa) usando arena
como sustrato (donado por el Area de Microbiologia de
Suelos, Colegio de Postgraduados). Previo a su uso, se
observo que las raices de las plantas de sorgo
presentaron 90% de colonizacién total, 23.3% de
arbusculos y 10% de vesiculas con Glomus sp. Zac-19;
y 78, 13 y 23% con Glomus intraradices,
respectivamente. Se aplicaron 10 g de suelo inoculante
por cada kg de suclo usado como sustrato ¢n el momento
del trasplante. La cantidad observada de esporas
mediante la técnica de decantacion y tamizado en
himedo (Gerdermann y Nicolson, 1963) fue de 35 y
160 esporas en Glomus sp. Zac-19 y Glomus
intraradices, respectivamente.

Se utilizaron dos niveles del factor cepas de
Rhizobium: 1) sin Rhizobium y 2) con Rhizobium. Se
uso la cepa de Rhizobium denominada TAL 9952, la
cual se desarroll6 en un caldo de extracto de levadura
manitol (CELM), durante tres dias. Los cultivos se
agitaron a una densidad aproximada de 10° células mL".
Se inoculé con 1.5 mL de suspensién bacteriana al pie
de cada plantula tratada 10 dias después del trasplante.

Se utilizé un diseiio experimental de bloques
completamente al azar con 36 tratamientos
(2x3x3x2)en arreglo factorial con cuatro
repeticiones. La prueba de comparacién de medias se
hizo con el método de Tukey (P < 0.05).

Rio Lerma

salida

100 m

DY Zonan e estudio

Zona agricola
oblados

Rio Lerma

entrada

Figura 1. Zonas de estudio donde se muestrearon los suelos.
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El experimento durd 180 dias después del trasplante.
La absorciéon de Cu por las plantas de Leucaena se
determiné mediante el método DTPA-CaCl, en muestras
de tallos y hojas tomadas a 30, 60, 90 y 180 dias después
del trasplante. El contenido tinal de Cu en el suelo
usado como sustrato se determind a 180 dias para
realizar el balance de entradas y salidas. Las variables
agronémicas evaluadas en las plantas de Leucaena
fueron: altura de planta (cm), ramas (nimero), diametro
de tallo (mm), hojas por planta (nimero), foliolos
(ntimero), longitud de hojas (cm), ancho de hojas (cm),
longitud de raiz (cm), volumen radical (cm?), peso seco
de hojas (g), peso seco de tallo (g), contenido de Cu en
tallo (mg kg), contenido de Cu en hojas (mg kg'), area
foliar (cm?), nédulos en la raiz (nimero) y peso seco de
nodulos (mg).

RESULTADOS Y DISCUSION
Capacidad de Absorcién de Cu

La Figura 2 muestra la dinamica de acumulacion
del Cu en tallo y hojas de las plantas de Leucaena
leucocephala en suelo estéril, sin y con tratamientos
adicionales de Cu, comparados con la dinamica de
disminucion del Cu en el suelo a través del tiempo. La
acumulacién de Cu en la planta fue mayor en tallos que
en hojas y el patron de acumulacion fue de tipo lineal, al
principio, y cuadratica, al final, en ambos érganos. La
acumulacion de Cu en tallo y hojas se asocio a una
disminucion presumiblemente lineal de su concentracion
en el suelo a través del tiempo. Esta disminucion fue
proporcional a la tasa de absorcion de Cu por la planta,
excepto por la pérdida por lixiviacion no cuantificada.

En el suelo estéril (control absoluto) con una
concentracion nativa de Cu (3 mg de Cu kg de suelo),
la acumulacion de este metal por la planta de Leucaena
fue baja con un ligero incremento en su concentracion
hasta llegar a 1.5 mg kg' en tallo y 0.75 mg kg en
hojas (Figura 2a). Se observd que la acumulacion de
Cu en la hoja fue mayor de 60 a 90 dias que de 90 a 180
dias, indicando una acumulacién maxima o de saturacion,
lo cual pudo deberse a una menor tasa de crecimiento
de la planta en el periodo de 60 a 90 dias, atribuible
quizas a una menor disponibilidad de Cu en el suelo.

En el suelo estéril tratado con 20 mg de Cu kg de
suelo sin Rhizobium y sin micorriza (Figura 2b), la planta
de Leucaena mostré mayor acumulacion de Cu que en
el suelo estéril sin tratar (Figura 2a). Se observé que

hubo una concentraciéon mayor de 0.5 mg kg' de Cu
en tallo y hojas en los primeros 30 dias. Después, la
acumulacion de Cu en tallo y hojas mostr6 una curva
tipica de saturacion. Puede inferirse que el punto critico
de absorcion del Cu estuvo en el intervalo de 2.7 a
3.2 mg kg' entalloyde 1.5a 2.0 mg kg' en hojas,
es decir, la concentracion de 20 mgde Cu kg de suelo
esta cercana al punto critico de crecimiento de
Leucaena leucocephala, después del cual el
crecimiento se vera disminuido a mayor concentracion
de Cu (Cuadro 1).

En la Figura 2c, suelo estéril con 200 mg de Cu kg
de suelo sin Rhizobium y sin micorriza, se observo
claramente que la tasa de absorcion de Cu aumento al
incrementarse en diez veces la concentracion del Cu en
el suelo, hasta llegar a 10.25 mg kg en tallo y
6.85 4mg kg’ en hojas.

En el tratamiento suelo estéril con 200 mg
de Cu kg de suelo con Glomus sp. Zac-19 (Figura 2d),
se observo que la acumulacién de Cu disminuyé
comparada con el tratamiento suelo estéril con
200 mg kg de Cu sin micorriza (Figura 2c), ocurriendo
una acumulacion maxima de 9.5 mg kg en tallo y
6.75 mg kg' en hojas. Esta disminucion en la
concentracion de Cu, tanto en tallo, como en hojas de la
planta de Leucaena, puede atribuirse a la presencia de
la endomicorriza Glomus sp. Zac-19, es decir, a pesar
de que la micorriza incremento la superficie de contacto
con ¢l suelo (George ef al., 1994) y, por ende, la
superficie de contacto con el Cu disponible, lo que
implicaria un incremento en la absorcioén y acumulacion
de estos elementos; sin embargo, se observo lo contrario,
debido, posiblemente, a que la endomicorriza arbuscular
retuvo el Cu en la rizosfera.

La micorriza posiblemente retuvo la absorcion de
Cu por Leucaena leucacephala, sobre todo en los
primeros 30 dias (Figura 2d). En exposiciones a altas
concentraciones de Cu (200 mg kg') por un periodo
mayor que 30 dias, la micorriza tiende a disminuir su
actividad inhibitoria ("protectora”) al grado que después
de 90 dias se determind un incremento agudo en la
concentracion de Cu sobre todo en las hojas.

Por otra parte, la absorcion de Cu por Leucaena
leucacephala se inhibe atin mas mediante el efecto
combinado de Glomus intraradices y Rhizobium. La
acumulacion final de Cu en el tallo y en hojas de
Leucaena inoculadas con Glomus intraradices y
Rhizobium en suelo estéril, tratado con 200 mg
de Cu kg' de suelo (Figura 2e), fue menor (9.7 mg de
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Figura 2. Absorcién de Cu* por plantas de Leucaena leucocephala en suelo estéril contaminado y
tratado con Cu® proveniente del rio Lerma, estado de México.
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Cuadro 1. Caracteristicas agronoémicas de Leucaena leucocephala asociada con Glomus spp. y Rhizobiwum en suelos contaminados y
tratados con Cu provenientes del rio Lerma, estado de México.

F.aclorcs y 375 B Didmetro de Hojas por Holicide Longit_ud de Anchc_) de l_,ongit'ud de
niveles tallo planta hoja hoja raiz

cm namero mm 5 e wTTRAETE & = = & R e e b €M - = = = = = - =
Suelo (S)
S. estérnl 5933 a 362a 7.89a 363a 19.03 a 12.18a 11.58a 3329a
S. no estéril 59.26 a 362a 7.60 a 372a 1920 a 12.15a 1240 a 3169a
DHS 1.36 0.11 043 0.13 0.93 1.16 1.05 1.69
Cobre
0mg ks" 61.73 b 3.77b 825b 373b 1971 b 1294 b 1260 b 33.48b
20 mg kg 65.02a 404a 9.23a 399a 21.36a 1540 a 15.04 a 3642 a
200 mg kg'l Jll5¢e 304c 375¢ 32%¢ 1627 ¢ 8.17¢ 833 ¢ 2758¢c
DHS 2.00 0.16 0.63 0.19 1.37 1.70 1.54 2.48
Glomus (G)
Sin Glomus 5125b 292b 5.54b 3.13b 1533 b 8.10b 8470 26.60 b
G . Zac- 19 63.69a 402a 9.10a 402a 2084 a 1446 a 1435a 3571 a
G. intraradices 6297 a 392a 8.58a 3.86a 21.16a 13.94a 13.15a 3517 a
DHS 2.00 0.16 0.63 0.19 1.37 1.70 1.54 248
Rhizobium (R)
SinR 56.58 b 342b 7.03b 3.57b 17.68 b 10.60 b 10.88 b 29.89b
Con R 62.01 a 38la 846a 3.82a 2055a 13.74 a 13.11a 3509a
DHS 1.36 0.11 0.43 0.13 0.93 1.16 1.05 1.69
DHS = diferencia significativa honesta. Medias con igual letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).
Cu kg' de sueloentalloy 3.05 mgde Cu kg' de suelo con lo ocurrido en el suelo no estéril, en el cual el nimero
en hoja) que en suelo estéril con 200 mg kg’ sin de nodulos de Rhizobium fue significativamente mayor
micorrriza ni Rhizobium (Figura 2c). Esto fue congruente (P <0.05) debido a la presencia de cepas nativas de

Cuadro 1. Continuacién.

: Volumen Peso scco de  Peso seco de  Contenido Cu  Contenido Cu ¢ . J Peso seco de

Factores y niveles A ; : Area foliar Nodulos

radical hoja tallo en tallo en hoja nodulos

d e TR e g ae o e em? nimero mg

Suelo (S)
S. estéril 160.63 a 6.68 a 1333 a 548a 397a 927a 4.19b 0.0218 a
S. no estéril 15129 a 6.66 a 1323 a 536a 3.69a 962 a 575a 0.0234 a
DHS 10.27 0.50 1.00 1.18 0.86 57.15 0.70 0.0053
Cobre
0 mg kg 162.19 b 735b 14.17 b 204c 1.04 ¢ 1031 b 6.03a 0.0245b
20 mg kg 179.77 a 844 a 1692 a 4.17b 242b 1168 a 641 a 0.0335 a
200 mg kg 12592 ¢ 422¢ 877¢ 10.04 a 8.04 a 635¢ 245b 0.0096 ¢
DHS 15.08 0.74 1.47 1.74 1.27 8391 1.03 0.0078
Glomus (G)
Sin Glomus 109.15 b 4.10b 847 b 567a 4.08a 624 b 432b 0.0169 b
G. Zac- 19 181.85a 820a 1629 a 517 a 358a 1125a 572a 0.0268 a
G. Intraradices 176.88 a 770 a 1508 a 542a 383a 1184 a 4.87b 0.0241 a
DHS 15.08 0.74 1.47 1.74 127 83.91 1.03 0.0078
Rhizobium (R)
SinR 13538 b 586b 11.68 b 539b 375a 829 b 2.29b 0.0076 b
Con R 176.54 a 7.86 a 1489 a 544 a 392a 1060 a 7.64a 0.0376 a
DHS 10.27 0.50 1.00 1.18 0.86 57.15 0.70 0.0053

DHS = diferencia significativa honesta. Medias con igual letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).
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Rhizobium que contiene un suelo agricola (Gardezi et al.,
1990). Esto se asocio de manera ncgativa con una mayor
absorcion de Cu, tanto en tallo, como en hojas en
términos numéricos (Cuadro 1).

Caracteristicas Agronémicas

El Cuadro 1 presenta los resultados de las
caracteristicas agrondémicas de Leucaena
leucocephala asociada con Glomus spp. y Rhizobium
en suelos contaminados y tratados con Cu. El analisis
de varianza indica que no hubo diferencias significativas
en todas las variables agrondémicas evaluadas (P < 0.05)
por efecto de suelo estéril y no estéril, excepto para la
variable nimero de ndédulos formados por cepas de
bacterias de Rhizobium. Este resultado indica que la
esterilizacion previa al experimento del suelo con
bromuro de metilo disminuyd significativamente el
nimero de nodulos al eliminar las cepas nativas que
contienc un suelo agricola (Gardezi ef al., 1990) y no
influyo sobre el resto de variabies.

Asimismo, se encontro un efecto significativo de los
niveles de los factores cobre, endomicorriza Glomus spp.
y Rhizobium sobre todas las caracteristicas de las planta
de Leucaena evaluadas.

Cobre. Los rcsultados muestran diferencias
significativas en el efecto de los tres niveles estudiados
del factor Cu sobre todas las caracteristicas de las plantas
de Leucaena (Cuadro 1). La dosis de 20 mg de Cu kg™

de suelo mostré mayor efecto positivo que el contenido

nativo en todas las caracteristicas estudiadas, con
excepcion de las variables contenido de Cuen el tallo y
en la hoja, mientras que la dosis de 200 mg de Cu kg
de suelo mostré un mayor impacto negativo sobre las
caracteristicas agronomicas. Esto se explica porque el
Cu es un elemento esencial para el desarrollo fisiologico
de las plantas en dosis pequeiias (20 mg kg™'), pero su
absorcion por las plantas de Leucaena se incrementa
significativamente cuando su contenido en el suelo es
alto (200 mg kg™'), causando toxicidad.

Glomus. Con relacion al factor hongo endomicorrizico
arbuscular Glomus spp., los resultados muestran
diferencias significativas (P < 0.05) en el efecto de los
niveles estudiados sobre todas las caracteristicas de las
plantas de Leucaena (Cuadro 1), mostrando mayores
valores con Glomus spp. que sin Glomus. Entre
especies de hongos, el efecto del endodfito Glomus sp.
Zac-19 fue numéricamente mejor en comparacion con
Glomus intraradices en todas las caracteristicas

agronomicas evaluadas, destacando su superioridad
significativa (P < 0.05) en la variable nimero de nédulos
y su inferioridad numérica en ¢l contenido de Cu en tallo
y hojas (Cuadro 1). Esto puede explicarse por la mayor
proporcion de colonizacion total promedio observada
(47.3%) con Glomus sp. Zac-19 que con Glomus
intraradices (42.3%). Por otro lado, se observé que a
mayor contenido de Cu en el suelo, las plantas de
Leucaena disminuyeron su tendencia a la absorcion de
Cu en presencia de Glomus (Figuras 2¢ y d) manteniendo
sus caracteristicas agronomicas, por lo que la
inoculacion con Glomus puede ser un componente de
aprovechamiento y fitorremediacion de suelos
contaminados con Cu, ademas de la capacidad de
absorcion de P que estos hongos confieren a las plantas
como Acacia saligna (Gardezi y Ferrera-Cerrato, 1989).
Rhizobium. Los resultados muestran significativamente
(P < 0.05) mayor valor en todas las caracteristicas
agronomicas evaluadas en las plantas de Leucaena
inoculadas con Rhizobium que en las plantas no
inoculadas (Cuadro 1) y menor acumulacién de Cu en
tallo mas hojas con Rhizobium (12.75, Figura 2e) que
sin Rhizobium (16.25, Figura 2d). Por lo que la
inoculacién con Rhizobium también puede ser un
componente de fitorremediacion en suelos contaminados
con Cu, ademas dc la capacidad ya conocida de fijacion
biologica de N que estas bacterias tienen
(Gardezi et al., 1990).

Finalmente, cabe destacar que las plantas de
Leucaena con mejores caracteristicas agronomicas
disminuyeron su tendencia a absorber Cu a medida que
era mayor el contenido de Cu en el suelo, en presencia
simultanea de Glomus spp. y Rhizobium (Figura 2e), lo
que demuestra un efecto interactivo positivo de la doble
inoculacion endomicorriza mas Rhizobium en la
absorcion de Cu por las plantas de Leucaena e
incrementa su papel conjunto en la fitorremediacién de
suelos agricolas contaminados por Cu. El efecto
biorremediador de la triada de hongos-bacteria-planta
de Leucaena leucocephala representa un componente
importante en el balance de entradas y salidas de
elementos potencialmente toxicos en los suelos agricolas,
desde el punto de vista de la ingenieria ambiental.

CONCLUSIONES
Las dosis bajas de cobre estimulan el crecimiento

de la planta de Leucaena leucocephala, pero las dosis
altas causan un efecto téxico. En la parte aérea, las hojas
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acumulan menor contenido de cobre que los tallos, lo
cual disminuye en ambos 6rganos en especial en
presencia de hongos micorrizicos y Rhizobium. Esto
puede ayudar a disefiar estrategias con fines de
aprovechamiento y fitorremediacion, por lo que se
sugiere la doble inoculacion con Glomus spp. y
Rhizobium en Leucaena leucocephala como parte del
manejo de suelos agricolas contaminados para su
aprovechamiento en la produccion de biomasa aun con
altos contenidos de cobre.

LITERATURA CITADA

Ahumada, L, J. Mendoza, e I. Ascar. 1999. Sequential extraction of
heavy metals in soil irrigated with wastewater. Commun. Soil
Sci. Plant Anal. 30: 1507-1519.

Dahlin, S., E. Witter, A. Martensson, A. Turner y E. Baath. 1997.
Where's the limit? Changes in the microbiological propertics
of agricultural soils at low levels of metal contamination. Soil
Biol. Biochem. 29 (9/10): 1405-1415.

Davies Jr., F. T., J. T. Puryear, R. J. Newton, J. N. Egilla,y J. A. S.
Grossi. 2001. Mycorrhizal fungy enhance accumulation and
tolerance of chromium in sunflower (Helianthus annuus).
J. Plant Physiol. 158: 777-786.

Dev,A., R. K. Gour,R. K. Jain, P. S. Bisen y L. K. Sengupta. 1997,
Effect of vesicular arbuscular mycorrhiza-Rhizobium
inoculation interaction on heavy metal (Cu, Zn and Fe) uptake
in soybean (Glycine max var. JS-335) under vanable P doses.
Int. J. Trop. Agric. 15 (1-4): 75-79.

Fassbender, H. W. y E. Bornemisza. 1987. Quimica de suclos con
énfasis en suelos de América Latina. Instituto Interamericano
de Cooperacion para la Agricultura. San José, Costa Rica.

George, E., V. Romheld y H. Marschner. 1994. Contribution of
mycorrhizal fungi to micronutrient uptake by plants. pp.
93-109. In: J. A. Manthey, D. E. Crowley y D. G. Luster
(eds.). Biochemistry of metal micronutrients in the rhizosphere.
CRC Press. Boca Raton, FL, USA:

Gerdermann, J. W. y T. H. Nicolson. 1963. Spores of mycorrhizal
endogone species extracted fron soil by wet sieving and
decanting. British Mycological Soc. 46; 235-244.

Gardezi, A. K. y R. Ferrera-Cerrato. 1989. The effect of four levels
of phosphorus on mycorrhizal colonization, dry root weight,
and nitrogen and phosphorus content of Acacia saligna
inoculated with Rhizobium sp. and endomycorrhiza in a
Mexican andosol. Nitrogen Fixing Tree Res. Rep. 7: 4345.

Gardezi, A. K., R. Ferrera-Cerrato, J. Kohashi-Shibata,
E. M. Engleman y M. Larqué-Saavedra. 1990. Potencial
diferentes variedades de Phaseolus vulgaris de alta eficiencia
en la fijacion de nitrogeno en asociacion con Rhizobium
leguminosarum Biovar Phaseoli. Agrociencia 1(4): 25-39.

Gardezi, A. K., V. M. Cetina-Alcal4, D. Talavera-Magaiia, R. Ferrera-
Cerrato, F. Rodriguez-Neave y M. Larqué-Saavedra. 2000.
Efecto de inoculaciéon con endomicorriza arbuscular y dosis
creciente de fertilizacién fosfatada en el crecimiento de
Chapulixtle (Dodonaea viscosa). Terra 18: 153-159.

Habte, M. y T. Aziz. 1991. Relative importance of Ca, N, and P in
enhancing mycorrhizal activity in Lencaena leucocephala grown
in an oxysol subjected to simulated erosion. J. Plant Nutr. 14:
429-442.

Kabala, C. y B. Ram Singh. 2001. Fractionation and mobility of
copper, lead, and zinc in soil profiles in the vicinity of a copper
smelter. J. Environ. Qual. 30: 485-492.

Kabata-Pendias, A. y H. Pendias. 1986. Trace elements in soils and
plants. CRC Press. Boca Raton, FL, USA.

Kabata-Pendias, A. y H. Pendias. 1992. Trace element in soils and
plants. 2nd ed. CRC Press. Boca Raton, FL, USA.

Singh, B. R. 1997. Soil pollution and contamination. pp. 279-299.
In: R. Lal (ed.). Methods for assesment of soil degradation.
CRC Press. Boca Raton, FL, USA.

Smith, S. R. 1991. Effects of sewage sludge application on soil
microbial processes and soil fertility. Adv. Soil Sci. 16: 191-212.

Smith, S. E. y D. J. Read. 1997. Mycorrhizal symbiosis. Structure
and development of ectomycorrhizal roots. Academic Press.
San Diego, CA, USA.

Tarafdar, J. C. yA. V. Rao. 1997. Response of arid legumes to VAM
fungal inoculation. Symbiosis-Revohot. 22: 265-274.

Urzua, H., P. Muiioz y F. Borie. 1993. Efecto de micorrizas V-A
sobre la fijacion de N, en trébol blanco en suelos de la zona sur
de Chile. Ciencia e Investigacion Agraria 20: 47-54.

Zhenbin, L. y L. M. Shuman. 1996. Heavy metal movement in
metal-contaminated soil profiles. Soil Sci. 161: 656-666.




