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RESUMEN

La nanotecnologia ofrece una gran oportunidad para mejorar la eficiencia de uso de los
fertilizantes, reducir las pérdidas de nutrientes y minimizar los impactos ambientales
adversos. Se ha investigado la factibilidad del uso de materiales naturales, abundantes y
econdémicos, como las arcillas, para preparar nanomateriales con propiedades de
liberacion lenta de nutrientes. La hipdtesis del presente trabajo fue que las formulaciones
de nano-fertilizantes de N y P pueden liberar en forma lenta y sostenida el contenido de
estos nutrientes a lo largo del ciclo de cultivo de las plantas y, por lo tanto, mejorar la
eficiencia de uso de los fertilizantes. Los objetivos fueron: preparar y evaluar
nanomateriales fertilizantes de N y P a base de bentonita modificada con un tensioactivo,
y su efecto en el crecimiento de lechuga (Lactuca sativa L.) en un cultivo hidropdnico. En
el presente trabajo se prepar6 una 6rganobentonita (OB) por modificacion de una
bentonita natural con el tensioactivo bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA),
para servir como adsorbente de aniones nitrato y fosfato en solucion acuosa, con la que se
prepararon dos potenciales nanomateriales fertilizantes de liberacion lenta de N y P. En
un primer experimento se evalud el efecto del fertilizante OB-nitrato (OBN) y del
HDTMA en el crecimiento de plantas de lechuga; se concluy6 que la OB puede usarse
como adsorbente de elementos minerales y como fertilizante, pues liberé cantidades
significativas de NOs™ en la solucion nutritiva, sin embargo, el HDTMA oscurecio la raiz
de las lechugas y afectd la absorcion de agua y nutrimentos por lo que, para reducir la
fitotoxicidad y eliminar los efectos negativos en el crecimiento, es necesario investigar el
uso de otros tensioactivos. En un segundo experimento se estudié el comportamiento del
potencial fertilizante OB-fosfato (OBP) y su efecto en el crecimiento de plantas de
lechuga; el consumo de P por las plantas fue mayor en los tratamientos con mas fertilizante
soluble debido a que la OBP liber6 P lentamente; se concluyo que la OB puede adsorber
Py posteriormente liberarlo gradualmente sin que se presentaran efectos adversos por
toxicidad del HDTMA, lo que indica que puede ser utilizado como fertilizante de

liberacion lenta.



SUMMARY

Nanotechnology offers a great opportunity to improve the efficiency of fertilizer use,
reduce nutrient losses and minimize adverse environmental impacts. The feasibility of the
use of natural, abundant and economic materials, such as clays, to prepare nanomaterials
with slow release properties of nutrients has been investigated. The hypothesis of the
present work was that N and P nano-fertilizer formulations can release in a slow and
sustained way the content of these nutrients throughout the crop cycle of the plants and,
therefore, improve the efficiency of use of fertilizers. The objectives were: to prepare and
evaluate fertilizer nanomaterials of N and P based on bentonite modified with a surfactant,
and its effect on the growth of lettuce (Lactuca sativa L.) in a hydroponic culture. In the
present work an organbentonite (OB) was prepared by modification of a natural bentonite
with the surfactant hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA), to serve as
adsorbent of nitrate and phosphate anions in aqueous solution, with which two potential
slow release fertilizers nanomaterials of N and P were prepared. In a first experiment, the
effect of OB-nitrate fertilizer (OBN) and HDTMA on the growth of lettuce plants was
evaluated; It was concluded that the OB can be used as an adsorbent of mineral elements
and as a fertilizer, since it released significant quantities of NO3™ in the nutritive solution,
however, the HDTMA obscured the root of the lettuces and affected the absorption of
water and nutrients, so that, to reduce phytotoxicity and eliminate the negative effects on
growth, it is necessary to investigate the use of other surfactants. In a second experiment
the behavior of the potential fertilizer OB-phosphate (OBP) and its effect on the growth
of lettuce plants was studied; the consumption of P by the plants was greater in the
treatments with more soluble fertilizer because the OBP released P slowly; it was
concluded that the OB can adsorb P and later release it gradually without adverse effects
due to toxicity of the HDTMA, which indicates that it can be used as a slow release

fertilizer.
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INTRODUCCION

Segun la FAO (2017) se espera que la poblacion mundial crezca a casi 10 mil millones
para el afio 2050 impulsando la demanda de productos agricolas en un 50 por ciento en
comparacion con el 2013. La utilizacion de fertilizantes es requerida en todos los sistemas
de produccion agricola a largo plazo para mantener e incrementar los rendimientos de los
cultivos (Salgado y Ndafiez, 2010). Una evaluacion de estudios de largo plazo ha
demostrado que el porcentaje promedio de rendimiento de los cultivos atribuible a los
fertilizantes generalmente oscila entre 40 y 60 % en climas templados y tiende a ser mucho
mas alto en los tropicos (Stewart y Roberts, 2012). Dadas las limitadas tierras cultivables
adicionales y los escasos recursos de agua en el mundo, un aumento significativo en la
aplicacion de fertilizantes agricolas es necesario para lograr el aumento requerido en la
produccion mundial de alimentos (Naderi y Danesh-Shahraki, 2013). Sin embargo, las
aplicaciones de diversos fertilizantes convencionales a altas tasas y durante un largo
periodo en el sector agricola han causado serios problemas ambientales a nivel mundial
(Cameron et al., 2012).

En el contexto de la agricultura sostenible, la aplicacion de la nanotecnologia, el area
de investigacion que estudia, disefia, fabrica y utiliza para alguna aplicacion practica
materiales en la escala de 1 a 100 nm (Takeuchi y Mora, 2011), se considera uno de los
enfoques mas prometedores para aumentar significativamente la produccion de cultivos y
alimentar a la poblacién mundial en rapido crecimiento. La nanotecnologia ofrece una
gran oportunidad para mejorar la eficiencia de uso de los fertilizantes a través de la
liberacion lenta de fertilizantes, que implica una mejor sincronizacion entre la
disponibilidad de nutrientes y las necesidades de estos por las plantas (De Rosa et al.,
2010). En comparacion con los fertilizantes convencionales, se espera que los
nanofertilizantes permitan mejorar significativamente el crecimiento y el rendimiento de
los cultivos; aumentar la eficiencia del uso de fertilizantes; reducir las pérdidas de
nutrientes; y/o minimizar los impactos ambientales adversos (Liu y Lal, 2015).

Dentro de las categorias de nanofertilizantes se incluyen materiales nanoporosos

(Mastronardi et al., 2015) como las zeolitas y las arcillas, minerales naturales que pueden

1



ser utilizados para la liberacion lenta de nutrientes (Chinnamuthu y Boopathi, 2009; De
Campos Bernardi et al., 2014; Naderi y Danesh-Shahraki, 2013).

Minerales de arcilla modificados a través de diferentes procesos para alterar su carga
y sus propiedades superficiales con diferentes propdsitos, como las érganoarcillas, son
viables para ser utilizados para adsorber aniones como el nitrato y el fosfato y como
materiales fertilizantes de liberacion lenta de estos nutrientes (Basak et al., 2012). Con

base en lo anterior, se plantearon las siguientes hipotesis y objetivos:

Hipotesis
Las formulaciones de nano-fertilizantes de nitrogeno y fosforo pueden liberar en forma
lenta y sostenida el contenido de estos nutrientes a lo largo del ciclo de cultivo de las

plantas y, por lo tanto, pueden mejorar la eficiencia de uso de los fertilizantes.

Objetivos
1. Preparar y evaluar nanomateriales fertilizantes de nitrogeno y fdésforo a base de
bentonita modificada con un tensioactivo y su efecto en el crecimiento de lechuga

(Lactuca sativa L.) en un cultivo hidropdnico.
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CAPITULO I
EFECTO DE UN FERTILIZANTE NITROGENADO A BASE DE BENTONITA
MODIFICADA Y TENSOACTIVO HDTMA EN EL CRECIMIENTO DE
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Resumen

La busqueda para mejorar la eficiencia de fertilizantes ha llevado a investigar la
factibilidad del uso de materiales abundantes y econOmicos que puedan impartir
propiedades de liberacion lenta a un fertilizante. El objetivo fue evaluar el efecto de un
fertilizante, preparado por medio de adsorcion de nitrato (NOs”) con una bentonita
modificada (OBN) y tensioactivo bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), en el
crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) y la concentracion de NO3z™bajo un
sistema hidropdnico. La hipdtesis fue que la aplicacion de fertilizante a base de OBN y
HDTMA libera NOs en la solucion nutritiva y afecta positivamente el crecimiento de la
lechuga. El disefio experimental fue completamente al azar. Primer experimento: 8
tratamientos con 6 repeticiones, total 48 unidades experimentales. Tratamientos
OBN/fertilizante en solucion Steiner: 0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 25/0, 50/0, 75/0 y 100/0.
Segundo experimento: 15 tratamientos con 6 repeticiones, total 90 unidades
experimentales. Tratamientos: 15 dosis de HDTMA con 0 hasta 35 mg L. La OBN
disminuyd la biomasa seca entre 50 y 70 %. El nimero de hojas se redujo de 25 a 50 %,
la longitud y el ancho de hojas disminuy6 entre 40 y 55 %. El area foliar se redujo entre
68 y 78 %. La absorcion de agua disminuy6 60 %, la concentracion de NOs3™ se redujo de
35 a 60 % y la conductividad eléctrica (CE) descendid entre 15 y 25 %. El tensioactivo
HDTMA oscurecid la raiz y afect6 la absorcion de agua y nutrimentos. La 6rganobentonita
puede usarse como adsorbente de elementos minerales y como fertilizante, pues liberd
cantidades de NO3™ en la solucién nutritiva. El tipo de tensioactivo pudiera cambiarse para
reducir la fitotoxicidad y eliminar los efectos negativos en el crecimiento.
Palabras clave: Lactuca sativa L., adsorcion, surfactante, bromuro de cetrimonio, nitrato,

organoarcillas.

Summary

The search to improve the efficiency of fertilizers has led to investigate the feasibility of
using abundant and economic materials that can impart slow release properties to a
fertilizer. The objective was to evaluate the effect of a fertilizer, prepared by means of
adsorption of nitrate (NOs3) with a modified bentonite (OBN) and surfactant
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hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA), on the growth of lettuce plants
(Lactuca sativa L.) and the concentration of NO3z™ under a hydroponic system. The
hypothesis was that the application of fertilizer based on OBN and HDTMA, releases
NOs™ in the nutritive solution and positively affects the growth of the lettuce. The
experimental design was completely random. First experiment: 8 treatments with 6
repetitions, total 48 experimental units. Treatments OBN / fertilizer in Steiner solution:
0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 25/0, 50/0, 75/0 and 100/0. Second experiment: 15 treatments
with 6 repetitions, total 90 experimental units. Treatments: 15 doses of HDTMA with 0 to
35 mg L. The OBN decreased the dry biomass between 50 and 70 %. The number of
leaves was reduced from 25 to 50 %, the length and width of leaves decreased between 40
and 55 %. The leaf area was reduced between 68 and 78 %. The absorption of water
decreased 60 %, the concentration of NO3™ was reduced from 35 to 60 % and the electrical
conductivity (EC) decreased between 15 and 25 %. The HDTMA surfactant darkened the
root and affected the absorption of water and nutrients. The organobentonite can be used
as an adsorbent of mineral elements and as a fertilizer, thus it released amounts of NOs
in the nutrient solution. The type of surfactant could be changed to reduce phytotoxicity
and eliminate negative effects on growth.

Key words: Lactuca sativa L., adsorption, surfactant, cetrimonium bromide, nitrate,

organoclays.

Introduccion

Los fertilizantes quimicos son un factor determinante para aumentar la productividad
agricola mundial y se pronostica para el periodo de 2015 a 2020 un incremento en la
demandaen 1.5, 2.2y 2.4 % de N, P20s y K20 respectivamente (FAO, 2017). EI N es un
nutriente esencial para el crecimiento de las plantas y el NOs™ es la forma de N que
prefieren la mayoria de las especies vegetales (Hawkesford et al., 2012). Sin embargo, su
uso puede dafiar la salud humana y el ambiente, ademéas presenta baja eficiencia de
utilizacion (Cameron et al., 2012). Por lo que se debe lograr una mayor eficiencia en el

uso de fertilizantes (Chien et al., 2009). Una opcidon para mitigar el efecto negativo es el



uso de fertilizantes de lenta liberacion, que gradualmente liberan los nutrientes y
prolongan su disponibilidad (De Campos-Bernardi et al., 2016).

Los fertilizantes de lenta liberacion se producen formando un revestimiento de
polimero en los granos de fertilizantes (Trenkel, 2010), mediante calentamiento, fusion y
nebulizacidn, lo que hace costosos a estos fertilizantes (Yuan, 2014), reduciendo su uso a
cultivos de alto valor (Berber et al., 2014). Debido a esto, existen demandas de tecnologias
alternativas y mas econodmicas para producir fertilizantes de lenta liberacion (De Campos-
Bernardi et al., 2016). Se ha estudiado la viabilidad de utilizar arcillas naturales, como las
bentonitas, para lenta liberacion de nutrientes (Bhardwaj et al., 2012) debido a su
capacidad de adsorcion e intercambio i6nico (Zhou et al., 2011). Las 6rganobentonitas
son sintetizadas por sorcion de un tensioactivo catiénico, que carga de negativo a positivo
la superficie externa y el espacio de la capa intermedia (Ceyhan et al., 1999), esto
incrementa la capacidad de retencion del nutriente anidnico, como el NOz™ (Li, 2003).

La capacidad de adsorcion de las organoarcillas depende del tipo de surfactante
empleado en la modificacion (Jacobo-Azuara et al., 2006), los mas utilizados son alquilos
de cadena larga con un grupo amino cuaternario, como el HDTMA (Sheng et al., 1996),
que adsorbe aniones en soluciones acuosas (Naghash and Nezamzadeh-Ejhieh, 2015).
Algunos estudios mencionan que el HDTMA podria causar dafio al ambiente (Sarkar et
al., 2010), en ecosistemas acuaticos (Tisler et al., 2004), en humanos (Momblano et al.,
1984), mamiferos (Andersen, 1997) y germinacion de semillas (Song y Kim, 2016). Sin
embargo, no se ha demostrado plenamente su toxicidad (Song and Kim, 2016), por lo que
el HDTMA es el més utilizado para modificar arcillas usadas como adsorbentes en suelo,
agua, aire (Ismadiji et al., 2015) y como potencial fertilizante de lenta liberacion (Bhardwaj
etal., 2012).

En zeolita y montmorillonita modificadas con HDTMA existen varios estudios en
columnas de suelo donde mejord la adsorcién de NOs y la liberacion lenta de este
nutriente: con plantas de maiz (Li, 2003), sin plantas (Bhardwaj y Tomar, 2011; Bhardwaj
et al., 2012) y como enmienda del suelo disminuyd la lixiviacion de NOs™ en un lisimetro
con plantas de maiz (Malekian et al.,, 2011). La naturaleza hidrofébica de las
organoarcillas sugiere su idoneidad como matriz para la lenta liberacion de compuestos

solubles y pueden impartir propiedades de lenta liberacion a un fertilizante (Basak et al.,
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2012), sin embargo, su uso no ha sido ampliamente estudiado con plantas y la
modificacion con HDTMA podria liberar nutrimentos asi como de otro tipo de sustancias
con potencial fitotoxico, debido a que este quimico se utiliza principalmente para el
tratamiento de agua, y el crecimiento de las plantas podria afectarse por el riego (Yuan,
2014). El uso de cultivos hidroponicos aumenta el control de los factores que intervienen
en los sistemas de raices (Podar, 2013). Ademas, los célculos se hacen por el principio de
balance de masas, donde la masa de nutrientes esta, ya sea en la solucion o en las plantas
(Bugbee, 2004), lo que permitiria evaluar la aplicacion de los fertilizantes de lenta
liberacion y el HDTMA en un medio liquido sin interferencias del suelo. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de un fertilizante preparado por medio de adsorcién
de NOz con una bentonita modificada (OBN) y tensioactivo bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) en el crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca
sativa L.) y la concentracién de NOz™ bajo un sistema hidropdnico. La hipétesis fue que la
aplicacion de fertilizante a base de OBN y HDTMA libera NO3™en la solucién nutritiva e

influye positivamente en el crecimiento de la lechuga.

Materiales y Métodos

La preparacion del material fertilizante se realiz6 en el Laboratorio de Suelos de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la U.A.S.L.P. Se utiliz6 una bentonita
proveniente de un yacimiento localizado en el municipio de Guadalcazar, San Luis Potosi,
México. Siguiendo la metodologia propuesta por Jacobo-Azuara et al. (2006) se obtuvo
la 6rganobentonita (OB) con la modificacion de la bentonita por adsorcion del tensioactivo
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA C19H42BrN, Aldrich Chemicals) con una
superficie cargada positivamente. Posteriormente, se obtuvo el material fertilizante
6rganobentonita-nitrato (OBN) por adsorcion del ion NOs, al afiadir 400 mmol L* de
Ca(NOs3), a la OB obtenida, y se mantuvo durante un periodo de contacto de 7 dias. Al
finalizar este periodo se alcanzé el equilibrio de adsorcion y se determing la concentracion
de NOs™ en solucion. La cantidad de NOs™ adsorbido sobre la OB se determind por la

diferencia de la concentracion inicial menos la final y fue de 69.77 mg g™*.



En el Centro de Hidroponia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria se establecieron
dos experimentos en julio 2017, en un sistema hidropénico de raiz flotante con plantas de
lechuga en un invernadero tipo tdnel de 9 x 5 m. La temperatura media fue de 23.5 °Cy
la luminosidad media de 17,417 lux. Se utilizaron semillas de la variedad Montemar
sembradas en junio en un sustrato “Sunshine mix 3” en charola de poliestireno de 200
cavidades; se regd diariamente y se fertilizd con solucion Steiner (Steiner, 1961); se
determind con anélisis de agua un pH de 7.5 y una CE de 0.6 dS m™. A los 36 dias después
de la siembra se realizo el trasplante en el sistema hidroponico, se lavaron las raices para
retirar el sustrato adherido y se coloc6 cada planta en un recipiente de plastico con una
capacidad de 100 mL de solucidn nutritiva Steiner (Steiner, 1961) con una composicion
en meq L de: 6 NOs7, 0.5 HoPO4', 3.5 SO4%, 3.5 K*, 2 Mg®* y 4.5 Ca®*. Se utiliz6 agua
desionizada para la preparacion de solucion nutritiva y los fertilizantes utilizados fueron:
Ca(NO,)2-4H,0, KNO,, MgSO,-7H,0, K,SO, y H;PO,. Los micronutrientes se
afiadieron con Carboxy Micro, el cual aporta Fe 5 %, Zn 2.5 %, Mn 1 % y B 0.5 % en
forma quelatada EDDHA. La aireacidon de la solucion fue con una bomba de pecera (Elite
Maxima 2.5 PSI) con una aportacion de oxigeno entre 3 y 5 mg L. En este medio se
cultivaron las plantas de cada experimento en un periodo de adaptacion de 5 dias previos
a la aplicacion de los tratamientos.

La duracion de la evaluacién de 11 dias es un tiempo intermedio, basado en
experimentos con fertilizantes de lenta liberacion. Se considerd el tiempo de 15 dias en
columnas de suelo que utilizaron Bhardwaj y Tomar (2011), Bhardwaj et al. (2012) y
ademas los de Hummel y Waddington (1986) y King y Balogh (2000) quienes mencionan
que el uso de disoluciones de fertilizante durante 7 dias es aceptable para predecir las tasas
de liberacion en suelo.

En el primer experimento se evaluaron 8 tratamientos: solucién nutritiva de Steiner
(Steiner, 1961) (0/100), tres tratamientos con OBN que aportan el 25, 50 y 75 % del N
total contenido en la solucion Steiner, mas una Solucion Steiner modificada con NOz
reducido, al 75, 50 y al 25 % para completar el 100 % de N total (25/75, 50/50 y 75/25) y
cuatro tratamientos con OBN 25, 50, 75 y al 100 % en la misma solucion Steiner
modificada sin NO3™ (25/0, 50/0, 75/0 y 100/0). En los tres tratamientos con NO3™ reducido

y en el 100/0, la cantidad de OBN agregada se calcul6 de tal forma que la suma del NO3
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adsorbido més el disuelto en la solucion inicial fuera igual a la de NOs™ en la solucion
Steiner (6 meqL™). Durante este periodo se agreg6 diariamente agua desionizada para
mantener constante el volumen inicial y se renovo la solucién nutritiva cada vez que la
planta consumi6é un tercio del volumen inicial para que la CE no descendiera
excesivamente (Bugbee, 2004), lo cual solo se cumpli6 en el tratamiento 0/100 en dos
ocasiones (dias 5 y 8).

En las variables, se determind cada 24 horas: consumo de agua (con bureta graduada),
conductividad eléctrica (CE) (Medidor Orion 155, USA) y contenido de NOs™ en la
solucién nutritiva (iondmetro Laqua Twin, Horiba, Japan). Las variables medidas al final
de la evaluacion fueron: biomasa seca de raiz, hojas y total (con estufa de secado de aire
forzado Omron, a 70 °C durante 72 horas hasta obtener peso constante y balanza digital
(Ohaus PAJ4102N Gold series), ancho, largo y nimero de hojas, area foliar (software
imageJ), clorofila a, b y total en hojas exteriores e interiores por espectrofotometria con
el procedimiento EPA-ERT (1994). El disefio experimental fue un completamente al azar
con 6 repeticiones por tratamiento y un total de 48 unidades experimentales, considerando
cada planta como una unidad experimental.

En el segundo experimento se evaluaron 15 tratamientos que consistieron en: 0, 0.5, 1,
2.5,5,7.5,10, 125, 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 30 y 35 mg Lt de HDTMA agregados a una
solucion nutritiva igual a la del tratamiento Steiner. Las variables medidas al final de la
evaluacion fueron C.E. (Medidor Orién 155, USA) y contenido de NO3z™ (iondmetro Laqua
Twin, Horiba, Japan) en la solucién nutritiva, y consumo de agua diariamente (con bureta
graduada). El disefio experimental fue un completamente al azar con 6 repeticiones por
tratamiento y un total de 90 unidades experimentales, considerando cada planta como una
unidad experimental.

En los dos experimentos establecidos con los datos obtenidos se realizo ANDEVA y
una prueba de Tukey (p <0.05) para la comparacion de medias entre tratamientos, con

SAS version 9.0.
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Resultados y Discusién

Experimento 1: El consumo de agua (Figura 1) mostr6 diferencias significativas; el
tratamiento sin OBN (0/100) fue al que mayor cantidad de agua diaria se repuso (26 mL)
y resulté al final del estudio al que mayor volumen se agreg6 (291 mL). Desde el primer
dia se afectd 37 % el consumo de agua con los tratamientos con aplicacion de OBN. El
75/0 consumid 61.5 % menos cantidad de agua comparado con el 0/100. En los siguientes
dias el consumo de agua se afectd 60 % con los tratamientos 25/75, 50/50 y 75/25 y de 80
a 88 % a 25/0, 50/0, 75/0 y 100/0 comparados con el 0/100. EI consumo de agua al final
de la evaluacion siguio la misma tendencia; el tratamiento 0/200 consumio un 68.3 % mas
que el 25/75 y el 50/50, y un 81.3 % mas que el resto de los tratamientos. En este sentido,
al aplicar los tratamientos con OBN se observo un oscurecimiento en el sistema radical
una hora después de la aplicacion y una necrosis al final de la evaluacion (Figura 2 B), lo
cual también afecto la parte aérea de la planta (Figura 2 A). Este efecto pudo ser debido a
que en la elaboracion de la OBN se utilizd el tensioactivo HDTMA y éste alcanzé a
generar una toxicidad en la planta. Como lo mencionan Song and Kim (2016) en estudios
de germinacion con lechuga, se afectd la elongacion de la raiz y el tallo debido al efecto
del HDTMA. De aqui que las raices dafiadas reducen la actividad metabolica y
disminuyen la tasa de respiracion comparadas con las raices blancas (Baldi et al., 2010),

ademas de una disminucion en la capacidad de absorcion de agua (Gu et al., 2015).
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Figura 1. Consumo de agua durante el periodo de contacto de los tratamientos con
OBN/Fertilizante en solucion Steiner, para determinar el efecto de un
fertilizante nitrogenado a base de bentonita modificada y tensioactivo HDTMA
en el crecimiento de lechuga hidroponica. Letras distintas en los tratamientos
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

En el nimero de hojas de lechuga (Cuadro 1 y Figura 2 A) el tratamiento 0/100 tuvo
22.58 % mayor cantidad que los tratamientos 25/75 y 50/50, y 48.4 % mas que los demas
tratamientos. La disminucion de hojas en las plantas con la aplicacion de OBN pudo ser
por el estrés que se observé con la deshidratacién que ocasiond el dafio en las raices. En
este sentido mencionan Sirousmehr et al. (2014) que el estrés hidrico reduce el nmero de
hojas cuando el agua llega a ser limitante para las raices, debido al envejecimiento y a una
alta concentracion de etileno, lo cual reduce la transpiracion.

En el largo de hojas (Cuadro 1, Figura 2 A), el tratamiento con 0/100 obtuvo 42.2 %
mas longitud que el 25/75 y el 50/50, y 56.4 % mas que el 75/25 y el 75/0; los demas
tratamientos que estan entre estos porcentajes son estadisticamente iguales. En el ancho
de hoja, el tratamiento 0/100 mostro los valores mas altos, se disminuyo el valor en 41.4
% con el tratamiento 25/75 y en 52.5 % con 75/25, 50/0, 75/0 y 100/0; el resto esta entre
estos dos porcentajes. En el area foliar de la hoja mas recientemente madura disminuy6
56.1 % con el 25/75 y 68 % con el resto de los tratamientos aplicados, comparados con el
0/100 que mostro el valor mas alto. En este sentido mencionan Lisar et al. (2012) que el
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tamafo de las hojas se reduce debido al estrés hidrico que provoca cambios en anatomia
y ultraestructura de las hojas. Esta disminucién en la hoja se considera beneficioso para
las plantas en condiciones de déficit hidrico, debido a que se asocia a una tasa de
transpiracion reducida que afecta la tasa fotosintética (Forni et al., 2017). Lo cual pudo
haber sucedido en esta evaluacién con el dafio que se observo en laraiz en los tratamientos
con OBN.

En el area foliar total (Cuadro 1y Figura 2 A) el tratamiento 0/100 mostro los valores
mas altos, la aplicacion de 25/75 disminuy6 68.3 % y 78.6 % con 50/50 y 75/0. El resto
de tratamientos conservo un area foliar entre estos Ultimos porcentajes. La disminucion
del AFT pudo ser debido al dafio que presento la raiz al aplicar los tratamientos con OBN,
lo que provocd un estrés por falta de agua. Al respecto, Sirousmehr et al. (2014)
mencionan que la falta de agua disminuye crecimiento, division y alargamiento celular en
hojas. Lo que se vio reflejado en la reduccion del area foliar, ademas de que las hojas mas
viejas presentaron senescencia (Figura 2 A). En este caso, Gepstein y Glick (2013)
mencionan que las plantas sometidas a sequia responden acelerando la senescencia y
abscision de las hojas mas viejas.

Cuadro 1. Caracteristicas de las hojas de lechuga de los tratamientos con OBN/Fertilizante

en solucion Steiner, para evaluar el efecto de un fertilizante nitrogenado a base
de bentonita modificada en el crecimiento de lechuga hidroponica.

Tratamiento NH LH AH AFH AFT
(cm) (cm) (cm) (cm?) (cm?)
0/100 7.75a 11.59a 8.84a 60.52a 328.05a
25/75 5.75b 6.70b 5.18b 26.55b 104.13b
50/50 6.00b 6.35bc 4.53bc 19.35¢ 97.52bc
75/25 3.75¢ 5.05d 3.80c 14.73c 79.17bc
25/0 4.00c 5.70cd 4.35bc 16.93c 76.75bc
50/0 3.75¢c 5.43cd 4.20c 15.88¢c 70.16¢C
75/0 4.00c 4.83d 3.85¢c 13.55¢ 65.84c
100/0 3.75¢c 5.53cd 4.20c 16.33c 79.73bc
DMS 1.15 0.99 0.95 7.11 33.29
Cv 10.11 6.61 8.32 13.22 10.44

Letras distintas en los tratamientos por columna indican diferencias significativas segun
la prueba de Tukey (p < 0.05). NH: nimero de hojas, LH: longitud de hoja, AH: ancho de
hoja, AFH: area foliar de hoja, AFT: area foliar total.
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Figura 2. Hojas (A) y raices (B) de plantas de lechuga de los tratamientos con
OBN/Fertilizante en solucion Steiner, para evaluar el efecto de un fertilizante
nitrogenado a base de bentonita modificada y tensioactivo HDTMA en el
crecimiento de lechuga hidroponica.
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En la biomasa seca total, hojas y raiz (Figura 3 A) se mostré la misma tendencia, donde
el tratamiento 0/100 presentd los valores mas altos, en Biomasa Seca Total 58.8 % mas
que OBN con fertilizante (25/75, 50/50 y 75/25) y 73.1 % que OBN sin fertilizante (25/0,
50/0, 75/0 y 100/0). En hojas el tratamiento 0/100 evidencid 65.5 % més que la mayoria
de los tratamientos y solo con el tratamiento 75/0 un 77.9 %. En raiz el tratamiento 0/100
reflejé un 42.4 % sobre todos los tratamientos. Esto indica que la aplicacion de la OBN
con y sin NOs en la solucion Steiner, disminuyd el contenido en la biomasa seca, debido
al dafio radical que presentd la planta. Lo cual ocasiono una falta de agua, que provoco el
cierre de estomas, la inhibicion del flujo de CO2 y la absorcion de nutrientes por las raices;
esto reduce la fotosintesis y la produccion de carbohidratos (Pan et al., 2011), lo cual se
refleja en menor tamarfio de planta y disminucién en la biomasa seca (Stagnari et al., 2014).

En el contenido de clorofila total (Figura 3 B), en hojas interiores no mostraron
diferencias significativas, solo en hojas exteriores, donde se observo la mas alta
concentracion con el tratamiento 0/100 con 31.25 % comparado con 25/0 y 75/0, sin
embargo, el resto de los tratamientos no mostraron diferencias estadisticas entre estos
resultados. En este sentido, la disminucién en el contenido de clorofila bajo déficit hidrico
presenta estrés oxidativo y puede ser el resultado de la fotooxidacion del pigmento y la
degradacion de la clorofila (Anjum et al., 2011). En clorofila a en hojas interiores (Figura
3 C) no evidencié diferencias entre tratamientos. En el caso de hojas exteriores, la mas
alta concentracion se observo en 0/100 y 100/0 con 48.4 % comparado con 25/0, sin
embargo, el resto de los tratamientos no mostré diferencias con estos tres tratamientos. En
la concentracién de clorofila b (Figura 3 D), en los tratamientos no se presenté ninguna
diferencia en hojas interiores y exteriores. En este sentido, Filimon et al. (2016)
mencionan que las variaciones en las relaciones clorofila a/b son indicadores de

senescencia o estrés y afectan el curso normal de los procesos bioldgicos de las plantas.
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Figura 3. Peso seco (A); clorofilas: total (B), a (C) y b (D) en hojas interiores y exteriores
de los tratamientos con OBN/Fertilizante en solucion Steiner, para evaluar el
efecto de un fertilizante nitrogenado a base de bentonita modificada en el
crecimiento de lechuga hidroponica. Letras distintas en los tratamientos indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

La conductividad eléctrica (CE) (Figura 4 A) de la solucién inicial disminuyé muy
poco en los tratamientos con OBN: 16 % con la OBN sin fertilizante (25/0, 50/0, 75/0 y
100/0) y 34.51 % con la OBN con fertilizante (25/75, 50/50, 75/25), y 61.53 % con el
tratamiento sin OBN (0/100). En este sentido, mencionan Paulus et al. (2012) que la CE
en la solucién nutritiva desciende a lo largo del ciclo de un cultivo debido al consumo de

nutrientes (Silva et al., 2016).
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En el contenido final de NO3 de la solucion nutritiva (Figura 4 B) se detectaron
diferencias entre los tratamientos; con el 0/100 se mostr6 88.68 % de disminucion del
elemento por la absorcidn que tuvo la planta para realizar sus funciones. De acuerdo con
Bugbee (2004), en sistemas hidroponicos las plantas remueven rapidamente algunos
nutrientes como el N y en unas pocas horas puede bajar la concentracion a niveles bajos.
Cabe mencionar que en el resto de los tratamientos, al tener baja absorcion del NOs', la
solucion nutritiva no se renovo como en el caso del 0/100. La absorcion en el 25/75 es de
44.64 %, en el 50/50 de 47.89 % y en el 75/25 de 36.44 %, considerando solo la aplicacién
de fertilizante N-NOgz" a través de la solucion Steiner. En este sentido, Ingestad y Agren
(1995) mencionan que la demanda de nutrientes de las plantas estd directamente
relacionada con la tasa de crecimiento de éstas, donde los nutrientes se absorben de
acuerdo con la sintesis de nueva biomasa, lo cual en este experimento se puede ver en el
tratamiento, 0/100, con mas biomasa seca (Figura 3 A).

Los tratamientos con solo OBN que no tenian N-NOs™ en la solucion Steiner: 25/0,
50/0, 75/0 y 100/0, mostraron (Figura 4 B) liberacion de 50 a 60 mg L™ de N-NOs’; esto
comprobd que la bentonita modificada con un tensioactivo, como el HDTMA, adsorbid y
liber6 el nutriente utilizado, lo que nos da alrededor del 15 % del valor aplicado
comparado con el 0/200 con la solucidn Steiner. En este sentido, Mahlangu et al. (2016),
en experimentos en lechuga con dosis de N con 60 mg L™, encontraron que esta
concentracion de N es suficiente para el crecimiento y rendimiento. En nuestro caso, la
cantidad del nutriente que se encontr6 en la solucion no fue una limitante tan marcada
para las diferencias de crecimiento contra el 0/100, sino mas bien por las limitantes de
otros factores como el dafio radical y el consumo de agua. Ademas, en la demanda de
nutrientes, especialmente para N, las plantas tienen la capacidad de movilizarlo de las
hojas senescentes a las hojas en expansion (Masclaux-Daubresse et al., 2010), asociado
esto con una mejor movilizacion de compuestos de N enddgenos (Gombert et al., 2010).
Esto podria explicar el amarillamiento de las hojas senescentes en las plantas con los
tratamientos con OBN (Figura 2 A), lo cual podria haber reducido la cantidad de N-NOs

utilizado en las plantas (Figura 4 B).
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Figura 4. Comportamiento de la solucion nutritiva al final del experimento: A)
Conductividad eléctrica, B) Contenido de nitratos de los tratamientos con
OBN/Fertilizante en solucion Steiner, para evaluar el efecto de un fertilizante
nitrogenado a base de bentonita modificada en el crecimiento de lechuga
hidroponica. Letras distintas en los tratamientos indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Experimento 2: En el consumo de agua (Figura 5 A), en las concentraciones bajas de
0a2.5mg L*de HDTMA se obtuvo 34.1 % mas que en 5mg L™y 63.6 % mas que en
17.5 mg L y mayor. Es evidente que el efecto del tensioactivo limita la absorcion de
agua, debido a un dafio radical que oscurece la parte inferior de la raiz, alcanzando un
color café oscuro y una necrosis al final de la evaluacion (Figura 6), siendo muy similar a
la del experimento 1 (Figura 2 B). Este efecto puede ser atribuido a las sales cuaternarias
de amonio que al estar en altas concentraciones podrian conducir a un dafio de la
membrana celular de la raiz, y los componentes tdxicos podrian entrar a las partes internas
de la planta (Liu et al., 2013; Cvjetko-Bubalo et al., 2014), como es el caso del HDTMA
que ocasiona un dafio en la raiz de lechuga (Song y Kim, 2016), por lo que se comprueba
que el HDTMA es considerablemente toxico para las plantas en medios liquidos. Y
confirma que su uso representa un potencial peligro para el medio ambiente, humanos,
mamiferos y organismos acuaticos (Ismadji et al., 2015; Pawlowska y Biczak, 2016) y
plantas.

En la CE se observo (Figura 5 B) que en las concentraciones de 0 a5 mg L™ se mantiene

un comportamiento similar al del tratamiento sin HDTMA, en el tratamiento de 7.5 mg L°
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! se ve una menor disminucion de la CE de 56.4 % y 84.5 % en los tratamientos de
concentraciones mas altas con una tendencia creciente, lo cual indica que el HDTMA
limit6 que bajara la CE; en este sentido mencionan Song y Kim (2016) que el HDTMA
afecta significativamente la elongacion de la raiz en plantulas y como consecuencia el
crecimiento se afecta. En este caso, al estar dafiada la raiz, la toma de nutrientes es limitada
por lo que la CE casi no disminuye.

El contenido de NOz™ en la solucion nutritiva (Figura 5 C), con los tratamientos 0 a 2.5
mg L™ de HDTMA mostré 32.8 % mayor que con 5 mg Ly 58.4 % que con 20 mg L.
Lo cual deja claro que el contenido de este nutriente se absorbid limitado por efecto del
HDTMA. En este sentido, mencionan Salas y Urrestarazu (2004) que, bajo condiciones
de estrés, la absorcion de elementos minerales se encuentra generalmente vinculada al
consumo de agua, siendo estos procesos no afectados de igual manera por las condiciones
medioambientales.

En general, en el cultivo de lechuga se observo la liberacion del nutriente N-NOs™ en
el material utilizado (OBN) en un medio liquido, sin embargo, se presentd un dafio radical
(experimento 1), el cual se atribuyd al tensioactivo HDTMA (experimento 2). Por lo tanto,
para la fabricacion de fertilizantes de lenta liberacion con bentonitas, el tensioactivo puede
ser cambiado por otro compuesto con caracteristicas similares para elaborar la OBN, pero
con menor toxicidad para las plantas. Aun asi, no se descart6 la posibilidad de que en otras
condiciones, como en el suelo, pueda ser viable su aplicacion (Pawtowska y Biczak,
2016). De acuerdo a lo que mencionan Ivankovi¢ y Hrenovi¢ (2010), en el medio ambiente
los tensioactivos se degradan principalmente a través de la actividad microbiana y la

adsorcion en el suelo o en los sedimentos puede reducir su toxicidad.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de HDTMA en la solucién nutritiva en las plantas de
lechuga.

Conclusiones

El material fertilizante Grganobentonita-nitrato (OBN) afectdé negativamente el
crecimiento de la lechuga, disminuyd el peso seco total, hoja y raiz, nimero, ancho,
longitud de hojas y éarea foliar. El tensioactivo HDTMA usado para fabricar la
organobentonita gener0 toxicidad en la raiz y esto afectd el consumo de agua y nitratos y
otros nutrientes en la solucién nutritiva.

La 6rganobentonita (OB) es un material que podria ser utilizado como adsorbente
de nutrientes y también es viable como material fertilizante (OBN), ya que liberd el nitrato
adsorbido en las concentraciones aplicadas. Sin embargo, es necesario evaluar otros

tensioactivos para reducir los efectos negativos en el crecimiento.
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ORGANOBENONITE PHOSPHATE IN LETTUCE CULTIVATION
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Resumen

En la busqueda de mayor eficiencia de los fertilizantes se ha investigado la viabilidad
del uso de materiales naturales para la liberacion lenta de nutrientes. En este trabajo se
estudio el comportamiento de un potencial fertilizante preparado por adsorcion de fosfato
sobre una érganobentonita (OB) y su efecto en el crecimiento de plantas de lechuga. Se
evaluaron 8 tratamientos en un sistema hidropénico de raiz flotante: solucién Steiner
(0/100), tres tratamientos con el 25, 50 y 75 % del P aportado con OB-fosfato (OBP) en
soluciones Steiner modificadas con P reducido al 75, 50 y al 25 % del P de la solucion
Steiner (25/75, 50/50 y 75/25), y cuatro tratamientos con 25, 50, 75y 100 % del P aportado
con OBP en una solucién Steiner modificada sin P (25/0, 50/0, 75/0 y 100/0). El disefio
experimental fue completamente al azar con 6 repeticiones y 48 unidades experimentales.
Ademas, en laboratorio se realizd un experimento sin plantas para evaluar la liberacion
del P de la OBP. La liberacion de P fue mayor a mayor contenido de OBP aplicado; la
mayor cantidad de P liberada a los 35 dias fue en el 100/0 (7.27 mg L) y la menor en
25/75 (3.27 mg L) y 25/0 (2.18 mg LY). EI consumo de P por las plantas fue mayor en
los tratamientos con mas fertilizante soluble debido a que la OBP liberd P lentamente La
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organobentonita puede adsorber P y posteriormente liberarlo gradualmente, lo que indica
que puede ser utilizado como fertilizante de lenta liberacion

Palabras clave: adsorcion, nanofertilizante, fosforo, organoarcillas

Summary

In the search for greater efficiency of fertilizers, the feasibility of natural materials for
the slow release of nutrients has been investigated. In this work we studied the behavior
of a potential fertilizer prepared by adsorption of phosphate on an organbentonite (OB)
and its effect on the growth of lettuce plants. 8 treatments were evaluated in a floating root
hydroponic system: Steiner solution (0/100), three treatments with 25, 50 and 75 % of the
P contributed with OB-Phosphate (OBP) in Steiner solutions modified with P reduced to
75, 50 and 25 % of the P of the Steiner solution (25/75, 50/50 and 75/25), and four
treatments with 25, 50, 75 and 100 % of the P contributed with OBP in a modified Steiner
solution without P (25/0, 50/ 0, 75/0 and 100/0). The experimental design was completely
randomized with 6 repetitions and 48 experimental units. In addition, an experiment
without plants was carried out in the laboratory to evaluate the P release of the OBP. The
release of P was greater at a higher content of OBP applied; the highest amount of P
released at 35 days was 100/0 (7.27 mg L) and the lowest was 25/75 (3.27 mg L) and
25/0 (2.18 mg L1). The consumption of P by the plants was greater in the treatments with
more soluble fertilizer because the OBP released P slowly. The bentonite organism can
adsorb P and later release it gradually, which indicates that it can be used as slow release
fertilizer.

Key words: adsorption, nanofertilizer, phosphorus, organoclays

Introduccion

Los fertilizantes quimicos han sido un factor determinante para aumentar la
productividad agricola mundial (Alexandratos y Bruinsma, 2012) y se pronostica que las
demandas de fuentes de N, P2Os y K>O creceran anualmente en promedio 1.5, 2.2y 2.4
% respectivamente de 2015 a 2020, y también la capacidad mundial de produccion de
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fertilizantes (FAO, 2017). El foésforo (P) es uno de los nutrientes esenciales para el
crecimiento de las plantas y juega un papel fundamental en una variedad de procesos tales
como generacion de energia, sintesis de acidos nucleicos, fotosintesis, respiracion,
reacciones redox, metabolismo de carbohidratos y fijacion de nitrogeno (Hanif et al.,
2015). Sin embargo, su alta tasa de fijacion quimica, velocidad de difusion lenta y fraccion
sustancial de P organicamente ligado en el suelo hacen que sea uno de los nutrientes menos
disponibles para los cultivos (Wu et al., 2013). Con frecuencia el P es el elemento mas
limitante para el crecimiento y desarrollo de las plantas debido a su escasa disponibilidad
(Dar et al., 2017). Para obtener altos rendimientos de los cultivos, el P a menudo se aplica
excesivamente, lo que lleva a acelerar la degradacion del suelo y la eutrofizacion de
cuerpos de agua (Liu y Lal, 2014). Los fertilizantes de liberacion lenta fueron
desarrollados y han sido ampliamente usados para mejorar la eficiencia de uso de los
nutrientes, permiten reducir la lixiviacion de estos y las emisiones de gases de efecto
invernadero (Yuan, 2014), sin embargo, el revestimiento con polimeros, que es la
tecnologia dominante en la produccién de estos fertilizantes, implica complicados
procesos de produccion que incluyen el calentamiento y la separacion por tamafio de los
fertilizantes y la fusion y nebulizacion de polimeros, que hacen que estos fertilizantes sean
caros (Trenkel, 2010). A pesar de la necesidad de desarrollar opciones alternativas para
diferentes usos, los esfuerzos de investigacion durante las Gltimas décadas no han tenido
resultados fructiferos (Preetha y Balakrishnan, 2017). Se ha estudiado la viabilidad de
utilizar materiales naturales como las arcillas y zeolitas, para la liberacién lenta de
nutrientes (Yuan, 2014; Bhardwaj et al., 2012). La viabilidad de utilizar 6rganoarcillas
como fertilizantes de liberacién lenta de nutrientes ha sido investigada por diversos
autores (Malekian et al., 2011, Bhardwaj et al., 2012, Berber et al., 2014). Dentro de las
organoarcillas se destacan las Organobentonitas (OB) por sus altas propiedades de
adsorcion y capacidad de intercambio i6nico (Pandey y Ramontja, 2016); estas son
sintetizadas por sorcion de un tensioactivo catiénico sobre una bentonita, que carga de
negativa a positiva la superficie externa y el espacio de la capas intermedias (Ceyhan et
al., 1999), lo que hace posible la adsorcion de formas anidnicas como el fosfato. Por esto
han sido propuestas como fertilizantes de liberacion lenta. (Yuan, 2014). Sin embargo, a

pesar de resultados promisorios, el efecto de la liberacion de fosforo con estos materiales

28



no ha sido estudiado, por lo que se requiere investigar el efecto en el crecimiento de las
plantas.

El uso de cultivos hidroponicos permite aumentar el control de los factores que
intervienen en el funcionamiento de las raices (Podar, 2013). Ademas, en hidroponia los
calculos se hacen por el principio de balance de masas, donde la masa de nutrientes esta,
ya sea en la solucion o en las plantas (Bugbee, 2004). Lo que permitiria evaluar la
aplicacion de los fertilizantes de lenta liberacion en un medio liquido sin interferencias
del suelo.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el comportamiento de un potencial
fertilizante preparado por medio de adsorcion de iones fosfato sobre una OB y su efecto
en el crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) en un medio hidroponico. La
hipétesis fue que la aplicacion de fertilizante a base de OB-fosfato (OBP) libera P en la

solucién nutritiva en forma lenta, y éste puede ser utilizado en el crecimiento de la lechuga.

Materiales y Métodos

La preparacion del material fertilizante se realizd en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la U.A.S.L.P., con una bentonita
proveniente del municipio de Guadalcazar, S.L.P., México, por adsorcion del surfactante
cationico bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA Ci9H42BrN, 364.45 g mol™?;
Aldrich Chemicals). Siguiendo la metodologia propuesta por Jacobo-Azuara et al. (2006),
se obtuvo una 6rganobentonita (OB) que adsorbié la maxima cantidad de HDTMA al
formarse una bicapa de surfactante con una superficie cargada positivamente.
Posteriormente, se obtuvo el material fertilizante 6rganobentonita-fosfato (OBP) por
adsorcion de iones fosfato de una solucion acuosa de fosfato monobéasico de potasio
(KH2PO4) 400 mM sobre la OB durante un periodo de contacto de 7 dias. Al finalizar este
periodo y alcanzarse el equilibrio de adsorcion, se determind la concentracion de P de la
solucidn. La cantidad de P adsorbido en la OBP feu de 140.4 mg gy se determin6 por
la diferencia de la concentracion inicial con la final.

En el Centro de Hidroponia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria se establecio

en marzo del 2018 un experimento con plantas de lechuga en un sistema hidroponico de
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raiz flotante en un invernadero tipo tanel de 9 x 5 m. La temperatura media fue de 24.6
°C y una luminosidad media de 17,718 lux. Se utilizaron semillas de la variedad Montemar
sembradas en febrero en un sustrato “Sunshine mix 3 en una charola de poliestireno de
200 cavidades, se rego diariamente y se fertilizd con solucion Steiner (Steiner, 1961); se
determind con analisis de agua un pH de 7.5 y una CE de 0.6 dS m™. A los 36 dias después
de la siembra se realizd el trasplante en el sistema hidropdnico, se lavaron las raices para
retirar el sustrato adherido y se coloco cada una planta en un recipiente de plastico con
una capacidad de 100 mL de solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961) con una
composicion en meq Lt de: 6 NOs', 0.5 H,PO4, 3.5 SO4%, 3.5 K*, 2 Mg?* y 4.5 Ca?". Se
utiliz6 agua desionizada para la preparacion de solucién nutritiva y los fertilizantes
utilizados fueron Ca(NOs)2:4H20, KNOs3, MgSO4:7H20, K2SOs4 y HsPOs. Los
micronutrientes se afiadieron con Carboxy Micro, el cual aporta Fe 5 %, Zn 2.5 %, Mn 1
%y B 0.5 % en forma quelatada EDDHA. La aireacion de la solucion fue con una bomba
de pecera (Elite Maxima 2.5 PSI), con una aportacion de oxigeno entre 3y 5 mg L. En
este medio se cultivaron las plantas del experimento en un periodo de adaptacién de 5 dias
previos a la aplicacion de los tratamientos.

Se evaluaron 8 tratamientos: solucion nutritiva de Steiner (0/100), tres tratamientos con
OBP que aportan el 25, 50 y 75 % del P total contenido en la solucion Steiner mas una
solucion Steiner modificada con P reducido, al 75, 50 y al 25% para completar el 100 %
de P total (25/75, 50/50 y 75/25) y cuatro tratamientos con OBP 25, 50, 75 y al 100 % en
la misma solucion Steiner modificada sin P (25/0, 50/0, 75/0 y 100/0). En los tratamientos
con P reducido y en el 100/0, la cantidad de OBP agregada se calcul6 de tal forma que la
suma del P adsorbido en el material mas el disuelto en la solucion inicial fuera igual a la
de P de la solucion Steiner (0.5 meq L™).

La duracion del experimento fue de 13 dias, un tiempo intermedio basado en
experimentos con fertilizantes de lenta liberacion. Se considerd el tiempo de 15 dias en
columnas de suelo que utilizaron Bhardwaj y Tomar (2011), Bhardwaj et al. (2012) y
ademas los de Hummel y Waddington (1986) y King y Balogh (2000), quienes mencionan
que el uso de cantidades de disolucién de fertilizante durante 7 dias es aceptable para
predecir las tasas de liberacion en suelo. Durante el experimento se agrego diariamente

agua desionizada para mantener constante el volumen inicial y se renovo la solucién
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nutritiva cada vez que la conductividad eléctrica (CE) descendié a causa de la absorcion
de nutrientes por las plantas, a valores comprendidos entre 0.4 y 0.5 dS m™ (Bugbee,
2004), lo cual se realiz6 en todos los tratamientos de 1 a 5 veces.

Las variables determinadas cada 24 horas fueron: consumo de agua (con bureta
graduada), CE de la solucion nutritiva (Medidor Orién 155, USA). Los dias 1, 3,5, 7, 9,
11 y 13 se determiné el P en la solucion nutritiva por el método del acido ascérbico
(A.P.H.A, 1985) (Espectrofometro Thermo-Scientific mod Genesys 10UV) tomando una
muestra de 1 mL de cada recipiente. Las variables medidas al final de la evaluacion:
biomasa seca de raiz, hojas y total (con estufa de secado de aire forzado Omron, a 70 °C
durante 72 horas hasta obtener peso constante y balanza digital, Ohaus PAJ4102N Gold
series), area foliar (software imageJ), y P total en hojas por el método del acido vanado-
molibdofosforico (Alcantar y Sandoval, 1999). El disefio experimental fue un
completamente al azar con 6 repeticiones por tratamiento y un total de 48 unidades
experimentales, considerando cada planta como una unidad experimental (U.E.)

Simultdneamente en el laboratorio se realizd un experimento sin plantas para evaluar
por separado la liberacion de P de la OBP de los mismos tratamientos. Se colocaron en
recipientes iguales cerrados, en oscuridad y a temperatura ambiente, en 4 repeticiones por
tratamiento y un total de 32 unidades experimentales (U.E.). Se determind el P en solucion
los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 20 y 35 por el procedimiento anteriormente descrito. Se
considerd como P liberado (desorbido) la cantidad de P que se incrementd por arriba de
la concentracion inicial.

Las concentraciones medidas durante el experimento sin plantas se utilizaron para
estimar la concentracion de P a la que las plantas habrian tenido acceso en cada dia
transcurrido desde el inicio o desde el dltimo cambio de la solucion nutritiva (P
potencialmente disponible). EI consumo de fosforo por las plantas se calculd en cada U.E.
por la diferencia entre la concentracién encontrada en la solucién nutritiva de las plantas
menos el P potencialmente disponible del dia correspondiente.

En los dos experimentos con los datos obtenidos se realiz6 ANDEVA y una prueba de

Tukey (p <0.05) para la comparacion de medias entre tratamientos, con SAS version 9.0.
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Resultados y Discusién

El P liberado por el material fertilizante OBP (Figura 1), al utilizar fertilizante quimico
de alta solubilidad, mostr¢ inicialmente la concentracion calculada en la solucion Steiner
0/100 (16 mg L), 75/25 (12 mg L1), 50/50 (8 mg L) y 25/75 (4 mg L™Y). Al considerar
el andlisis estadistico de la OBP se mostré que la liberacién fue de menos a mas
concentracion del contenido aplicado y que el uso del fertilizante soluble no intervino en
la liberacion. Se observd que el mayor contenido liberado de la OBP en los 35 dias fue
con 100/0 (7.27 mg L) y el menor contenido con 25/75 (3.27 mg L) y 25/0 (2.18 mg L-
1. Bansiwal et al. (2006) en un experimento de flujo constante estudiaron la liberacion
lenta de P con una zeolita modificada con surfactante y KH2PQOj; sus resultados muestran
que la liberacién de P por la zeolita modificada fue alrededor de 1080 h (45 dias) y el
KH2PO4 a las 264 h (11 dias) dejo de liberar, por lo que sugieren un potencial de

utilizacion como fertilizante de lenta liberacién.
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Figura 1. Comportamiento del contenido de fosforo aplicado con Grganobentonita
fosfatada (OBP)/Fertilizante en solucion Steiner (FSS) en agua desionizada sin
plantas. Letras distintas en los tratamientos con OBP indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En el consumo de fdsforo (Figura 2), desde los primeros dias hasta el Gltimo dia se
diferencio un mayor consumo en los tratamientos con fertilizante soluble en la solucion
siny con OBP. Esto es debido a que el fertilizante soluble aplicado el P fue liberado desde
el primer dia (Figura 3) y en los que contenian OBP se liber6 gradualmente. De este modo,

al final de la evaluacion se observé que a mayor cantidad de fertilizante soluble aplicado
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en los tratamientos, el consumo por la planta es mayor, siendo los valores de tratamientos
de OBP sin fertilizante soluble en los que el consumo de P fue menor sin notar diferencias
entre ellos. En este caso mencionan Johnston et al. (2014) que existe una correlacion lineal
positiva entre el incremento en la aplicacion de P y el contenido total en el medio radical.

De este modo, al aplicar més cantidad de P la raiz tiene més P disponible y consume
mas cantidad, como pasé en los tratamientos con el fertilizante soluble; sin embargo, la
OBP también liber6 gradualmente una cantidad de P que la planta consumié. En este
sentido, Trenkel (2010) menciona que la liberacion lenta se asocia con el retraso del
mecanismo de liberacion de nutrientes. Lo ideal seria hacer coincidir su liberacion con los
requisitos nutricionales del cultivo o ampliar mas la disponibilidad que los fertilizantes de
alta solubilidad (Campos-Bernardi et al., 2016).
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Figura 2. Consumo de fosforo por las plantas durante el experimento de los tratamientos
con Organobentonita fosfatada (OBP)/Fertilizante en solucion Steiner, para
determinar el efecto de un fertilizante fosfatado de 6rganobentonita en el
crecimiento de lechuga hidropdnica. Letras distintas en los tratamientos indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En el contenido de fésforo en la planta (Figura 3) se observé que los tratamientos con
fertilizante soluble mostraron los mayores valores, con el tratamiento 0/100 que fue mayor
en 17.3 % que el 25/75 y 50/50, 40.8 % mas que el 75/25 y el 100/0, 50.1 % mas que el
25/0, el 50/0 y el 75/0. Cabe sefalar que el mayor contenido de OBP (100/0) fue igual
estadisticamente a dos de los tratamientos con OBP/ fertilizante soluble (50/50 y 75/25).

Los menores contenidos de P en hojas se presentan en los tratamientos que tuvieron
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menores concentraciones de P en la solucion nutritiva. En este sentido, Veronica et al.
(2017) mencionan que las concentraciones de P en hojas se incrementan a mayor
contenido de P disponible para las raices. Perez-Melian et al. (1977) reportaron contenidos
totales de 0.4 a 0.5 % en el tejido de plantas de lechuga cultivadas 25 dias en una solucion
universal de Steiner y de 0.20 % para lechugas cultivadas en una solucion sin P, en las
que se observaron sintomas marcados de deficiencia. En este experimento solo los
tratamientos 25/0, 50/0 y 75/0 tuvieron valores inferiores a estos (respectivamente 0.27,
0.31 y 0.37 %), Este efecto se puede atribuir a las bajas concentraciones de P de las
soluciones nutritivas que tuvieron estos tratamientos, lo cual provocé una baja absorcion

del nutriente.

Concentracion de P foliar (g Kgt)

0/100 25/75 50/50 75/25 25/0 50/0  75/0  100/0

Figura 3. Concentracion de fosforo total en hojas de los tratamientos con rganobentonita
fosfatada (OBP)/Fertilizante en solucion Steiner, para determinar el efecto de
un fertilizante fosfatado de organobentonita en el crecimiento de lechuga
hidrop6nica. Letras distintas en los tratamientos indican diferencias
significativas seglin la prueba de Tukey (p<0.05).

Biomasa seca (Figura 4 A): la acumulacion de biomasa en la raiz no fue diferente
significativamente con la aplicacion de los tratamientos con P. Este mismo
comportamiento lo mencionan Veronica et al. (2017) en el cultivo del arroz. Esto puede
ser atribuido a que una disminucion de P afecta menos el crecimiento de la raiz que de la

parte aérea (Dar et al., 2017; Fageria y Moreira, 2011), debido a que disminuye el tamafio

34



de hojas y que los fotoasimilados se translocan hacia la raiz mejorando su crecimiento
(Balemi y Negisho, 2012).

En las hojas la aplicacion de 0/100, 25/ 75 y 50/0 mostro los valores mas altos en hojas.
Sin embargo, el 0/100 es el que obtuvo 27.7 % mayor diferencia. La aplicacion de 25/75
y 50/0 fueron igual estadisticamente al resto de los tratamientos. Esto es asociado a una
reduccion del crecimiento de la hoja bajo un estrés por P (Cakmak, 1994) y debido a una
disminucion de la divisién celular y elongacion de las células, lo que afecta el tamarfio
final de la hoja (Kavanova et al., 2006).

En la biomasa seca total el 0/100 obtuvo los mayores valores, 28 % mas que el 75/25
y 33 % maés que el 50/0; sin embargo, 75/25 y 50/0 fueron igual a los demas tratamientos.
El crecimiento de raiz y parte aérea son afectados directamente por la disponibilidad de P
(Wissuwa, et al., 2005). En este sentido, una aplicacion de menor cantidad de P reduce la
tasa de crecimiento y limita fuertemente la acumulacion de biomasa (Veronicaet al., 2017,
Hodges y Constable, 2010).

En el area foliar (Figura 4 B), se observd 23.5 % mas con el tratamiento 0/100 que en
el resto de los tratamientos. La disminucion de P reduce el area foliar en el cultivo de frijol
(Hernandez et al., 2007) y en arroz (Veronica et al., 2017). De acuerdo con Hodges y
Constable (2010), el P en menor cantidad reduce la expansion de las hojas por lo que esto
disminuye el area foliar total.

En el consumo de agua (Figura 5), en el primer dia se obtuvo con el 50/0 un 21 % mas
que el tratamiento 0/100. En los dias tres y cinco no se mostraron diferencias entre
tratamientos. A partir del séptimo dia se observé una diferencia de 26 hasta 32 % entre los
tratamientos (0/100) y la méaxima cantidad de OBP aplicada (100/0). En la Gltima fecha
de evaluacidn, a los 13 dias, la diferencia se hizo evidente en los tratamientos 25/0, 75/0
y 100/0 con un 24 % méas comparado con 0/100 que tuvo un consumo total de 400 mL.
En este sentido, mencionan Hodges y Constable (2010) que bajo condiciones de baja
disponibilidad de P decrece el suministro de agua por las raices. En este caso, el menor
consumo de agua en los tratamientos con OBP puede ser atribuido a este efecto. Esto es
debido a que la disminucion de P ocasiona una reduccion en la conductancia estomatica,
intercambio gaseoso Yy tasa de transpiracion, lo que reduce el area foliar y esto provoca
menor consumo de agua (Veronica et al., 2017).
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Figura 4. Biomasa seca de hojas, raiz y total (A) y area foliar (B) de los tratamientos con
organobentonita fosfatada (OBP)/Fertilizante en solucion Steiner (FSS), para
determinar el efecto de un fertilizante fosfatado de dérganobentonita en el
crecimiento de lechuga hidroponica. Letras distintas en los tratamientos indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 5. Consumo de agua durante el experimento de los tratamientos con
organobentonita fosfatada (OBP)/Fertilizante en solucidn Steiner (FSS), para
determinar el efecto de un fertilizante fosfatado de 6rganobentonita en el
crecimiento de lechuga hidropdnica. Letras distintas en los tratamientos
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Conclusiones
La érganobentonita puede incrementar la eficiencia de la utilizacion del P al liberarlo
de manera lenta; esto se demostro en laboratorio sin plantas y en invernadero con plantas

de lechuga, sin embargo falta demostrarlo en suelo. Estos resultados indican que la
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bentonita al modificarse con un surfactante adsorbe P que posteriormente libera
gradualmente, lo que indica que puede ser utilizado como un fertilizante de lenta
liberacion ya que contribuye a incrementar la retencion y absorcion de P en el medio

utilizado.
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CAPITULO I1l. CONCLUSION GENERAL

La bentonita modificada con el tensioactivo HDTMA muestra una significativa
capacidad para adsorber aniones nitrato y fosfato y producir los materiales OBN y OBP.
En la comparacion entre los dos materiales fertilizantes, se observa que la cantidad de P
adsorbido en la OBP (140.4 mg g*) representa el doble de la de N en la OBN (69.77 mg
g™h); sin embargo, si se calculan con base en los pesos molares de cada elemento, se estima
que la cantidad adsorbida de estos elementos es similar y, por lo tanto, también las
concentraciones de los aniones fosfato y nitrato adsorbidos sobre la OB.

Al comparar las cantidades de OBN/OBP utilizadas en los dos experimentos, la
cantidad utilizada OBN fue 11.6 veces mayor que la de OBP en los tratamientos
equivalentes, debido a que en la solucion nutritiva Steiner (Steiner, 1961) la concentracion
normal de NOs™ es 12 veces mayor que la de HoPO47, y en consecuencia, en el calculo del
peso de OBN/OBP necesario para obtener las cantidades equivalentes de cada elemento
en la solucion nutritiva en los tratamientos con N/P reducido, se presenta la misma
proporcion. En este sentido, la toxicidad que se observo en el experimento con nitrato
pudo ser consecuencia de la mayor liberacién del surfactante HDTMA en el medio de
cultivo y que su composicion afectd los cultivos.

Los resultados de los experimentos realizados indican que la bentonita al modificarse
con un tensioactivo tiene capacidad para adsorber cantidades importantes de Ny P y que
posteriormente pueden liberarse gradualmente en el medio de cultivo de las plantas de
lechuga, lo que indica que pueden ser utilizados como fertilizantes de lenta liberacion y
que contribuyen a mejorar la eficiencia de uso de los nutrientes. Sin embargo falta realizar
experimentos en el suelo que demuestren su efectividad como fertilizante de lenta

liberacion.
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