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RESUMEN

El uso inapropiado o excesivo de fertilizantes convencionales (FC) conduce a una baja
eficiencia, lo que disminuye el rendimiento de los cultivos y aumenta el costo de la
fertilizacion. Ademas, provoca impactos ambientales adversos, debido a la lixiviacion de
nutrientes, la escorrentia superficial, la desnitrificacion, y la volatilizacion. Se han
desarrollado varios fertilizantes de liberacion lenta, basados en nanocompuestos, para
abordar este problema. La hipdtesis de este trabajo es que los nanocompuestos
nitrogenados (NCN) a base de bentonita modificada (BM) pueden adsorber iones nitrato
y liberarlos lentamente para mejorar su eficiencia en el crecimiento del cultivo de lechuga
en suelo; con el objetivo de fabricar y evaluar nanocompuestos nitrogenados a base de
bentonita modificada como fertilizante de lenta liberacion para mejorar la eficiencia del
fertilizante en el crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca sativa) en suelo. Se evalud
la toxicidad de cuatro surfactantes en la preparacion de la BM, el surfactante HDA fue el
surfactante en provocar menor dafio al cultivo, debido a que tiene la menor longitud de
cadena de carbonos lo cual provoca nula o baja toxicidad. Este nanocompuesto
nitrogenado con la modificacion del surfactante hexadecylamina (HDA) puede adsorber
y liberar iones nitrato y se utiliz6 como fertilizante NCN para los siguientes experimentos:
en dos experimentos se evaluo el efecto del nanocompuesto en diferentes dosis de N; el
primer experimento 75-100-170 kg ha™ y el segundo 115-69-210 kg ha* sobre columnas
de suelo; se aplicaron 8 tratamientos resultado de la combinacion entre NCN y el FC, se
utilizaron en proporciones de 25, 50, 75 y 100 % de cada uno. Los 8 tratamientos
resultantes fueron: 0/100, 25/75, 50/50 y 75/25, ademas de utilizar solo el material NCN
25/0, 50/0, 75/0 y 100/0. Los dos experimentos mostraron los mejores efectos en el
crecimiento de las lechugas con los tratamientos 50 y 75% de nanocompuesto, lo que
permite hacer uso de dosis mas bajas que las recomendadas con FC. Tal comportamiento
fue menor en el segundo experimento con una dosis més baja 75 kg ha* de N que en el
tercer experimento (115 kg ha* de N). Se concluyd que el nanocompuesto nitrogenado
adsorbe y libera iones nitrato, no afecta toxicamente a las lechugas en suelo y reduce las
dosis de fertilizantes convencionales en el crecimiento del cultivo de lechuga (Lactuca

sativa).



SUMMARY

Inappropriate or excessive use of conventional fertilizers (FC) leads to low efficiency,
which lowers crop yields and increases the fertilization cost. Furthermore, this also causes
adverse environmental impacts, due to nutrient leaching, surface runoff, denitrification
and volatilization. Various slow-release, nanocomposite-based fertilizers have been
developed to address this problem. The hypothesis of this research is that nitrogenous
nanocomposites (NCN) based on modified bentonite (BM) can adsorb nitrate ions and
slowly release them to improve their growth efficiency in lettuce crops in soil. With the
objective of manufacturing and evaluating nitrogenous nanocomposites based on
modified bentonite as a slow-release fertilizer to improve the efficiency of the fertilizer in
the growth of lettuce plants (Lactuca sativa) in soil. In the present research, the toxicity
of 4 surfactants used in the preparation of the BM was evaluated, the HDA was the
surfactant to cause less damage to the crop, because it has the shortest carbon chain length
which causes null or low toxicity. Therefore, this nitrogenous nanocomposite with the
modification of the hexadecyl amine (HDA) surfactant can adsorb and release nitrate ions
and was obtained as NCN fertilizer for the following experiments. In two experiments,
the effect of the nanocomposite was evaluated at different doses of N, the first experiment
75-100-170 kg ha™ and the second 115-69-210 kg ha* on soil columns, 8 treatments were
applied as a result of the combination between NCN and FC; was used in proportions of
25, 50, 75 and 100%. The 8 combinations were: 0/100, 25/75, 50/50 and 75/25, in addition
to using only the NCN material 25/0, 50/0, 75/0 and 100/0. The two experiments show
the best effects on lettuce growth with the 50 and 75% nanocomposite treatments, which
allows us to use lower doses than those recommended with FC. Such behavior was lower
in the second experiment, perhaps due to a lower dose of 75 kg ha™ of N than in the third
experiment 115 kg ha® of N. It was concluded that the nitrogenous nanocomposite adsorbs
and releases nitrate ions, it does not affect toxic to lettuce in soil and reduces doses of

conventional fertilizers in the growth of lettuce (Lactuca sativa).
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INTRODUCCION

El fertilizante es uno de los elementos fundamentales para mejorar la fertilidad del
suelo, ya que el crecimiento y el rendimiento de las plantas dependen de macro y
micronutrientes, especialmente nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K) (Shaji et al.,
2021). Las préacticas de la agricultura convencional implican el uso extensivo de
fertilizantes que juegan un papel crucial para lograr el maximo rendimiento (Kalia et al.,
2020). Sin embargo, debido a la alta solubilidad de los fertilizantes convencionales la
mayoria de los nutrientes se pierden en el medio ambiente a través de la escorrentia
superficial, la desnitrificacion, la lixiviacion y la volatilizacion (Stanley y Mahanty, 2019).
Normalmente los nutrientes no logran llegar a sus sitios de destino (Lateef et al., 2019)
principalmente por una tasa de disolucion desproporcionada con la tasa de absorcién de
nutrientes y la transformacién de los nutrientes en formas no disponibles (Kalia et al.,
2020).

La escorrentia y lixiviacion conducen a una baja eficiencia en el uso de nutrientes y
por ello se requiere un aporte intensivo para mantener una alta productividad (Kalia et al.,
2020). Ademas de provocar problemas ambientales como alterar la estructura del suelo,
aumentar las concentraciones de gases de efecto invernadero, eutrofizacion y deterioro de
la calidad del agua (Calabi-Floody et al., 2018; Guo et al., 2018). Ante esta situacion
existen fertilizantes con propiedades que ayudan a contrarrestar estos problemas, en la
literatura se conocen como nanofertilizantes los cuales tienen una funcion de lenta
liberacion de los nutrientes (SRF por sus siglas en inglés), que desempefian un papel en la
mejora de la eficiencia de los nutrientes y en la reducciéon de la frecuencia de la
fertilizacion (Rashid et al., 2021). El objetivo principal de los SRF es mejorar la calidad
de los fertilizantes convencionales (Al-Shamaileh et al., 2018) para reducir los peligros
ambientales y el desperdicio de recursos (Giroto et al., 2017) al reducir los costos de
produccion y eliminar las necesidades de multiples aplicaciones de fertilizantes
nitrogenados (Guertal, 2009). Los SRF se caracterizan por una tasa mas lenta de liberacion
(Rajan et al., 2021); generalmente se fabrican encapsulando fertilizantes solubles con
materiales que funcionan como una barrera para evitar que los nutrientes se liberen

rapidamente y causen efectos ambientales negativos (Andelkovic et al., 2018).
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Normalmente son de dos tipos; natural y sintético; los sintéticos son insolubles en agua
hasta cierto punto y su disponibilidad depende principalmente de la salud del suelo
(Rahman et al., 2021).

Ademaés de los diversos beneficios de los SRF en los fertilizantes convencionales, el
uso de SRF se limita a cultivos de alto valor que representan el 1% del consumo total de
fertilizantes; su alto costo se debe a lo costosos de los materiales soportes de recubrimiento
y las técnicas complicadas para su produccién. Las formulaciones de SRF existentes
utilizan materiales portadores inertes que no tienen ningun otro efecto beneficioso sobre
las propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas del suelo (Rashid et al., 2021).

La nanotecnologia puede ayudar a mejorar el conocimiento de procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos que ocurren en los ecosistemas agricolas, al manipular la materia a
un nivel nanométrico; gracias a la nanotecnologia se han creado materiales, dispositivos
y estructuras para el desarrollo de la agricultura de precisién. Los nutrientes de los
nanofertilizantes se pueden complementar de tres maneras utilizando nanotecnologia:
encapsulacion con nanomateriales, recubrimiento de una fina pelicula protectora
polimérica, o como nanoemulsiones o nanoparticulas, en forma de materiales
nanoporosos, nanopolimeros o nanocompuestos (Calabi-Floody et al., 2018).

Se han utilizado diferentes nano materiales para modificar los fertilizantes
nitrogenados y se ha demostrado que dichas modificaciones pueden controlar o retardar
la liberacion de N, lo que permite aumentar la absorcién y la productividad de las plantas
(Dimkpa et al., 2020). Kottegoda et al. (2011) describieron un nano N-fertilizante de
liberacion lenta compuesto por hidroxiapatita (HAP)-urea. HAP es un mineral ricoen Py
Calcio (Ca) que se produce de forma natural y que también se puede sintetizar. Otro
material utilizado para reducir la pérdida de N son las arcillas, las cuales son muy
abundantes en la naturaleza. Zhou et al. (2017) formularon nanoarcilla, humato de sodio
(un inhibidor natural de la ureasa). En este proceso, la atapulgita, compuesta de magnesio,
aluminio y silice se presenta de forma natural como un mineral de arcilla de tamafio
nanomeétrico. Zhou et al. (2017) reportaron una mayor eficiencia en el uso de fertilizantes
nitrogenados y un aumento de 11% en el rendimiento del grano de arroz, utilizando un
20 % menos de fertilizante de urea. De manera similar, se han probado nanocompuestos

de urea producidos con arcilla de montmorillonita e hidrogel de poliacrilamida, estas



formulaciones a nanoescala mostraron fuertes reducciones en la liberacion total de N del
suelo (Yamamoto et al. 2016).

Los materiales porosos son amplios y van desde hidroxiapatita, biocarbén, arcilla,
estructura metal organica, zeolita, NP de silice mesoporosa (MSN), polimeros y materiales
a base de carbono (Sharma et al., 2021). La modificacion fisica y quimica de estas
particulas brindan la capacidad de interactuar con iones, atomos y moléculas, brindando
el lujo de cargar particulas solidas (Zhao, 2006). EI cambio de afinidad de las arcillas
permite que los materiales porosos muestren una liberacion espontaneay dirigida, lo que
los hace atractivos para la entrega eficiente de agroquimicos (Cao et al., 2016). Con base

en lo anterior, se plantearon las siguientes hipotesis y objetivos.

Hipotesis

Los nanocompuestos nitrogenados a base de bentonita modificada pueden adsorber
iones nitrato y liberarlos lentamente para mejorar su eficiencia en el crecimiento del

cultivo de lechugas en suelo.

Objetivo General

Fabricar y evaluar nanocompuestos nitrogenados a base de bentonita modificada como
fertilizante de lenta liberacion para mejorar la eficiencia del fertilizante en el crecimiento

de plantas de lechuga (Lactuca sativa) en suelo.

Objetivos especificos

1. Evaluar la fitotoxicidad de los surfactantes bromuro de hexadecil trimetil amonio,
cloruro de octadecil trimetil amonio, dodecil amina y hexadecil amina en un sistema
hidroponico en el cultivo de lechuga.

2. Evaluar la aplicacion de nanocompuestos nitrogenado (NCN) como fertilizante de
liberacidon lenta en suelo y su efecto en el crecimiento del cultivo de lechuga.

3. Evaluar una arcilla modificada como nanocompuesto nitrogenado de lenta liberacién
y su efecto en el crecimiento, lixiviacion y contenido de N del cultivo de lechuga

(Lactuca sativa).
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CAPITULO I. EFECTO FITOTOXICO DE CUATRO SURFACTANTES
CATIONICOS EN PLANTAS DE LECHUGA (LACTUCA SATIVA L.)
HIDROPONICA.

PHYTOTOXIC EFFECT OF FOUR CATIONIC SURFACTANTS ON
HYDROPONIC LETTUCE (Lactuca sativa L.) PLANTS.

Resumen

Los surfactantes se usan en la agricultura como acondicionadores del suelo,
componentes de fungicidas, plaguicidas y fertilizantes. Estos materiales pueden
contaminar el suelo y el ambiente al impactar, en la salud humana, puesto que pueden ser
absorbidos por seres humanos ademas de plantas y animales. El objetivo de este estudio
fue evaluar la fitotoxicidad de cuatro surfactantes cationicos: bromuro de hexadecil
trimetil amonio (HDTMA), cloruro de octadecil trimetil amonio (OTAC), dodecil amina
(DDA) y hexadecil amina (HDA), en un sistema hidropénico en el cultivo de lechuga, en
dosis de 0 a 10 mg/L. Las variables evaluadas fueron: consumo de agua, peso seco, area
foliar, conductividad eléctrica y absorcion de N, Ky Ca. Después de 40 dias de exposicion
con DDA el peso seco de la planta no mostro diferencias significativas con ninguna dosis
aplicada; la aplicacion de 1 mg L™ de HDTMA disminuy6 27% , con 4 mg Lt de OTAC
46 %y con 4 mg L de HDA 60%; el consumo de agua se redujo 27% con la aplicacion
de un mg L de HDTMA, con 2 mg "L 20 % con OTAC, 34% con HDA y con DDA no
existid diferencia entre dosis. En la mayoria de las variables se repiti6 esta tendencia donde
el surfactante DDA no provocé diferencias, el surfactante HDA fue el segundo surfactante
en provocar menor dafio al cultivo, debido a que no tienen un ion acompafiante toxico
como Cly Br ademas la menor longitud de cadena de carbonos puede estar implicada en
su nula o baja toxicidad.

Palabras clave: bromuro de hexadecil trimetil amonio, cloruro de octadecil trimetil

amonio, dodecil amina, hexadecil amina, fitotoxicidad.

Summary

Surfactants are used in agriculture as soil conditioners, components of fungicides,

pesticides, and fertilizers. These materials can contaminate the soil and the environment



by impacting on human health, since they can be absorbed by humans as well as plants
and animals. The objective of this study was to evaluate the phytotoxicity of four cationic
surfactants hexadecyl trimethyl ammonium bromide (HDTMA), octadecyl trimethyl
ammonium chloride (OTAC), dodecyl amine (DDA) and hexadecyl amine (HDA) in a
hydroponic system in the cultivation of lettuce in doses of 0 to 10 mg L. The variables
evaluated were water consumption, dry weight, leaf area, electrical conductivity and
absorption of N, K and Ca. After 40 days of exposure with DDA, the dry weight of the
plant did not show significant differences with any applied dose. The application of 1 mg
L of HDTMA decreased 27%, with OTAC 46% with 4 mg L™ and 60% with 4 mg L*
of HDA. Water consumption was reduced 27% with the application of 1 mg L* of
HDTMA, with 2 mg L™ 20% with OTAC, 34% with HDA and with DDA there was no
difference between doses. In most of the variables, this trend was repeated where the DDA
surfactant did not cause differences, the HDA surfactant was the second surfactant to
cause less damage to the culture, due to the fact that they do not have a toxic companion
ion such as Cl and Br, in addition to the shorter length of Carbon chain may be involved
in its low or no toxicity.

Key words: hexadecyl trimethyl ammonium bromide, octadecyl trimethyl ammonium

chloride, dodecyl amine, hexadecyl amine, phytotoxicity

Introduccion

El rendimiento y calidad de los cultivos en la productividad agricola dependen en gran
medida de las condiciones del suelo. El suelo puede estar contaminado por numerosas
sustancias, como metales pesados y productos quimicos utilizados en diferentes campos
de la actividad humana (Biczak et al., 2018), como el agua residual doméstica y de
efluentes industriales, que contienen residuos agricolas, fertilizantes, residuos de
actividades industriales, mineras y refinerias (Chopra et al., 2009). Estas actividades
pueden contaminar el suelo con metales, metaloides, como Pb, Cd y As, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y bifenilos policlorados, entre otros. La presencia de estos
contaminantes en el suelo puede ser dafiina para plantas, animales y los seres humanos
(Kopittke et al., 2019).



Los surfactantes son compuestos de moléculas anfipéticas o anfifilicas que contienen
restos hidrofébicos o lipofilicos (repelentes al agua) e hidrofilicos o polares (absorbentes
de agua) (Massinon et al., 2014). EI grupo hidréfobo suele ser un hidrocarburo de cadena
larga y el grupo hidréfilo es un grupo ionico (Fernandez-Cirreli et al., 2008), como en los
surfactantes catiénicos que contienen iones de amonio cuaternario como partes hidrdéfilas
(Castro et al., 2014). Esta estructura les da la propiedad de adsorberse facilmente a las
particulas que estan cargadas negativamente (Ying, 2006). Los surfactantes se utilizan en
la agricultura para la produccién de biocidas (Gerba, 2015), acondicionadores del suelo
(Abu-Zreig et al,. 2003), plaguicidas (Appah et al. 2020), herbicidas (Batczewski et al.,
2018), fungicidas (Gillard y Ranatunga 2013), nanotecnologia (Biczak et al., 2018) y
fabricacion de nano formulaciones con arcillas (Kumar et al., 2019; Romero-Méndez et

al., 2019; Romero-Méndez et al., 2021), sin embargo, pueden llegar a ser contaminantes.

Los niveles elevados de surfactantes en el medio ambiente pueden afectar en gran
medida el ecosistema, al generar toxicidad para los organismos, desde mamiferos, peces,
algas, protozoos y bacterias entre otros (Ivankovi¢ y Hrenovi¢ 2010; Kreuzinger et al.,
2007; Jing et al., 2012; Chen et al., 2014).

Se ha investigado el uso de surfactantes en diferentes plantas cultivadas en suelo al
utilizar agua de riego que contiene surfactantes. Se encontraron diversos sintomas de
fitotoxicidad, surfactantes cationicos, cloruro de tetraetil amonio y bromuro de tetraetil
amonio en cebada y rdbano (Pawtowska y Biczak 2016; Biczak et al., 2018); cloruro de
bencil dimetil dodecil amonio en Lemna minor (Brassica napus) (Ritcher et al., 2016);
surfactantes anionicos, sulfonato de aquil benceno lineal en lechuga (Lactuca sativa) y
okra (Abelmoschus esculentus) (Sawadogo et al., 2014; alquil benceno sulfonato de sodio
en tomate (Lycopersicon esculentum Mill) (Misra et al., 2010). Un contacto directo y
constante con los contaminantes presentes en el suelo provocan un dafio a las membranas
de las células de la raiz y los compuestos toxicos podrian ingresar a las partes interiores
del organismo vegetal (Liu et al., 2013). Otros estudios se enfocan en la aplicacion de
surfactantes en sistemas hidropdnicos con el objetivo de evaluar el impacto del uso de
aguas contaminadas, en trigo Igepon TC-42, lauril éter sulfato sodico, cloruro de dodecil
trimetil amonio en lechuga (Garland et al., 2000; Garland et al., 2004; Li et al., 2019) y



cloruro de dimetil dodecil amonio en berro (Khan et al., 2018). En el sistema hidropénico
las raices tienen mejor acceso a la solucion de nutrientes y, por lo tanto, las plantas crecen
mas rapido que en el cultivo en suelo convencional (Janiak et al., 2020).

La mayoria de las investigaciones se han realizado en el cultivo de lechuga (Song y
Kim 2016; Heidari, 2013, Wang et al., 2011). En particular, las pruebas de fitotoxicidad
con plantas como Lactuca sativa L. presentan varias ventajas. Primero, estas pruebas son
simples, rapidas y confiables. En segundo lugar, son econémicas y no requieren equipos
costosos. En tercer lugar, las plantas pueden ser mas sensibles al estrés ambiental que

otros organismos (Valerio et al., 2007).

Los resultados de toxicidad permiten estimar la evaluacién del riesgo de contaminacion
ambiental sobre el posible uso de estas sustancias y asi conocer los cambios fisioldgicos
en las plantas que por alguna razon estan en contacto con surfactantes. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la fitotoxicidad de cuatro surfactantes cationicos en el

crecimiento de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) cultivadas en hidroponia.

Materiales y Métodos

Surfactantes

Se establecié un experimento para cada uno de los cuatro surfactantes cationicos:
bromuro de hexadecil trimetil amonio (C19H42BrN), cloruro de trimetil octadecil amonio
(CH3(CH2)17N(CI)(CHs3)3), dodecil amina (CHs(CH2)11NH2) y hexadecil amina
(CHs(CH) 1s NH2) (Sigmae Aldrich Chemical).

Materia prima

Se usaron plantas de lechuga (var. Montemar) aproximadamente con 30 dias de
crecimiento, 6 hojas y con una altura de 12 cm las cuales se trasplantaron en recipientes
de plastico oscuros de 1 L; cada planta se colocé en un recipiente con una solucion
nutritiva (Steiner, 1961), con composicion (meq L™): 12 NOs7, 1 HoPO4, 7 SO4%, 7 K*, 2
Mg?" y 9 Ca?*. Se utiliz6 agua purificada con pH de 6.0 y una conductividad eléctrica
(CE) 0.2 dS m™. Los fertilizantes utilizados fueron Ca (NO3)2-4 H,0, KNOs, MgSO4
:7TH20, K>SO4, H3PO4. Los micronutrientes se afiadieron con Carboxy Micro, que



proporciona Fe 5 %, Zn 2,5 %, Mn 1 % y B 0,5 % a manera de quelato EDDHA. Las
plantas tuvieron un periodo de adaptacion de 5 dias antes de la aplicacion de los
tratamientos. Durante los experimentos se midi6 diariamente CE y pH (Orion Meter 155,
EE. UU).

Metodologia
Cultivo hidropoénico de la lechuga con el sistema de raiz flotante

Se establecid un sistema hidroponico de raiz flotante en los invernaderos de hidroponia
de la Facultad de Agronomia y Veterinaria (UASLP), que consistio en cuatro
experimentos (junio, agosto 2019 y enero, marzo 2020), en un invernadero tipo tunel de
9 x 5 m. La temperatura media fue (junio 20.36°C, agosto 19.62°C enero 14.06°C marzo
21.19°C).

Los tratamientos de cada experimento fueron once: 0, 1, 2, 3, 4,5, 6,7,8,9y 10 mg
L' de HDTMA, OTAC, DDA y HDA afadidos a la solucion nutritiva (Steiner, 1961) al
25 %. Durante la evaluacion, se agreg6 agua diariamente y la solucién nutritiva se
reemplazé cada diez dias aumentado un 25 % la concentracion de la solucion Steiner hasta
llegar al 75 %. El disefio experimental fue completamente al azar con 6 repeticiones por
tratamiento (66 unidades experimentales) y una planta como unidad experimental. Las
variables medidas cada 24 h fueron CE (Orion Meter 155, USA), contenido de Ca*?, NOs"
, K, en la solucién nutritiva (lonémetro Laqua Twin, Horiba, Jap6n), consumo diario de
agua (bureta de 50 mL). Al final del experimento se midieron las variables finales biomasa
seca de raiz y hoja en horno de secado de aire forzado (Omron, Japdn), a 72°C, hasta
obtener un peso constante, en una balanza digital (serie Ohaus PAJ4102N Gold, USA),
ancho, largo (regla 20 cm) y nimero de hojas (visualmente) y area foliar (CID 202 Portatil
Leaf Area Meter, USA).

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron con un ANOVA y las medias
de los tratamientos se compararon mediante una prueba de Tukey (p < 0.05), realizada

con SAS versién 9.0.
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Resultados y Discusion

En el consumo de agua (Figura 1) con el surfactante DDA no mostrd diferencias
significativas con ninguna dosis aplicada. El HDA a partir de la dosis de 2 mg L, redujo
de 34 hasta 82 % el consumo de agua. En OTAC 19.9 a 59 % a partirde 1 mg L y el
HDTMA a partir de 1 mg L™ afectd el consumo de agua de 27 a 78.4 %. En cultivo de
lechuga hidropdnica con una dosis de 0.5 mg L™ de HDTMA disminuyd el consumo de
agua en un 17.5 %, debido a que el surfactante afecto el sistema radical y esto limité la
absorcién de agua (Romero-Méndez et al., 2019). En este sentido, Pawloska et al. (2016)
mencionan que los surfactantes cationicos presentes en la rizosfera, al estar en contacto
directo con la raiz inducen a una limitacion en el crecimiento de raices. Esto debido a que
el surfactante provoca un dafio en las membranas de las células y los compuestos tdxicos

ingresan a las partes internas de la planta (Liu et al., 2013).
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Figura 1. Consumo de agua durante el periodo de contacto a cuatro surfactantes:
HDTMA, OTAC, DDA y HDA en el crecimiento de lechuga hidropodnica.
Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas (Tukey;
(P <0.05).

La CE (Figura. 2 A) inicial de la solucion al 25 % es de 0.62 dS m™y en la aplicacion
con surfactantes después de 10 dias de exposicion, el DDA redujo a 0.40 con un 35 %
menor a la concentracion inicial, sin embargo, en las dosis no se observaron diferencias
entre ellas. Por otra parte, los otros surfactantes mostraron una disminucion en el
contenido a partir de 2mg L"*en HDTMA 0.35 y 0.45 dS m*en OTAC con una reduccion
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del 43 %y 27.4 % respectivamente. Mientras que con HDA con una dosis de 3 mg L™ se
observo una disminucion a 0.36 dS m™ lo que corresponde a un 42 %. Helbel-Junior et al.
(2008) menciona que una menor concentracion de sal esta relacionada con una reduccion

de la conductividad eléctrica (CE).
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Figura 2. Conductividad Eléctrica durante el desarrollo de lechuga hidropdnica expuesta
a cuatro surfactantes (HDTMA, OTAC, DDA y HDA). A) 10 dias, 25%
Solucion Steiner. B) 20 dias, 50 % Solucion Steiner. C) 30 dias, 75% Solucion
Steiner. Letras distintas en los tratamientos indican diferencias

significativas Tukey; (P <0.05).
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Al cambiar la solucién a un 50 % la CE inicial (Figura 2 B) fue de 1.05 dS m*y al
aplicar los surfactantes existio una reduccion de la CE. Con DDA se redujo a 0.72 dS m™*
en un 31 % menor a la inicial y, ademas, no se presentaron diferencias en las demas dosis.
Domingues et al. (2012) mencionan que la conductividad eléctrica es proporcional al
contenido total de iones, por lo que una reduccion de la CE va acompafiada de una menor
cantidad total de iones disponibles para la absorcion por las raices. Para HDTMA se redujo
un 22 % al aplicar 3 mg L™ con un valor de 0.82 dS m™. Para OTAC la reduccion se
presentd con un valor de 0.75 dS m™ que corresponde a un 28 % pero con una dosis de 1
mg L. Y para el surfactante HDA con una dosis de 4 mg L™ en un 54 % menor que la
concentracion inicial. Esto se puede comparar con los resultados obtenidos por Janiak et
al. (2020) que midio la conductividad eléctrica (CE) para estimar la presion osmética de
la solucion durante el ciclo de crecimiento de la lechuga, la CE en los cultivos con

surfactantes fue 1.2-1.5 veces mayor que en el cultivo de referencia con agua limpia.

Al utilizar una solucion del 75 % la CE inicial (Figura 2 C) fue de 1.5 dS m™y después
de 10 dias la CE mostré diferencias significativas. Para los surfactantes HDTMA y HDA
se redujo en un 20 y 52 % al utilizar una dosis de 2 mg L, con valores de 1.2 y 0.72 dS
m-! respectivamente. De manera similar ocurrié con OTAC y DDA, pero con una dosis de
3mgL?, alreducira0.70y 1.05dS mtenun 53y 30 % respectivamente. Romero-Méndez
etal. (2019) mencionan que la exposicion del surfactante HDTMA en la solucion nutritiva
del cultivo hidropdnico de lechuga dafia la raiz al limitar la absorcién de nutrientes, debido
a que la CE casi no disminuye. Ademas, de que cada uno de los macro y micronutrientes
tiene al menos una funcién dentro de la planta y su exceso o deficiencia conduce a

sintomas de deficiencia o toxicidad caracteristica (Domingues et al., 2012).

La materia seca (Figura 3) no mostré diferencias significativas con ninguna dosis
aplicada del surfactante DDA. EI OTAC disminuyd un 46 a 67 % en materia seca
conforme se aumento la dosis a partir de 4 mg L. De igual manera, el HDA a partir de la
dosis de 4 mg L™ redujo de 60 hasta 88 % y el HDTMA a partir de 1 mg L™ afect6 de 27
a 81 %. Como mencionan Janiak et al. (2020) se reduce 50 % la materia seca de lechuga
cultivada aeroponicamente por 42 dias con una dosis de 1.7 g L™ del surfactante anionico

SLES. De igual manera, en lechuga cultivada durante cuatro meses con agua de riego y
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detergente anidnico (linear akylbenzene shulphonate) disminuye la materia seca un 30 %
con una concentracion de 13 mg L y 75 % con una concentracion de 135 mg L™
(Sawdogo et al., 2014). Khan et al. (2018) menciona que la presencia de surfactantes
cationicos en el cultivo de lechuga durante 12 dias reduce un 66 % con BDTH y 75 % con
BDDA a una concentracion de 0.25 mg L, lo que podria afectar el proceso metabdlico
de las plantas. Los surfactantes cationicos, en concentraciones de 0.5 a 5 mg "L, son
algistaticos, bacteriostaticos, tuberculostaticos, esporostaticos y fungistaticos y a
concentraciones de 10 a 50 mg L™, son microbicidas para estos mismos grupos, segun el
organismo y la formulacién especificos (Merianos, 2001). La materia seca en nuestro
trabajo se reduce al utilizar un surfactante cationico, probablemente porque la longitud de
cadena de carbonos pudiera estar implicada en su toxicidad. OTAC 21, HDTMA 19, HDA
16 y DDA 12, como en el caso del DDA al tener una cadena corta no presentd un efecto
toxico. Bizcak et al. (2018) mencionan que la longitud del sustituyente en el cation es un
factor que afecta la toxicidad de los liquidos i0nicos. Los compuestos con sustituyentes
que constan de varios atomos de carbono exhiben afinidad hacia las membranas
bioldgicas, lo que provoca su fuga y permiten la penetracion de los liquidos i6nicos en el
interior de las células. Sin embargo, esta regularidad solo se aplica a los medios acuaticos.

Como en nuestro caso con el sistema hidroponico de raiz flotante.
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Figura 3. Materia seca de tejido vegetal de lechuga expuesta a cuatro surfactantes:
HDTMA, OTAC, DDA y HDA en el crecimiento de lechuga hidropdnica.
Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas (Tukey;
(P <0.05).
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Los resultados en el (Cuadro 1) mostraron que la aplicacion de surfactantes en la
solucion nutritiva afecto las variables nimero de hojas, longitud y ancho de hoja. El
ntmero de hojas se redujo con dosis de 1 mg L™ 23 % en HDTMA y 31 % con OTAC, en
HDA 18 % con dosis de 4 mg L™ y con DDA disminuy6 22 % con dosis de 3y 8 mg L.

La dosis de 2 mg L™y a partir de 4 mg L' en HDTMA afectaron la longitud de la hoja
en un 16-21 %, en OTAC a partir de 4 mg L™ 21 %, en HDA ladosisde 4 mg L? y a
partir de 7 mg L afectaron la longitud de la hoja en 30-40 % mientras que DDA no

mostré diferencias.

Cuadro 1. Caracteristicas de las hojas de lechuga en los tratamientos con cuatro

surfactantes
Numero de Hojas Longitud de hoja (cm) Ancho de hoja (cm)
Tratamiento HDTMA OTAC DDA  HDA |HDTMA OTAC DDA HDA |HDTMA OTAC DDA HDA
0 mg/L 200a 21.3a 140ab 150a |143a 135a 130a 148a |1l1l5a 13.7a 106 a 14.7a
1 mg/L 153b 145b 123ab 152a |127ab 125a 11.7a 142a |[102ab 9.7bcd 9.0bcd 135ab
2 mg/L 125bc 157b 11.3ab 128ab|120bc 132a 114a 122ab | 9.7abc 108b 9.2b 11.7 be
3 mg/L 128bc 157b 108b 135ab|123ab 13.0a 105a 135a 95abc 110b 88b 13.2 ab
4 mg/L 135bc 140b 152a 122b |112bcd 10.7b 11.0a 103 bc 9.7 abc  10.5 bc 8.2 bc 12.2 bc
5 mg/L 132bc 115c 127ab 130ab|100cde 95bc 120a 128ab 80c 88cde 95cde 13.2ab
6 mg/L 120cd 112c¢ 122ab 13.7ab| 9.7 de 72d 107a 137a 8.7 bc 8.2 de 8.5 de 13.2 ab
7 mg/L 10.7cd 10.7c 127ab 97c | 93de 80cd 108a 88cd 78¢c 78¢e 83e 9.5cd
8 mg/L 11.0cd 115c 110b 97c | 85e 82cd 110a 90cd | 47d 8.0 de 9.0 de 9.3cd
9 mg/L 10.7cd 108c 11.8ab 87c | 85e 82cd 117a 78cd | 47d 8.0 de 9.5 de 8.3d
10 mg/L 92d 102c 115ab 80c | 85e 80cd 120a 7.3d 55d 73e 9.7e 7.8d
DMS 2.85 2.09 4.01 2.38 2.24 1.50 2.52 2.69 2.10 1.78 2.92 2.48
cv 1151 809 1682 10.30 | 10.90 7.63 1140 12.29 13.29 9.77 16.58 11.15

Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas Tukey; (P <0.05).

Para el ancho de hoja el efecto negativo se presenté a partir de 5 mg Lt con HDTMA
disminuyendo 30 %, en OTAC a partir de 2 mg L™ se redujo 21 %, en DDA las dosis
aplicadas a partir de 1 mg L™ redujo 15 % y HDA con dosis de 2 mg L™ redujo 20 %, 4
mg L 17 % y a partir de 7 mg L™ 35 %. De acuerdo con lo mencionado por Richter et al.
(2016) la fitotoxicidad del surfactante catibnico BDDA en Lemna minor mostré efectos
visuales de hojas ligeramente cloroticas y una reduccion general del tamafio y nimero de
hojas. Mientras que, Trinchera y Baratella (2018) mencionan que en fertirriego la adicion
del surfactante no i6nico de metil-oxirano no afect6 el nimero de hojas en el cultivo de
lechuga. En este caso el grado de fitotoxicidad depende de la concentracion del
surfactante, la duracion de exposicion, las diferencias de sustituyentes y especies entre

plantas (Biczak et al., 2018). Los tensioactivos pueden causar toxicidad de varias formas
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debido al dafio en la membrana celular (Demidchik et al., 2014), también pueden unirse a
varias proteinas en la célula y alterar los procesos fisioldgicos y bioguimicos en la célula
(Markina y Aizdaicher. 2007), debido a que este proceso neutraliza las cargas negativas
en la membrana celular y se altera la interaccion entre las cadenas de alquilo hidr6fobas

de QAC y los componentes lipidicos de las células (Jing et al., 2012).

En el area foliar (Figura 4), el surfactante DDA no mostré ninguna diferencia con
ninguna dosis aplicada. En los demas tratamientos a partir de 2 mg L™ se redujo el area
foliar conforme aument6 la dosis. EI OTAC se redujo de un 40 a 55 %, el HDA de 41
hasta 89 % y el HDTMA de 37 a 83 %. En contraste, Trinchera y Baratella (2018)
mencionan que, en el caso de lechuga con el uso de surfactantes con fertirrigacion en
suelo, indujo hojas mas expandidas y delgadas, aumentando el area foliar de 5 a 13 % al
utilizar una concentracion de 0.2 - 1.0 mL de MOS (metil-oxirano) en la solucion

Hoagland.
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1400 H+
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Figura 4. Area foliar de lechuga expuesta a cuatro surfactantes: HDTMA, OTAC, DDA
y HDA en el crecimiento de lechuga hidroponica. Letras distintas en los
tratamientos indican diferencias significativas Tukey; (P <0.05).

La absorcion de nitrato de la solucion nutritiva (Figura 5 A) en HDTMA y OTAC no
se vio afectada por la dosis de 1 mg L™ al ser igual al testigo. La reduccion en la absorcion
en estos surfactantes se refleja a partir de una dosis de 2 mg L™ de 45 a 82 % con HDTMA
y de 10 a 28 % en OTAC. Con DDAy HDA, la reduccion se presenta con todas las dosis
de surfactante: DDA de un 14 a 49 % y con HDA de un 11 a 57 % a partir de dosis de 1
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mg L. Khan et al. (2018) y Reichman y Wightwick (2013) obtuvieron resultados
similares observando una reduccion de un 50 % en el contenido de nitrato al usar
surfactantes cationicos, cloruro de bencil dimetil dodecil amonio y cloruro de bencil
dimetil tetradecil amonio con una dosis de 0.025 — 0.25 mg L. Por otro lado, Trinchera
y Baratella (2018) al administrar el surfactante tensioactivo no iénico metil oxirano
(MOS) por fertirrigacion a las dosis 0.2-1.0 mL L™, observaron que la concentracion de
nutrientes cambi6: para el nitrégeno total en la dosis de 0.2 mL L™ se presentd una leve
disminucion del 5 % y un aumento del 12 % al utilizar una dosis de 1.0 mL L, mientras
que para el contenido de nitrato en la parte comestible disminuy6 19 % con una dosis de
1.0 mL Lty un aumento de 2 % con una dosis de 0.2 mL L. En forma diferente, Janiak
et al. (2020) reportan que la asimilacion de nitrégeno no se vio afectada por la presencia
del surfactante anionico dodecil benceno sulfonato de sodio (SDBS) y aument6 4% con
una dosis de 0.08 g L. De igual manera, una dosis de 1.7 g L™ de lauril éter sulfato de
sodio (SLES) aumento6 un 7 % la asimilacion de nitrégeno. Segun Scagel (2003), cuando
el contenido de algunos nutrientes es menor y el peso seco de la planta es el mismo en
comparacioén con el control, el sistema se caracteriza por una mayor eficiencia de uso de
dichos nutrientes, lo que corresponde a una menor absorcion nutricional. Naseem et al.
(2015) mencionan que cuando los contaminantes quimicos se acumulan en los ambientes
acuaticos o terrestres, las plantas pueden absorberlos a través de sus raices, lo que puede

causar fitotoxicidad.

La concentracion de potasio (Figura 5 B) con el surfactante HDTMA en una dosis de
1 mg L produjo una disminucion en la absorcion de potasio en un 22 a 81 %. Para el caso
de OTAC a partir de 2 mg L™ la absorcion se disminuy6 en un 11 a 41 %. En el caso de
DDA no existieron diferencias significativas, mientras que el surfactante HDA a partir de
una dosis de 1 mg L™ disminuy6 en un 38 a 43 %. Janiak et al. (2020) y Reichman y
Wightwick (2013) también refirieron un efecto similar de los surfactantes en el nivel de
potasio en el rango de 27 y 10 % con una dosis de 1.7-0.07 g L™ del surfactante ani6nico
lauril éter sulfato de sodio (SLES) y un 52-63 % al usar un detergente ecoldgico y aguas
grises de lavanderia. En contraste con Trinchera y Baratella (2018) al administrar el
surfactante tensioactivo no iénico metil oxirano (MOS) por fertirrigacion a las dosis 0.2-

1.0 mL L%, la concentracion de nutrientes disminuyd ligeramente un 8 % para potasio,
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esto indicd una menor disponibilidad de nutrientes que puede comprometer el rendimiento

de la lechuga.
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Figura 5. Absorcion de nutrientes en lechuga expuesta a cuatro surfactantes: HDTMA,
OTAC, DDA y HDA en el crecimiento de lechuga hidroponica. A) Nitrato. B)
Potasio. C) Calcio. Letras distintas en los tratamientos indican diferencias
significativas Tukey; (P <0.05).

Calcio (Figura 5 C). En el surfactante HDTMA a partir de una dosis de 2 mg L™ se
presentd una reduccién en la absorcion de un 17 a 32 %. Para el surfactante OTAC de la
misma forma con una dosis de 2 mg L™ disminuyd la absorcion en un 18 a 43 %. Para
DDA se presentd una reduccion a partir de una dosis de 1 mg L™ de 26 a 95 % y para
HDA con la misma dosis de 1 mg L™ disminuyé en un 17 a 45 %. Esta disminucion se
cumplié con Reichman y Wightwick (2013) quienes reportaron una reduccion en el

contenido de calcio en un 53 % al utilizar un detergente ecoldgico, en contradiccion con
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Janiak et al. (2020) que detecto un incremento del 18 % al usar el surfactante anidnico
lauril éter sulfato de sodio (SLES) y un 11 % con la dosis de 0.08 g L del surfactante
dodecil benceno sulfonato (SDBS) por lo que menciona Trinchera y Baratella (2018) que
no fue un factor limitante para el crecimiento de la lechuga al tener resultados similares

en la concentracion de los nutrientes de calcio.

En estos experimentos donde se utilizaron diferentes surfactantes catiénicos como
HDA DDA, HDTMA y OTAC se puede comprobar que los tensioactivos producen
efectos bioldgicos que pueden influir en la toxicidad de los compuestos que integran las
formulaciones. Los mecanismos que intervienen se muestran en la (Figura 6) y consisten
en la alteracion de la permeabilidad de membranas bioldgicas y barreras de difusion o
procesos de trasporte de membrana, union a macromoléculas (péptidos, proteinas,

fosfolipidos, ADN) al provocar un mal funcionamiento de estas (Cserhati, 2002).

Surfactante de cadena corta  Surfactante de cadena larga

Figura 6. Efecto en la membrana celular del contacto con surfactantes de cadena corta y
larga. A. Union de surfactante a membrana, B. Ruptura de Membrana, C.
Ingreso de Surfactante. D. Fuga de Constituyentes Intracelulares, E. Ingreso de
iones acompanantes.

La unién de tensioactivos a péptidos y proteinas (Figura 6 A) puede alterar el

plegamiento de la cadena polipeptidica y alterar la carga superficial de la molécula y
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causar, a su vez, una modificacién de su actividad bioldgica (Cserhati, 2002). Las
moléculas de tensioactivo, que tienen porciones polares y no polares (Figura 6 A, By C),
penetran las cadenas de alquilo en la membrana y alteran la bicapa de fosfolipidos de las
membranas celulares del organismo (Pérez et al., 2009). Esta interaccion puede resultar
en el cambio de la orientacion de la membrana, lo que podria solubilizar, dafiar y destruir
la membrana y provocar la muerte de la célula (Wong et al., 2012), como resultado de un
shock osmdtico (Abu-Ghunmi et al., 2014) que provoca la fuga del constituyente
intracelular (Pérez et al., 2009) (Figura 6 D), ademas de aumentar la permeabilidad de la

membrana hacia otros contaminantes presentes en el medio (Figura 6 E).

En la Figura 7 se puede observar un resumen del efecto toxico que tienen los
surfactantes en las variables para el cultivo hidroponico de lechuga. La toxicidad es muy
dependiente de la longitud de la cadena hidrocarbonada y/o etoxilada, asi como de la
pureza de los compuestos quimicos utilizados. En general, la toxicidad de los tensioactivos
para células y animales acuaticos aumenta con la longitud de cadena etoxilada y
disminuye con la ramificacion (Rosen, 2012), aunque esta tendencia puede disminuir para

longitudes de cadena de 14 4&tomos de carbono (Sandbacka, 2000).

Debido a la tendencia de adsorcion de los tensioactivos sobre la superficie de la
membrana que la rompen con el aumento de la longitud de la cadena hidréfoba (Wong et
al., 2012). La larga longitud de la cadena de alquilo de la porcion hidréfoba aumenta la
adsorcion de las moléculas en las interfaces y los tensioactivos que tienen cadenas
hidr6fobas més cortas tendran una menor tendencia a la adsorcion en las interfaces (Wong
et al., 2012). Una actividad superficial elevada destruye mas facilmente la membrana
debido a que las moléculas de tensioactivo tienen una mayor tendencia a adsorberse en la
interfase (Negm et al., 2010). Ademaés, la morfologia de la membrana bioldgica bicapa
como el grosor, la estabilidad y la hidrofobicidad de la bicapa desempefian un papel crucial

en la afectacion del mecanismo inhibidor de los tensioactivos (Balgavy y Devinsky 1996).
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Figura 7. Efecto fitotoxico de surfactantes catidnicos en lechugas cultivadas en
hidroponia.

Conclusiones

Los surfactantes cationicos al estar presentes en la solucion nutritiva afectan
negativamente el crecimiento de la lechuga y presentan una fitotoxicidad en el sistema
radicular conforme se aumenta la concentracién del compuesto en la solucion, lo que,
disminuyd el consumo de agua, absorcion de iones como N, K, Ca, esto provocé que la
conductividad eléctrica no disminuyera, lo cual se reflejé en menor cantidad de materia
seca y area foliar. Los surfactantes cationicos aplicados al cultivo hidroponico causaron
sintomas de toxicidad, sin embargo, el surfactante DDA no generé dafio en la mayoria de
las variables, excepto en ancho de hojas donde se registré una reduccion. EI HDA fue otro
de los surfactantes que menor dafio causd a las plantas con dosis de 1 mg L. La longitud
de la cadena de carbonos y el ion acompafiante del surfactante podria estar implicada en
la toxicidad de plantas de lechuga, las de cadena corta (HDA 16 y DDA 12) causan menor
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dafio que las de cadena larga (OTAC 21, HDTMA 19), y ademaés el ion acompafiante
puede incrementar la toxicidad (cloro OTAC y bromo en HDTMA).
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CAPITULO Il. NANOCOMPUESTO DE NITROGENO COMO
FERTILIZANTE DE LIBERACION LENTA EN COLUMNAS DE SUELO
CON PLANTAS DE LECHUGA

NITROGEN NANOCOMPOSITE AS A SLOW-RELEASE FERTILIZER IN
SOIL COLUMNS WITH LETTUCE PLANTS

Resumen
El uso continuo de fertilizantes nitrogenados en exceso genera riesgos ambientales al

aumentar la acumulacion en el suelo, volatilizacién y lixiviacion de nitratos, que provocan
pérdidas y baja eficiencia en la utilizacion de N. En este estudio, el objetivo fue evaluar
la aplicacién de nanocompuestos nitrogenado (NCN) como fertilizante de liberacion lenta
en suelo y su efecto en el crecimiento del cultivo de lechuga. EI NCN se prepar6 por la
sorcion de un surfactante cationico en una arcilla de bentonita. El estudio se realizé en
columnas de suelo, los tratamientos evaluados fueron relaciones de NCN vy fertilizante
convencional (FC) 25/0, 50/0, 75/0 y 100/0, 0/100, 25/75, 50/50 y 75/25. Las variables
evaluadas fueron: peso fresco, biomasa seca, area foliar, conductividad eléctrica,
concentracion de NOs™ en lixiviado y hoja, unidades SPAD y NDVI, ademés de la
liberacion del NCN en agua desionizada. Los resultados obtenidos indican que después
de 40 dias el tratamiento 25/0 redujo las variables peso fresco 28% y el area foliar 30%
con respecto al control 0/100. Los valores de SPAD y NVDI no tuvieron diferencias
significativas entre tratamientos. Las relaciones NCN/FC 0/100, 50/50 y 75/25
aumentaron 19% la concentracion de nitratos en hojas. El tratamiento 100/0 aumento
biomasa seca total con 48 %, 87% el volumen radical y 73% la biomasa seca de raiz. Los
resultados de la liberacion en agua desionizada confirmaron que el NCN libera
gradualmente nitratos y en mayor cantidad que lo calculado. Finalmente, se concluye que
el material nanocompuesto tiene el potencial de usarse como fertilizante de lenta
liberacion al aumentar crecimiento, por lo que podria ser una alternativa para reducir el

uso de fertilizantes convencionales y disminuir las pérdidas de nitrégeno en suelo.

Palabras claves: lixiviacion, nitrato, nanocompuesto, nanofertilizante.
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Summary

The continuous use of excessive nitrogenous fertilizers generates environmental risks
by increasing the accumulation in the soil, volatilization and leaching of nitrates, which
cause losses and low efficiency in the use of N. In this study, the objective was to evaluate
the application of nitrogenous nanocomposites (NCN) as a slow-release fertilizer in the
soil and its effect on the growth of the lettuce crop. The NCN was prepared by the sorption
of a cationic surfactant on a bentonite clay. The study was carried out in soil columns, the
evaluated treatments were ratios of NCN and conventional fertilizer (FC) 25/0, 50/0, 75/0
and 100/0, 0/100, 25/75, 50/50 and 75/25. The variables evaluated were: fresh weight, dry
biomass, leaf area, electrical conductivity, NO3™ concentration in leachate and leaf, SPAD
and NDVI units, as well as NCN release in deionized water. The results obtained indicate
that after 40 days the 25/0 treatment reduced the fresh weight variables by 28% and the
leaf area by 30% with respect to the 0/100 control. The SPAD and NVDI values did not
have significant differences between treatments. The NCN/FC 0/100, 50/50 and 75/25
ratios increased nitrate concentration in leaves by 19%. The 100/0 treatment increased
total dry biomass with 48 %, 87% root volume and 73% root dry biomass. The results of
the release in deionized water confirmed that the NCN gradually releases nitrates and in
higher amounts than calculated. Finally, it is concluded that the nanocomposite material
has the potential to be used as a slow-release fertilizer when growth increases, so it could
be an alternative to reduce the use of conventional fertilizers and reduce nitrogen losses

in the soil.

Index words: leaching, nitrate, nanocomposite, nano fertilizer.
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Introduccion

El nitrégeno es esencial para las plantas al formar parte de las proteinas, clorofila 'y
lograr un mayor rendimiento de los cultivos (Kim et al., 2020). Sin embargo, en el suelo
el N se puede lixiviar en forma de nitratos, o volatilizar en forma de amoniaco, lo que
induce grandes pérdidas de N, baja eficiencia, contaminacion y altos costos econémicos
(Zhang, et al., 2015). Una alternativa para reducir las pérdidas de fertilizantes es
suministrar nutrientes en proporciones correctas a las plantas sin disminuir el rendimiento
(Pohshna y Mailapalli, 2022). Los fertilizantes de lenta liberacion son una opcién que
intenta sincronizar la demanda de los nutrientes durante el crecimiento del cultivo (Das,
2014), reducen peérdidas de nutrientes por lixiviacion y proporcionan una mayor absorcién
por parte de los cultivos (Kubavat et al., 2020). Algunas opciones son los nanocompuestos
con fertilizantes usados como de lenta liberacion (Romero-Méndez et al., 2019).

En los ultimos afios se han utilizado materiales nanocompuestos como portadores de
fertilizantes, que suministran nutrientes en forma directa en dimension nanomeétrica,
Ilamados nanofertilizantes (Guha et al., 2020). El termino nanofertilizante se refiere a una
estructura en la dimension de 1-100 nm (Raliya et al., 2017). Los nanocompuestos se
utilizan para desarrollar nanomateriales de matrices multifasicas de arcilla que se
incorporan con nanoparticulas para mejorar la propiedad del material (Butt y Naseer,
2020). Debido a su mayor area de superficie, los minerales de arcilla de tamafio
nanométrico pueden adsorber mayores cantidades de cationes (Umar et al., 2022). Las
arcillas se usan para disefiar fertilizantes de liberacidn controlada, estos tienen propiedades
hidrofilicas e hidrofdbicas y los nutrientes deben adsorberse en la matriz del material para
un rendimiento optimo (Lawrencia et al., 2021). La bentonita es una arcilla considerada
como un buen sustrato para desarrollar formulaciones de lenta liberacion debido a sus
propiedades de capacidad de intercambio catiénico, capacidad de hinchamiento (Wen et
al., 2016) y liberacion de nutrientes (Romero-Méndez et al., 2021).

El uso de 6rgano arcillas como fertilizantes de lenta liberacion de nutrientes ha sido
investigada por diversos autores (Yuan, 2014, Chi et al., 2018, Romero-Méndez et al.,
2019, Romero-Méndez et al., 2021). Dentro de las érgano arcillas se destacan las 6rgano
bentonitas por su alta adsorcion y capacidad de intercambio idnico (Pandey y Ramontja,

2016). Estas son sintetizadas por sorcion de un tensioactivo cationico sobre una bentonita,

29



gue carga de negativa a positiva la superficie externa y el espacio de las capas intermedias
(Ceyhan et al., 1999), lo que hace posible la adsorcion de formas anidnicas como el nitrato
(Romero-Méndez et al., 2019) y fosfato (Romero-Méndez et al., 2021). Las arcillas
modificadas al intercambiar aniones y cationes en el suelo pueden disminuir procesos
como la lixiviacion de iones hacia las aguas subterraneas sin afectar el crecimiento. En
base a lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la aplicacion de los
nanocompuestos de N como fertilizante de liberacion lenta en suelo y su efecto en el

crecimiento del cultivo de lechuga (Lactuca sativa L. var. capitata).

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizo en la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, con coordenadas de 22° 14’ 00.3” N y100°
51”7 46.7” W, a 1840 msnm. Se utilizd un invernadero tipo tinel cubierto con plastico
blanco con porcentaje de sombreo del 30% en una superficie de 5 x 9 m, durante la época
de invierno con temperaturas medias de 20 °C y una luminosidad de 15,412 lux durante el

ciclo de cultivo de otofo-invierno.

Preparacion del material fertilizante

El fertilizante nanocompuesto de nitrogeno (NCN) se prepard con una bentonita con
espacios interlaminares en un rango de 60-100 nm (Figura 1a) microscopia electronica de
barrido (SEM, UHR FEI HELIOS NANOLAB 600, E.U.A), con una distribucion
uniforme de particulas (Figura 1 b) microscopia electrénica de transmisién TEM (model
JEM 1230, JEOL, USA). Para el cambio de polaridad se afiadio el surfactante cationico
hexadecylamina (HDA CHs (CH.)1sNH>, Aldrich Chemicals) y se afiadié Ca (NO3)," para
la absorcidn en las laminas de la bentonita, de acuerdo con la metodologia propuesta por
Romero-Méndez et al. (2019). Se utilizd un espectrofotometro UV-Visible (Thermo
CIENTIFIC GENESYS™ 10S U.S.A) para determinar la concentracion cargada de nitrato
en el material nanocompuesto. La carga se obtuvo por la diferencia de concentracion final
e inicial que fue de 110 mg g™ de NOs". Se analizd la liberacién de NOs del NCN durante
45 dias por espectrofotometria UV-vis (Thermo CIENTIFIC GENESYS™ 10S U.S.A),
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se utilizé una solucién Steiner de NOs de 3, 6, 9 y 12 mmol L? en 50 ml de agua

desionizada.

Figura 1. a) Microscopia electrénica de barrido (SEM), b) Microscopia electronica de

trasmision (TEM) del nanocompuesto nitrogenado.

Establecimiento del experimento

Se utilizé un suelo con las siguientes propiedades (NOM-021-RECNAT-2000) con las
determinaciones: textura franco-arenosa, arena 76% , limo 8% vy arcilla 16%, densidad
aparente 1.37 g cm™, pH 7.9 y CE en extracto de saturacion 0.6 mS cm™, contenido de
materia organica de 1.4%, 6.0 kg ha de nitrogeno inorgéanico, 16 kg ha® de fésforo
extraible y 374 kg ha* de potasio.

Se agregaron 2.37 kg de suelo en columnas de PVC de 11 cm de didmetro y 20 cm de
altura. En la parte inferior de la columna se coloc6 una malla de plastico de apertura menor
a 1 mm para contener el suelo dentro de la columnay no interrumpir el flujo del lixiviado,
ademas de un recipiente en la parte baja de la columna para colectar el drenado.

Las semillas de lechuga fueron de la variedad Montemar con una duracién de 60 dias,
las cuales se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades, en sustrato sunshine
mix 3 ®, se trasplantaron en el suelo de las columnas a los 20 dias cuando presentaban
cuatro hojas verdaderas. Para el riego se utilizd agua desionizada y consistié en un
volumen de 1350 ml distribuidos en 9 riegos cada 5 dias y 150 ml a los 10, 20, 30 y 40

dias para obtener drenaje y analizarlo.
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Disefio y Unidades Experimentales

El experimento se establecio en un disefio completamente al azar, con 8 repeticiones
por tratamiento, la unidad experimental consistié en una planta de lechuga colocada en
una columna de suelo. La dosis de fertilizacion aplicada fue la recomendada en un cultivo
de lechuga en suelo de 75 kg ha* de Nitrogeno (De Grazia et al., 2001). Los tratamientos
evaluados fueron las dosis de nitrégeno complementados con nanocompuesto nitrogenado
y fertilizacion convencional en una relacion de 25/0, 50/0, 75/0 y 100/0, 0/100, 25/75,
50/50 y 75/25 (Cuadro 1). El fertilizante de lenta liberacidn se aplicd en su totalidad al
inicio del experimento sobre la superficie de la columna. Los fertilizantes comerciales que
se usaron para completar la dosis de fertilizacion fueron K;HPO4, K2SO4 y Ca (NOs) 2+
4H,0, los cuales se aplicaron a través de una solucion nutritiva en cada riego durante todo

el experimento.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados durante el experimento de fertilizacién con nanocompuesto
nitrogenado en columnas de suelo en cultivo de lechuga.

Tratamientos

Relacion Narl]r;:)r%ompuesto Fertlllzgnte Unidades totales
NCN/EC genado convencional
e e e e e e e e e e e e e == 0

0/100 0 100 100

25/75 25 75 100

50/50 50 50 100

75/25 75 25 100

25/0 25 0 25

50/0 50 0 50

75/0 75 0 75

100/0 100 0 100

Variables Evaluadas

Al final del experimento se midieron biomasa fresca (g), area foliar (cm?) (CID 202
Portatil Leaf Area Meter, USA), volumen radical en probeta 500 ml Kimax, Kimble,
biomasa (g) seca de raiz y biomasa seca total (radical y aérea) en horno de secado de aire
forzado (Omron, Japdn), a 72°C, hasta obtener peso constante en una balanza digital (serie
Ohaus PAJ4102N Gold, USA) y rendimiento (ton ha™). En el drenaje se determiné la
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conductividad eléctrica en dS m™ (CE Meter,Walfront, China). En hojas intermedias de
la parte externa de la cabeza se registrdé las unidades SPAD (Soil Plant Analysis
Development, SPAD-502 Plus Chlorophyll Meter 2900P, Spectrum Technologies,
Illinois, USA) vy el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI, Green Seeker
Trimble handheld crop sensor, California, USA). Para determinar la liberacién del NCN
se us6 un espectrofotometro UV-Visible (Thermo CIENTIFIC GENESYS™ 10S U.S.A)
y se determind la concentracion de nitrato (mg L) enlos lixiviados y en el extracto celular

del peciolo (lonémetro Laqua Twin, Horiba, Japon).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y las medias de los
tratamientos se compararon mediante una prueba de Tukey (p <0.05), realizada con SAS

version 9.0.

Resultados y Discusion

Peso fresco de hojas

En el peso fresco de la lechuga (Cuadro 2), los tratamientos mostraron en promedio
16.8 g en todos los tratamientos y estos fueron diferentes estadisticamente al tratamiento
25/0 al reducir un 28 % el peso fresco. En este sentido menciona (Nofal et al., 2021) al
aplicar un nanofertilizante al 50% de la dosis recomendada (50 kg ha™* de N) aumento
24% el peso fresco de la lechuga respecto al testigo con la dosis recomendada (100 kg ha”
1, el efecto presentado en estas condiciones es porque el nano tiene una dimension que
oscila entre 30 y 40 nm y es capaz de retener iones y liberarlos lentamente de acuerdo con
la demanda del cultivo. En nuestro caso, las dosis con NCN a excepcion de la 25/0
mostraron un peso fresco similar, lo que pudo ser debido a el tamafio del espacio

interlaminar donde se encuentra el nutriente de forma disponible para la planta.

Area foliar
El area foliar de los tratamientos 50/50 y 75/25 fue mayor con 16.58 % que el
tratamiento 75/0 y 23% mayor que el tratamiento 25/0, que redujo 18.20% el area foliar

con respecto al tratamiento testigo 0/100 (Cuadro 2). Marschner (2011) menciona que la

33



cantidad insuficiente de nitrdgeno puede limitar el crecimiento de la planta. Sin embargo,
en otros casos con el uso de los nanomateriales tienen una mayor disponibilidad del N en
dosis méas bajas en comparacion con las fuentes de N convencionales, lo que incrementa
el crecimiento vegetativo de las plantas. Estos resultados concuerdan con Nofal et al.
(2021), quienes encontraron que al aplicar un nano fertilizante NPK en lechuga, el area

foliar aumentd 31% con una dosis a la mitad de la recomendada (50 kg ha™).

Volumen radical

Se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos para el volumen radical de las
lechugas (Cuadro 2). Los tratamientos 50/0, 75/0 y 100/0 registraron niveles superiores
con respecto al control 0/100 con un 62, 78 y 87 % respectivamente, mientras que los
tratamientos 25/75, 50/50, 75/25 y 25/0 fueron iguales al control. Las plantas con
fertilizantes convencionales alcanzaron el desarrollo radicular adecuado para obtener el
nitrogeno y los fertilizantes de lenta liberacién promovieron el crecimiento de la raiz hasta
el ltimo periodo de cosecha (Okyay et al., 2020). La aplicacion del fertilizante NCN pudo
contribuir al crecimiento de la raiz debido al movimiento por la busqueda de los

fertilizantes de lenta liberacion en el suelo.

Biomasa seca

La biomasa seca de la raiz presentd una diferencia significativa entre el tratamiento
100/0 con un aumento de 57 % en comparacion con el control 0/100 (Cuadro 2). En este
caso el NCN aumentd el crecimiento radicular como se habia descrito con el volumen
radical mencionado por Okyay et al. (2020).

La biomasa seca total presentd diferencias entre tratamientos (Cuadro 2), el tratamiento
de NCN aplicado 100/0 present6 el mayor valor de 5.5 g y una diferencia de 31%
comparado con 0/100, 25/75, 75/25 y 25/0 y los demas tratamientos no mostraron
diferencias. De igual manera al aplicar un nanofertilizante NPK en lechuga la biomasa
seca aumentd con la dosis 50 kg ha*que es la mitad de la dosis recomendada (Nofal et al.,
2021). En dos ciclos de cultivo en lechuga aumento de 123 a 159% en peso de planta con
aplicaciones al suelo y foliares con un nanofertilizante nitrogenado en suelo 75%
nanoparticulas y 25% fertilizante convencional (Sharaf-Eldin et al., 2022). El efecto

positivo de los nanofertilizantes en el aumento de la materia seca, puede atribuirse a la
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presencia de macronutrientes que mejoraron la eficiencia de absorcidn y uso de nutrientes
por parte de las plantas (Abdel-Aziz et al., 2016), porque los nanofertilizantes una vez
que ingresan a la planta, se unen con proteinas portadoras como acuaporina, canales
ionicos y endocitosis (Schwab et al., 2015), lo que hace que el nutriente se absorba mas

rapido en el interior de la planta.

Rendimiento

En el rendimiento de la lechuga, casi todos los tratamientos fueron estadisticamente
iguales al control a excepcion del tratamiento 25/0 con un valor de 3.05 ton ha, al reducir
20.7% menos que el testigo 0/100 (Cuadro 2). Sharaf-Eldin et al. (2022) al aplicar
fertilizacion nitrogenada en forma de nanofertilizante como 25% foliar y 75%
fertirrigacion obtuvo rendimientos de 20 ton ha™. En nuestro caso, el rendimiento refleja
que la dosis de fertilizacion nitrogenada fue deficiente por el bajo crecimiento y peso que

obtuvo la lechuga con los diferentes tratamientos.

Cuadro 2. Variables de crecimiento y rendimiento en el desarrollo de lechugas con

fertilizacion nitrogenada con nanocompuesto en columnas de suelo.

Tratamientos  peso fresco Ar_ea Volumen I:%iomasa seca Rendimient
Relacion foliar radical Raiz Total 0
NCN/FC 9 cm? emd g----- ton hat

0/100 154 a 346 ab 178 ¢ 15 b 39 b 385 a*
25/75 175 a 393 ab 23.0 abc 1.7 ab 39 b 437 a
50/50 173 a 386 a 26.5 abc 2.0 ab 4.1 ab 431 a
75125 17.8 a 405 a 22.3 bc 1.8 ab 37 b 444 a
25/0 122 b 283 ¢ 23.5 abc 1.8 ab 39 b 3.05 b
50/0 16.1 a 364 ab 28.8 ab 2.3 ab 5.0 ab 401 a
75/0 153 a 322 bc 31.7 ab 2.4 ab 4.7 ab 3.87 a
100/0 18.2 a 392 a 333 a 26 a 6.0 a 454 a
DMS 3.1 60.92 10.45 1.040 1.89 0.77
CcVv 10.36 9.13 21.9 28.21 235 10.6

*Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas Tukey; (P <0.05).

Conductividad eléctrica (CE)
Los resultados de la conductividad eléctrica del lixiviado mostrados en el Cuadro 3, a

los 10, 20 y 40 dias no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Dado que
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las lecturas de CE no son selectivas de iones, cualquier ion en solucién contribuira en sus
valores (Cancellier et al., 2018). En el dia 30 el tratamiento 25/75 mostro una diferencia
significativa en los valores de conductividad con una diferencia de 32% comparado con
los tratamientos 25/0, 75/0 y 100/0. Los fertilizantes quimicos convencionales portadores
de nutrientes se caracterizan por una rapida liberacion de nutrientes y pérdidas
potencialmente altas de nutrientes por lixiviacion y escorrentia (Gwenzi et al., 2018). La
conductividad eléctrica aumenta debido a la liberacion de nutrientes por parte del
fertilizante (Zanin et al., 2020), ademas de que las plantas los absorben mas facilmente
(Andiru et al., 2015). Los tratamientos con NCN liberaron menor cantidad de iones en el
drenaje y en el caso del fertilizante convencional pudo ser debido a que se libera mas
rapidamente que el nanocompuesto y la cantidad fue mayor a lo que la planta podria

absorber en los primeros dias, por ello se acumulé més CE en el lixiviado.

Cuadro 3. Conductividad Eléctrica del lixiviado obtenido durante el desarrollo de lechuga

con nanocompuesto nitrogenado en columnas de suelo.

Tratamientos Conductividad eléctrica (CE)
Relacion
NCN/EC 10 DDT 20 DDT 30 DDT 40 DDT
_____________ dSml______________
0/100 0.85a 0.69 a 0.58 abc 0.62 a*
25/75 0.79a 0.74 a 0.72 a 0.67 a
50/50 0.74 a 0.78 a 0.65 ab 0.65 a
75/25 0.79a 0.77 a 0.63 abc 0.6la
25/0 0.78a 0.69 a 0.48¢c 054 a
50/0 0.77 a 0.70 a 0.48¢c 0.53a
75/0 0.83a 0.73a 0.59 abc 0.59a
100/0 0.82a 0.64 a 0.46¢c 054 a
DMS 0.0968 0.167 0.1726 0.1885
CVv 6.54 12.62 16.28 17.17

*Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas Tukey;(P <0.05). DDT= Dias después del

trasplante

Unidades SPAD
En las unidades SPAD que se registraron durante el ciclo del cultivo (Cuadro 4), los

valores no mostraron diferencias significativas entre tratamientos durante el desarrollo del
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cultivo, con valores promedios de 25 a 30 unidades SPAD que serian bajos segun lo
reportado por otros autores en lechuga como lo mencionan Lara-1zaguirre et al. (2019) el
efecto del SPAD no varia en relacion con las dosis de nitrégeno, pero si el cultivar en
diferentes ciclos, en otofio valores de 39.38 y en verano 29.58. El riego por goteo hace
mas eficiente el uso de los nanofertilizantes en lechuga con dosis de 210 kg ha*, aumentan
el 25% de unidades SPAD (de 38 a 44) comparado con el control aplicado al suelo (30 a
35) (Sharaf-Eldin et al., 2022). El color de la hoja es una medida de diagnostico importante
para las plantas. Los cambios de color de las hojas son causados por cambios en la
absorcién de N por parte del sistema radicular (Ling et al., 2005). En este trabajo los
valores bajos en todos los tratamientos pudieron ser debido a la aplicacidon de una dosis
baja 75 kg N ha! ya que la coloracion de las lechugas a la cosecha era de un verde palido
(Figura 1) y mostraban un crecimiento lento lo que influyo en los valores de las unidades
SPAD vy variables de crecimiento (Cuadro 2).

Indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

Para el NDVI (Cuadro 4), al dia 10 se presentaron diferencias significativas en donde
los tratamientos con NCN fueron mas bajos en comparacién con los tratamientos que solo
contenian fertilizante convencional, esto pudo ser posible debido a la liberaciédn rapida de
nutrientes (Gwenzi et al., 2018). Los cambios morfologicos y fisiologicos de las hojas
pueden emplearse como indicadores de condiciones de crecimiento limitante en términos
de estrés (Kizil et al., 2012), sus cambios modifican las propiedades Opticas de la hoja,
estos indices radiométricos como el NDVI son utiles para discriminar la condicion sin N
(Galieni et al., 2016). Debido a que la produccién de clorofila de la hoja se correlaciona
con el estado de disponibilidad de N y esto afecta el rendimiento del cultivo (Mufioz-
Huerta et al., 2013). Para los dias 20, 30 y 40 no se presentaron diferencias significativas
mostrado valores entre 0.30 y 0.40. Estos valores del NVDI son bajos comparados con los
obtenidos por Lara-1zaguirre et al. (2019) en un cultivo de lechuga en verano (0.65) y
otofio (0.66). Igualmente, Galieni et al. (2016) menciona que las estaciones de crecimiento
en lechuga no tienen diferencias (0.82 a 0.85) y en tratamientos sin N reducen los valores

de NVDI. En este caso el estrés en el cultivo de lechuga reflejado en los valores del NVDI
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en todos los tratamientos pudo ser debido a que se aplicd una dosis baja de nitrogeno 75
kg ha* lo que significo en una menor disponibilidad de N y por lo tanto menor contenido
de clorofila y pigmentos que modificaron la coloracion de las hojas a un verde palido
(Figura 2).

Cuadro 4. Evolucion de Unidades SPAD y NDVI durante el desarrollo de lechuga con

nanocompuesto nitrogenado en columnas de suelo.

Tratamientos Unidades SPAD NDVI

Relacion

NCN/FC Dltg)T DZST DggT 40 DDT DlgT DZE?T DSL?T 40 bDT
0/100 27.7a 266a 294a 3l4a 0.38a 034a 024a 022a*
25/75 269a 258a 257a 274a 0.36ab 038a 030a 0.27a
50/50 26.9a 251a 26.1a 26.3a 0.34abc 0.37a 030a 0.30a
75/25 287a 276a 289a 27.0a 023bcd 0.29a 034a 0.32a
25/0 25.1a 255a 26.8a 26.4a 0.16d 035a 03la 0.32a
50/0 248a 246a 26.8a 255a 020d 032a 0.26a 0.24a
75/0 26.1a 280a 285a 26.6a 021cd 033a 029a 026a
100/0 275a 283a 26.1a 279a 013d 033a 0.29a 0.28a
DMS 538 579 395 6.16 013 014 013 011

cv 10.91 11.86 7.85 12.24 30.01 2254 2561 @ 2242

*Letras distintas en los tratamientos indican diferencias significativas Tukey;(P <0.05). DDT= Dias después del

trasplante

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

Tratamientos

Figura 2. Plantas de lechuga con nanocompuesto en columnas de suelo.
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Comportamiento de Liberacién de NOs en agua desionizada

Los resultados obtenidos de la liberacion permiten ver que el nitrato cargado en el
material NCN libera gradualmente la cantidad durante 45 dias inclusive supera la cantidad
calculada de nitratos que contiene el NCN (Figura 3). Se puede observar que a mayor
concentracion de la cantidad de nitrégeno agregada se liber6 mayor cantidad de nitratos.
Liberaron cerca del 100% aproximadamente a los 10 dias, sin embargo, el material NCN
continto liberando hasta los 45 dias de estudio en promedio 157% para 3 mmol L, 131%

para 6 mmol L, 71% para 9 mmol Ly 33% para 12 mmol L™ de NOs..
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Figura 3. Liberacion de nitrato durante el desarrollo de lechuga con nanocompuesto
nitrogenado en columnas de suelo. *Letras distintas en los tratamientos indican
diferencias significativas Tukey;(P <0.05).

Concentracién de Nitrato en los lixiviados

La concentracion de nitrato (Figura 4), en los lixiviados en los primeros 10 dias presentd
valores diferentes significativamente entre tratamientos, donde los registros mas altos se
obtuvieron con los tratamientos que contienen nanocompuesto desde la dosis mas baja
hasta la mas alta, con y sin fertilizante. Sin embargo, el tratamiento NCN 50/0 mostro

mayor concentracion igual a un 23%, comparado con los tratamientos con base de
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fertilizante convencional; a la vez, la fertilizacion convencional presenté un mayor valor
igual a 40% comparado con el control 0/100. A los 20 dias, se observé la misma tendencia,
aunque el mayor valor lo obtuvo NCN 75/0. El dia 30, los tratamientos donde se aplico el
nanocompuesto, mostraron valores mas altos en comparacion con los fertilizantes
convencionales y el mayor valor fue con 100/0. A los 40 dias, los fertilizantes
convencionales con las dosis mas bajas 0/100, 25/75, 50/50 y las dosis de nanocompuestos
mas altas 75/0 y 100/0, fueron los que menor cantidad de lixiviados mostraron; caso
contrario los valores mas altos de nitrato en los lixiviados fueron con nanocompuesto sin
fertilizante convencional 25/0 y 50/0 con valores de 538 y 483 NOs” mg L. En este
sentido Okyay et al. (2020) mencionan que el suministro de nutrientes del fertilizante de
lenta liberacion de nitrogeno estaba listo para su uso en el suelo, pero no pudo ser tomado
por la planta ya que la liberacion no coincidié con el tiempo de cosecha de la lechuga, por
lo que se quedd una gran cantidad de nitrégeno en el suelo al término de los experimentos.
Caso contrario Fernandez et al. (2012) en el cultivo de lechuga al aplicar fertilizantes
nitrogenados de lenta liberacién en tres ciclos sucesivos, encontré que la concentracion
de nitratos disminuyé en el lixiviado conforme paso el ciclo de cultivo en todos los
tratamientos, en el fertilizante convencional desde 300 a 150 mg L™ de NO3 ™y el de lenta
liberacion fue menor de 170 a 50 mg L. El rendimiento con nanofertilizante nitrogenado
fue mayor al aumentar la cantidad de fertilizante, dada la baja tasa de lixiviacion que
tienen los fertilizantes de liberacion lenta (Zareabyaneh y Bayatvarkeshi, 2015). En
nuestro caso los altos contenidos las altas concentraciones de nitrato en los lixiviados con
NCN se podrian explicar en dos vias: una de ellas fue la forma de aplicacion del
fertilizante convencional que fue con cada riego, esto disminuye la lixiviacion y la
segunda es debido a que la fraccidn correspondiente al NCN liberd mas cantidad de nitrato
que la calculada (Figura 2), por consecuencia la dosis de N en los tratamientos con NCN
mostré mayor cantidad de nitrato lixiviado y no pudo reflejarse la diminucion en el
lixiviado, como lo mencionan algunos otros autores (Saha et al., 2018 y Rathnappriya et
al., 2022).

40



600 - ©

& — =

— 500 - © gl =

> a

£ o g B 3

il -DO

N =}

O 300 A =388 -

=z o Qo

[«}) 200' o c a2 *

© oo ® c © UQQ“’U ©

c Jo - ©

T[] =

o

s 0

2 gpgresee SLRIRSSSL gErgrSLSLS grgressesS

< XA BsswS S psowses g PLdpscows STPLIdwmSwno

= ool AaAb~D T e BT I T I N ool AaAb~D ISl ANDLN~OD

- S AN IO~ — S NN~ — S AN~ — S NN~ —
10 DDT 20 DDT 30DDT 40 DDT

Tratamientos

Figura 4. Concentracion de iones Nitrato en el Lixiviado obtenido durante el desarrollo de lechuga
con nanocompuesto nitrogenado en columnas de suelo. *Letras distintas en los
tratamientos indican diferencias significativas Tukey;(P <0.05). DDT=Dias después del
trasplante.

Concentracion de Nitrato en peciolo

La concentracion de nitrato en el peciolo mostrd diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 5). Los mayores valores se presentaron con los tratamientos NCN
50/0 y 75/0, quienes tuvieron en promedio 2700 mg L™ con un aumento del 24% a
diferencia de todos los tratamientos con un valor promedio de 2000 mg L, a excepcion
de 100/0 que fue estadisticamente igual a los mejores tratamientos, pero diferente a 0/100,
50/50 y 75/25 al aumentar un 19% mas que el tratamiento sin nanocompuesto nitrogenado
0/100. La concentracion de nitratos en peciolo puede cambiar conforme a las condiciones
climéticas en las épocas de cultivo, como lo mencionan Lara-lzaguirre et al. (2019) en
lechuga con diferentes relaciones de NOs/NH4" en el verano de 5431 mg L™ de NO3 y
2416 mg Lt en otofio. Fernandez et al. (2012) evaluaron la fertilizacion durante tres ciclos
sucesivos en lechuga cultivada en suelo. En el primer ciclo, la mayor concentracion de
nitrato con el tratamiento control 1200 mg kg !, en el segundo aumentd en todos los
tratamientos, fue mayor con fertilizacion control y un fertilizante de lenta liberacion entre
2000 y 2800 mg kg '. Al final, disminuyeron en todos los tratamientos, fue mayor en
fertilizacion control con 611 mg kg™ y un fertilizante de lenta liberacion con 515 mg kg
! La concentracion de nitrato de las hojas disminuy® en el Gltimo ciclo, ya que los niveles

de nitrato en el suelo y en la lixiviacion disminuyeron en todos los tratamientos, sin
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embargo, falta mas estudios similares para profundizar como interactta el material con

las actividades del suelo-planta.
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Figura 5. Concentracion de iones en peciolo de lechuga con nanocompuesto nitrogenado cultivada
en columnas de suelo. *Letras distintas en los tratamientos indican diferencias
significativas Tukey;(P <0.05).

Conclusiones

La sintesis de bentonita con nitrégeno formé un nanocompuesto con propiedades
de liberacion lenta. El uso de las dosis de nanocompuesto nitrogenado con fertilizante y
solo nanocompuesto en dosis de 50, 75y 100 % fueron similares al tratamiento con 100
% de fertilizante convencional en las variables de crecimiento peso fresco, area foliar y
rendimiento. Lo que podria ser una alternativa para reducir el uso de fertilizantes y
disminuir las pérdidas de nitrégeno en suelo. Sin embargo, el uso de dosis bajas de 25 %
de nanocompuesto nitrogenado sin fertilizante convencional disminuye el area foliar y
peso fresco lo que se reflejo en un menor rendimiento, ademas de que aumento la

concentracion de nitrato en el lixiviado, lo que se traduce en mayores pérdidas de N.

En variables como SPAD, NVDI y conductividad eléctrica en el lixiviado, los valores
observados fueron bajos y se reflejaron en el color verde palido de las hojas, lo que sugiere
que la dosis utilizada de 75 ton ha™* no fue suficiente para el requerimiento de N del cultivo
de la lechuga. La dosis optima que maximizé el rendimiento sin afectar el crecimiento,
ademas de aumentar el contenido de nitrato en el extracto celular del peciolo de la lechuga
fue nanocompuesto 50 y 75 sin fertilizante convencional, lo que sugiere una mayor

absorcion de este elemento por las raices de la lechuga.
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CAPITULO IIl. EFFECT OF ANITROGENOUS NANOCOMPOSITE ON
LEACHING AND N CONTENT IN LETTUCE IN SOIL COLUMNS

Summary

Nanofertilizers could promote nutrient efficiency with slow release compared to con-
ventional fertilizers (CFs). Most of the applied nitrogen is lost on the soil by leaching, due
to the rapid release behavior of CFs. Clays can function as a hano-sized porous structure
to retain and slowly release nutrients. The objective of this study was to evaluate a
modified clay as a slow-release nitrogenous nanocomposite and its effect on leaching and
N content of lettuce (Lactuca sativa). The treatments of CFs at 100%, nitrogenous
nanocomposite (NCN) at 100%, mixture 25/75, 50/50, 75/25 and 25/0, 50/0 75/0% NCN
were applied on columns of soil with lettuce for 45 days. Leachates at the end of the cycle
increased in treatments with NCN. Treatments with NCN have higher N content in the
leaf. In regards to biomass growth, leaf area, leaf N, drained variables, electrical
conductivity, and NOgz™ content, it was possible to show that the doses of 50 and 75% of
NCN match the characteristics of the crop compared to the control, which allows us to use

lower doses than those recommended with CFs.

Keywords: nitrogen, nanofertilizers, nitrate leaching, bentonite

Introduction

Nanotechnology is the manipulation of atoms, molecules, or molecular groups in
structures to create materials and devices with new or different properties [1]. With the
application of nanofertilizers in agriculture, sustainability in global food production could
be achieved [2]. Nanofertilizers refer to macro-or micronutrient fertilizers, having a parti-
cle size of less than 100 nm that are used to promote crop productivity [3]. They can be
grouped into three categories: the first is nano-supported fertilizers, materials with a na-
nometric structure that regulate the release of the fertilizer through adsorption processes,
the second is nano-sized fertilizers, manufactured on a nanoscale, and the third is
nanoscale coated fertilizers, they are nanopolymer wrapped fertilizers to contain regular

size fertilizers [4]. This makes the nutrients available for a longer period compared to high
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solubility fertilizers, which quickly release their nutrients [5], in response to

environmental triggers or plant requirements [6].

The research and application of nanofertilizers is an important priority to supply the
real amount of nutrients to plants [7]. To meet the growth and productivity needs of crops,
it is necessary to regulate and synchronize the release and absorption of nutrients [8]
through the implementation of efficient strategies when using nutrients. The slow release
of fertilizers provides uses according to the growth and environmental status of the plants
[7]. They increase the efficiency in the use of nutrients and reduce the costs of environ-
mental security by diminishing the excessive use of fertilizers [9]. The preparation of nano
fertilizers can be carried out with organic, inorganic, natural and synthetic polymeric
materials, among others [10]. Nutrients retained in nanopores within a carrier material-
such as clays- have been used to form nanocomposite structures to control nutrient release
[11-14]. Nanocomposites are multi-phase matrixes of silicates (montmorillonite clay and
some polymers), which are incorporated with nanoparticles to improve the property of the
material [15] and are composed of a matrix filled with reinforcements with at least one
dimension at the nanometric scale [16]. Nanostructured clays may require good candidates
to transport nutrients because they are ionic systems characterized by the presence of
anions and cations that compensate one another, leading to neutrality [17]. These mate-
rials create a crystalline three-dimensional structure of cavities, channels and/or pores at
a nanometer scale. Its natural structure generates a surface that can retain water, as well

as exchange cations [18].

Nitrogen is an important element of many structural, genetic and metabolic compounds
in plant cells [1]. However, most of the nitrogen application is lost in the soil solution in
the form of nitrate leaching, denitrification, and ammonia volatilization due to harsh
weather conditions [19]. This is due to the rapid nutrient release behavior of conventional
fertilizers, which increase nutrient losses through leaching and runoff [20]. Macro-
nutrients such as nitrogen are lost by 40-70% when applied to the soil, which causes a
considerable loss of resources [21]. The ionic nature of clays, as well as their ability to
host a wide range of organic and inorganic ions in combination with a high ionic exchange

capacity, can make them suitable for slow release of nutrients and increase their
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efficiency. Various studies have been carried out with nanostructures such as
nanofertilizers, controlled release nitrogenous fertilizer based on double hydroxides in
layers to evaluate the release of nitrate in water and soil {22], Nitrate-LDH to deliver
nitrogen to the soil sustainably [23], Montmorillonite-urea [11] in plant with Bentonite
nitrate [24]. Based on the above, the objective of this study was to evaluate nitrogenous
nanocomposite (NCN) based on modified clay and its effect on leaching and N content of

the lettuce (Lactuca sativa L.) crop in columns of soil.

Materials and Methods

Fertilizer Preparation

The nitrogenous nanocomposite was obtained in laboratories of the Faculty of
Agronomy and Veterinary under the Autonomous University of San Luis Potosi using the
methodology proposed by Romero-Mendez et al. [24]. consists of modifying a bentonite
type clay through the sorption of a hexadecylamine cationic surfactant (HDA CHs
(CH2)15NH2, Aldrich Chemicals), to subsequently charge the nitrate ion (NO3’). The
concentration of 110 mg g™ of NO3s™ used was determined by the difference of the final
and initial concentration. The interlaminar spaces of the nanocomposite were shown in a

range of 60-100 nm.
Experiment Setup

At the hydroponics center of the Faculty of Agronomy and Veterinary, an experiment
with lettuce plants was established in April 2022 in a soil column system usinga 9 X5 m
tunnel type greenhouse. Lettuce seedlings of the Montemar variety were used, the soil
columns consisted of PVC tubes of 11 cm in diameter and 20 cm height, the column was
filled with 2.37 kg to match the density of the soil. In the lower part of the column, a
plastic mesh with opening holes of less than 1 mm was placed to contain the soil inside
the column and not interrupt the flow of leachate, in addition to a container at the bottom
to collect the drainage.

Treatments
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Fertilization treatments were evaluated in the soil columns with different proportions
of nitrogen supplied with the nitrogenous nanocomposite. The dose 115-69-210 [25] was
applied, in percentage combination of conventional fertilizers (CFs) and (NCN) to obtain
8 treatments: mixture of (CFs) and (NCN) 0/100, 25/75, 50 /50 and 75/25, in addition to
using only the material NCN 25/0, 50/0, 75/0 and 100/0 (Table 1). The commercial
fertilizers that were used to apply the fertilization dose were: K;HPO4, K2SO4 and Ca
(NO:s-) 2+4H20, which were applied at the beginning and on the surface of the column as
well as in the part corresponding to the NCN. Irrigation consisted of a total volume of
8100 mL distributed over the first 15 days in a volume of 100 ml in each column, the
second 15 days 150 mL and the last 15 days 250 mL, in addition to adding 200 mL on
days 15, 30 and 45 to obtain a leachate.

Table 1. Treatments applied during the experiment to evaluate the effect of a nitrogenous
nanocomposite on lettuce in soil columns.

No. Nitrogenous Conventional Total, units Treatments
nanocomposite (%) fertilizer (%) (%)
1 0 100 100 0/100
2 25 75 100 25/75
3 50 50 100 50/50
4 75 25 100 75/25
5 25 0 25 25/0
6 50 0 50 50/0
7 75 0 75 75/0
8 100 0 100 100/0

Response Variables

The variables determined every 15 days in the leached solution were electrical
conductivity (EC) (Meter, Walfront, China), NOs~ K* Ca*? ion content (Laqua Twin
lonometer, Horiba, Japan), as well as the evolution of the SPAD unit variables (Soil Plant
Analysis Development, SPAD-502 Plus Chlorophyll Meter 2900P, Spectrum
Technologies, Illinois, USA), and the normalized difference vegetation index (NDVI,
Green Seeker Trimble handheld crop sensor, California, USA). At the end of the
experiment, the fresh weight was evaluated on a digital scale (Ohaus PAJ4102N Gold
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series, USA), leaf area (CID 202 Portable Leaf Area Meter, USA), total dry biomass in a
forced-air drying oven (Omron, Ja-pan) at 72°C, until constant weight was obtained on a
digital scale (Ohaus PAJ4102N Gold series, USA) and the analysis of ions (NO3", K" and
Ca*?) was carried out in the petiole cell extract (Laqua Twin lonometer, Horiba, Japan),
the determination of foliar N was calculated by means of the kjeldalh method [26], for
morphological characterization, a scanning electron microscope (SEM, UHR FEI
HELIOS NANOLAB 600, USA) and a transmission electron microscope (model JEM
1230, JEOL, USA) were used to observe the size of the particles.

Experimental Design and Statistical Analysis

The experiment was established in a completely randomized design, with 8 repetitions
per treatment. The experimental unit consisted of a lettuce plant placed in a column of
soil. The data obtained in the experiments were subjected to an analysis of variance and
the means of the treatments were compared using a Tukey test (p <0.05), performed with
SAS version 9.0.

Results and Discussion

Clay nanofertilizers such as bentonite retain nutrients in multiphase silicate matrices
that are incorporated with nanoparticles to improve the property of the material. In this
case, the fertilizing material is inside the bentonite sheets and their space is less than 100
nm, as shown in Figure 1 (a). The size and distribution of the particles of the synthesized
NCN was investigated by transmission electron microscope (TEM) at the energy of 100
kV, shown in Figure 1 (b) The TEM image showed the uniform distribution of particles
with size, where most of the particles were 20 nm. These materials create a crystalline
three-dimensional structure of cavities, channels and/or pores at a nanometer scale. Its
natural structure generates a surface that can retain water, as well as the exchange of
cations [18], which are composed of a matrix filled with reinforcements with at least one

dimension on the nanometric scale [16].
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Fig. 1 Scanning electron microscopy (SEM) image, magnitude 500 nm (a). Transmission

electron microscopy (TEM) image, magnitude 100 nm (b), of a nitrogenous

nanocomposite.

Leaf area

In Table 2, leaf area shows that most of the treatments were statistically similar with
average values of 2850 cm?. Only the 25/0 treatment decreased 23% with respect to the
control treatment. However, it was statistically equal to treatment 50/0 and 75/0, which in
turn were equal to the other treatments. The 100/0 treatment statistically generated the
same amount of area as the control, which indicates that the 100% NCN application
produces the same leaf area as conventional fertilizers. Insufficient amount of nitrogen
can limit plant growth by having lower N availability at lower doses [27]. However, the
leaf area increased by 31% when applying an NPK nanofertilizer with half the
recommended dose in lettuce [28]. The synchronization of the release of nitrogen in the
slow-release fertilizer with the lettuce crop is important because if not released when the
plant requires it, the leaf area decreases by absorbing fewer nutrients [29]. In this sense,
applying nanofertilizers in doses of 50, 75 and 100% without conventional fertilizer can
be a viable alternative for the growth of lettuce since the slow release does not limit the

leaf area.
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Table 2. Conventional fertilization/nitrogenous nanocomposites on growth variables in
the evaluation of the effect of a nitrogenous nanocomposite on lettuce in soil columns.

Different letters in the treatments indicate significant differences Tukey; (P <0.05).

Treatments Fresh weight Leaf area Dry biomass (g)
(9) (cm?) Leaves Root Total
0/100 186.74 a 2884 a 11.23a 6.44 ab 17.67 a
25/75 179.86 ab 2901 a 11.26 a 7.50a 18.76 a
50/50 179.00 ab 2917 a 10.89 a 6.77 ab 17.67 a
75/25 179.04 ab 2901 a 1041 a 7.15a 17.56 a
25/0 138.53 b 2201 b 579¢ 4.67b 9.16 ¢
50/0 154.16 ab 2647 ab 6.88 bc 5.85 ab 12.74 be
75/0 149.44 ab 2822 ab 9.25ab 7.25a 16.50 ab
100/0 179.33 ab 2896 a 10.10 a 6.12 ab 16.21 ab
DMS 47.84 354.58 3.18 2.1 4.11
Ccv 18.06 8.01 21.32 20.67 16.39

Fresh weight

For lettuce fresh weight (Table 2 ), the 25/0 treatment reduced fresh weight by 25.8%
compared to the control treatment 0/100, the other treatments had similar values to the
control and 25/0 with an average of 160 g fresh weight. Nofal [28] mentioned that the use
of NPK nano fertilizers increased the fresh weight of lettuce by 24% using half the
recommended dose, this could be due to the retention and slow release of ions according
to crop demand. In our case, the doses with 25/0 nano fertilizers decreasing the fresh
weight could be due to the fact that the interlaminar spaces do not carry enough

nitrogenous material to satisfy the demand of the lettuce crop.

Dry biomass

The dry biomass of the leaves presented significant differences between treatments in
Table 2. The 50/0 and 25/0 treatments reduced dry biomass 38.7% and 48.4% respectively
compared to the control treatment, while the other treatments were equal to the control.
The same trend was shown in the dry biomass of the roots, wherein the 25/0 treatment
decreased 27.5% with respect to the control 0/100. The other treatments were similar with
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an average of 6.7 gr. For total dry biomass, there were significant differences for the same
treatments 25/0 and 50/0, decreasing 48 and 28% respectively. A lettuce crop evaluated
with a nano nitrogen fertilizer in soil 25% conventional fertilizer and 75% nanoparticles
in two crop cycles increased 123 to 159% in plant weight [30. Similarly, the dry biomass
in lettuce increased when applying an NPK nano fertilizer with half the recommended
dose [28]. The application of nano-shaped nitrogen increases growth, yield, by improving
protein content and uptake of other essential nutrients [31]. The addition of the clay
mineral struvite as a slow-release fertilizer to the lettuce crop significantly increased the
mean fresh and dry weight of the lettuce compared to the control [32]. When slow-release
and fast-release nitrogen fertilizers were evaluated at doses of 0, 60, 90 and 120 kg N ha
L applied to lettuce plants, it was found that the increase in the level of nitrogen fertilizer
Is associated with an increase in the fresh and dry weight of the plants. However, the slow-
release fertilizer with the highest dose was greater in fresh and dry biomass [33]. In this
sense, nitrogen content in the NCN 25 and 50 doses without traditional fertilizer was not

sufficient for the plant to grow properly, and this negatively affected total dry biomass.

lon content in petiole cell extract

The nitrate content in the petiole cell extract showed significant differences between the
treatments as shown in Figure 2 (A).The highest value was presented with the 75/25
treatment (3113 mg L), which was 34% lower than the 25/0, 75/0 treatments and 56%
lower than the 100/0 treatment. In lettuce plants, a nano nitrogen fertilizer and bulk
fertilizer were evaluated under different irrigation regimes, the NO3™ leaf content was
significantly affected by the application of nano-nitrogen by drip irrigation in different
combinations of recommended doses of N, being the doses of 25, 50 in combination with
nanofertilizer and bulk fertilizer those who showed lower leaf content with values of 750-
1200 mg L. The best combination was in bulk with irrigation and foliar applications with
maximum values obtained from 1500 mg L™ [30]. Nitrate concentration in the petiole
varies according to the climatic conditions in the cultivation seasons and the fertilizer
used, as mentioned by Lara-1zaguirre [38], in lettuce with different ratios of NO3/NH4" ;

5431 (mg L) in the summer and 2416 (mg L) in autumn.
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The potassium ion content in the analysis of the petiole was similar between treatments
as shown in Figure 2 (B), except for treatment 25/0 which generated 30% less than the
control treatment. The average of the other treatments was 1360 mg L. In petiole calcium
ion, there were no significant differences as shown in Figure 2 (C). The average of the
treatments was 130 mg L. However, the 75/25 treatment was slightly higher than the
other treatments with 155 mg L. Benavides-Mendoza [34] conducted field studies to
determine the ranges of the petiole cell extract in lettuce, the ionic concentration ranges
in the petiole cell extract provide an approximation to the ranges of nutritional sufficiency
for K 2950-3325 mg L™ and 104-125 mg L™ for calcium.
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Fig. 2 Content of A) Nitrate, B) Potassium and C) Calcium in the petiole cell extract in
the evaluation of the effect of a nitrogenous nanocomposite in lettuce in soil
columns. Different letters in the treatments indicate significant differences Tukey;
(P <0.05).
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SPAD units

Figure 3 (A) shows the different measurements that were made during the experiment.
Significant differences were shown at 15 and 30 days of evaluation: in the first, the 25/0
and 75/0 treatments decreased 12.6 and 13.8% compared to the control treatment, the other
treatments were the same as the control. On day 30, the treatment that decreased with
respect to the control treatment was 25/0 with 13%. While at 45 days, there were no
significant differences between treatments, which had an average value of 44.8. The effect
of SPAD in lettuce does not vary in relation to the doses of NOs/NH4*, but it does vary
when cultivating in different cycles; values of 39.38 in autumn and 29.58 in summer [38].
Drip irrigation makes the use of nanofertilizers in lettuce more efficient by increasing 25%
of SPAD units (38 to 44) compared to the control applied to the soil (30-35) [30].
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Fig. 3 SPAD units (A), NDVI (B) measured at 15, 30 and 45 days in the evaluation of the
effect of a nitrogenous nanocomposite on lettuce in soil columns. Different letters

in the treatments indicate significant differences, Tukey (P <0.05).
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Normalized Difference Vegetation Index (NDVI)

The NDVI at the different evaluation times showed no significant differences between
treatments as shown in Figure 3 (B). However, the increase can be observed due to the
measurement time, with an average value at 15 days of 0.34, at 30 days it increased to
0.44 and at 45 days it reached mean values of 0.63. Galieni [39] mentioned that lettuce in
growing seasons has no differences (0.82 to 0.85) and in treatments without N the NVDI
values are reduced. In carrot, slow-release nitrogen fertilizers were evaluated for a period
of 3 years, the treatments did not affect the NDVI readings, they were in the ranges of
0.76 and 0.80, and it was possible to determine that the slow-release fertilizers require
only one application in comparison with the control with two applications. This reduces
environmental impacts, particularly leaching, due to the release of N over a longer period
compared to traditional N source products [40]. Nitrogen status was evaluated in
geraniums with controlled release fertilizer, with different doses from 0-16 g in
greenhouse-grown plants. The NDVI values were higher 0.78 for the plants that received
application of N fertilizer and 0.51 for the plants that did not receive fertilizer. As the
plants grew, the NDVI was able to differentiate between the fertilizer doses where the
treatments were higher, the differences can be attributed to the release rates, distribution
and N content [41]. In this sense, the NDVI allows monitoring crop health during the
growing season to confirm whether preplant N application of N fertilizer was sufficient to
meet crop needs [40]. Since this experiment did not show significant differences in the
NVDI, we can mention that the amount of N applied in the different treatments with
conventional fertilizer and with nanocomposite were in adequate amounts for lettuce, as
the normalized difference index was similar for all, therefore the plant did not show any
type of stress in any treatment that could be differentiated with the NVDI.

Analysis of the leached solution

Electrical conductivity

At 15 days, the EC of the leached solutions did not show significant differences between

treatments as shown Figure 4, the average value was 0.69 dS m™, while at 30 days the
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25/0 treatment had the lowest value, the same for the day 45 in addition to the 50/0
treatment. The EC of the leachate during the first weeks of the study is associated with the
nutrient release from the controlled release fertilizer and with the soluble salts leached
from the substrate [35], in addition to the fact that the plants absorb them much easier
[36]. The conductivity increases due to the release of nutrients from the fertilizer [37]. In
this sense, we can observe that the EC was higher in this work, especially in the treatments
where both nano and conventional fertilizers were applied (0/100, 25/75, 75/25 and
100/0).

Electric Conductivity (dS m-1)
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Fig. 4 Electrical conductivity (dS m™) of the leached solutions measured at 15, 30 and 45
days in the evaluation of the effect of a nitrogenous nanocomposite on lettuce in
soil columns. Different letters in the treatments indicate significant differences,
Tukey (P <0.05).

NOs K* and Ca*? leaching

In Figure 5 (A), the nitrate content in the leachate after 15 days showed significant
differences, where the 50/0 treatment reduced 45% compared to the control treatment. By
day 30, the content decreased by half, however, there were no differences between
treatments. On day 45, the 75/0 and 100/0 treatments were statistically higher than all the
treatments with traditional fertilizer application and the lowest dose of NNC was found

on 25/0. In an evaluation of sugarcane, the application of doses of urea and nitrogen
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chelated nanofertilizers showed that the highest nitrate leaching (699.0 mg L) belongs to
the highest level of urea fertilizer and to the lowest level applied of NNC (183.0 mg L%).
Increased nitrogen levels in all fertilizer treatments were greater in soil nitrate
concentration and leaching nitrate [42]. In soil column, N application of several pellets of
lignite urea, a delayed release N fertilizer material, can potentially reduce N losses and, at
the same time, add N to the soil profile. The lower leaching loss of mineral N from pellets
containing the highest amount of lignite emphasizes the role in N retention. The higher
nutrient retention may occur through the formation of organomineral complexes that are
more stable and less likely to be lost by leaching or volatilization [43]. The yield with
nitrogenous nanofertilizer was higher when increasing the amount of fertilizer, given the
low leaching rate of slow-release fertilizers [44]. Reduced nutrient leaching with the use

of slow release nanofertilizers can reduce soil and water pollution.

In the first 15 days of cultivation, the treatments did not show significant differences, as
shown in Figure 5b, showing average values of 85 mg L, likewise, in the following 30
days, the average decreased to 70 mg L with no differences between treatments, except
for 25 /0 and 50/0 treatments with a value of 60 mg L™. Finally, on day 45 the leaching
remained without differences between treatments with an average decrease of 40 mg L.
In the calcium leaching shown in Fig. 5¢ the average concentrations were 300, 270 and
250 mg L for days 145, 30 and 45 days respectively without statistically affecting the
treatments, except on day 45 with 150 mg L™ in treatment 25/0. In an evaluation of
nutrient release by slow-release compressed NPK fertilizers in soil columns, Fernandez-
Sanjurjo [45] obtained concentrations of leached K* and Ca*? ions of 20-40 and 20-50
(mg L), respectively. In our case, the leaching of both ions decreased with time,

indicating normal nutrient uptake.
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Fig. 5 A) NOs, B) K*and C) Ca?" leaching in the evaluation of the effect of a nitrogenous
nanocomposite on lettuce in soil columns. Different letters in the treatments
indicate significant differences, Tukey (P <0.05).

Nitrogen content in leaf

The application of NCN in different combinations with conventional fertilizers
significantly affected the concentration of nitrogen in the lettuce plant, with a higher
content in the 0/75 and 0/100 treatment by 33% compared to the 75/25 treatment, the rest
of the treatments did not present differences, as shown in Figure 6 However, Mills and
Jones [46] mentioned that lettuce values are in a sufficiency range of 2.5 to 4%, where

most in this work are above 2.5% except for 100/0 and 75/25 treatments. In an experiment
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with the cultivation of lettuce with three treatments: urea, starch-urea mixture and corn
starch carbamate (slow-release fertilizer), lettuce nitrogen content was not significantly
different between treatment groups, as all treatments absorbed nitrogen at similar levels,
and starch carbamate can be used as a slow-release fertilizer due to its low solubility and
release rate and mineralization [47]. In lettuce plants, the nutrient uptake was evaluated
with the application of nano nitrogen under different irrigation and essential regimes on
the lettuce plant with different combinations of nano nitrogen forms and in bulk with

surface irrigation method and by drip.

The maximum N contents (5.15 to 5.87%) were detected by applying N at a rate of 75%
in massive drip irrigation and 25% in nano form through foliar application in both seasons
[30].

The data show that, under the specific conditions of the study, total substitution and up to
25% reduction of mineral N by basal application of nanofertilizers is the best strategy to
minimize the use of conventional fertilizers in lettuce cultivation without compromising
yield. However, the result may depend to a large extent on the soils used, and their
physical, chemical and biological composition. Therefore, it is recommended that future
studies should evaluate other types of soils, more doses of nanofertilizers, lettuce varieties

and application times before reaching a final conclusion.

61



40 -

35 - a

ab ab

Foliar N Concentration (g kg-1)

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

Fig. 6 Nitrogen concentration in lettuce leaves in the evaluation of the effect of a
nitrogenous nanocomposite on lettuce in soil columns. Different letters in the

treatments indicate significant differences, Tukey (P <0.05).

Conclusions

The use of doses with nitrogenous nanocomposite in the soil columns released fertilizer
in similar amounts to the control with conventional fertilizer that did not affect the growth
of the lettuce plant. Doses with 75 and 100% NCN have a similar effect on the lettuce
plant growth. The nitrogen concentration in the leaves is within the optimal values.
However, the release of the nitrogenous nanocomposite increased the number of nitrates

in the leachate.

The application of nitrogen to the soil in the form of a nitrogenous nanocomposite can be
an option to replace the use of conventional fertilizers, since the 0/50 and 0/75 treatments
require less quantity than the control treatment. However, the same results are obtained,

that is, the same is produced with less quantity and reduces the nitrogen in the leachates.

The application of nitrogenous nanocomposite not only matches the growth characteristics

of the crop, but it also allows the use of lower doses than those recommended.
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CONCLUSIONES GENERALES

El surfactante HDA permite modificar la bentonita sin afectar toxicamente a las plantas
de lechuga en suelo, para posteriormente sintetizar el nanocompuesto nitrogenado y

evaluar su efecto como fertilizante de lenta liberacion.

La longitud de la cadena de carbonos y el ion acompafiante del surfactante esta
implicada en la toxicidad de plantas de lechuga, las de cadena corta (HDA 16 y DDA 12)
causan menor dafio que las de cadena larga (OTAC 21, HDTMA 19), y ademas el ion

acompariante incrementa la toxicidad (cloro OTAC y bromo en HDTMA).

La sintesis de bentonita con nitrdgeno formd un nanocompuesto con propiedades de
liberacion lenta, por lo tanto, el material nanocompuesto nitrogenado podria ser una
solucion para reducir el uso de fertilizantes convencionales y disminuir las pérdidas de
nitrégeno en suelo; sin embargo, se requiere mayor cantidad de N en la evaluacion para
conocer mejor el comportamiento del N en suelo. El uso de dosis de 25% de
nanofertilizante sin fertilizante convencional disminuy6 el area foliar y el peso fresco y

aumento la concentracion de nitrato en lixiviado.

Los resultados de experimentos con mayor cantidad de N aplicado con la dosis 115-
69-210 kg ha es mejor para el crecimiento de lechuga sin importar cualquier tipo de
fertilizacion tanto en FC como en NCN. Sin embargo, a través de los nanocompuestos
nitrogenados con dosis de 75y 100 % de NCN se tiene un efecto similar en el crecimiento
de las plantas de lechuga que el obtenido con los fertilizantes convencionales. Por lo tanto,
la aplicacion de nitrogeno en suelo en forma de nanocompuesto nitrogenado puede ser
una opcién para sustituir el uso de fertilizantes convencionales, debido a que los
tratamientos 0/50 y 0/75 usan menor cantidad de N que el tratamiento control permitiendo

hacer uso de dosis mas bajas que las recomendadas.

Se concluye que el nanocompuesto nitrogenado adsorbe y libera iones nitrato, no afecta
toxicamente a las lechugas en suelo y reduce las dosis de fertilizantes convencionales en

el crecimiento del cultivo de lechuga (Lactuca sativa).
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