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ABSTRACT

The objectives of this study were to identify the anatomical, morphological and mechanical properties of
the root system of sunflower plants related to their tolerance to root lodging, and to evaluate the effects of
increases in crop population density on these properties. An experiment was carried out using crops of
two genotypes of susceptibility to lodging (CF29: tolerant and Zenit: sensitive) sown to achieve densities
of 5.6, 10 and 16 plants.m 2. At the R6 (end of anthesis) developmental stage plants were artificially
lodged and the following response variables assessed: total root biomass in the root plate (hemisphere of
roots and soil formed when lodging occurs) and separated by layers (0—5 and > 5 cm depth), root number
(classified in three categories [0—1 mm; 1.1-2 mm; >2 mm diameters]), axial tension required to provoke
root failure, and the number and cell wall thickness of vascular bundles in root cross-sections. The CF29
genotype had 1.35 fold greater root biomass than Zenit, mainly located in the first layer of soil (0-5
depth). This higher biomass of CF29 reflected a higher root number than Zenit for all three categories of
root diameter. Roots of CF29 exhibited higher axial tension failure thresholds than those of Zenit, and
these thresholds increased more sharply with root diameter than for Zenit. In addition, CF29 roots had
vascular bundles with thicker cell walls (30% greater) with respect to Zenit. In summary, the better
anchorage of CF29 with respect to Zenit arises from several mutually reinforcing characteristics at both
root-plate and individual root axis morphology and histology levels.

Key words: cell wall thickness — crop population density — root axial tensile strength — root biomass —
root lodging — root number

RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivos identificar las propiedades morfo—anatomicas y mecanicas del sistema
radical de plantas de girasol que le confieren tolerancia al vuelco, y evaluar los efectos del aumento en la
densidad poblacional del cultivo sobre dichas propiedades. Se realizé un experimento utilizando dos
genotipos de comportamiento contrastante al vuelco (CF29: tolerante y Zenit: susceptible) sembrados a
densidades crecientes (5.6, 10 y 16 plantas.m’z). En la etapa R6 (fin de antesis), las plantas fueron
volcadas artificialmente y se midieron las siguientes variables: biomasa radical total y por estrato (05 y >
5 cm prof.) en el plato de raices (hemiesfera de suclo y raices formado cuando la planta vuelca), nimero
de raices (en tres categorias diamétricas [0—1 mm; 1.1-2 mm; >2 mm)]), tension axial requerida para la
ruptura radical, nimero de los haces vasculares en la estela radical y espesor de las paredes celulares. Los
resultados mostraron que CF29 tuvo 1.35 veces mas biomasa radical en el plato que Zenit, concentrada en
los primeros centimetros de suelo. La mayor biomasa radical de CF29 estuvo asociada con un mayor
nimero de raices con respecto a Zenit en las tres clases diamétricas exploradas. Ademas, las raices de
CF29 fueron mas resistentes a la tension axial que las de Zenit, diferencias que se incrementaron con
diametros radicales crecientes. La mayor resistencia de las raices de CF29 estuvo relacionada a haces
vasculares con paredes secundarias mas gruesas (30% mayor respecto a Zenit). Resumiendo, el mejor
sistema de anclaje de CF29 frente a Zenit tuvo su origen en varias caracteristicas, expresada a los niveles
de sistema radical total y de la morfo-histologia de ejes radicales individuales, que se reforzaban
mutuamente.

INTRODUCCION
El fendomeno de vuelco de las plantas es un factor abidtico importante que limita la produccion en el
cultivo de girasol, y en éste, como en otros cultivos (Triticum aestivum, Hordeum vulgare y Avena
sativa), provoca no solo reducciones significativas del rendimiento en grano, sino también de su calidad
(Kelbert et al., 2004). Para Argentina, se ha estimado que un 10% del area se vuelca cada afio, causando
pérdidas estimadas en 40 millones de U$D por afio (Bragachini et al., 2001). La probabilidad de
ocurrencia de vuelco depende tanto de cuestiones ambientales (p.ej., velocidad del viento, resistencia al
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cizallamiento del suelo mojado), como intrinsecos de la planta (p.ej., rigidez del tallo, propiedades del
sistema radical en las inmediaciones de la base del tallo) (Pinthus, 1973; Berry et al., 2000; Cleugh et al.,
1998). El vuelco se asocia principalmente con la lluvia (Baker et al., 1998) que debilita el sistema de
anclaje de la planta, combinada con la fuerza que ejerce el viento y que actia sobre la parte aérea de de la
planta, dando como resultado un momento de palanca en la base del tallo que excede el momento de
quicbre de las raices (Berry et al., 2004).

Recientemente se ha demostrado que el cultivo de girasol tiene el potencial de incrementar su
rendimiento ante aumentos considerables en la densidad poblacional del cultivo por arriba de las
densidades comerciales usuales en Argentina (Lopez Pereira et al., 2004). Sin embargo la implementacion
de esta practica se ve limitada por la mayor probabilidad de ocurrencia de vuelco. Por otro lado, es sabido
que existe una amplia variabilidad en la tolerancia a este fendmeno entre distintos genotipos, habiéndose
evaluado al momento dos genotipos de comportamiento contrastante: CF29 (tolerante) y Zenit
(susceptible) (Sposaro et al., 2008). Analizar los efectos que tiene el aumento de la densidad poblacional
sobre las caracteristicas del sistema radical de las plantas en genotipos de tolerancia contrastante al
vuelco, resulta un paso importante para aumentar el conocimiento de las bases de este proceso. Los
objetivos de este trabajo fueron: (i) identificar las propiedades morfo—anatdmicas y mecanicas del sistema
radical asociadas con la tolerancia al vuelco en dos genotipos de comportamiento contrastante y (ii)
evaluar los efectos de la densidad poblacional del cultivo sobre dichas propiedades.

MATERIALES Y METODOS

Genotipos y diseiio experimental:Se utilizaron dos genotipos de comportamiento contrastante frente al
vuelco: uno tolerante (en adelante CF29) y uno susceptible (en adelante Zenit). Los genotipos fueron
sembrados a densidades poblacionales crecientes de 5.6, 10 y 16 plantas.m > en el campo experimental de
la Facultad de Agronomia—UBA sobre un suelo argiudol tipico. El experimento consistié en un arreglo
factorial con “genotipo” (2 niveles: CF29 y Zenit) y “densidad poblacional del cultivo” (3 niveles: 5.6, 10
y 16 pl.m?) como factores principales en un disefio en bloques aleatorizados (DBCA) con tres
repeticiones. Las plantas crecieron durante todo su ciclo bien provistas de agua a través de un sistema de
riego por goteo. Se aplicé fertilizacion en dos momentos del ciclo con 60 kg N.ha'. Se realizaron
aplicaciones con insecticidas y fungicidas para mantener el cultivo libre de enfermedades y plagas.

Variables de respuesta y andlisis estadistico: Las plantas fueron volcadas de forma artificial en fin de
antesis (R6, Schneiter y Miller, 1981) utilizando la metodologia descripta en Sposaro et al. (2008).
Brevemente, la técnica involucra aplicar fuerzas crecientes a los tallos de plantas que crecen en
subparcelas cuyo suelo ha sido previamente llevado a capacidad de campo hasta producir el vuelco de las
mismas. La hemiesfera (o plato) de raices (masa de suelo y raices formada cuando se vuelca una planta)
asi obtenida fue dividida en dos estratos de acuerdo a su profundidad (0—5 cm y >5 cm), luego de lavadas
las raices, éstas se clasificaron en tres clases diamétricas (0—1 mm; 1.1-2 mm; >2 mm). Se obtuvo la
biomasa de las raices de cada estrato a través de su secado en estufa hasta peso constante (72 hs a 80°C) y
se contd el numero de raices en cada una de las categorias previamente definidas. Para determinar la
tension axial requerida para la ruptura de los ejes radicales individuales (vivos) se adaptd la metodologia
descripta por Striker et al. (2006). Las raices se sometieron a tensiones axiales crecientes causadas por el
desplazamiento del piston de un minicilindro neumatico conectado a un circuito de aire presurizado con
un regulador de flujo. Dicho sistema estaba conectado a un transductor de presion (ADZ Nagano S—
010bar) y a un datalogger para registrar la tension axial que provoco la ruptura de las raices. La fuerza de
ruptura se midié en raices de diferentes didmetros en los rangos de las tres categorias definidas con el
proposito de estudiar la posible existencia de un efecto del tamafio de las raices sobre esta variable. Se
realizaron cortes transversales de muestras de ejes radicales, tiflendo los mismos con una tinciéon doble
(Safranina y Fast Green) para distinguir las paredes secundarias. El nimero de haces vasculares y el
grosor de sus paredes se determindé mediante microscopia Optica y digitalizacion de imégenes, utilizando
el software ImageTool 3.0 para Windows (University of San Antonio, Texas).

Los datos de biomasa por estrato y niumero de raices por categoria se analizaron a través de ANOVAs
de dos vias, con “genotipo” y “densidad poblacional de plantas” como factores principales. La relacion
entre la tension axial de ruptura de las raices y el diametro radical se evalu6 por medio de analisis de
correlacion de Pearson (Steel y Torrie, 1988). La significancia de las diferencias entre genotipos para
dicha relaciébn se evalu6 con un test de pendientes para las ecuaciones ajustadas. Los datos
correspondientes al nimero de haces vasculares y al grosor de sus paredes se analizaron a través de test
de Student. La homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos se verificd para todo el conjunto de
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datos. Los analisis se realizaron con el software estadistico InfoStat version 2007 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Los resultados son presentados como valores promedios =+
el error estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios previos han demostrado que se requiere una fuerza significativamente mayor para volcar en
forma artificial las plantas del genotipo tolerante CF29 que para volcar las del genotipo susceptible Zenit
(67.3 vs. 27.4 N m, respectivamente, ver Sposaro et al., 2008). En el presente estudio se hallé que el
diametro del plato de raices fue significativamente mayor en CF29 que en Zenit (23.7 y 22.5 cm
respectivamente). EI mayor didmetro del plato de raices de CF29 se relaciond con una mayor biomasa
radical total que en Zenit, para las tres densidades evaluadas (genotipo= p<0.0001, genotipo x densidad
poblacional: p=0.53, Fig. 1). Esto coincide con la idea de que en plantas de girasol una mayor biomasa
radical se asocia a una mayor eficiencia en el anclaje de la planta (Ennos, 1993). Para CF29, la biomasa
radical total en el plato fue similar para las tres densidades poblacionales (p=0.20) mientras que para
Zenit se detect6d un efecto negativo de la densidad poblacional sobre dicha variable (p<0.01, Fig. 1). Por
lo tanto, Zenit no solo presentd una biomasa de raices en el plato equivalente al 42% de la registrada para
CF29, sino que el aumento de la densidad poblacional debilité atin mas su sistema de anclaje.

En ambos genotipos la mayor biomasa de raices se concentrd en el primer estrato (0-5 cm de
profundidad, Fig. 1) sin detectarse diferencias en la proporcion del total de raices presentes en ese estrato
entre las densidades poblacionales: 78% CF29 y 70% Zenit (p=0.88, genotipo x densidad poblacional:
p=0.99). Estudios previos en girasol (Ennos, 1989) han demostrado que la biomasa de raices en los
primeros centimetros de suelo, es la mas importante para determinar un 6ptimo anclaje de la planta. Por
otro lado, en el estrato mas profundo (> 5 cm) el aumento de la densidad poblacional de plantas determind
una disminucion en la biomasa radical en ambos genotipos (densidad poblacional = p<0.0001, genotipo x
densidad poblacional: p=0.18, Fig. 1). De esta manera, ante el aumento de la densidad poblacional ambos
genotipos parecieran haber priorizado el mantenimiento de la biomasa radical en el estrato superior del
suelo en detrimento de la produccion de raices en el estrato inferior, lo que redundaria en un mejor anclaje
de las plantas (Ennos, 1989).
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Fig. 1. Biomasa de raices en el plato (g.planta™) para los dos genotipos en los dos estratos del plato
para tres densidades poblacionales del cultivo (d1: 5.6; d2: 10; y d3: 16 pl.m™).

Fig. 1. Root plate biomass (g.plant™) for both genotypes in the two layers of the root plate for three
crop population densities (d1: 5.6; d2: 10; y d3: 16 pl.m™?).

El ntimero total de raices en el plato fue mayor en el genotipo CF29 que en Zenit (p<0.05), siendo
este atributo uno de los que podria explicar la mayor tolerancia al vuelco que tiene CF29 respecto a Zenit.
Al agrupar las raices por su didmetro, se observo en ambos genotipos que las raices mas finas (0—1mm)
fueron significativamente mas abundantes que el resto de las categorias diamétricas (p<0.0001, Fig. 2,
notar cambio de escalas entre el primer panel y los restantes). Otros trabajos han demostrado la
importancia de las raices finas en el conferimiento de la resistencia al vuelco de las plantas (Ennos, 1989;
Reubens et al., 2007). El aumento de la densidad poblacional del cultivo produjo un incremento
significativo en el nimero de raices finas en el plato (0—1mm) sélo para Zenit (p=0.009, Fig. 2). Esta
podria ser una respuesta del genotipo frente al incremento de la densidad poblacional, dado que una
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mayor cantidad de raices finas proveeria una mayor fijacion de la planta al suelo (Wu et al., 1988; Wu,
1995) en situaciones adversas donde el riesgo de vuelco se incrementa (Sposaro et al., 2008).
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Fig. 2. Numero de raices por plato agrupadas por categorias diamétricas, para los genotipos CF29 y
Zenit en tres densidades poblacionales de cultivo (d1: 5.6; d2: 10 y d3: 16 pl.m™). Notar el cambio de
escala entre el primer panel y los restantes.

Fig. 2. Root number per root plate grouped by size category, for genotypes CF29 and Zenit grown at
three crop population densities (d1: 5.6; d2: 10; y d3: 16 pl.m™). Note the change on scale between the
left and remaining panels.

La fuerza de tension axial requerida para provocar la ruptura de las raices (como sucede durante el
vuelco de la planta), fue mayor en CF29 que en Zenit (p=0.003, Fig. 3). Esta propiedad mecanica de las
raices no fue afectada por el aumento de la densidad poblacional de plantas (genotipo x densidad
poblacional: p=0.16), por lo tanto, las mediciones hechas para las distintas densidades poblacionales
fueron agrupadas, y el andlisis se enfoco en las diferencias entre genotipos. En ambos genotipos la fuerza
de tension axial para provocar la ruptura de las raices se correlacion6 positivamente con el didmetro de las
mismas (Fig. 3). CF29 present6 una pendiente mayor que Zenit para esta relacion (test de pendientes: p<
0.0001, Fig. 3), indicando una mayor resistencia mecénica de sus raices. El efecto del tamafio de las
raices (“size effect”) sobre sus propiedades mecanicas ha sido recientemente estudiado en especies lefiosas
por Genet et al. (2005) y Bischetti et al. (2005). Estos autores demostraron la existencia de una
correlacion positiva entre el diametro y la fuerza de ruptura de las raices. Nuestros datos son consistentes
con esos resultados y nuestro trabajo es el primero, para una especie herbacea anual de interés econdmico,
en informar acerca de los efectos del tamafio de las raices sobre sus propiedades mecanicas.
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Fig. 3. Relacion entre fuerza de ruptura (N) de las raices y el diametro para los genotipos CF29 y
Zenit sembrados en tres densidades poblacionales de cultivo (d1: 5.6; d2: 10 y d3: 16 pl.m?). Las

ecuaciones para cada genotipo son y= 0.61x + 0.24 para CF29, y= 0.23x + 0.41 para Zenit. Las
lineas punteadas indican el intervalo de confianza del 95% para las ecuaciones ajustadas.

Fig. 3. Root failure threshold (N)/root diameter relationship for genotypes CF29 and Zenit, grown at
three crop population densities (d1: 5.6; d2: 10; y d3: 16 pl.m™). Equations for each genotype are y=
0.61x + 0.24 for CF29, y= 0.23x + 0.41 for Zenit. Dashed lines indicate the 95% confidence
intervals for the fitted equations.
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El analisis anatomico mostro que los genotipos CF29 y Zenit no difirieron en la proporcion de estela
en la seccion transversal de raiz (datos no mostrados), ni en el nimero de haces vasculares presentes en la
seccion (Fig. 4). Sin embargo, en el genotipo CF29, cuyas raices tuvieron una mayor resistencia a la
tension axial, el grosor de la pared de los haces vasculares fue un 30% mayor al encontrado en el genotipo
Zenit (Fig. 4c). Trabajos previos realizados sobre cultivos de trigo, cebada y arroz, han demostrado que
tanto el numero de haces vasculares como el grosor de sus paredes son parametros altamente
correlacionados con la tolerancia a las fuerzas de tension axial, como las generadas durante el fendmeno
de vuelco (Pinthus, 1973; Chatuverdi et al., 1995 citado por Oladokun y Ennos, 2006). Se sabe que el
contenido de celulosa y lignina estan positivamente correlacionados con la fuerza de tension axial de las
raices (Hathaway y Penny, 1975; Kokubo et al., 1989; Genet et al., 2005). Por lo tanto, raices del mismo
diametro y con similar nimero de haces vasculares, pero con mayor proporcion de lignina y celulosa en
sus paredes secundarias, brindan una mayor resistencia mecanica a la raiz. En este sentido, la mayor
proporcién de pared secundaria constitutiva de CF29 seria responsable, al menos en parte, de la mayor
resistencia de sus raices ante fuerzas de tension axial.
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Figura 4. Cortes transversales de raices de diametro similar de los genotipos CF29 (A) y Zenit (B). La
barra de escala es equivalente a 150 pm. En el cuadro (C) se muestra el nimero de haces vasculares y el
grosor de la pared de dichos haces para cada genotipo. En la parte inferior derecha de (A) y (B) se
muestran en detalle los haces vasculares para cada genotipo.

Figure 4. Transverse sections of roots of similar diameter of genotypes CF29 (A) and Zenit (B). Scale
bar represents 150 pm. In the table (C) the number and cell wall thickness of vascular bundles are
shown for each genotype. Inset photos (A) and (B) shown magnified (2.8X) sections of the stele
centered on vascular bundles.

En sintesis, se detectaron diferencias importantes tanto a nivel de sistema radical de la planta como a
nivel de raiz individual entre los genotipos que explicarian su tolerancia diferencial al vuelco. A nivel de
planta el genotipo tolerante CF29 tuvo una mayor biomasa total en el plato de raices que el susceptible
Zenit. Dicha biomasa estuvo especialmente concentrada en los primeros centimetros del suelo, estrato
donde se define gran parte del anclaje de las plantas. A su vez, la mayor biomasa radical registrada para
CF29 estuvo asociada con un mayor nimero de raices que en Zenit para todos los rangos diamétricos
explorados. A nivel de raiz individual, CF29 tuvo raices mas resistentes a las fuerzas de tension axial que
las del genotipo Zenit, detectaindose un mayor efecto positivo del diametro de las raices sobre dicha
variable a favor de CF29. A su vez, la mayor resistencia de las raices de CF29 estuvo relacionada con la
presencia de haces vasculares con paredes secundarias considerablemente mas gruesas que en Zenit. De
esta manera, estas caracteristicas diferenciales a nivel anatomico, morfoldgico y de biomasa radical entre
CF29 y Zenit definirian en conjunto un sistema de anclaje mas eficiente en el primer genotipo que
reducen las probabilidades de ocurrencia de vuelco de sus plantas.
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