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IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE SIETE ESPECIES DEL
GENERO Cuscuta L. DE IMPORTANCIA AGRICOLA Y FORESTAL
EN MEXICO
Sonia Monroy Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN

La importancia del diagnostico fitosanitario radica principalmente en la correcta
identificacion de los especimenes, que permite conocer el género y especie a la que
corresponden, mas cuando se trata de plagas cuarentenarias. Cuscuta spp., €s
considera una planta parasita, que afecta a sus hospedantes, ocasiona graves dafios y
pérdidas econdmicas y finalmente la muerte de sus hospedantes. La identificacion de las
especies de Cuscuta se ha basado en métodos morfoldgicos tradicionales; sin embargo,
la determinacién a nivel de especie es compleja por la metodologia y los tiempos que
implica; el objetivo de este trabajo fue generar una guia ilustrada que incluyera las
caracteristicas que apoyen a la identificacion de siete especies de Cuscuta de
importancia agricola y forestal en México, asi como la corroboracion de esta
identificacion mediante el uso de los marcadores moleculares ITS y trnL-F. Se usaron las
especies de Cuscuta campestris, C. chinensis var. applanata, C. tinctoria, C.
costaricencis, C. corymbosa var. stylosa, C. mitriformis, y C. indecora que se tenian
depositadas el herbario del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria, se identificaron
las especies con las claves taxonomicas de Yuncker (1932; 1965), Costea y Tardif
(2006), Costea et al. (2006, 2011, 2011a, 2012, 2013), medicion de estructuras y
comparaciéon de ejemplares, asi mismo, la identificacion molecular con los marcadores
moleculares ITS y trnL-F, los fragmentos se amplificaron y se secuenciaron, con lo que
se realizé un analisis filogenético. Los resultados de esta investigacion fueron una guia
pictografica en donde se presentan las principales caracteristicas taxondmicas que
ayudan a la identificacion de las siete especies de Cuscuta, asi como la obtencion de
los perfiles genético de los marcadores ITS y trnL-F de siete especies de Cuscuta de

importancia agricola y forestal para México.
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MORFOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF SEVEN SPECIES OF
THE GENERO Cuscuta L. OF AGRICULTURAL AND FOREST IMPORTANCE
IN MEXICO
Sonia Monroy Martinez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT

The importance of the phytosanitary diagnosis lies mainly in the correct identification of
the samples, which allows knowing the the species to which it corresponds, more when
it comes to quarantine pests. Cuscuta spp., Considers a parasitic plant, which affects the
host species, causing severe damage and economic losses, in most cases causing the
death of its hosts. The identification of the species of Cuscuta has been based on
traditional morphological methods; however, the determination of the species level is
complicated due to the methodology and the times involved; the objective of this work
was to generate an illustrated guide that includes the characteristics that support the
identification of seven Cuscuta species of agricultural and forestry importance in Mexico,
as well as the corroboration of this identification through the use of the ITS and trnL-F
molecular markers, samples of the species of Cuscuta campestris, C. chinensis var.
applanata, C. tinctoria, C. costaricencis, C. corymbosa var. stylosa, C. mitriformis, and C.
indecora found in the herbarium of the National Phytosanitary Reference Center, the
species were identified with the taxonomic keys of Yuncker (1932; 1965), Costea and
Tardif (2006), Costea et al. (2006, 2011, 2011a, 2012, 2013), measurements of structures
and comparison of examples, likewise, the molecular identification of was performed with
ITS y trnL-F molecular markers, the fragments were amplified and sequenced, then a
phylogenetic analysis was performed. The results of this research were a pictographic
guide where the main taxonomic characteristics that help to identify the seven species of
Cuscuta are presented, as is the case of the perfection of the genetics of the ITS and

trnL-F brands of their particular agricultural and forestry importation to Mexico.

Keywords: Alfalfa, tinctoria, herbal, PCR, trnL-F
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INTRODUCCION GENERAL

Las especies del genero Cuscuta son consideradas plantas parasitas (Costea, 2008b;
Costea y Stefanovi¢, 2010). Cuscuta es una planta, es cosmopolita y alrededor de un
75% de las especies se encuentra en el continente americano (Yuncker, 1932; Dawson
et al., 1994; Garcia y Martin, 2007; Stefanovi¢ et al., 2007; Costea et al., 2008).

Cuscuta, tiene importancia agricola y forestal, debido a las pérdidas que provoca en los
cultivos y a como contaminante en las semillas de cultivos que se movilizan entre las
naciones (Dawson et al., 1994). Se considera como una de las plagas mas dafiinas del
mundo (Parker y Riches, 1993; Costea y Tardif, 2006; Costea y Stefanovi¢, 2010). De
éstas aproximadamente 15 especies pueden producir pérdidas que van del 18 al 86%,
dependiendo el cultivo y el grado de infestacion (Mishra et al., 2007; Alsaadi et al., 2016).
Por lo que Cuscuta se considera el tercer grupo mas perjudicial de plantas parasitas en
el mundo, se les encuentra en cultivos de importancia agricola y forestal, como:
leguminosas forrajeras, plantas herbaceas, arbustos, arboles, alfalfa, trébol, frijoles, soja,
ardndano, zanahoria, remolacha azucarera (CAB International, 2019), citricos, tomate
(Ashton y Santana, 1976), papas (Selleck et al., 1979) y gramineas (Stefanovi¢ y
Olmstead, 2004), en primer lugar se encuentran las plantas de Striga y posteriormente
Orobanche (Parker y Riches, 1993; Costea y Tardif, 2006; Costea et al., 2011).

Las especies del género Cuscuta presentan una drastica reduccion de 6rganos
vegetativos, lo que limita la identificacion morfologica a través del uso de estructuras
reproductivas, mediante la diferenciacién de las flores de cada especie. La presencia de
escamas infraestaminales es una de las caracteristicas mas importantes para la
diferenciacion de especies de este género (Costea et al., 2012); sin embargo, a pesar de
existir informacién para la identificacidn morfolégica de las especies mediante claves
taxondmicas, es necesario estar familiarizado con el género y tener acceso a las
estructuras florales para el diagnostico, condicion que muchas veces no se tiene, por lo
que el uso de marcadores moleculares pueden apoyar en este proceso. Diferentes
trabajos sefialan su uso para la identificacion de especies de Cuscuta principalmente

para conocer la relacion filogenética entre estas, las regiones utilizadas son: rbcL



(ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa), nrLSU (Secuencias de nucleétidos de la subunidad
grande ribosémica nuclear), ITS (espaciadora interna del transcrito) y trnL (Espaciador
intergénico no codificante del cloroplasto) (Garcia et al., 2014; Costea et al., 2015). Por
otro lado, el Consorcio del Cédigo de Barras de la Vida (CBOL, Consortium for the
Barcode of Life por sus siglas en ingles) (2009), sugirio el uso de los genes matk y rbcL;
en tanto que, Kress y Erickson (2007) sefalaron el uso del trnH-psbA (espaciador
intergénico entre tRNA His y la subunidad del fotosistema Il); mientras que, el grupo del
codigo de barras de las plantas de China (China Plant BOL Group, 2011) utilizé la region
espaciadora del transcrito del DNA ribosoma nuclear (ITS2); de forma particular Alsaadi
et al. (2016) para la identificacién de C. campestris utilizo las regiones trnH-psbA y rbcL.
Sin que se tenga informacion de cuél es el o los marcadores moleculares que permiten
la diferenciacién entre las especies de importancia agricola para México que se puedan

utilizar en el diagndstico fitosanitario.

En México, de acuerdo a la NOM-043-FITO-1999 “Especificaciones para prevenir la
introduccién de malezas cuarentenarias a México”, se considera al género Cuscuta como
una plaga de importancia cuarentenaria, esto es que no esta presente en México o
estandolo se encuentra en un area localizada y esta regulada oficialmente. Dentro de
este género, se considera a Cuscuta campestris como una plaga reglamentada. En caso
de detectar una maleza reglamentada en campo, se debe colectar y enviar al Laboratorio
de Malezas del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) del Servicio Nacional
de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para realizar la
identificacion. Por lo que, ante la escasa informacion que apoye el diagnéstico de las
diferentes especies del género Cuscuta, es necesario generar una guia pictografica y un
protocolo de diagndstico molecular de marcadores moleculares para identificacion de las
especies de Cuscuta de importancia para México, que apoye a un diagnéstico rapido de
especies, que coadyuvare en la toma de decisiones en un menor tiempo y evitar dafos
o perdidas en cultivos de importancia agricola y forestal; sin la necesidad de requerir

estructuras morfolégicas especificas para su diagndstico.



OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar siete especies del género Cuscuta mediante morfologia y marcadores

moleculares.

Objetivos especificos

Identificar especies del genero Cuscuta mediante caracteres morfolégicos.
Generar una guia ilustrada de las caracteristicas morfologicas de las especies de
Cuscuta que apoyen su identificacion.

Identificar marcadores moleculares que puedan ser utilizados para realizar la
identificacion de especies de Cuscuta sp., por medio de analisis bioinformatico,
de secuencias depositadas en el banco de genes del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolédgica (NCBI).

Generar el perfil genético de siete especies de Cuscuta de importancia agricola y
forestal para México con los marcadores ITS y trnL-F.

HIPOTESIS

El uso de caracteristicas morfoldégicas y marcadores moleculares especificos
permitiran la diferenciacion de especies de Cuscuta de importancia agricola para
Mexico, acortando los tiempos de idenficacibn encomparacion con el diagnéstico

clasico.



REVISION DE LITERATURA

Origen del género Cuscuta

Cuscuta es una planta parasita, su primer registro fue publicado por Tournefort en el afio
1700. Actualmente cuenta con aproximadamente 200 especies y mas de 70 variedades,
tanto de plantas holoparasitas como hemiparasitas (Costea et al., 2008a; Costea y Tardif,
2006; Garcia y Martin, 2007; Stefanovid y Olmstead, 2005). Se considera uno de los
grupos mas diversos de plantas parasitas. La palabra Cuscuta tiene origen arabe, que
se traduce como "un mechén de cabello enredado” (Austin, 1980), en otros lugares se le
conoce como: Love Vine, Tangle Gut, Devil's Gut y Strangleweed, aunque el nombre
mas usado es Dodder (Dawson et al., 1994). Es un género cosmopolita, alrededor del
75% de las especies se encuentra en el continente americano (Yuncker, 1932; Dawson
et al., 1994; Garcia y Martin, 2007; Stefanovi¢ et al., 2007; Costea et al., 2008).

Clasificacion taxonOmica

La clasificacion del género Cuscuta, no estd muy clara, los primeros trabajos
relacionados con la taxonomia son de Jussieu en 1789, quien indico la relacion que
Cuscuta tenia con Convolvulus. Sin embargo, debido a que la morfologia de Cuscuta es
muy similar a la de las Convolvulaceae, algunos investigadores la ubican en la familia
Convolvulaceae (Austin, 1998; Cronquist, 1988; Stefanovi¢ y Olmstead, 2004; Takhtajan,
1997) y otros en la familia Cuscutaceae (Garcia y Castroviejo, 2003; Garcia et al., 2014).
Yuncker (1932) elaboré una monografia que dividia al género en tres subgéneros
Monogyna, Grammica y Cuscuta, con base en la morfologia de los estigmas y estilos. El
subgénero Monogyna (Engim.) Yunck, donde los arboles y arbustos son los principales
hospederos (Dawson et al., 1994), este subgénero presenta un gineceo con estilos
parciales o completamente unidos, estigmas capitados, conicos u ovados, representado
por nueve especies alrededor del mundo, principalmente en Asia y una especie en
América (Sherman et al., 2008); el subgénero Grammica (Lour.) Yunck., contiene dos
estilos desiguales, estigmas capitados, capsula circuncisil y es el grupo con mayor
diversidad de especies, aproximadamente 135, la mayoria de ellas se encuentra en

América (Yuncker, 1932; Guerra y Garcia, 2004) y por ultimo el subgénero Cuscuta, que



se caracteriza por un gineceo con dos estilos iguales y estigmas alargados, son alrededor
de 25 especies que se encuentran en el viejo mundo (Guerra y Garcia, 2004; Sherman
et al., 2008; Garcia et al., 2014).

Biologia, habitos, ciclo de vida y diseminacién

Las especies de Cuscuta presentan cantidades muy pequefias o no presentan clorofila
(Van Der Kooij et al., 2000), algunas especies pueden fotosintetizar de forma limitada o
localizada (Dawson et al., 1994; Hibberd et al., 1998; Garcia et al., 2014) por lo que
fueron consideradas "cripticamente" fotosintéticas (Funk et al., 2007; MacNeal et al.,
2007; Krause, 2008; Garcia et al., 2014).

El parasitismo se asocia a la reduccion o modificacion de estructuras vegetativas de
plantas, las hojas se reducen a escamas y las raices desaparecen y se reemplazan por
haustorios (Kuijt, 1969; Stefanovi¢ et al., 2007). Las plantas parasitas se encuentran en
al menos 13 familias, con aproximadamente 4000 especies, que equivale a 1% de
plantas angiospermas (Stefanovic et al., 2007); el terminé parasita, se refiere a que se
alimentan de sus hospederos (del griego para = al lado; sitos = alimento) y las mantienen
vivas hasta que han completado su ciclo de vida (Kaiser et al., 2015).

Las plantas parasitas se clasifican como parasitos obligados o facultativos; son parasitos
obligados si dependen totalmente de sus hospederos para completar su ciclo de vida,
pero si pueden sobrevivir por si mismas en ausencia de sus plantas hospedadoras seran
parasitos facultativos. También pueden dividirse en hemiparasitos, que dependen
parcialmente de una planta hospedera y pueden realizar la fotosintesis y holoparasitos
gue dependen completamente de la planta hospedante (Wright, 2011; Ranjan et al.,
2014).

El haustorio (del latin "haurire" = para beber) es otra caracteristica principal de todas las
plantas parasitas, con esta estructura penetran en el tejido de su hospedante y pueden
obtener los nutrientes, los solutos y los carbohidratos que se intercambian entre el

hospedante y el parasito (Dawson et al., 1994; Hibberd et al., 1998; Hibberd y Jeschke,



2001; Yoshida y Shirasu, 2009; Westwood et al., 2010). Pero esta absorcion difiere entre
especies; Striga se alimentan del xilema, mientras que Cuscuta y Orobanche, se

alimentan del floema (Revill et al., 2005).

Cuscuta spp., se puede definir como una holoparasita de tallo obligado, que crece en
gran variedad de climas y ecosistemas en casi todos los continentes (Yuncker, 1932;
Costea et al., 2009, 2011), la mayor diversidad de las especies se encuentra en América
(Garcia y Martin, 2007); parasitan principalmente plantas dicotiledéneas y algunas
monocotiledéneas (Dawson et al., 1994).

El ciclo de vida de Cuscuta comienza con la germinacion de las semillas. De acuerdo a
las condiciones ambientales y a las especies, las semillas pueden permanecer latentes
y viables en el suelo por un periodo de hasta 15 afios (Gaertner, 1950); la germinacién
de las semillas de Cuscuta se lleva a cabo en un intervalo de temperatura de 15 a 38 °C
con temperaturas optimas entre 30 y 33 °C (Hutchison y Ashton, 1980). Las semillas son
muy duras y las recién maduras son impermeables al agua. Para que puedan germinar,
las semillas deben de escarificarse, lo cual se produce en la naturaleza a través de la
intemperie, la accién microbiana del suelo u otras alteraciones naturales (Gaertner, 1950,
Hutchison y Ashton, 1980).

La germinacién de las plantulas de Cuscuta depende de reservas limitadas que tienen
las semillas y de la luz solar o luz incandescente (Runyon et al., 2006; Dawson et al.,
1994). Una vez que emergen las plantulas se produce un alargamiento y una torcedura
en el tallo de la plantula, con la finalidad de buscar a su hospedero, por medio de sefiales
guimicas (Press y Phoenix, 2005), al encontrarlo se une a este en un sentido contrario a
las agujas del reloj y deja de estar conectado al suelo (Lanini y Kogan, 2005; Runyon,
2010). Si su hospedero no esta vivo, ya que la planta parasita no distingue entre tallos
de plantas, estructuras de metal o de madera, la plantula morira en varios dias. Ademas,
la estructura anatomica de un hospedante puede retrasar el crecimiento de la planta

pardsita, evitando que el haustorio alcance los haces vasculares (Hassar y Rubin, 2003).



Posterior al contacto fisico entre la planta parasita y el hospedero, las células parasitas
epidérmicas y parenquimaticas comienzan a diferenciarse en un meristemo secundario
y desarrollan el pre haustorio, también conocido como disco adhesivo (Dorr, 1968; Heide-
Jorgensen, 1991). Las células prehaustoriales producen y secretan sustancias adhesivas
como pectinas y otros polisacaridos, 1o que refuerza la adhesion (Vaughn, 2002).
Conforme se va formando el haustorio este penetra en el tallo del hospedero a través de
una fisura. Posteriormente, comienza la formacion de hifas que se expanden a lo largo
de la pared celular del hospedero (Dawson et al., 1994). De esta manera, los tallos de
estas plantas parasitas se adhieren y penetran estableciendo una conexion vascular
(Kuijt, 1969; Dawson et al., 1994; Ranjan et al., 2014; Garcia et al., 2014); con eso inicia
la etapa de extraccion de fotoasimilados y minerales, como la sacarosa, el fosforo y el
potasio (Ziegler, 1975), Cuscuta crecera aproximadamente siete cm al dia, llegando a
cubrir 3 m? por dia sobre su hospedante y comenzara a formar una densa y gruesa capa
sobre él, lo que ocasionara que llegue a matarlo no solo por la absorcion de nutrientes,
sino también por bloquear el sol y disminuir la cantidad de fotosintesis que pueda realizar
(Lanini y kogan, 2005). Debido a la conexion entre el haustorio y el hospedero, algunas
especies de Cuscuta pueden actuar como vectores para la propagacioén de patégenos

de planta a planta (Heintz, 1989).

La dispersion de las diferentes especies del género Cuscuta se lleva a cabo por semillas
0 por propagacion vegetativa (Lanini y Kogan, 2005). Las semillas son pequefias, pero
pesadas y no estan adaptadas para la dispersion por viento, por lo que los humanos y
animales son su principal medio de diseminacién (Dawson et al., 1994). Ademas, de
dispersarse en semillas de cultivos contaminados, a través del intercambio internacional
de semillas o el movimiento de equipos o suelo (Cudney y Lanini, 2000). Para la
dispersion por medio de propagacion vegetativa, es necesario que vaya adherida en los
tallos de las plantas, dando como resultados la formacion de haustorios y el desarrollo
de la planta parasita (Lanini y Kogan, 2005). Debido a que esta maleza compite con los
cultivos por agua, luz, espacio y nutrientes, se encuentra en el listado de malezas

reglamentadas para México, por lo que es necesario que se realicen muestreos para



conocer el impacto que tiene esta maleza en los cultivos, lo que ayuda a que continuar

con la camparia de malezas reglamentadas.

Distribucion a nivel mundial y nacional

El género Cuscuta es cosmopolita, cuenta con aproximadamente 200 especies,
distribuida en casi todos los continentes, excepto la Antartida, desde los 60° al norte de
Europa, Asia y Sudéfrica, hasta los 47° en Argentina y Chile (Yuncker, 1932; Hunziker,
1950; Mabberley, 1997; Stefanovic¢ et al., 2007). La mayor diversidad de especies se
encuentra en América (Yuncker, 1932; Stefanovi¢ et al., 2007), principalmente en

regiones con clima célido y humedo (Dawson et al., 1994).

En Europa, se reconocen cinco especies nativas, de estas, C. europea L. es la mas
prominente, se encuentra en 58 paises y en dos estados de EE.UU, seguida de C.
pentagona y C. campestris que tienen una distribucién mundial y un amplio nimero de
hospederos (Kaiser et al., 2005). Otras especies como: C. chinensis Lam. y C. obtusiflora
Kunth se encuentran en Asia oriental y Europa; C. epithymum (L.) se encuentra en 60
paises y en 26 estados de EE.UU (CAB International, 2019). C. japonica Choisy,
pertenece al este de Asia. C. monogyna Vahl., se encuentra en el Mediterrdneo y Medio
Oriente, pero se extiende desde Francia al sur de Europa y Afganistan. C. reflexa Roxb.,
€S una especie asiatica que abarca desde la India y el Himalaya, se extiende desde
Pakistan hasta Afganistan, desde el sur hasta Sir Lanka, China e Indonesia (Braukmann
et al., 2012).

En México se han reportado mas de 60 especies (Carranza, 2008), entre ellas: C.
corymbosa, en los estados de Baja California Sur, Colima, Ciudad de México, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas, Veracruz (Villasefior y Espinosa, 1998), C. tinctoria, C.
indecora, C. chinensis var. applanata, C. costaricensis se han identificado en el estado
de Sonora (Costea et al., 2012).



Importancia econdmica

Algunas especies de Cuscuta son reconocidas por ser plagas en cultivos de importancia
agricola y forestal: leguminosas forrajeras, plantas herbaceas, arbustos, arboles, alfalfa,
trébol, frijoles, soja, arandano, zanahoria, remolacha azucarera (CAB International,
2019), citricos y tomate (Ashton y Santana, 1976), papas (Selleck et al., 1979) y
gramineas (Stefanovi¢ y Olmstead, 2004). Las perdidas reportadas van del 18 al 86%,
dependiendo el cultivo y el grado de infestacion (Mishra et al., 2007; Alsaadi et al., 2016).
Aproximadamente 15 especies pueden producir dafios considerables a los cultivos, por
lo que Cuscuta se considera el tercer grupo mas perjudicial de plantas parasitas en todo
el mundo, después de Striga y Orobanche (Parker y Riches, 1993; Costea y Tardif, 2006;
Costea, 2011).

Algunos reportes indican que la especie C. campestris, ocasiona pérdidas en 25 especies
de cultivos en 55 paises (Lanini y Kogan, 2005; Welsh, 2009). En México se tienen
reportes de pérdidas en cultivos de esparragos, garbanzos, lentejas, uvas, citricos,
melones, lespedeza, cultivos de flores, incluido el crisantemo y malezas (CAB
International, 2019). C. chinensis y C. obtusiflora se consideran un problema importante
en el cultivo de soja en China (Li, 1987; Parker y Riches, 1993). C. epithymum es un
grave problema en alfalfa, col, zanahoria, pimientos, papas, trébol morado, tomates y la
maleza Ulex europea (Parker y Riches, 1993; Holm et al., 1997; CAB International, 2019);
también puede encontrarse parasitando lino, plantas ornamentales y pastos (Holm et al.,
1997); los reportes de México indican que parasita arbustos, Pteridium esculentum y las

leguminosas como Trifolium y Medicago (CAB International, 2019).

C. europaea parasita cultivos de haba, ltpulo, cebolla, frambuesa y remolacha azucarera
(CAB International, 2019).

C. japonica Choisy tiene como hospederos a especies lefiosas y herbaceas (Parker y
Riches 1993). C. monogyna Vahl. se encuentra cominmente en citricos, olivos (Olea
europaea L.) y otros cultivos de frutas y hortalizas. C reflexa se encuentra principalme-
nte en arboles y arbustos perennes como café arabigo, cidra, lichi y melocoton (Parker y
Riches, 1993).



Cuscuta, al ser de importancia agricola y forestal, debido a las pérdidas que provoca en
los cultivos y a la infestacidon en las semillas (Dawson et al., 1994), se encuentra entre
las plagas mas dafiinas del mundo (Parker y Riches, 1993; Costea y Tardif, 2006; Costea
et al., 2010). Sin embargo, muchas especies de Cuscuta son ecoldgicamente
importantes, ya que son clave en los ecosistemas naturales (Press y Phoenix, 2005) y
algunas de ellas estan en peligro de extincion y requieren ser conservadas (Costea y
Stefanovi¢, 2009; Costea et al., 2009a; Costea et al., 2010; Braukman et al., 2012). La
mayoria de las politicas de biodiversidad nacional o internacional y las medidas de
manejo se basan en la erradicacion, sin importar que las especies de Cuscuta sean
plagas o se encuentren en peligro de extincion (Costea y Stefanovi¢, 2009; Garcia et al.,
2014).

En los ecosistemas, las plantas de Cuscuta tienen la capacidad de reducir la biomasa,
asi como modificar significativamente la estructura de las comunidades vegetales
(Pennings y Callaway, 2002). Por ejemplo, C. salina var. major, juega un papel
importante en la diversidad de las comunidades de plantas palustres (Pennings y
Callaway, 1996). C. jepsonii solo se tiene un holotipo recogido por Willis Linn Jepson en
1892 en California y como no se ha encontrado de nuevo durante mas de un siglo, se

cree que esta especie esta extinta (Costea y Stefanovi¢, 2009).

En la medicina tradicional, Cuscuta se utiliza en Asia, ya que presentan
inmunoestimulantes, antioxidantes y propiedades antibacteriales, ademas de efectos
benéficos para el sistema reproductor del humano (Bao et al., 2002; Gupta et al., 2003;
Pal et al., 2006; Costea et al., 2013).

Interaccion de Cuscuta con plantas resistentes

Existen algunas plantas que rechazan a las especies de Cuscuta, como las
monocotiledoneas, posiblemente por la disposicion de los haces vasculares o la
incompatibilidad de sefales que son importantes para las conexiones entre la planta
parasita y su hospedante (Dawson et al.,, 1994). Existen reportes que indican que

especies de la familia Malvaceae, como, Gossypium hirsutum e Hibiscus rosa-sinensis,
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no han sido penetradas por Cuscuta spp., pues se cree que los haces vasculares estan
bloqueados por un tejido (Capderon et al., 1985).

También se ha observado resistencia cuando C. reflexa interactia con tomate (lhi et al.,
1988; Albert et al., 2005, 2006; Runyon et al., 2010); después de 14 dias de la interaccién
con tomate, C. reflexa desaparece, pero especies como C. pentagona, C. suaveolens y
C. europea, pueden parasitar este cultivo sin ningun problema (Jiang et al., 2013; Ranjan
et al., 2014).

Manejo de Cuscuta

En 1995, Windsor acufio el término igualdad de derechos para los parasitos, con la
intencion de llamar a la comunidad cientifica a la parcialidad contra especies parasitas y
su conservacion. Este término aplica para Cuscuta, ya que se encuentra de manera
indiscriminada en listas de malezas nocivas e invasivas de muchos paises (Costea y
Tardif, 2006; Costea et al., 2013). En la lista de British Columbia Manitoba, Ontario, y
Quebec aparece como maleza nociva y como maleza restringida en Alberta (Costea y
Tardif, 2006). Ademas, en cargamentos de semillas que contengan semillas de Cuscuta

son sujetos a cuarentena (Costea y Tardif 2006; Costea y Stefanovi¢, 2009).

Debido a la capacidad que tiene esta planta parasita de causar dafios, el Servicio de
Inspeccion y Salud Animal de las Plantas (APHIS, por sus siglas en inglés Animal and
Plant Health Inspection Service) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
de Norteamérica (USDA, por sus siglas en inglés United States Department of
Agriculture) ha incluido Cuscuta spp., como maleza nociva. Aunque numerosas especies
de Cuscuta requieren medidas de conservacién, la mayoria de las politicas
internacionales de biodiversidad y medidas de manejo se inclinan hacia la erradicacion

de todas las especies de este género (Costea y Stefanovic¢, 2009, Garcia et al., 2014).

Si Cuscuta se establece en campo, se puede hacer uso de la rotacién de cultivos con
plantas no hospedantes, el retraso en la siembra y el uso de herbicidas (Dawson, 1987,

1990); para reducir las pérdidas a causa de esta planta parasita (Dawson et al., 1994;
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Stefanovi¢ y Olmstead, 2004; Costea y Tardif, 2006; Stefanovi¢ et al., 2007). Una vez
gue Cuscuta se une a su hospedero, es muy dificil controlarla (Lanini y Kogan, 2005).
Se han probado algunos cultivos genéticamente modificados, pero no se ha tenido un
resultado satisfactorio (Nadler-Hassar y Rubin, 2003). El principal método de control
contra Cuscuta es la exclusion, es decir la no introduccion de esta maleza en el campo.
La eliminacidbn mecéanica se puede realizar mediante la limpieza de semillas, pero no
siempre se eliminan todas durante los procesos de limpieza (Lanini y Kogan, 2005). Por
medio de la labranza las semillas se pueden enterrar para que no germinen. La
eliminacién en forma fisica consume tiempo y no se elimina por completo de las plantas
hospederas. La rotacion de cultivos con gramineas forrajeras durante dos o mas afios
puede disminuir significativamente el banco de semillas de Cuscuta spp., en campo. Las
plantulas emergen y mueren porgue rara vez las parasitan.

La infestacion por Cuscuta debilita las plantas hospederas y las hace susceptibles a

enfermedades secundarias, infestacion de insectos y nematodos (Lanini y Kogan, 2005).

Uso del codigo de barras para la identificacion de Cuscuta

La identificacion de las diferentes especies de plantas presenta cuatro limitantes, la
plasticidad fenotipica, uso de caracteres empleados que pueden llevar a una
identificacion incorrecta; taxones morfolégicamente cripticos que se pasan por alto
(Knowlton, 1993; Jarman y Elliott, 2000); el uso de claves morfoldgicas que se usan en
una etapa en particular del individuo que se va a identificar y finalmente el uso de claves
gue exige un alto nivel de experiencia, ocasionando que al no tener la practica existan

errores muy comunes en los diagnésticos (Hebert et al., 2003).

Por tal motivo, se busc6 una herramienta eficiente y confiable que aportara informacion
complementaria para la identificacién taxondmica de especies (Hebert et al., 2003) y se
decidi6 hacer uso de los marcadores moleculares, los cuales permiten identificar
especies conocidas y descubrir especies nuevas o desconocidas (Baker et al., 1996;
Hebert et al., 2003a; Gernandt et al., 2011; Gong et al., 2015; Divakar et al., 2016).
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El codigo de barras del DNA se basa en la informacién codificada en las secuencias de
nucleotidos de regiones conservadas del genoma y sirve como herramienta para la
identificacion de especies (Son et al., 2003; Hebert et al., 2004; Bafeel et al., 2011).

Por lo que este codigo es un método aceptado y confiable para la identificacion rapida y
precisa de especies de plantas utilizando marcadores de ADN que son pequefios y que
estan estandarizados (Hebert et al., 2003; Hebert y Gregory, 2005; China Plant BOL
Group, 2011; Chen et al., 2014 y Li et al., 2015). Sin embargo, el marcador molecular
COI mitocondrial (Subunidad 1 de citocromo oxidasa) que se utiliza en la identificacién
de animales, no es util en plantas debido a la baja tasa de sustitucion en el genoma
mitocondrial de las plantas (Fazekas et al., 2008, China Plant BOL Group, 2011). Por lo
gue CBOL Plant Working Group, 2009, propone el uso la combinacién de regiones del
nucleo, mitocondria y cloroplasto de las plantas para realizar andlisis filogenéticos,
diversidad genética y discriminacion de especies en diferentes organismos (Wattoo et
al., 2016).

Diferentes autores han sefialado diversos marcadores que sirven como cédigos de barra
de DNA para grupos de especie (Kress y Erickson, 2007; Sass et al., 2007; CBOL, 2009),
entre los que se encuentran los marcadores moleculares de la region espaciadora interna
del transcrito (ITS) y la regién trnH-psbA (espaciador intergénico entre tRNA His y la
subunidad del fotosistema Il) propuestos por Kress et al. (2005), los cuales presentan
una buena longitud y alta variacion intraespecifica; ademas, de servir como
oligonucledtidos universales, los cuales han sido ratificados por otros autores (China
Plant BOL Group, 2011; Yao et al., 2010; Saddhe y Kumar, 2018, CBOL, 2009), el intron
de cloroplasto trnL (UAA) se ha utilizado para reconstruir filogenias entre especies
estrechamente relacionadas (Scharaschklin and Doyle, 2005; McDade et al., 2005; Chen
et al., 2005) o para identificar especies de plantas (Ward et al., 2005). Ademas, esta
region es el unico intrén del Grupo | en el ADN del cloroplasto (Shinozaki et al., 1986).
Esto significa que tiene una estructura secundaria conservada (Palmer, 1991) con
alternancia de regiones conservadas y variables (Quandt et al., 2004). La zona del DNA
del cloroplasto trnL-F codifica el tRNA de la leucina (trnL) y el tRNA de la fenilalanina

(trnF), contando con cientos de bases de DNA no codificantes entre estos genes
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(Taberlet et al., 1991). Asi mismo, Lahaye et al. (2008) y Newmaster et al. (2008),
establecieron que la region trnH-psbA y el gen maturasa K (matK), serian regiones
potenciales como cddigos de barras, ya que con ellos se observé una mayor variacion
interespecifica. Con base en lo anterior, el Grupo del Cddigo de Barras de la Vida (CBOL)
recomendo el uso de una combinacion del marcador matK y rbcL (ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa) como el codigo de barras de las plantas (CBOL, 2009; Bafeel et al., 2011;
Saddhe y Kumar, 2018), debido a que estas dos regiones de ADN de cloroplasto
presentaron una recuperacion eficiente de secuencias de buena calidad y altos niveles
de discriminacion de especies (Burgess et al., 2011). Otros marcadores pueden ser rpoB
(ARN polimerasa subunidad beta) y rpoC1 (ARN polimerasa cadena beta) que son genes
codificantes de proteinas, y de atpF-atpH (ATP sintasa CFO subunidad B) y psbK-psbl
(fotosistema Il de la proteina K y fotosistema Il de la proteina I) que son espaciadores

intergénicos no codificantes (CBOL, 2009).

Ante la complejidad del uso de regiones pequefias en la taxonomia de las plantas, se
han propuesto un cédigo de barras donde se usa todo el genoma del cloroplasto y un
cbdigo de barras especifico, lo cual serviria en gran medida para la identificacion de
plantas (Li et al., 2015).

Sistema de diagnéstico
Para la identificacion de especies, se puede realizar mediante diagndstico morfolégico
con un reducido numero de caracteres (Capitulo 1) o por medio de marcadores

moleculares.

Diagnostico Molecular

El codigo de barras es una técnica de identificacion molecular de especies de animales,
plantas u hongos que consiste en la utilizacion de una pequefia region de un gen (DNA
Barcode). Esta técnica la propuso Paul Hebert de la Universidad de Guelph (Canadd) en
2003 (Hebert et al., 2003). EIl codigo de barras biologico consiste de la amplificacion de
un fragmento de ADN, que comparten las especies de estudio, y que presenta diferentes

tasas de variacion, lo que permite identificar especies, separar especies cripticas, realizar
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estudios de evaluaciones de biodiversidad, estudios de vida y ecoldgicos entre otros
(Cheng et al., 2016).

Para la identificacion de plantas se hace uso de marcadores moleculares, los cuales
utilizan la amplificacion de fragmentos del genoma comun en las especies y niveles altos
de variacion que permite la difereciacion a traves de la comparacion y la identificacion de
mutaciones en la secuencia de acidos nucleicos, los cuales superan las limitaciones de
los métodos tradicionales, y son de gran apoyo en el diagnostico fitosanitario debido a
gue son rapidos, no requieren un estado fenoldgico o region especifica del organismo, y
los resultados tienen un alto nivel de confiabilidad , sin la necesidad de especialistas en
el grupo taxonémico de estudio (Phillips et al., 1995; Rallo et al., 2002).

Para poder utilizar el Sistema de Cddigo de barras para la identificacion de plantas, es
necesario que se cumplan los siguientes criterios en un marcador molecular:
e Marcador molecular variable para discriminar entre especies, pero conservarse
para ser menos variable dentro de las mismas especies.
e Estandarizado, con la misma region de ADN utilizada en la medida de lo posible
para diferentes grupos taxondmicos.
e Debe tener informacion filogenética para asignar facilmente las especies a su
grupo taxonémico.
e Tener sitios conservados, amplificaciones y secuenciaciones de ADN confiables.
e La region del ADN objetivo debe ser lo suficientemente corta para permitir la
amplificacion del ADN degradado (Taberlet et al., 2007; Wallinger, 2012).

Aunque un marcador molecular que cumpla todos estos criterios como tal no existe.

Para Valadez y Kahl (2000) un marcador molecular es cualquier molécula de proteina,
RNA o DNA de tamafio o peso molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar
la separacion de especies. Los marcadores del DNA son pequefias secuencias de DNA
gue se obtienen de diferentes individuos y permiten detectar el polimorfismo entre una
poblacién o la variacion entre especies. De acuerdo a Karp y Edwards (1998) dentro de

este grupo se incluyen tres categorias basicas.
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e Métodos que no se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por
ejemplo, RFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) y VNTRs.
(nimero variable de repeticiones en tandem).

e Teécnicas que utilizan oligonucledtidos arbitrarios o semiarbitrarios. Por ejemplo,
MAAP (Iniciadores de PCR multiples aleatorios), RAPD (Amplificacion Aleatoria
del DNA Polimorfico), RAMPO (Polimorfismo de microsatelite amplificado al azar).

e PCR con sitio “objetivo especifico”. Por ejemplo, SSR (Secuencias simples

repetidas), ISSR (Inter secuencias simples repetidas).

Las plantas presentan genomas mitocondriales similares a los cloroplastos que
evolucionan muy lentamente para proporcionar una variacion suficiente, por lo que es
necesario secuenciar varias regiones de ADN (Chase et al., 2005), incluidos fragmentos
nucleares y de cloroplastos, como la region espaciadora interna del transcrito (ITS) del
cistron ribosémico nuclear 18S — 5.8S — 26S (Alvarez y Wendel, 2003) o la region
intergénica del cloroplasto trnH-PsbA (Kress et al., 2005).

Los marcadores moleculares sirven para estudiar procesos como la transmision, la
evolucion de la especificidad del huésped y los patrones de especiacion. Ademas, de la
busqueda de especies cripticas (morfolégicamente similares, pero genéticamente
distintas) (Hung et al.,, 1999; Jousson et al., 2000; Leignel et al., 2002). El uso de
marcdores moleculares con un sistema de muestreo en un espacio geografico permite
hacer un andlisis filogeograficos, con lo que es posible identificar regiones geograficas
independientes histéricamente y evolutivas (Bermingham y Moritz, 1998), comprender la
historia de la colonizacion de especies. Este tipo de estudios, no solo son para conocer
el origen de especies y los niveles de diversidad genética en su rango nativo (Criscione
et al., 2005), sino también para identicar el patron de diversificacion de las especies y la

implementacion de medidas de control.

Para la identificacién de plantas se pueden utilizar primers especificos en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (King et al., 2008). Sin embargo, el alineamiento de las

secuencias no codificantes del cpDNA presentan gran variabilidad entre especies
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estrechamente relacionadas (Bakker et al., 2000). Por lo que no se tienen muchos
primers especificos disponibles para la identificacion de plantas y la mayoria de ellos se
han obtenido del ADN nuclear (McNickle et al., 2008; Mommer et al., 2008).

De las regiones propuestas por el codigo de barras para diversos grupos de plantas, se
han usado para identificar plantas terrestres los marcadores moleculares rbcL, matK,
ycfl e ITS (Chase et al., 2007; Kress y Erickson, 2007; Hollingsworth, 2011; Dong et al.,
2015); para algas verdes rbcL, ITS y tufA (Saunders y Kucera 2010; Buchheim et al.,
2011); y paraalgas rojas ITS y CO1 (Saunders, 2005; Robba et al., 2006; Hu et al., 2009).

Algunas regiones propuestas por la CBOL, 2009, se han usado para la identificacion de
cactaceas, en combinacién con otros marcadores, a nivel de familia matK y trnL-F a nivel
de tribu trnQ-rps16, rpl32-trnL, psbA-trnH y nuclear ITS a nivel de género rpll6 y psbA-
trnH en Mammiillaria; rbcL, matK y psbA en Pereskia; rpl16 y trnL-F en Peniocereus; atpB-
rbcL, trnK-rps16 y trnL-trnF en Rebutia; trnS-G, trnL y rlp16 en Echinopsis y seis genes
de cloroplasto y dos nucleares en Opuntia (Garcia et al., 2013). La combinacion de matK
+ rbcL ha permitido la discriminacion entre especies en mas de 72% (CBOL, 2009). En
plantas medicinales se han usado los marcadores trnH-psbA, matK, rbcL, subunidad de
RNA polimerasa de cloroplasto (rpoC1), ycf5, ITS2 e ITS. En donde ITS2 obtuvo un
92.7% de discriminacion. Los marcadores de plastidos rbcL y matK loci mostraron una
resolucion pobre en géneros ricos en especies y taxones complejos de Lysimachia,

Ficus, Holcoglossum y Curcuma (Saddhe y Kumar, 2018).

Los ITS (Internal Transcribed Spacer) al encontrarse entre los genes del RNA ribosomal
de la subunidad mayor y menor del DNA nuclear y presentar una alta variabilidad
permitiendo diferenciar individuos relacionados genéticamente (Atkins y Clark, 2004), se
propusieron como marcadores moleculares del cédigo de barras para plantas con flores
(Kress et al., 2005); de acuerdo a estudios que se han realizado, se recomienda una
combinacién de marcadores moleculares del genoma nuclear y del genoma del plastido
para poder obtener una identificacion precisa de las especies (Chase y Fay 2009;
Fazekas et al., 2008; Roy et al., 2010).
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Las regiones codificadoras conservadas de esta region son utilizadas para estudiar
familias, mientras que las regiones con tasa de mutacion més alta, como los ITS 1y 2,
gue pertenecen al transcrito de ADN nuclear (Figura 1), se utilizan para comparar
especies 0 géneros cercanos. Los oligonucledtidos usados para la amplificacion de los
ITS son altamente conservados, estos se encuentran entre los genes ADNr 18 y 26 S.
(Soltis et al., 1998). De estos los mas utilizados son ITS1 + ITS4 (White et al., 1990), los
cuales fueron disefiados para la amplificacion de hongos. Estos presentan bajo
porcentaje de amplificacion en las PCR y de secuenciacion (Hollingsworth, 2011), a

pesar de esto, se siguen utilizando en la identificacion de especies de plantas.

Region Region
ITS1 ITS2

18S 5.8S 26S

ITS1» «ITS4

Figura 1. llustracion de los primers ITS. ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG3) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC 37). Los oligonucleétidos amplifican la region del extremo final del
gen 18S, incluye la region ITS1, el gen 5.8, la region ITS2 y el extremo inicial del gen 26S.

Las regiones no codificantes del DNA de cloroplasto (cpDNA) se han usado para estudios
filogenéticos a nivel interespecifico e intraespecifico debido a su alta tasa evolutiva
(Shaw et al., 2005). La region trnT (UGU) a la region trnF (GAA) del cpDNA (Figura 2)
contiene regiones variables no codificantes ademas de los genes trn conservados. Por
lo que los seis oligonucleotidos (a-f) que se encuentran en esta regién pueden amplificar
3 secciones no codificantes, incluida la regidén espaciadora intergénica entre trnT (UGU)
y el exén trnL (UAA) 5 ‘(primers a y b), el intron trnL (UAA) (oligonucleétidos c y d), y la
region espaciadora intergénica entre el exén y trnF trnL (UAA) 3 'y trn F (GAA) (primers
ey f) (Taberlet et al., 1991).
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trnLan trnLan
trnS g rps4 trnT gy 5"Exon 3'Exon  trnFg,,

Figura 2. Region trnT (UGU) — trnF (GAA) en plantas. Las cajas negras representan

(o] 2 <F

regiones codificantes, las regiones variables se representan por cajas sombreadas. El
tamafio y la posicion de las regiones variables cambian de acuerdo al grupo de estudio. La
localizacién de los oligonucleétidos se indica con las letras (C y F). La longitud de la regién
presentada estd basada en la regién de Campylopus flexuosus. Tomado y adaptado de:
Quandt et al. (2004).
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CAPITULO I. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE SIETE ESPECIES DEL
GENERO Cuscuta DE IMPORTANCIA AGRICOLA PARA MEXICO

1.1. Introduccion

En general la identificacion de especies vegetales, se realiza mediante taxonomia,
usando caracteristicas morfolégicas como son: tamafo, forma, color, tipos de hojas,
flores, frutos, semillas, entre otras (Cullen, 2006). No obstante, aunque esta identificacion
sea de gran ayuda, puede presentar algunas limitaciones que deben de considerarse al
momento de realizar la identificacion de una especie, estas limitantes son la plasticidad
fenotipica y variabilidad genética de las caracteristicas usadas para la identificacion de
las especies (Chase y Fay, 2009; Jarman y Elliott 2000), existencia de taxones cripticos,
la poca utilidad de las claves taxon6micas en una etapa fenolégica de la planta y la falta
de especialistas en cada uno de los grupos de interés (Hebert et al., 2003a;
Ratnasingham y Hebert, 2007; Paz et al., 2011).

Puede existir una limitante en la plasticidad fenotipica y la variabilidad genética en los
caracteres para la identificacion de especies (Paz et al., 2011), ya que los genotipos
tienen la habilidad de producir diferentes fenotipos en respuesta a las condiciones
ambientales en que se desarrollan. Las plantas usan la plasticidad fenotipica para
modificar su morfologia y fisiologia con el fin de adaptarse al medio ambiente donde

crecen (Palacio-Lopez y Rodriguez-L6pez, 2007).

Por otro lado, no se estudian taxones morfolégicamente cripticos que son comunes en
muchos grupos (Hebert et al.,, 2003). Ademas, las claves taxonomicas con las que
usualmente se cuentan son utiles para una etapa fenoldgica del individuo, ya que la
caracteristica morfolégica que se busca para la identificaciéon es usualmente en edad
adulta, por lo que una clave solo seria util en ese momento (Hebert et al., 2003; Paz et
al., 2011). Por ultimo, el uso de estas claves taxonémicas requiere de un elevado nivel

de conocimientos para evitar diagndsticos incorrectos (Chase y Fay, 2009).
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En la actualidad se identifica una planta mediante comparacion directa con ejemplares
de herbario o con la ayuda de claves taxondmicas, generando que nuevas especies sean
identificadas y se les pueda dar un nombre cientifico; basandose en el Cadigo
Internacional de Nomenclatura Botanica; con el nombre de un taxén se puede obtener
informacion como distribucion, clima, habitat, etc. La identificacion de especies por medio
de taxonomia ayuda al reconocimiento de la vegetacion de cada pais, asi mismo
proporciona estudios de flora o revisiones de grupos taxonémicos, si la informacién se
basa en ejemplares de herbarios se puede obtener informacion sobre el rango de
variacion de las especies debido a las condiciones ambientales o0 a las respuestas
genéticas de su adaptacion (Benitez et al., 2006). Basandonos en las caracteristicas
antes mencionadas, es factible decir que, la identificaciébn de especies por medio de

taxonomia seguira usandose continuamente.

1.1.1. Sistema de diagnéstico

1.1.2. Diagnostico por caracteres morfolégicos

La identificacién de plantas se realiza mediante el uso de claves taxonémicas y/o por
comparacion de caracteristicas con ejemplares de herbario previamente identificados.
Los caracteres para la identificacion son principalmente de la etapa adulta, flor, fruto y
semillas. La persona que realiza esta identificacion debe conocer la familia a la que
pertenece la planta a identificar, lo cual reduce la busqueda del género y la especie.
Ademas de conocer y estar familiarizado con los caracteres que se utilizan en las claves
taxondmicas, para una correcta separacion de los taxones, en si, una clave resume la
combinacién de caracteres que deben de analizarse para poder identificar una planta
(Garcia-Beltran et al., 2017).

1.2. Descripcién y morfologia de Cuscuta

Las especies del género Cuscuta, se consideran plantas parasitas por que dependen de
otras plantas de forma total o parcial para su supervivencia. Plantas anuales o en
ocasiones perennes (Costea y Tardif, 2006). Presentan tallos filiformes trenzados de
color verde palido, hojas pequeias reducidas a escamas, con flores pequefias, no
presenta raiz (Kuijt, 1969; Wright, 2011; Braukman et al., 2012).
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Cuscuta es uno de los grupos mas diversos de la familia Convolvulaceae, debajo de la
tribu Ipomoeae (“gloria de la mafana”) (Yuncker, 1932). Las diversas especies de
Cuscuta se identifican con base a las estructuras florales y frutos (Figura 3); a la formay
tamafio del céliz y la corola, morfologia del estilo y estigma, asi como, de la dehiscencia
de la capsula, debido a que presenta estructuras vegetativas reducidas y variabilidad
infraespecifica (McNeal et al., 2007; Alsaadi, 2016). Sus tallos filiformes miden de 0.3 a
2.0 mm de grueso, amarillos, naranjas o rojizos, glabros, que se enroscan de forma
dextrorsa y se adhieren al hospedante por medio del haustorio (Costea y Tardif, 2006;
Carranza, 2008). Las inflorescencias de plantas de Cuscuta, son estructuras cimosas,
pero pueden ser cimas abiertas hasta grupos densos y globulares; ademas, de flores
gue se pueden enroscar alrededor de los tallos del hospedero. No todas las flores de una
inflorescencia se abren a la vez, pero en el caso de las plantas de Cuscuta, presentan
cientos de flores abiertas en muchas inflorescencias (Gémez, 1994; Wright, 2011). Sus
flores miden aproximadamente 5.0 mm, son hermafroditas y actinomorfas, para expresar
los caracteres de las flores de Cuscuta se indica con la siguiente formula: K(5)[C(5)
A5]G(2), que significa que es una dicotiledonea pentamera, caliz con cinco sépalos
unidos, corola con cinco pétalos juntos, androceo con cinco estambres unidos a los
pétalos, gineceo supero con dos carpelos (Yuncker, 1932; Kuijt, 1969). El perianto es de
tonos blanco-crema hasta rosas débiles y rojos purpareos. El caliz es gamosépalo
generalmente persistente en el fruto (Yuncker, 1932), mas corto que la corola,
ocasionalmente mas largo y envolvente, I6bulos variables, obtusos, agudos o
acuminados, en algunas especies con proyecciones a manera de espolones o cuernos
(Costea y Tardif, 2006; Carranza, 2008), la corola es gamosépala de forma variable,
campanulada, tubular o cupular, lI6bulos variables por lo regular ovados a lanceolados,
erectos a extendidos, en ocasiones inflexos, obtusos, agudos o acuminados,
comunmente con apéndices dentados, orlados o fimbriados, llamados escamas
infraestaminales (Costea y Tardif, 2006; Carranza, 2008), fusionados con el tubo del
estambre de la corola adaxial, estas escamas pueden ser solitarias o unidas por puentes
de tejido (Yuncker, 1932) (Figura 4), aungue aun no se ha determinado la funcién de las
escamas infraestaminales (Stefanovic et al., 2007), algunos autores sugieren que sirven

como proteccion y/o que estan involucradas en la polinizacion (Heide-Jorgensen, 2008).
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Estambres alternados con los I6bulos de la corola, insertos en o cerca de los senos,
anteras ovadas, oblongas u orbiculares, sésiles 0 mas comunmente sobre filamentos
delgados o0 mas o menos subulados; ovario bilocular, cada l6culo con 2 6vulos anatropos,
dos estilos terminales, separados o en ocasiones mas 0 menos unidos, estigmas
capitados o lineares; fruto a manera de capsula globosa u ovoide, dehiscente e
indehiscente, reventando irregularmente, o bien, abriendo por una linea de circuncision
regular o irregular cerca de la base; semillas de una a cuatro por capsula, con frecuencia
maduran soélo de 1 a 3, lisas o ligeramente arrugadas, rodeadas por el area umbilical,
hilo pequenio, circular o alargado, embridon delgado, rodeado por una delgada capa de

endospermo (Costea y Tardif, 2006; Carranza, 2008).

Derivado de la complejidad para realizar una adecuada identificacion de las especies del
género Cuscuta, el objetivo del presente trabajo fue elaborar un estudio sobre siete
especies del género Cuscuta, con reporte de presencia en México, y generar una guia
ilustrada que incluya caracteristicas que apoyen a la identificacion de estas especies; asi
mismo, elaborar un mapa de distribucién geografica a nivel nacional de las especies

identificadas en campo que estan afectando a cultivos de importancia agricola y forestal.
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Figura 3. Caracteres florales y formas de la corola. A, Flor 1) longitud del tubo de la corola,
2) longitud superior de los estambres al tubo de la corola, 3) ancho de los I6bulos de la
corola, 4) diametro de la boca del tubo de la corola, 5) diametro del tubo de la corola en las
puntas del I6bulo del caliz, 6) longitud del caliz, 7) ancho del pedicelo, 8) ancho del caliz.
B, Gineceo 9) ancho de ovario, 10) longitud del ovario, 11) longitud del estigma, 12) ancho
del estigma, 13) ancho promedio del estilo, 14) longitud media del estilo. Medidas en
milimetros de imagenes calibradas. C, Formas de la corola. 1) Cupular, 2) campanulada,

3) cilindrica o tubular, 4) globosa. Tomado y adaptado de Wright et al. (2012).
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Figura 4. Diagrama de flores de Cuscuta, caracteristicas florales. A) Diagrama de flor con
un caliz gamosépalo y escamas fusionadas, corola y androceo. B) Mediciones de las
escamas infraestaminales. 1) longitud total de la escama (puente y fimbria), 2) largo de la
escama (no se incluye el puente), 3) ancho de la escama (incluyendo fimbrias), 4) longitud

del puente, 5) longitud de la fimbria. Tomado y adaptado de Riviere et al. (2013).

1.3 Materiales y métodos

Desde el 2011, el laboratorio de Malezas del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF) recibié de los 17 estados donde estéd vigente la Campafia contra Malezas
Reglamentadas, ejemplares de Cuscuta que se encontraban parasitando cultivos,
arboles o malezas. Por lo que se decidié revisar los ejemplares depositados en el
Herbario del CNRF y ejemplares que se recolectaron con presencia de estructuras
florales para su identificacién, en los recorridos de campo que se hicieron durante 2018
en el estado de México, Morelos y Sonora (Figura 3), que se encontraban parasitando
cultivos de importancia agricola o forestal, ademas, que presentaran las estructuras

florales para su identificacion.
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El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del CNRF de la Direccion General de
Sanidad Vegetal, en el Laboratorio de Roedores, Aves y Malezas. Se revisaron 56
ejemplares depositados en el herbario del laboratorio para confirmar su identificacion y
se realiz6 una colecta de tres ejemplares con presencia de estructuras florales para su
identificacion (Cuadro 1), que se encontraban parasitando cultivos de importancia
agricola o forestal, en recorridos de campo en el Estado de México, Morelos y Sonora
(Figura 3), los ejemplares recolectados se fotografiaron in situ, con una camara Canon,
EOS 1000D (Canon Mexicana, S. de R.L. de C.V., CDMX, México). En total, se

analizaron 59 ejemplares.

Los ejemplares recolectados se llevaron al laboratorio para su posterior identificacion.
Cada uno de los especimenes se identifico usando las estructuras florales, siguiendo la
metodologia de acuerdo a Wright (2011); de cada ejemplar se removieron algunas flores
y se colocaron en un vaso de precipitado de 50 mL, se agregd etanol al 50% para
rehidratarlas. Posteriormente, se coloco el vaso sobre una plancha de calentamiento con

agitacion hasta alcanzar el punto de ebullicion.

Después de enfriarse, las flores se tomaron con una pinza de relojero, se depositaron en
una caja Petri con alcohol al 50%, se observaron en un microscopio estereoscopio Stemi
2000-C, (Carl Zeiss de México, S. A. de C. V., CDMX., México) posteriormente, se
separaron las partes, para observar los caracteres taxonémicos de la flor: céliz, corola,
escamas infraestaminales, estilos, estigmas, capsula y semillas. Con la camara
fotografica AxioCam ERc5s y el software ZEN 2012 blue edition (Carl Zeiss de México,
S. A. de C. V., CDMX., México), se tomaron fotografias de estos caracteres, utilizando

diferentes aumentos segun el tamafio de las estructuras.
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presente investigacion.

Cuadro 1. Informacion de los ejemplares de Cuscuta que se revisaron y recolectaron en la

. - . . . Fecha de
Especies Estados Municipio Cultivo Latitud Longitud recolecta
. Autlan de
Jalisco Navarro Alfalfa 19.8166 -104.2578 13/05/2013
Cuscuta Jalisco Autlan de Alfalfa 19.76287 -104.30277  10/10/2012
campestris Navarro
Yunck. Hidalgo Metztitlan Zanahoria 20.60418 -98.79147 13/04/2018
Sonora Huatabampo Cartamo 26.84097 -109.66437 12/06/2017
Cuscuta Zacatecas Ojo caliente Frijol 22.99282 -102.29036 17/09/2012
chinensis
Lam. var. Zacatecas Guadalupe Chile 22.63279 -102.22033 06/092013
applanata
(Engelm.)
Costeay Chihuahua Juérez Alfalfa 31.45411 -106.19349 17/08/2015
Stefanov.
Distrito federal Xochimilco Maiz criollo 19.253056 -98.991806 03/11/2009
Cuscuta Morelos Zacatepec Bugambilia 18.65586 -99.19257 10/02/2014
corymbosa
Ruiz y Pav. Eﬂgii‘ége Chalco Huazontle 19.23616 -98.93892  30/10/2014
var. stylosa
Engelm. Hidalgo El Arenal Pirdl 20.18408 -99.89152 22/06/2015
Morelos Amacuzac Cultivo de 18.61926 -99.33846 10/02/2014
Papalo
Querétaro San ‘g‘gn del Maiz 20.4368 -100.04273  10/10/2011
Cuscuta
costaricensis Querétaro Corregidora Alfalfa 20.45179 -100.39243 17/10/2012
Yunck. Rincén de
Aguascalientes Romos Membirillo 22.22177 -102.27663 04/09/2018
Chihuahua Delicias Alfalfa 28.16539 -105.49928 30/06/2015
Hidalgo San Salvador Alfalfa 20.2842 -99.0203 28/04/2015
Nuevo Leon General Teran Guaje 25.41515 -99.55708 21/10/2013
Querétaro Colén Alfalfa 20.7641 -100.031012 22/10/2014
Hidalgo Chapantongo Alfalfa 20.28282 -99.41673 07/07/2017
Sonora Hermosillo Alfalfa 20076355  -110.941672 . SN
informacion
Chihuahua Julimes Alfalfa 28.48255 -105.45563 25/07/2014
Chihuahua Julimes Alfalfa 28.48203 -105.44769 25/07/2014
Cuscuta
indecora Chihuahua Rosales Alfalfa 28.4583 -105.58012 24/07/2014
Choisy
Chihuahua Galeana Alfalfa 30.002209 -107.5479 29/07/2014
Chihuahua Buenaventura Alfalfa 29.96421 -106.81811 29/07/2014
. San Francisco
Chihuahua de Conchos Alfalfa 27.5818 -105.3533 21/06/2015
Chihuahua Buenaventura Alfalfa 29.95271 -106.77189 25/06/2015
Chihuahua Delicias Alfalfa 28.26434 -105.4239 30/06/2015
Chihuahua Ojinaga Alfalfa 29.56373 -104.45871 21/07/2015
Chihuahua Ojinaga Alfalfa 29.55995 -104.43341 21/07/2015
Chihuahua Juéarez Alfalfa 31.3704 -105.97718 17/07/2015
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Sin

Chihuahua R. el Refugio Alfalfa 26.70881 -105.14914 . i
informacion
Hidalgo Tlahuelilpan Alfalfa 20.11121 -99.22571 11/12/2014
Hidalgo IXmiquilpan Alfalfa 20.46174 -99.14112 04/12/2013
Hidalgo Chicuautla Alfalfa 20.39859 -99.19546 10/06/2014
Hidalgo Ajacuba Alfalfa 20.13446 -99.08709 26/06/2014
Hidalgo Col. Morelos Alfalfa 20.24116 -99.145 14/04/2015
Nuevo Ledn General Teran Limoén 25.24757 -99.71989 18/10/2013
Nuevo Leén  General Teran ﬁ”f”‘cuas y 25.3173 -99.74506 01/11/2012
uizaches
. . Anacuas y
Nuevo Leon General Teran huizaches 25.31602 -99.74378 01/11/2012
. , Ebanos y
Nuevo Leon General Teran huizaches 25.31761 -99.71841 01/11/2012
NuevoLeon  General Teran ~ ~nacuasy 25.3173 -99.74506 01/11/2012
Huizache
Nuevo Le6n Allende C?fr‘iz";‘éro 25.3148 -100.04552  30/10/2012
Nuevo Leén Allende Cgﬁgﬁ‘:" 25.3148 -100.04552  30/10/2012
Puebla Oriental Alfalfa 18.34015 -97.22921 03/02/2011
. Ezequiel
Querétaro Montes Alfalfa 20.65597 -99.95792 29/05/2014
Querétaro El Marqués Alfalfa 20.53541 -100.1936 29/07/2014
Querétaro El Marques Alfalfa 20.755712 -100.364709 11/09/2014
Querétaro Toliman Alfalfa 20.8773 -99.9956 _Sin
informacion
Querétaro San Juan del Alfalfa 20436141  -100.06279 . N
Rio informacion
CDMX Xochimilco Ebo 19.18443 -99.12026 12/07/2016
Cuscuta dod S
mitriformis Estado de . . ] in
Engelm. Ex México Juchitepec Frijol 19.08668 98.90679 informacion
Hems. Estado de Ixtapaluca Ebo 19.36572 98.84572  30/11/2016
México
Querétaro Querétaro Pira 20.58849 -100.43378 10/09/2013
. . arbol en zona Sin
Cuscuta Aguascalientes  Aguascalientes urbana 21.8866 -102.3172 informacion
tinctoria Estado de ) -
Mart. ex Mexico Tecamac Pird 19.710248  -98.974305  07/09/2018
Engel p
ngeim Morelos Tepoztlan Arbol forestal 18.9538 -99.09608 20/07/2018
Hidalgo Chicuautla Pira 20.32685 -99.22945 26/05/2014
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Las fotografias de las diferentes estructuras de la flor, se ensamblaron mediante el
programa CombineZP 1.0 (CombineZ-Pyramid por sus siglas en inglés) (Hadley, 2006),
con la finalidad de obtener una sola fotografia de calidad de cada estructura. Se usé el
programa GIMP 2.10.0 (GNU Image Manipulation Program, por sus siglas en inglés),
para limpiar el fondo de las fotografias y agregar la escala milimétrica. Se realizaron
algunas mediciones de las caracteristicas florales con el programa ZEN 2012 blue
edition, (Carl Zeiss de México, S. A. de C. V., CDMX., México) que se compararon con
las mediciones que son presentadas por Welsh et al. (2010), Wright et al. (2012) y Riviere
et al. (2013); ademas, de servir como apoyo en la identificacién junto con las claves
taxonomicas y descripciones de acuerdo a Yuncker (1932; 1965) Costea y Tardif (2006),
Costea et al. (2006, 2011, 2011a, 2012, 2013); asi mismo, se consultaron ejemplares de
coleccion determinados por el Dr. Mihai Costea, especialista de este género, del
Departamento de Biologia, Universidad Wilfrid Laurier, Canadd; asi como, la observacién
de 226 ejemplares escaneados de los herbarios MEXU del Instituto de Biologia de la
UNAM y 18 ejemplares del New York Botanical Garden Steere Herbarium. El mapa de
distribucion de los sitios de recolecta de las siete especies de Cuscuta, se realizd
utilizando el programa ArcGIS Version 10.1 (ESRI, 2012).

2.4. Resultados y discusion.

De las recolectas que se realizaron entre 2011 a 2018, se revisaron 59 ejemplares del
género Cuscuta los cuales se encontraban parasitando los cultivos de Medicago sativa
(alfalfa) Daucus carota (zanahoria), Carthamus tinctorius (cartamo), Phaseolus vulgaris
(frijol), Capsicum annuum (chile), Zea mays (maiz), Bougainvillea glabra (bugambilia),
Chenopodium nuttalliae (huazontle) y algunos arboles como Leucaena leucocephala
(guaje), Cydonia (membrillo), Schinus molle (piral), Ficus (ficus), Vicia sativa (ebo) y otros

arboles forestales (Figura 5).
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Figura 5. Presencia de Cuscuta en diferentes hospedantes. A) y B) arbol invadido por

plantas de Cuscuta en Morelos, México. C) Invasion de Cuscuta en arbol de piral Estado

de México, México. D) Disminucién de biomasa en el cultivo de alfalfa a causa de Cuscuta,

Sonora, México.

Con ayuda de claves taxonOmicas, mediciones, fotografias y comparacion de

ejemplares, se identificaron siete especies:

1.

N o g A~ WD
O o0 0000

C

. campestris Yunck.

. chinensis Lam. var. applanata (Engelm.) Costea y Stefanov.
. corymbosa Ruiz y Pav. var. stylosa Engelm.

. costaricensis Yunck.

. indecora Choisy

. mitriformis Engelm. ex Hemsl.

. tinctoria Mart. ex Engelm.

Los cortes que se realizaron a las flores permitieron observar las estructuras para

identificar las especies, en el Cuadro 2 se describen los caracteres morfolégicos tomados
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de las claves taxdnomicas para cada una de ellas: tamafio de los pedicelos, tipo de
inflorescencia, tamafio de las flores, presencias de laticiferos en caliz, corola, tamafio y
forma de escamas; ademas, la informacion del cuadro 3 presenta las medidas de las
estructuras florales conforme a las figuras 1 y 2 de las especies identificadas, que se
complementé con las fotografias que se tomaron del tipo de inflorescencia (Figura 6),
flor (Figura 7), céliz y corola (Figura 8), corte del céliz (Figura 9), corte de la corola (Figura
10), escamas infraestaminales (Figura 11), capsula (Figura 12) y semillas (Figura 13),
para que se pudieran observar las caracteristicas y diferencias de cada una de estas

especies.
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Cuadro 2. Caracteres morfologicos de siete especies de Cuscuta de importancia agricola y forestal en México.
C. chinensis Lam. C. corymbosa C. mitriformis
Estructuras C. campestris var. applanata Ruiz y Pav. var. C. costaricensis C. indecora Choisy Engelm. ex C.tinctoria Mart. ex
Yunck. (Engelm) Costea 'y Yunck Engelm.
stylosa Engelm. Hemsl.
Stefanov.
Grosor delgados a medios delgados grosor medio delgados a medios delgados a medios gruesos medianos
Pedicelos Color amarillo-naranjas amarillos a cremosos naranja amarillo-naranja amarillo-naranja naranjas amarillo-naranja
Tamafio (mm) - 0.4-3.0 2.0-6.0 0-1.5 0.5-6.0 0.5-2.0 0.5-2.6
. glomeruladas a . . paniculiformes o )
. ; cimas aglomeradas, I~ cimas racimos b racimos
Inflorescencia Tipo paniculiformes S coribiformes sueltas glomerulos densos
compactas corimbiformes glomerulados compactos
densas a densas
Tipo Pentamera pentamera pentamera pentamera pentamera pentamera pentamera
blanco translucido- . .
- blanco cremosos - . A blanco - marrén blancas - marrén
Elores Color blanca — amarilla amarillo cremoso blanca — marrén blanco - cremosas amarillo cremoso o cremoso roizas
marrén oscuro )
Tamafio (mm) aprox. 1.5-2.0 2.5-35 4.5-6.5 (-7) aprox. 4.0 2.0-5.0 3.2-55 3.0-5.2
Tamafio (mm) aprox. 1.5-2.0 15-2.0 2.0-25 3.2-35 1.2-2.0 aprox. 3.0 2.0-3.0
ovado, agudos 0
Lébulos Ovados ovado triangulares obtusos elli(;ggnm?lgi triangular ovado ovados, obtusos obtusos
Caliz imbricados
Apices obtusos a obtuso a redondeado agudos redondeados
redondeados
- A . protuberancias
Laticiferos si st multicelulares
e campanulada a
S cilindrica a campanulada,
Forma Cupulada campanulada cilindrica campanulada o campanulada
campanulada PR cilindrica
cilindrica
Tamafio (mm) 1.5-2.0 2.0-3.3 4.0 3.0-4.0 2.5-45 3.0 2.8-5.0
Lébulos triangulares a ovado-lanceolados ovalado-oblongos, sub(zjvr?)?c(ijsla(:es triangular-ovado ovados, obtusos ovados a oblongos,
sublanceolados obtusos, erectos 2 g ! obtusos
Corola erectos o extendidos
~ . tan largos como
Tamano de 1520 0.9-1.3 1/4-1/2 del tubo mas cortos que el 0.7-1.5 el tubo de la Igual que el tubo de
I6bulos (mm) de la corola tubo de la corola corola la corola
7 agudos o margen entero o
Apices agudos e inflexos obtuso a redondeado no acuminados, cuspide agudos inflexos 9
serrulado
de 0.1-0.3mm
mas cortos que los mas cortos que los mitad de largo mas cortos que los mas cortos que los mas cortos que mas cortos que los
Estambres Tamafio (mm)  I6bulos de la corola, I6bulos de la corola, que los lébulos de I6bulos de la corola, I6bulos de la corola, los I6bulos de la I6bulos de la corola,
1.5-2.0 2.0-3.3 la corola, 4.0 3.0-4.0 2.5-4.5 corola, 3.0 2.8-5.0

44



1/2 - 3/4 del

Tamafio (mm) 1.5-2.0 1.2-1.8 tamafio del tubo 2.0-2.8 15-2.8 15-3.5 1.4-3.0
de la corola
Escamas
. obovadas a obovadas a -
Infraestaminales Forma oblongo - ovadas obovadas oblongas espatuladas, espatuladas, oblongas obloggg\,/aetl;gnca,
oblongas oblongas
Tamafio de
fimbrias (mm) 0.3-0.4 (-0.5) 0.2-0.4 0.1-0.3 0.2-0.4 0.2-0.4 0.1-0.4 0.2-0.5
Ovario Forma globoso globoso globoso u ovoideo globoso globoso conico globoso
delgados, méas delgados y mas subulados, mas delgados. mas
Estilo Tamafio pequefios que la 0.8-1.8mm largos que la delgados, desiguales 1-25mm cortos que el 9 ! )
) largos que el ovario
capsula capsula ovario
Capsula indehiscente dehiscente dehiscente circunsicil indehiscente dehiscentes circunsicil
NUmero 4.0 3.004.0 1.0a4.0 2.003.0 2.0a4.0 4.0 3.0a4.0
ill
Semilla Tamafio (mm) 15 0.85-1.2+0.8-1.1 15 14-17 17 2.0 15

Cuadro 3. Medidas de los caracteres florales y escamas infraestaminales de siete especies de Cuscuta de importancia agricola

y forestal en México.

C. campestris

C. chinensis Lam. var.

applanata (Engelm)

C. corymbosa Ruiz
y Pav. var. stylosa

C. costaricensis

C. indecora Choisy

C. mitriformis

C. tinctoria Mart.

Yunck. Costea y Stefanov. Engelm. Yunck Engelm. ex Hemsl. ex Engelm.
Forma de la corola cupulada campanulada tubular campanulada campanulada campanulada campanulada
Longitud del tubo de la 11 25 34 23 24 23 27
corola (mm) : . . . . . )
Longitud de las
proyecciones que
sobresalen de la corola 0.5 11 1.0 13 15 11 1.7
(mm)
Ancho de los [6bulos de 31 3.4 2.8 46 47 41 33
la corola (mm)
Longitud del caliz (mm) 15 2.0 1.3 25 2.3 2.4 2.6
Ancho del pedicelo
(mm) 0.5 0.4 1.0 0.8 0.6 0.7 0.8
Ancho del céliz (mm) 2.0 2.4 1.6 2.8 2.9 3.1 3.1
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Escamas presentes si Si si si si si si

Tipo de escamas Cuscuta Cuscuta Cuscuta Cuscuta Cuscuta Cuscuta Cuscuta
Obovada, Oblonga, eliptica,

Forma de la escama Oblonga, obovada Obovada Oblonga Oblonga, obovada espatulada, oblonga Oblonga obovada

:;Oég];?ne; apéndice de Redondeado Redondeado Redondeado Redondeado Redondeado Redondeado Redondeado

Longitud de la escama

(mm) 1.8 1.6 2.0 2.0 2.8 1.9 2.6

Longitud del cuerpo de

la escama (mm) 1.3 0.9 1.6 1.3 2.0 1.2 1.6

Longitud del puente

(mm) 0.4 0.6 0.4 0.7 0.6 0.8 0.9

Ancho de la escama

(mm) 0.9 1.0 0.6 0.8 1.5 0.8 1.1

Longitud de las fimbrias 0.4 0.2 03 0.2 0.6 03 0.2

(mm)
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Se realizaron las identificaciones taxondémicas del género Cuscuta con base a lo
reportado por Yuncker (1932); Carranza (2008); Costea y Tardif (2006); Costea et al.,
(2006, 2011, 20114, 2012, 2013), ademas de Riviere et al., (2013); Welsh et al., (2010)
y Wright et al., (2012).

De acuerdo a lo mencionado por Costea y Tardif (2006) las flores de C. campestris llegan
a medir entre 1.5-2.0 mm de largo, mientras que los tubos de la corola de las especies
recolectadas midieron 1.1 mm, se observé un tamafio menor a lo reportado. La diferencia
de tamafio puede deberse a la plasticidad fenotipica y la variabilidad genética que puede
influir en los caracteres para identificacion, como indicé Palacio-Lopez y Rodriguez-
Lépez (2007), quienes mencionaron que las plantas se adaptan y pueden producir
diferentes respuestas a las condiciones ambientales en las que se estan desarrollando.

Por otro lado C. chinensis var. applanata, no muestra cambios significativos, el tamafo

es similar a lo reportado por Costea et al. (2011).

El caso de C. corymbosa, la corola mide aproximadamente 4 mm, segun lo que indica
Carranza (2008), la medicion que se obtuvo de la corola fue de 3.4 mm, para diferenciar
entre las dos variedades existentes, se revisaron las descripciones de Costea et al.
(2012) y Carranza (2008); para C. corymbosa var. grandiflora las flores tienen una
longitud de 4.5-6.5(-7) mm, la corola mide 4-6 mm de longitud (Costea et al., 2012). Sin
embargo, para C. corymbosa var. stylosa, de acuerdo a Carranza (2008), reporto que las
flores miden 3.0 mm de longitud, las escamas infraestaminales alcanzan la mitad del
tubo de la corola. De acuerdo a esta descripcion, la especie identificada en este trabajo

fue C. corymbosa var. stylosa.

El tamafio de C. indecora corresponde a lo indicado por Costea et al. (2006) y Yuncker
(1932).

Las medidas obtenidas en este trabajo para C. costaricensis, estan dentro de los valores

gue reporté Carranza (2008) y Costea et al. (2011), para la longitud de flor, escamas y
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fimbrias, pero existe una diferencia en la longitud del céliz de 0.7 mm, ya que lo reportado
es de 3.2-3.5 mm y la medida que se tomo fue de 2.5 mm, causado quizas por cuestiones

ambientales del medio donde se desarrollo,

No existio diferencia en las medidas que se tomaron en C. mitriformis y lo reportado por
Carranza (2008); asi mismo, las medidas de C. tinctoria, se encuentran dentro del rango
gue indican Yuncker (1932) y Costea (2013).

Las medidas que se obtuvieron de la corola, el céliz y las escamas infraestaminales de
algunas especies de Cuscuta, no concordaron al 100% con las que indican Riviere et al.
(2013), Welsh et al. (2010) y Wright et al. (2012); sin embargo, la informacion que se
obtuvo ayudd a descartar a otras especies del género, ya que las medidas que se
tomaron, se complementaron con las caracteristicas presentes en el cuadro 3, la
comparacion de estructuras de los ejemplares determinados por el especialista de este

género el Dr. Mihai Costea y los ejemplares escaneados de los herbarios virtuales.

Aunque algunas especies, como indican Costea y Stefanovi¢ (2009), Costea et al.
(2009a), Costea (2010) y Braukman et al. (2012), deben de conservarse ya que son
especies endemicas, también debemos ver que algunas especies estan afectando a
cultivos, como se observa en el cuadro 1, algunas especies solo se encontraron una vez
en esos cultivos, pero existen otras especies como C. indecora, la cual tuvo un mayor
numero de recolectas en el cultivo de alfalfa, posiblemente derivado de la importacién de
semillas con origen de Australia, E.E. U.U. y Espafa. Ademas, de los reportes de
productores y la campafa contra malezas reglamentadas que se lleva a cabo en todos

los estados de la republica.

48



1.4.1. Caracteres morfoldgicos para laidentificacién de siete especies de Cuscuta

Figura 6. Caracteristicas comparativas de la inflorescencia de siete especies de Cuscuta.

A. C. campestris. B. C. chinensis var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C.

indecora. E. C. costaricensis. F. C. mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 7. Morfologia comparativa de flores de Cuscuta. A. C. campestris. B. C. chinensis

var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis. F. C.

mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 8. Morfologia comparativa del caliz y corola de Cuscuta. A. C. campestris. B. C.

chinensis var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis.

F. C. mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 9. Morfologia comparativa del corte del caliz. A. C. campestris. B. C. chinensis var.

applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis. F. C. mitriformis

G. C. tinctoria.
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Figura 10. Morfologia del corte de la corola de Cuscuta. A. C. campestris. B. C. chinensis

var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis. F. C.

mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 11. Morfologia de escamas infraestaminales de Cuscuta. A. C. campestris. B. C.

chinensis var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis.

F. C. mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 12. Morfologia comparativa de capsulas de Cuscuta. A. C. campestris. B. C.

chinensis var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis.

F. C. mitriformis G. C. tinctoria.
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Figura 13. Morfologia comparativa de semillas de Cuscuta. A. C. campestris. B. C.

chinensis var. applanata. C. C. corymbosa var. stylosa D. C. indecora. E. C. costaricensis.

F. C. mitriformis G. C. tinctoria.
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La distribucion de C. campestris, C. chinensis var. applanata, C. corymbosa var. stylosa,
C. indecora, C. costaricensis, C. mitriformis y C. tinctoria en cultivos agricolas y arboles
forestales en los estados de Sonora, Chihuahua, Nuevo Leo6n, Zacateacas, Jalisco,
Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo, México, CDMX, Morelos y Puebla, se sefala en
Figura 14, en donde se realiz6 la recolecta de ejemplares en la Camparia Contra Malezas
Reglamentadas de 2011 a 2018 y en los recorridos que se realizaron durante 2018 las
especies recolectadas coinciden en su mayoria con la distribucién indicada por Carranza
(2008), Costea y Tardif (2006); Costea et al. (2006, 2011, 2011a, 2012, 2013).
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Figura 14. Distribucion geogréfica de las especies de Cuscuta recolectadas en cultivos de

importancia agricola y arboles forestales en México.

De acuerdo a la informacién de los ejemplares recolectados, que se incluyen en este

trabajo, se observo que C. campestris se encuentra en etapa de floracién en abril, en el
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cultivo de zanahoria, para la region de Metztitlan, Hidalgo; en Huatabampo, Sonora esta
misma especie se recolectd en el cultivo de cartamo, en los meses de junio; los
ejemplares recolectados en Autlan de Navarro, Jalisco en cultivo de alfalfa (Medicago
sativa), en el mes de mayo y octubre; la etapa de floracion que se observd en las
especies recolectadas, coincide con lo reportado en Carranza (2008) y Costea et al.
(2012); no se encontraron reportes de C. campestris, parasitando los cultivos de
zanahoria (Daucus carota) y cartamo (Carthamus), por lo que este seria el primer reporte
de esta especie en el cultivo de cartamo en Sonora y en el cultivo de zanahoria para el

estado de Hidalgo, México.

C. chinensis var. applanata, se recolectd en septiembre de 2012 y 2013, en etapa de
floracion en los municipios de Guadalupe y Ojo caliente, Zacatecas, en cultivos de frijol
(Phaseolus vulgaris) y chile (Capsicum annuum), respectivamente. En Ciudad Juérez,
Chihuahua, parasitando alfalfa en el mes de agosto; esta informacién, coincide con lo
reportado por Costea et al. (2011), esta especie se encontrd en los cultivos de frijol, chile
y alfalfa, los cuales son de gran importancia para la alimentacion en el pais, asi como
para uso forrajero, por lo que se debe tener cuidado, ya que si no se controla puede

causar grandes pérdidas en la produccion.

La especie de C. corymbosa var. stylosa se encuentra en floracion de julio a diciembre;
se recolectaron ejemplares parasitando huauzontle, en Chalco, Estado de México y maiz
en Tulyehualco, Xochimilco, en los meses de octubre y noviembre respectivamente, las
fechas de floracion y los estados corresponden a las indicadas por Carranza (2008);
algunos ejemplares se recolectaron en el mes de febrero en bugambilia en Zacatepec y
en papalo (Porophyllum) en Amacuzac, Morelos, siendo el primer reporte de esta

especie, tanto en fecha de floracion, especies afectadas y el estado donde se encontré.

Los ejemplares de C. costaricensis, se encontraban en floraciébn en los meses de
septiembre y octubre, lo que empata con lo indicado por Costea et al. (2011a). Se
recolectaron en San Juan del Rio, Querétaro, en el cultivo de maiz (Zea mays); en

Corregidora, Querétaro, en cultivo de alfalfa y en Rincon de Romos, Aguascalientes, en
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arbol de membrillo (Cydonia oblonga), derivado de los reportes de Costea et al. 2011ay
2012 no incluyen la distribucidon de esta especie en los estados antes mencionados, se

estaria generando un nuevo reporte de distribucion y hospedantes para esta especie.

Cuscuta indecora, es una especie de amplia distribucion en México, se recolecté en
cultivo de alfalfa; la época de floracion fue indistinta, quizas viéndose influida por el tipo
de cultivo y tipo de riego que se tiene en los estados de Chihuahua, Nuevo Leo6n, Puebla,
Querétaro, (Costea et al., 2006), Sonora e Hidalgo. Se encontré parasitando guaje
(Leucaena), huizaches (Vachellia) y anacuas (Ehretia) en el estado de Nuevo Ledn. Lo
gue indica que, si Cuscuta tiene las mejores condiciones de sobrevivencia, esta planta

parasita se puede seguir desarrollando.

Los ejemplares de C. mitriformis que se recolectaron en el mes de noviembre en
Juchitepec e Ixtapaluca, Estado de México, en los cultivos de veza (Vicia) y frijol
(Phaseolus) concuerdan con lo reportado por Costea et al. (2013). Sin embargo, es el

primer reporte de esta especie en Xochimilco, CDMX, en el cultivo de veza.

Finalmente, ejemplares de la especie de C. tinctoria se recolectaron en los meses de
mayo, julio y septiembre, en Chicuautla, Hidalgo; Tecamac, Estado de México;
Querétaro, Querétaro; en arboles de pirdl (Schinus) y Tepoztlan, Morelos, en arboles
forestales lo que coincide con la época de floracién y la distribucién que reporté Costea
et al. (2013). Ademas, se realiza el primer reporte de esta especie en el estado de

Aguascalientes, Aguascalientes en ficus (Ficus).

El estado que presenta un mayor nimero de especies parasitando cultivos es Hidalgo
(Figura 13), con cuatro especies C. campestris, C. corymbosa, C. indecora y C. tinctoria,
parasitando zanahoria, alfalfa y pirdl, los estados con menor nimero de especies
recolectadas son Aguascalientes, Jalisco, Nuevo Leon, Puebla y Zacatecas.

De acuerdo a los 59 especimenes recolectados, la especie con el mayor nimero de

ejemplares recolectados fue C. indecora (Figura 14). Asi mismo, se pudo observar que
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C. indecora se encuentra en seis estados de la republica (Chihuahua, Hidalgo, Nuevo
Ledn, Puebla, Querétaro, Sonora), mostrando que esta especie puede tener una amplia
distribucion, principalmente en zonas donde se cultiva alfalfa; en el caso de C. tinctoria
se presentd en los estados de Aguascalientes, Hidalgo, Estado de México, Morelos y
Querétaro, principalmente en arboles.

Especies recolectadas por estado

Figura 15. Numero de especies de Cuscuta, recolectadas por estado durante 2011 a 2018.

Ejemplares de herbario por estado

16 15

Figura 16. Numero de ejemplares recolectados durante 2011 a 2018 de las siete especies
de Cuscuta.
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Las especies con menor presencia en los estados fueron C. chinensis var. applanata, C.

costaricensis y C. mitriformis, en los estados de Zacatecas y Chihuahua, Querétaro y

Aguascalientes, México y la CDMX, respectivamente, afectando diferentes cultivos.

1.5. Conclusiones

Con las fotografias que se tomaron de la inflorescencia, flor, caliz, corola, escamas
infraestaminales, capsula y semillas, se gener6é una guia ilustrada como apoyo
para la identificacion de las siete especies de Cuscuta con las que se trabaj6é en
esta investigacion.

Asi mismo, se elabord un mapa de distribucion geografica con los datos obtenidos
de los 59 ejemplares que se encuentran en el herbario del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria del SENASICA.

Con esta investigacion se contribuyé con los siguientes nuevos reportes: C.
campestris en zanahoria en el estado de Hidalgo, asi como cartamo en Sonora;
C. corymbosa var. stylosa en bugambilia y papalo en el estado de Morelos; C.
costaricensis, en maiz, alfalfa y membrillo en los estados de Querétaro y
Aguascalientes; C. mitriformis en el cultivo de ebo en la CDMX y el Estado de
México y finalmente C. tinctoria en arboles de ficus en Aguascalientes.

Dentro de las identificaciones realizadas mediante morfologia se puede concluir
gue los ejemplares recolectados pertenecian a las especies de C. indecora y C.
tinctoria y los ejemplares que se encontraban el herbario a: C. campestris, C.
chinensis var. applanata, C. corymbosa var. stylosa, C. indecora, C. costaricensis,
C. mitriformis y C. tinctoria.

Por tanto, las caracteristicas que ayudaron a realizar la identificacion de las
especies fueron: caliz, corola, escamas infraestaminales y la capsula, ya que de
acuerdo a las medidas y formas es mas facil distinguir las diferencias existentes

entre las especies.
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CAPITULO II. PERFIL GENETICO DE LAS REGIONES ITS Y TRNL-F DE SIETE
ESPECIES DE CUSCUTA DE IMPORTANCIA AGRICOLA Y FORESTAL PARA
MEXICO

2.1. Introduccion

El género Cuscuta esta conformado aproximadamente por 200 especies, principalmente
en el continente americano. De acuerdo a lo reportado por Carranza, 2008, alrededor de
60 especies de Cuscuta se encuentran en México, entre ellas 14 especies se pueden
encontrar en cultivos de importancia agricola y forestal en México; C. americana L., C.
campestris Yunck., C. corymbosa Ruiz y Pavon, C. costaricensis Yunck., C. indecora
Choisy, C. squamata Engelm, C. tinctoria Mart. ex Engelm., C. azteca Costea y
Stefanovic, C. boldinghii Urb., C. chinensis Lam. var. applanata, C. jalapensis Schitdl., C.
mitriformis Engelm, C. umbellata Kunth y C. epithymum (L.) L. (Comunicacion personal).
Estas especies pueden encontrarse en un gran numero de hospederos herbaceos o
lefiosos, algunas especies tienen predileccion por algunos cultivos llegando a causar
serios dafios (Carranza, 2008). Ademas, se ha observado que algunas especies pueden
ser reservorios naturales o vectores de otros patdogenos, como la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus (Hartung et al., 2010). La identificacion de genero Cuscuta la inicio
Truman George Yuncker en 1932 con la descripcién de las partes florales, con lo que
genero claves taxonémicas, posterior a €l, otros investigadores con han contribuido con
mas elementos para la identificacion, en donde la inclusiébn de marcadores moleculares
indican que la clasificacion taxondmica propuesta por Yuncker en 1932 tiene que
reevaluarse ya que se muestran deficiencias en la clasificacion, principalmente por que
los caracteres morfolégicos utilizados en la clasificacion se han visto afectados por la
evolucion (Costea et al., 2015). Las limitantes en la identificacién taxonémica son la
plasticidad fenotipica y variabilidad genética de las caracteristicas que se utilizan para la
identificacion de las especies (Chase y Fay, 2009), existencia de taxones cripticos, la
poca utilidad de las claves taxonomicas en las etapa fenologica de la planta y la falta de
especialistas en cada uno de los grupos de interés (Paz et al., 2011), pueden afectar la
identificacion de especies. Por lo que el uso de marcadores moleculares para la

identificacion de especies es cada vez mas utilizado para este proposito, en este sentido
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el Consorcio del Cédigo de Barras para la vida (CBOL, 2009) propuso varias regiones
del DNA de cloroplastos para el uso en plantas, como son matK, rbcL, rpoB y rpoC1,
atpF-atpH, trnH-PSBA y psbK-psbl. Algunas de estas regiones se han utilizado en el
género Cuscuta; entre ellas el espaciador interno del transcrito (ITS) de la region
ribosomal nuclear del DNA (nrDNA), asi como, el genoma del plastido (ptDNA) y la regién
trnL-F para conocer la historia evolutiva de C. chinensis y C. tinctoria (Costea et al., 2011;
Costea et al., 2013). Asi mismo, la region trnL-F, ITS, el gen rbcL y la subunidad mayor
del ribosoma nuclear (26 rDNA) para conocer la relacion de C. jepsonii con el género
Grammica, (Costea y Stefanovic, 2009). Las regiones codificante rbcL y la regién
espaciadora no codificante trnH-psbA se utilizaron para diferenciar especies de C.
campestris de diferentes nichos ecoldgicos de Egipto (Alsaadi, 2016).

En México es necesario identificar de forma rapida y precisa las especies, que se
encuentran afectan los cultivos de importancia agricola y forestal, y debido a las
limitantes de la identificacidbn morfolégica que se han sefalado para las especies de
Cuscuta de importancia para México, el objetivo de la presente investigacion fue obtener
el perfil genético de siete especies de Cuscuta caracterizadas morfologicamente con

base en los marcadores moleculares ITS y trnL-F.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Seleccién de muestras y marcadores moleculares.

Se seleccionaron 21 ejemplares de siete especies de Cuscuta del herbario del CNRF
identificados taxondmicamente (Cuadro 4), recolectados en cultivos de importancia
agricola y forestal, de diferentes estados de la Republica Mexicana, se seleccionaron los
marcadores ITS y trnL-F para la identificacion de las epecies mexicanas con base en las
investigaciones de Costea y Stefanovic (2010) y Costea et al., (2011), quienes buscaron
generar la relacion filogenética entre especies del género Cuscuta.
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Cuadro 4. Especies de Cuscuta seleccionadas para realizar su identificacion molecular.
Especies Estados Municipio Cultivo Latitud Longitud
Jalisco Autlan de Alfalfa 19.8166  -104.2578
C. campestris Na\{arro
yunck. Jalisco ’?\‘l‘g\‘;";‘rr‘i)e Alfalfa  19.76287 -104.30277
Hidalgo Metztitlan Zanahoria  20.60418  -98.79147
C. chinensis Lam. Zacatecas Guadalupe Frijol 22.99282 -102.29036
var. applanata - - :
(Engelm.) Costea y Zacatecas Ojo caliente Chile 22.63279 -102.22033
Stefanov. Chihuahua Juérez Alfalfa 31.45411 -106.19349
_ Distrito federal ~ Xochimilco  Maiz criollo  19.253056 -98.991806
C. corymbosa Ruiz —
y Pav. var. stylosa Morelos Zacatepec Bugambilia  18.65586  -99.19257
Engelm. Estado de Chalco Huazontle  19.23616  -98.93892
Mexico
Querétaro " ‘;“i‘;‘” del Maiz 20.4368  -100.04273
%ﬁ‘éitar'cens's Querétaro Corregidora Alfalfa  20.45179 -100.39243
Aguascalientes ~ Rnconde yiombrillo 2222177 -102.27663
Romos
Hidalgo San Salvador Alfalfa 20.2842 -99.0203
C. indecora Choisy Nuevo Ledn  General Teran Guaje 25.41515 -99.55708
Sonora Hermosillo Alfalfa 29.076355 110.941672
CDMX Xochimilco Ebo 19.18443  -99.12026
C. mitriformis Eﬁﬂt"’,‘d." de juchitepec Frijol 19.08668  -98.90679
Engelm. ex Hemsl. exico
Estado de Ixtapaluca Ebo 19.36572  -98.84572
Mexico
Querétaro Querétaro Pird 20.58849 -100.43378
. . arbol en
C.tinctoria Mart.  Aguascalientes Aguascalientes zona 21.8866  -102.3172
ex Engelm urbana
Estado de Tecémac Pir( 19.710248 -98.974305
México

2.2.2. Extraccién de DNA

La extraccion de DNA se realizd por el método de CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide) (Doyle y Doyle 1987) modificado, como a continuacién se describe:

Se calento la solucion amortiguadora de extraccion (CTAB) a 65 °C; se agregaron 70 mg
de tejido vegetal (material herborizado), en las MP Biomedicals™ Matriz de lisis A, en

tubos de 2 mL, se agregaron 500 pL de PBS 1X, se macero a 12,000 g durante 45 s en
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el homogeneizador MagNA Lyser de la marca Roche®, después se agregaron 20 mg de

PVP (Polyvinyl Pyrrolidone) y se mezclé por inversion.

1.

Se agreg6 1 mL de la solucién amortiguadora CTAB y 20 uL de 2-mercaptoetanol.
Se mezclé por inversion, para homogenizar el tejido con la solucion
amortiguadora.

Se incubaron los tubos en un bafio maria a 65 °C, Durante 60 min en Maria BH-
100 mrC Scientific instruments®. Posteriormente, se retiraron y se dejaron enfriar
durante 5 a 10 min.

Se agregaron 500 pL de Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agité 10
minutos y se centrifug6 a 10,000 g, 10 minutos, para formar la fase acuosa (liquido
superior claro de color amarillo) y la fase orgénica (liquido inferior oscuro de color
verde), se recupero la fase superior y se depositd en un tubo de 1.5 mL.

Se agregaron 500 pL de cloroformo: octanol (24:1). Se agitaron los tubos por
inversion durante 10 min a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 10,000 g a temperatura ambiente durante 10 min para formar la
fase acuosa (liquido superior claro de color amarillo) y la fase organica (liquido
inferior oscuro de color verde).

Se recuperaron aproximadamente 750 pL de la fase superior acuosa y se
depositaron en un tubo nuevo, al que se le agregé un volumen igual a lo

recuperado de isopropanol (2-propanol) al 100% frio. Se mezclé por inversién y
se dejo en reposo durante 2 horas y media, en un refrigerador a -20 °C para
favorecer la precipitacién del DNA.

Posteriormente, se centrifugd a 10,000 g a temperatura ambiente durante 30 min,
para precipitar y formar la pastilla de DNA en el fondo del tubo. Se desecho el
isopropanol por decantacion.

Se realiz6 un lavado con 500 pL de alcohol al 75%, después se centrifugaron por
5 min a 10,000 g, se desechd el alcohol por decantacion y se repitié el lavado.
Se us6 el equipo miVac DNA Concentrator, Genevac® para secar la pastilla.

Finalmente, se resuspendid la pastilla en 50 puL de agua libre de nucleasas.
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Se determing la calidad de los ADN con la relacion de Absorbancias de acidos nucleicos
totales de las muestras, en el equipo de espectrofotometria NanoDrop 2000c
(ThermoFisher Scientific® CDMX., México), con un factor de ajuste de 50,
correspondiente a DNA. Considerando que una muestra de DNA debe de tener una
relacion de absorbancia de A260/A280 de 1.8 — 2.0 y A260/A230 de 2.0-2.2 para

considerarse 6ptima para seguir con el procedimiento de PCR.

La integridad del DNA de las muestras se realizo por electroforesis, para esto se elabor6
un gel de agarosa al 1% y se tifio con bromuro de metilo, en donde se colocaron 3 uL
de cada una de las muestras y 5 pL de colorante, se corrié por 40 min a 90 volts en
buffer TAE (Tris, acetato y EDTA) al 1X.

2.2.3 Amplificaciéon de los marcadores ITSy TRNL-F

La amplificacion de los marcadores ITS y TRNL-F se llevo a cabo mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR). Todas las muestras se trabajaron a 80 ng/uL, por lo
que las muestras con mayor concentracion se diluyeron en agua grado biologia
molecular (Invitrogen®). Los fragmentos se amplificaron con los oligonucleétidos C y F,
gue amplifican la region trnL (el intron trnL (UAA) y la region espaciadora intergénica
entre el exon, trnL (UAA) 3 'y trnF (GAA), (Taberlet et al. 1991) y para la region ITS
(region espaciadora interna del transcrito) del DNA ribosomal nuclear que contiene al
IST1, 5.8S e ITS2, se usaron los oligonucledétidos ITS1 e ITS4 descritos por White et al.
(1990) (Cuadro 5).

La mezcla de la PCR se llevo a cabo en un volumen de 25 L, en el Cuadro 6 se muestra

la concentracion y el volumen que se utilizé de cada uno de los reactivos con los dos

pares de oligonucleétidos.
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Cuadro 5. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las

regiones trnL-F e ITS en Cuscuta.

Marcador ) . . Autores
Secuencia de los oligonucledtidos

molecular
ITS15- TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’

ITS White et al., 1990
ITS45- TCCTCCGCTTATTGATATGC 3
C 5- CGAAATCGGTAGACGCTACG-3

trnL-F Taberlet et al., 1991

F 5 -ATTTGAACTGGTGACACGAG 3’

Cuadro 6. Mezcla de reaccion para la PCR de las regiones trnL-F e ITS.

Reactivos Concentracion final Volumen (1X)
Buffer 10X 1X 25puL
MgClI2 1.5mM 0.75
dNTP 0.2mM 0.5
Oligonucledtido 1 0.4uM 1.0
Oligonucledtido 2 0.4uM 1.0
Taq DNA Polymerasa

recombinante 125y 025
DNA 6.4 ng 2.0 yL
Agua grado biologia molecular -- 17 L
Volumen total 25 uL

El programa de termociclaje que se utilizdé para los ITS consistié en: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 45 s, hibridacién 58°C por 45 s,
extension de 72°C por 45 s y una extension final de 72°C por 7 min. Para trnL-F la
desnaturalizacion inicial fue 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 s,
anillamiento 50°C por 30 s, extension de 72°C por 1 min y una extension final de 72°C
por 7 min en un T100™ Thermal Cycler de Bio-Rad®. Se realizo la electroforesis de las
muestras en un gel de agarosa al 2% en buffer TAE al 1X con 5 uL de producto de PCR
y 5 pL de buffer de carga a 90 volts durante 40 min, Las muestras se visualizaron en un
fotodocumentador Gel Doc™ EZ Biorad® y en un equipo Qiaxcel Advancen System DNA

(Qiagen®) el cartucho High Resolution (Qiagen®) en donde se utilizd 1uL para la

visualizacion de fragmentos.
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Cabe mencionar que con este equipo se puede conocer la concentracion que tiene el
fragmento amplificado en comparaciéon con el marcador molecular mediante un

electroferograma.

2.2.4. Anédlisis de secuencias

Los productos que se amplificaron se secuenciaron con la técnica de Sanger en ambos
sentidos, para esto se utilizo el sistema Big Dye ™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing
Kit, en el equipo 3130 de Applied Byosistem®, del CNRF de Tecamac.

Se realiz6 el ensamble pareado por muestra y la edicion de secuencias con el programa
ChromasPro (ChromasPro Version 2.1.8, Technelysium Pty. Ltd., Australia), las nuevas
secuencias generadas en este trabajo se depositaron en el GenBank. Para la verificacion
de la identidad de las secuencias que se obtuvieron de las regiones ITS y trnL-F se
realizo un alineamiento con BLASTn en la base de datos del Genbank NCBI, se
registraron los resultados de las especies con los porcentajes de similitud mas altos en

el Cuadro 7.

3.2.5. Andlisis filogenético.

El analisis filogenético se realiz6 de forma independiente para cada uno de los
marcadores, y de concatenada con las siete especies de Cuscuta de este trabajo, mas
secuencias relacionadas presentes en el Banco de Genes GenBank del NCBI. De las
cuales se seleccionaron las especies de Cuscuta con mayor cobertura e identidad,
utilizando los algoritmos BLAST (Altschul et al., 1990) con los parametros: -e value igual
a 1le%y el porcentaje de identidad igual o mayor que 95% (Cuadro 7). Se seleccionaron
40 secuencias de NCBI las cuales se analizaron junto con las 42 que se obtuvieron de
esta investigacion, en total 41 secuencias para cada region ITS y trnL-F, el andlisis de
realizo en el programa Mega 7MR (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et
al., 2016), primero se realizd el alineamiento con el algoritmo Muscle MR (Multiple
Sequence Comparison) (Edgar, 2004), después, se busco el modelo de sustitucion del
nucleotidos, seguido de esto se realizo la reconstruccion de la filogenia mediante el
meétodo de Maxima probabilidad (ML) con boostrap de 1000 réplicas para el soporte de

los nodos (Felsenstein, 1985) y el método de busqueda de arboles heuristico nearest
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neighborg interchange NNI. El andlisis concatenado de la region ITS y trnL-F, se realizo
para mejorar la resolucion los grupos y para comprobar la robustez y confiabilidad de

estas.

2.2.6. Variabilidad dentro y entre especies de Cuscuta.

Ademas se realiz6 el analisis polimoérfico que es el numero sitios nucleotidicos que
difieren entre secuencias, para determinar los niveles de variabilidad dentro y entre
especies con cada uno de los marcadores, se genero una tabla con: sitios conservados
(sc), sitios variables (sv), sitios informativos en parsimonia (ip) y singletones (s) en
MEGA?7.

2.3. Resultados y discusion
Los resultados de la cuantificacion del DNA de los 21 ejemplares de Cuscuta
seleccionados, demostraron ser de buena calidad por lo que se dio seguimento a la

amplificacion de los fragmentos ITS y trnL-F.

2.3.1. Amplificacién de los marcadores ITSy TRNL-F

Los 21 ejemplares de las siete especies se amplificaron satisfactoriamente con los
marcadores ITS y trnL-F. Sin embargo, la amplificacion con ITS1/ITS4 fue menos
eficiente que la de trnL-F se tuvo una variacion de 60%, esto significo la repeticion del
proceso para 8 ejemplares, esta variacion no se relaciond con la antigiedad de las
muestras, ya que los ejemplares se habian recolectado desde 1, 3 0 5 afios. Las razones
de esta variacion podrian estar relacionados con el deterioro y fraccionamiento que tuvo
el DNA de estos ejemplares de herbario. En la amplificacién de las 21 muestras con el
marcador molecular ITS, se observa que el tamafio de esta regibn es de
aproximadamente 700 pb (figuras 17 y 18), resultados similares se observan en el gel

virtual del Qiaxcel (Figura 19 y 20). Ambos geles muestran bandas intensa y sin dimeros.
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MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 MM

Figura 17. Productos de PCR del marcador molecular ITS. Gel de electroforesis al 2% de
agarosa. Carril 1 y 20, Marcador molecular 1 kb Invitrogen ®. 1-3, C. campestris, 4-6 C.
chinensis var. applanata, 7-9 C. corymbosa var. stylosa, 10-12 C. costaricensis, 13-15 C.
indecora, 16-18, C. mitriformis. Tamafio aproximado 700 pb.

MM 19 20 21 () () MM

Figura 18. Productos de PCR del marcador molecular ITS. Gel de electroforesis al 2% de
agarosa. Carril 1 y 7. Marcador molecular 1 kb Invitrogen ®. 19-21, C. tinctoria. Carril 5y

6, control negativo. Tamafio aproximado 700 pb.
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Figura 19. Productos de PCR del marcador molecular ITS. Cartucho High Resolution.
Qiaxcel Advancen System DNA. MM. Carril 19, Marcador molecular100 — 2.5 kb Qiagen ®,
1-3, C. campestris, 4-6 C. chinensis var. applanata, 7-9 C. corymbosa var. stylosa, 10-12
C. costaricensis, 13-15 C. indecora, 16-18 C. mitriformis. Tamafio aproximado de 700 pb.
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Figura 20. Producto de PCR del marcador molecular ITS. Cartucho High Resolution.
Qiaxcel Advancen System DNA. MM. Carril 24 Marcador molecular100 — 2.5 kb Qiagen ®,

19-21 C. tinctoria. Tamafio aproximado de 700 pb. Carril 5y 6 control negativo.

La amplificacion de la region trnL-F se realizd sin complicaciones en 100% de las
muestras, en la Figura 21 y 22 se muestra el gel de agarosa y del gel virtual del equipo
Qiaxcel en la Figura 23, en el primero se observan fragmentos de aproximadamente 500
pb, mientras que en este ultimo (Figura 24), se observo diferencias en el tamafio de que

los fragmentos amplificados en un rango de 500-600 pb.
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9 10 11 12 MM

Figura 21. Productos de PCR del marcador molecular trnL-F. Gel de electroforesis al 2%
de agarosa. Carril 1y 17. Marcador molecular 1 kb Invitrogen ®. 1-3, C. campestris, 4-6 C.
chinensis var. applanata, 7-9 C. corymbosa var. stylosa, 10-12 C. costaricensis. Tamafo

aproximado de 500 pb.

MM 13 14 15 16 17 18 19 20 21 () () MM

Figura 22. Productos de PCR del marcador molecular trnL-F. Gel de electroforesis al 2%

de agarosa. Carril 1y 12, Marcador molecular 1 kb Invitrogen ®. 13-15 C. indecora, 16-18
C. mitriformis, 19-21 C. tinctoria. Tamafio aproximado de 500 pb. Carril 11 y 12 control

negativo.
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Figura 23. Productos de PCR del marcador molecular trnL-F. Cartucho High Resolution.
Qiaxcel Advancen System DNA. MM. Carril 24 Marcador molecular100 — 2.5 kb Qiagen ®,

1-3, C. campestris, 4-6 C. chinensis var. applanata, 7-9 C. corymbosa var. stylosa, 10-12

C. costaricensis, 13-15 C. indecora, 16-18 C. mitriformis, 19-21 C. tinctoria. Tamafo

aproximado de 500 pb. Carril 22 y 23 control negativo.

2.3.2. Resultados de identidad y valor de expectancia.

Del alineamiento de las secuencias de Cuscuta con la base de datos de NCBI Blastn se

obtuvo el porcentaje de identidad y el valor de expectancia de cada especie (Cuadro 7),

dichos valores se ocuparon para revisar que las secuencias fueran acordes a las

especies con las que se trabajo y con las que se realizaria el andlisis filogenético.

Cuadro 7. Lista de secuencias de las regiones ITS y TrnL-F de Cuscuta, que presentaron mayor

porcentaje de identidad en la bases de datos de nucleotitide de NCBI con las que se obtuvieron

en este trabajo.

ITS TrnL-F
Especie No. de -e Porcentaje No. de -evalue Porcent No. de
identificacion value de accesion aje de accesion
identidad identida
487 0 100 KY968857.1  1.00E- 180 KT312997.1
1260 0 100 KT383092.1 129 100 KX168392.1
C. 1261 0 100 KT383099.1 0 100 KX168392.1
campestris 1262 0 100 KT383105.1 0 100 KX168392.1
1264 0 100 KT383117.1 0 100 KX168392.1
43155* 0 100 KY968857.1 0 100 KX168392.1
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6328+ 0 99.78 KU761506.1 0 100 KX168392.1
50963+ 0 100 KY968857.1 0 100 KX168392.1
837 0 100 JN234828.1  6.00E- 100 EF194368.1
163
1211 0 100 JN234828.1 0 100 JN234824.1
850 0 100 JN234830.1 0 100 JN234822.1
_ . 844 0 100 EF194605.1 0 100 JN234821.1
C.chinensis 508 0 100 JN234830.1  6.00E- 100  EF194371.1
163
46462* 0 100 EF194605.1 0 98.5 JN234824.1
38462~ 0 100 JN234830.1 0 100 JN234824.1
38953+ 0 100 JN234830.1 0 100 JN234824.1
695 0 100 EF194584.1  1.00E- 100 EF194343.1
160
694 0 100 EF194587.1  2.00E- 100 EF194347.1
162
C. 544* 0 100 EF194587.1  8.00E- 99.26  EF194347.1
corymbosa 133
11093* 0 99.82 EF194587.1  8.00E- 99.26  EF194347.1
133
43314+ 0 99.82 EF194587.1  4.00E- 99.82  EF194347.1
136
858 0 100 EF194580.1  2.00E- 100 EF194340.1
152
C. 40138* 0 100 EF194580.1 0 99.74  NC_042956.1
costaricensis 56640* 0 100 EF194580.1 0 99.74  NC_042956.1
38456+ 0 100 EF194580.1 0 99.74  NC_042956.1
805 0 100 EF194545.1  3.00E- 100 EF194294.1
136
£o5 0 100 EF194545.1  3.00E- 100 EF194294.1
136
123 0 100 EF194545.1  3.00E- 100 EF194298.1
146
C.indecora 791 0 100 EF194545.1  3.00E- 100 EF194295.1
141
14895* 0 100 EF194545.1  1.00E- 96.3 AF348404.1
144
45028* 0 99.74 EF194545.1 0 100 AF348404.1
00001* 0 99.74 EF194545.1  9.00E- 99.07  AF348404.1
162
556 0 100 KC485387.1  8.00E- 100 EF194381.1
162
c 815 0 100 KC485387.1 0 100 KC485360.1
mitriformis 29886* 0 99.5 KC485387.1 0 97.14  KC485355.1
88555* 0 99.5 KC485387.1 0 97.14  KC485355.1
55210* 0 99.5 KC485387.1 0 97.14  KC485355.1
C. tinctoria 766 0 100 KC485398.1  1.00E- 100 EF194394.1
' 150
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5040* 0 100 KC485400.1 0 100 KC485365.1

138* 0 99.75 KC485400.1  4.00E- 96.67 KC485365.1
165
1* 0 100 KC485398.1 0 100 KC485365.1

*Secuencias obtenidas en este trabajo

Al realizar el alineamiento en el Blastn de las secuencias de Cuscuta chinensis con
numero de identificacion 844 de la base de datos del GenBank y 46462 del ejemplar de
herbario que se obtuvieron con el marcador molecular ITS, asi como, la secuencia 508
de la base de datos del GenBank del marcador molecular trnL-F, los resultados fueron
C. applanata, debido a que Costea et al. (2011), informé que basados en que son
morfolégica y molecularmente similares C. applanata formaria parte de una variedad de

C. chinensis, denominandola como C. chinenesis var. applanata

Las secuencias con numero de acesion 14895, 45028 y 00001 obtenidas de los
ejemplares de herbario de C. indecora con el marcador trnL-F, se registraron en este
trabajo como C. indecora var. attenuata , aunque en el Blastn que se realiz6 aparecen
como C. attenuata, de acuerdo a Costea et al. (2006), esta especie se redujo a una

variedad de C. indecora

Las secuencias de C. mitriformis con numero de accesion 9886, 88555 y 55210
obtenidas de los ejemplares de herbario mostraron 97.14% de identidad para la especie
de C. cotijana (especie que no se estaba analizando en este trabajo), con el marcador
molecular trnL-F, pero fue descartada ya que C. cotijana debe de presentar proyecciones
en forma de espolén en los l6bulos del caliz, lo cual no fue observado en los especimenes
analizados (Fig. 7 y 8). C. cotijana solo se ha reportado en el estado de Michoacan
(Costea et al., 2008; Costea et al., 2013)

2.3.3. Sitios polimorficos
El analisis de polimorfismo de las dos regiones sefiala que tanto ITS como trnl-F tienen
altos niveles de polimorfismo, tanto dentro como entre especies; en el Cuadro 8, se

resumen estas caracteristicas, el tamafio de los fragmentos, los sitios constantes (sc),

78



variables (sv), informativos para parsimonia (ip) y singletones (s) para cada region dentro
y entre secuencias. En este cuadro se observa que la regidon ITS es mas variable que la
region trnL-F, con 301y 194 sv, 256 y 178 pi respectivamente. La especies que presentan
mayor variacion dentro de las especies es en la region ITS; C. campestris seguida de C.
tinctoria, la primera con 44/700 sv de los cuales 40 son sy 4 ip, y la segunda con 17 sv,
7 s, los cuales no son informativos en un andlisis filogeneticos, situacion que contrasta
con la region trnL-F de la misma especie, en donde se presenta 1 sv que es 1s y la
segunda 5 sv que fueron s. En la region de trnL-F C. chinensis es la que presento mayor
variacion dentro de las especie con 18/500 sv, 3 ip y 15s, seguida de C. mitriformis con
14 sv, 14 s, la especie que no tuvo ningun sitio variable en los 4 especimenes trabajados
fue C. costaricensis. El analisis de estos sitios nos indica que son suficientes para realizar

la reconstruccion de la filogenética de estas dos regiones.

Cuadro 8. Polimorfismos dentro y entre cada especie de las regiones ITS y trnL-F sc=sitios

conservados, sv =sitios variables, ip=informativos para parsimonia, s=polimorfismos

anicos.
ITS 700pb trnL 500 pb

Especie No. De secuencias sc sv ip S sc sv ip S
C. campestris Yunck. 8 618 44 4 40 | 486 1 0 1
C. chinensis Lam. 8 634 10 1 8 | 479 18 3 15
C. corymbosa Ruiz y Pav. 5 584 10 0 9 | 480 13 1 12
C. costaricensis Yunck. 4 578 2 0 2 | 518 0 0 0
C. indecora Choisy 7 572 4 0 4 | 487 4 3 1
C. mitriformis Engelm. ex Hemsl. 5 615 5 2 3 | 505 14 0 14
C. tinctoria Mart. ex Engelm. 4 568 17 0 7 | 467 5 0 5
Total 41 381 301 256 45 | 393 194 178 16

2.3.4. Andlisis filogenético

La reconstrucién de la filogenia para cada una de las regiones se realizé con 41
secuencias de genero Cuscuta, en cada caso se integro una secuencia mas de Merremia
peltata (KP261989.1) como grupo de comparacion para ITS y Merremia peltata
(KP236677.1) para trnL-F. Los modelos de sustitucion para ITS fue Tamura Nei y para

trnL-F el modelo 3 parametros de Tamura, con estos modelos se reconstruyo la filogenia
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con base en ML, basqueda de arboles heuristica con NNI y eliminacion parcial de sitios
con espacios y 1000 repeticiones de Boostrap. Las secuencias obtenidas en este trabajo

y que se subieron al NCBI se encuentran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Numeros de accesion de las secuencias depositadas en el GenBank del NCBI.

Especies _ Np_. de 5 No. de'a}ccesion No. _d,e accesion
identificacion Region ITS Regidn trnL-F
43155 MN493041 MN530952
C. campestris Yunck. 6328 MN493042 MN530953
50963 MN493043 MN530954
46462 MN493159 MN530949
&ncgé'i‘rin)sgo';?g ;ere?gﬁé?fata 38462 MN493160 MN530950
38953 MN493161 MN530951
544 MN514245 MN530946
C. corymbosa Ruiz y Pav. var. 11093 MN514246 MN530947
stylosa Engelm.

43314 MN514247 MN530948
40138 MN493156 MN530943
C. costaricensis Yunck 56640 MN493157 MN530944
38456 MN493158 MN530945
14895 MN495982 MN530940
C. indecora Choisy 45028 MN495983 MN530941
00001 MN495984 MN530942
9886 MN493150 MN530937
C. mitriformis Engelm. ex Hemsl. 88555 MN493151 MN530938
55210 MN493152 MN530939
50040 MN493153 MN519216
C. tinctoria Mart. ex Engelm 138 MN493154 MN519217
1 MN493155 MN519218

Los resultados de ambas regiones, forman siete cluters o grupos que corresponden a las
especies analizadas, por lo que el uso de estos marcadores se puede utilizar para la
diferenciacion de las especies, independientemente si estas presentan variacion
interespecifica, aunque el soporte de las ramas es mejor para, ITS (Figura 24), que para
trnL-F. En ITS el soporte de las ramas para C. chinensis es de 99%, C. indecora 100%,
C. tinctoria 99%, C. mitriformis 85%, 98% en C. campestris, 99% con C. costaricencis,
98% con C. corymbosa var. stylosa; para esta Ultima especie podemos decir que los

ejemplares que se trabajaron morfologicamente y molecularmente presentan mayor
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similitud con esta variedad, que con C. corymbosa var. grandiflora, ya que las flores
observadas midieron aproximadamente 3.4 mm y las flores de C. corymbosa var.
grandiflora miden 4.0 mm, el céliz observado fue mas corto que la mitad del tubo de la
corola, asi como las escamas llegan a la mitad de la corola, caracteristicas destacadas
para la diferenciacion entre estas dos variedades. El soporte de las ramas para C.
indecora fue de 100%, en este arbol se observa que los ejemplares estan relacionados
con las especies C. indecora var. attenuata y C. indecora var. neuropetala, por lo que
para determinar a qué variedad pertenecen se podria trabajar con otros marcadores

moleculares en plantas como son matk, rbcL, 26S.

La recostruccion de la filogenia de la region trnL-F muestra un soporte de ramas de 100
% en C. indecora, 98% en C. tinctoria, 98% en C. campestris, 97 % en C. costaricencis,
86% en C. chinensis, 86 % en C. corymbosa var. stylosa y 60% en C. mitriformis (Figura
25), el soporte de estas ramas mayores a 75 % de bootstrap sefiala que estas
corresponden a un grupo verdadero (Hillis and Bull 1993) por lo que en el caso de C.
mitriformis se tiene que tomar con reserva hasta que se tenga mayor informacién del gen

en esta especie.

Se realiz6 un andlisis concatenado de la region ITS y trnL-F, lo cual beneficia la mayor
resolucion en los datos proporcionados, asi como un mayor soporte en las ramas de
cada una de las especies para comprobar la robustez y fiabilidad de estas (Figura 26).
Se puede observar que la especie de C. mitriformis muestra un soporte de la rama de
99%, mucho mayor que el que se presentaba en el arbol filogenético de trnL-F. Asi
mismo, las especies de C. indecora y C. campestris mantuvieron un soporte de 100% y

98%, mucho mayor en comparaciéon con el arbol trnL-F.

En ambos arboles elaborados con las siete especies de Cuscuta se observé que cinco
especies se agruparon en cinco grupos que constituian clados homogéneos, dentro de
cada especie se observo la variacion intraespecifica. En el clado niumero seis se observo
gue C. mitriformis y C. tinctoria se encuentran en el mismo clado, pero en ramas

diferentes, esto corresponde con lo observado por Stefanovic et al. (2007), Garcia y
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Martin (2007), Welsh et al. (2010) y Garcia et al. (2014), quienes sefialaron en sus
respectivos arboles filogenéticos elaborados con los marcadores moleculares ITS y trnL-
F, que estas dos especies pertenecen a un mismo clado, al clado G. Por lo que es de
esperarse que nosotros encontraramos los mismos resultados. Cabe destacar que estos
mismos autores sefialaron que las especies con las que se trabajé en este estudio
pertenecen al subgénero Grammica, e indicaron el nombre del clado al que pertenece
cada una de estas especies. C. campestris, al clado B, C. chinensis al clado H, C.
corymbosa al clado J, C. costaricensis al clado K y C. indecora al clado M. Aunque las
caracteristicas morfologicas de C. mitriformis y C. tinctoria no son similares, presentaron
flores grandes y gruesas solamente, en el analisis filogenético se muestra una relaciéon

similar.

Para el caso de C. campestris, es una especie que tiene un soporte de 93% en el arbol
ITS y 84% en trnL-F, pertenece al clado B, esta especie tiene una distribucion mundial
(Stefanovic et al., 2007), sin embargo en México solo se ha encontrado en 4 estados

cuales son, en el norte y centro de México.

Las otras especies como C. chinensis que pertenecen a otros clados presentan una
distribucion especialmente en México, sur de EE.UU. y Centro América (Stefanovic et
al., 2007) en México se ha diversificado y se comprob¢ al realizar la comparacién con los
ejemplares que se encuentran en el herbario (Costea et al., 2011). Aunque también se

ha encontrado en el sur de Asia, Australia y Africa.

Los resultados del andlisis individual y concatenado de los marcadores ITS y trnL-F
sefialan, que es posible la identificacion taxondmica, de las siete especies de Cuscuta
analizadas, sin embargo el nievel de soporte en la separacion de C. chinensis y C.
indecora, sefiala que la regién ITS permite una mejor definicién en las separacién de
estas especies que trnL-F. Por lo que con los perfiles genéticos que se generaron de
estas dos regiones se podran utilizar como secuencias de referencia para el diagndstico
rapido y oportuno de las especies de Cuscuta sin la necesidad de contar con las

estructuras florales para su identificacion morfologica. Finalmente, seria conveniente
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ampliar este tipo de estudio a otras especies del género para separacion de un mayor
numero de especies. En este trabajo fue posible la separacién de siete especies, con los
marcadores utilizados por lo que estos se pueden incluir dentro del los protocolos de
diagnostico fitosanitario del CNRF, sin embargo, se considera que este tipo de trabajo se
deberia de ampliar a las demas especies del género, que corroboren que los perfiles
genéticos de estos genes son sufientes para el diagnostico claro y oportuno de las
especies y en caso de ser necesario otros marcadores moleculares para poder

diferenciar entre las especies como, como C. chinensis y C. indecora.

83



C. mitriformis 29886 *
C. mitriformis 55210*
C. mitriformis 88555*
C. mitriformis 815

C. mitriformis 556

C. tinctoria 50040*
C. tinctoria 138*
100| C. tinctoria 766

C. tinctoria 1*

C. campestris 1264
C. campestris 487

C. campestris 1261
99

C. campestris 1262

s C.campestris 43155*
81 C. campestris 6328

C. campestris 1260
C. campestris 50963
C. chinensis var. applanata 850
C. chinensis var. applanata 38462*
C. chinensis var. applanata 508
C. chinensis var. applanata 1211

P C. chinensis var. chinensis 837
C. chinensis var. applanata 46462*
C. chinensis var. applanata 844
C. chinensis var. applanata 38953*

C. corymbosa var. grandiflora 695
92

C. corymbosa var. stylosa 544*
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C. costaricensis 858
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M. peltata 152851

0.05

Figura 24. Reconstruccion filogenética con 42 secuencias dela region ITS de siete
especies de Cuscuta, con ML con modelo de sustitucion de nucleétidos de Tamura Nei
(Tamura, 1992). El método de busqueda de arboles NNI. Los valores Boostrap se muestran
debajo de las ramas (Felsenstein, 1985). Los nimeros al final de cada taxén indican el
namero de identificacién de cada ejemplar. Los * indican las secuencias obtenidas en este

trabajo.
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Figura 25. Reconstruccion filogenética con 42 secuencias de la regién trnL-F de siete
especies de Cuscuta, con la aproximaciéon de ML, con modelo de sustitucion de nucleétidos
3 parametros de Tamura (Tamura, 1992). Con la busqueda de arboles con NNI. Los valores
Boostrap se muestran debajo de las ramas (Felsenstein, 1985). Los numeros al final de
cada taxdn indican el numero de identificacion de cada ejemplar. Los * indican las
secuencias obtenidas en este trabajo.
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Figura 26. Reconstruccion filogenética de 42 secuencias de las region ITS y trnL-F con ML
de siete especies de Cuscuta, con EL modelo de sustitucion de nucleétidos 2 parametros
de Kimura (Tamura, 1992). La busqueda del arbol heuristico NNI. Los valores Boostrap se
muestran debajo de las ramas (Felsenstein, 1985). Los numeros al final de cada taxén
indican el namero de identificacion de cada ejemplar. Los * indican las secuencias

obtenidas en este trabajo.
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2.4. Conclusiones

e El andlisis bioinformatico de especies del género Cuscuta presentes en NCBI,
permitieron la identificaron los marcadores moleculares ITS y trnL-F como
candidatos en la identificacion de siete especies de Cuscuta, de importancia
econOmica para Mexico

e Las regiones de ITS y trnL-F permitieron la diferenciacion de 7 especies de
Cuscuta, acortando los tiempos de respuesta en comparacion con el diagndstico
clasico.

e El analisis polimérfico de las regiones de ITS y trnL-F sefalan variabilidad dentro
y entre las especies.
El andlisis filogenético sefialan que la region ITS, permite una mejor diferenciaciéon
de las especies, que trnL-F sobre todo en C. mitriformis y C. tinctoria que son

especies emparentadas
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CONCLUSIONES GENERALES
Se pudieron identificar 7 especies del genero Cuscuta mediante caracteres
morfoldgicos, y se elabor6 una guia ilustrada con las caracteristicas morfolégicas

mas importantes para realizar su identificacion.

Se identificaron los marcadores moleculares ITS y trnL-F para realizar los perfiles

genéticos de las siete especies de Cuscuta.

Con este trabajo, nos damos cuenta que el uso del marcador molecular ITS puede
realizar la separacién de especies lo que implica menos gasto y tiempo, en caso
de presentar alguna ambigiiedad se puede hacer uso del marcador trnL-F.

Con los datos de la investigacién se demuestra que el uso de caracteristicas
morfolégicas y marcadores moleculares especificos permiten realizar la
diferenciacion de especies de Cuscuta de importancia agricola para México,
acortando los tiempos de identificacién en comparacién con el diagnéstico clasico.

RECOMENDACIONES
Seguir complementando esta guia fotografica con las especies de Cuscuta
presentes en México, que se encuentren en los diferentes herbarios.
Complementar la guia fotografica una base de datos que incluya la secuencia
obtenida de estas especies.

Continuar con este trabajo en otras especies del genero Cuscuta.
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ANEXO 1

Claves dicotOmicas para determinar las especies del género Cuscuta.

1. Capsulas indehiscentes.
2. Lébulos de la corola con apices inflexos. A menudo afecta malezas, alfalfa y otros cultivos.
3. Perianto membranoso; céliz amarillo, brillante-reticulado cuando esta seco, con apices obtusos a
redondeados. Cépsulas globosas a deprimidas, 1.3-2.8 x 1.9-3.8 mm; no engrosada o levantada

alrededor de la gran abertura interestilar C. campestris

3. Perianto carnoso; cdliz pardusco no brillante reticulado cuando esta seco, con I6bulos agudos.
Céapsulas globosas a subglobosas, engrosadas y elevadas alrededor de la abertura intersticial

media C.indecora

2. Corola de lobulos rectos.
4. Estambres equivalentes, méas largos que los l6bulos de la corola. Capsulas globosas-deprimidas
a globosas-obovoides con 3-4 semillas C. vandevenderi

4. Estambres mé&s cortos que los lébulos de la corola. Cépsulas elipticas-ovoides con 1
semilla C. salina var. salina

1. Céapsulas circuncisiles cerca de la base (la linea de dehiscencia es facilmente detectable incluso en la
base de los ovarios jévenes; en esta etapa, la pared de la capsula se rasgara a lo largo de la linea de
dehiscencia cuando se aplique una ligera presion).
5. L6bulos de la corola con una proyeccién subapical en forma de cuerno.
6. Bracteas ampliamente triangulares, 3—3.5 mm de largo. Flores de 4.2-5.5 mm de largo; los I6bulos
del céliz se acuminan, sin una protuberancia subapical en forma de clpula o cuerno

C. costaricensis

6. Bracteas ovadas a lanceoladas, 0.75-2.0 mm de largo. Flores de 2.5-4.5 mm de largo; I6bulos
del caliz obtusos, truncados a agudos con una protuberancia subapical, similar a una cupula o
cuerno.
7. Lébulos del céliz orbicular a oblongo-obovado, el apice casi truncado no es excedido por el
apéndice de cupula subapical. Semillas 0.94-1.45 x 0.8-1.38 mm C. erosa

7. Céliz 16bulos ovados, oblongos a ligeramente espatulados, apice obtuso a agudo, excedidos
por el apéndice apical. Semillas 0.75-1.1 X 0.7-0.9
mm C. boldinghii

5. Lébulos de la corola sin proyecciones subapicales.
8. Ldbulos del caliz redondos a mas anchos que largos, con apice obtuso o redondeado.
9. Flores de 2.5—-4.2 mm de largo. Cépsulas globosas ovoides a ovoides. Semillas 1 por capsula

C. americana

9. Flores de 4.5-6.5 (=7) mm de largo. Capsulas globosas a globosas-deprimidas. Semillas

generalmente més de 1 por cpsula.
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10. Los I6bulos del caliz no se superponen 0 apenas se

superponen C. corymbosa var. grandiflora

10. Lobulos céliz ampliamente superpuestos.
11. Flores de 5-6.5 mm de largo; I6bulos de la corola en su mayoria erectos ca. 14 del tubo
de la corola; Estambres incluidos, filamentos de 0.1-0.3 mm de largo; escalas

infraestaminales ca. 2/3 mientras el tubo de la corola C. macrocephala

11. Flores de 4-5.2 mm de largo; los I6bulos de la corola inicialmente erectos, luego
reflexionados, + igualando el tubo; estambres con filamentos de 0.8—-1.2 mm de largo;
Escamas infrastaminales que igualan el tubo de la

corola C. tinctoria

8. Lébulos del caliz triangular-ovados a lanceolados, mas largos que anchos, obtusos, agudos para
acuminados apex
12. Caliz 1/4—-3/4 del tubo de la corola.
13. Inflorescencias densas, paniculiformes-glomeruladas; Pedicelos hasta 1.0 mm de largo.
Lébulos del caliz que se superponen basalmente C. odontolepis

13. Inflorescencias sueltas, umbeliformes o racemiformes; Pedicelos de 2—15 mm de largo. Los
I6bulos del caliz no se superponen basalmente.
14. Flores de 5.0-7.5 mm de largo; I6bulos de la corola de aproximadamente la 12del tubo

C. polyanthemos

14. Flores de 2.5-4.5 (-5) mm de largo; L6bulos de la corola igualando el tubo.
15. Flores 5-merosas; lI6bulos del caliz carinados y / o con protuberancias multicelulares
en las venas medias; I6bulos de la corola erectos C. tuberculata

15. Flores 4-merosas; l6bulos del caliz no carinados, sin protuberancias multicelulares
en las venas medias; I6bulos de la corola extendidos a reflexos C. leptantha
12. Caliz igual o mas largo que el tubo de la corola.
16. Inflorescencias umbellate.
17. Papilas presentes en los pedicelos, céliz y I6bulos de la corola; escalas infrastaminales
de alrededor de 34 del tubo de la corola C. desmouliniana

17. Papilas ausentes en los pedicelos y el céliz (a veces presentes en la cara adaxial de
los l6bulos de la corola); Escalas infrastaminales iguales o ligeramente mas largas que el
tubo de la corola.
18. Flores de 4.0-5.5 (—6.0) mm de largo; I6bulos del céliz acuminados C. legitima
18. Flores de 2.0-3.0 mm de largo; I6bulos del cdliz obtusos a agudos

C. umbellata var. umbellata

16. Inflorescencias glomeruladas o paniculiformes densas.
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19. Flores gruesas, marrén-rojizas cuando estan secas; escamas infrastaminales
oblongas, truncadas distalmente y denticuladas superficialmente, bifidas o con flecos
irregulares con algunas fimbrias C. dentatasquamata

19. Flores membranosas, de color amarillo cremoso al secarse; Escalas infrastaminales
redondeadas distalmente y con flecos uniformes.
20. Los I6bulos del caliz no estan cargados o son tan débiles (carina no visible sin
microscopio), con lébulos agudos; estilos 0.4-0.7 mm de largo

C. azteca

20. Lébulos del caliz carinados, con l6bulos obtusos a redondeados; estilos 0.8—1.8 mm

de largo C. chinensis var. applanata
Tomado de Yuncker, 1932; 1965; Costea et al., 2012

1. Capsulas indehiscentes; Australia 2

2. Pedicelos 4.0-12 mm:; flores de 2.5-5.0 mm de largo; estilos 0.8—-1.6 mm; capsulas globosas a

ovadas. C. tasmanica

2. Pedicelos 0.5-2.5 mm; flores 1.5-2.5 mm; estilos 0.1-0.3 mm; capsulas deprimidas-globosas

C. victoriana

1. Céapsulas circuncisas; América del Norte y Central 3
3. Estilos cilindricos tanto en las etapas de la antesis como de la capsula 4

4. Lébulos del caliz con protuberancias multicelulares 5

5. Inflorescencia glomerulada; pedicelos ausentes; I6bulos del caliz redondos de 1 a 5 veces mas

ancho que largo con apice redondeado C.

iguanella
5. Inflorescencia corimbiforme; pedicelos 1.0—-3.0 mm; I6bulos del céliz ovados con apice agudo

C. insolita

4. Lébulos de céliz sin protuberancias multicelulares 6

6. Cada flor con una bractea en la base (no debe confundirse con la (s) bractea (s) presentes en
la base de los racimos) 7

7. Los I6bulos exteriores del caliz carinados; escama infrastaminal fimbria cilindrica; capsulas

4-5.5 + 3-3.5 mm C. montana (en parte)
7. Los lébulos del céliz no se carinan; fimbrias infraestaminales en forma claviforme; capsulas
2.5-4.0 mm 8

8. Cédliz igualando el tubo de la corola; estilos 0.5-1 mm; céapsulas no estrechadas

apicalmente C. tolteca

8. Céliz 1/2-3 /4 tan largo como el tubo de la corola; estilos 1.5-3 mm; cpsulas estrechadas
apicalmente C. timida
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6. Flores sin bracteas en la base (pero 1-2 bracteas presentes en la base de los

racimos 9

9. Escamas infraestaminales mas cortas que el tubo de la corola, obovadas a espatuladas
C lindsayi

9. Escamas infraestaminales iguales o mas largas que el tubo de la corola, ovadas a oblongas
10
10. Flores de 7.0-9.0 mm; estilos de 0.4 a 1 mm de espesor; capsulas 5.0-6.0 + 3.0-4.0

mm C. volcanica (en parte)

10. Flores 2.8-7.0 mm; estilos de 0.15-0.3 mm de espesor; capsulas 2-3.5 + 1.8-2.5

mm 11

11. Los I6bulos del caliz se redondean a 1.75 veces mas ancho que largo; I6bulos de la

corola del apice redondeados C. tinctoria

11. Lébulos del céliz ovado-lanceolado a ovado-triangular; 16bulos de la corola apice
obtuso a subagudo C. purpusii

3. Estilos agrandados en la base, conicos en la antesis; en algunas especies se vuelven subuladas en

la etapa de la capsula 12
12. Lobulos del céliz con protuberancias multicelulares C. cotijana
12. L6bulos del caliz sin protuberancias multicelulares 13

13. Al menos algunos de los l6bulos del caliz son mas anchos que largos 14

14. Estilos que se vuelven subulados en la fruta; cdpsulas con una gran abertura interstilar
rodeada por corola marchita en la base; semillas secas con un patrén radial de arrugas

C. rugosiceps

14. Los estilos siguen siendo cénicos en la fruta; capsulas con una pequefa abertura interstylar,

coronadas por la corola; semillas secas
alveoladas C. montana (en parte)
13. Ninguno de los I6bulos del caliz es mas ancho que
largo 15
15. Estilos subulados en la fruta; capsulas con grandes aberturas interstilar 16
16. Céliz igualando el tubo de la corola; corola
campanulada C mitriformis

16. Céliz de aproximadmaente la 1/2 del tubo de la corola; corola cilindrica_____ C. jalapensis

15. Estilos conicos en fruta; Capsulas con aberturas intersticiales discretas 17

17. Flores de 6.0-7.0 mm de largo; I6bulos del caliz no carinados; capsulas rodeadas de

corola marchita en la base C.

woodsonii
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17. Flores de 7.0-9.0 mm de largo; l6bulos del céliz carinados; capsulas rodeadas y

coronadas por corola marchita C. volcanica

(en parte)

Tomado de Yuncker, 1932; 1965, Costea et al., 2013.

Descripcion de siete especies de Cuscuta que se encontraron parasitando cultivos
de importancia agricola y forestal.

e Cuscuta campestris Yunck., Mem. Torrey Bot. Club 18: 138. 1932.

Tallos delgados o de grosor medio; amarillo o naranjas. Inflorescencias a manera de
cimas aglomeradas, compactas, pedicelos méas cortos que las flores; bracteas 1 en la
base de los grupos, 0-1 en la base de los pedicelos, 0.9-1.5 mm de largo, membranosas,
ovadas, ovadas-triangulares a lanceoladas, margenes enteros, apices agudos; flor con
céliz casi tan largo como el tubo de la corola, los I6bulos ovados, por lo general tan
anchos como largos, mayormente sobrepuestos en la base, sobre todo cuando jévenes;
corola campanulada, de 1.5 a 2.0 mm de largo desde la base hasta los senos,
blanquecina o amarilla cuanta esta seca, con frecuencia glandular, l6bulos anchamente
triangulares a sublanceolados, casi del mismo largo que el tubo, agudos y con frecuencia
inflexos en el apice; estambres exentos, mas cortos que los lobulos de la corola,
filamentos generalmente algo subulados, casi del tamafio de las anteras, a veces mas
largos, anteras ovoides; escamas infraestaminales de 1.5 — 2.0 mm de largo, mayores
al tubo de la corola, oblongo-ovadas, muy fimbriadas, fimbrias de 0.3-0.4 (-0.5) mm,
unidas abajo de la mitad; ovario globoso, estilos delgados o algo subulados, mas
pequefios que la capsula; cdpsula con depresidn globosa a deprimida, indehiscente,
rodeada por 1/3 de la base de la capsula por la corola al marchitarse; cuatro semillas
ovadas por capsula, de aproximadamente 1.5 mm de largo, hilo corto, oblongo, terminal,
transverso (Costea et al., 2011a; Costea y Tardif 2006).

Distribucion: Especie subcosmopolita. En México se ha encontrado en los estados de
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Morelos, San Luis Potosi,
Sonora, parasitando plantas herbaceas, alfalfa, Trifolium y malezas. (Costea y Tardif

2006). Florece y fructifica entre mayo y agosto (Carranza, 2008).
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e Cuscuta chinensis Lam. var. applanata (Engelm.) Costea y Stefanov., Org.,
Divers. Evol. 11:383. 2011.

Tallos delgados, amarillos a cremosos. Inflorescencias glomeruladas a paniculiformes
densas. Pedicelos de 0.4-3.0 mm de largo. Una bractea en la base de los grupos, 0—
1 en la base de los pedicelos. Flores pentameras, 2.5-3.5 mm de largo, membranosas,
de color blanco cremoso cuando estan frescas, de color amarillo cremoso al secarse.
Papilas ausentes. Laticiferos evidentes en las bracteas, caliz, corola, anteras y ovarios,
aislados o en hileras, ovoides a alargadas. Caliz 1.5-2.0 mm de largo, amarillo pajizo,
reticulado y brillante, cupulado, tubo de la corola de 0.6—0.8 mm de largo; I6bulos de 0.8
a 1 mm de largo, que se superponen basalmente, generalmente ovado-triangulares y
con protuberancias multicelulares irregulares a lo largo de las venas, margenes
completos, apice obtuso a redondeado. Corola de 2.0—-3.3 mm de largo, tubo de 1.0-1.5
mm de largo, campanulada pero que se vuelve globosa en la fruta; [6bulos de 0.9 a 1.3
mm de largo, extendidos, ovado-lanceolado, margenes enteros, 4pice obtuso a
redondeado. Estambres + exertos, mas cortos que los I6bulos; filamentos de 0.4-0.8 mm
de largo; anteras 0.4-0.6 x 0.4—0.5 mm, ampliamente ovadas. Escamas infraestaminales
de 1.2-1.8 mm de largo, iguales o mas largas que el tubo de la corola, obovadas, con
flecos largos, fimbrias de 0.2-0.4 mm. Estilos 0.8—1.8 mm, iguales o mas largos que el
ovario, uniformemente filiformes. Cépsulas dehiscentes, 1.2-2.5 x 0.8-1.6 mm,
deprimidas, globosas y ligeramente angulares, translicidas, rodeadas por la corola
marchita. Semillas 3—-4 por cépsula, 0.85-1.2 x 0.8-1.1 mm, angulosas, ampliamente
elipticas (Costea, 2011).

Distribucién en México, Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Oaxaca, Querétaro, Puebla, San Luis Potosi, Zacatecas. Floracion de agosto a
septiembre. Sus hospedantes herbaceos son Amaranthus, Ambrosia, Anisacanthus,
Bahia, Bahiopsis, Baileya, Boerhavia, Chamaecrista, Chamaesaracha, Croton, Dalea,

Ipomoea, Partenium, Sanvitalia, Solanum, Tiquilia, Tragia, Viguiera (Costea, 2011).

e Cuscuta corymbosa Ruiz y Pavon, Fl. Peruv. 1: 69. 1798.
Tallos de grosor medio de color naranja; inflorescencias corimbiformes, mas o menos

laxas, pedicelos de casi el mismo largo que las flores (2.0—-6.0 mm); flor pentamera 4.5—
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6.5 (=7) mm de largo, de color blanca cuando estan frescas y de color marrén cuando
estan secas, sin papilas, caliz de 2 — 2.5 mm, membranoso, casi alcanzando la mitad del
tubo de la corola, I6bulos cortos, anchos, obtusos, ligeramente o no sobrepuestos; corola
cilindrica, de alrededor de 4 mm de largo desde la base hasta los senos, con I6bulos de
un cuarto a un medio de la longitud del tubo, ovado-oblongos, obtusos, erectos o
extendidos; escamas infraestaminales delgadas, angostas, de aproximadamente de
12—-3/4 tan largas como el tubo de la corola, dentadas o apenas fimbriadas, unidas debajo
de la mitad de su longitud; estambres casi de la mitad del largo de los I6bulos, anteras
ovado-cordadas; ovario globoso u ovoideo, pequefio, estilos delgados, mas largos que
el ovario; capsula pequefia, globosa, traslucida, circuncisil, cubierta y rodeada por la
corola marchita; semillas de 1 a 4, oblicuas, de alrededor de 1.5 mm de largo, hilo corto.
De tres variedades existentes, en México se puede encontrar la variedad C. corymbosa
var. grandiflora 'y C. corymbosa var. stylosa, las cuales se distinguen principalmente por

el tamario de la flor y el tamafio del caliz (Carranza, 2008).

C. corymbosa var. grandiflora, flores de 4.0 mm de longitud, forma globular, céliz mas
largo que la mitad del tubo de la corola, escamas infraestaminalaes de tres cuartos
aproximadamente de longitud del tubo de la corola. Florece de septiembre a noviembre
y se le ha encontrado en fruto de noviembre a enero. Su distribuciéon en México: Baja
California, Baja California Sur, Sonora, Tamaulipas, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,
Nayarit, Jalisco, Michoacan, Edo. México, CDMX, Morelos, Guerrero, Chiapas (Costea,
2012).

C. corymbosa var. stylosa, flores de 3.0 mm de longitud, corola cilindrica, caliz mas
corto que la mitad del tubo de la corola, escamas que llegan hasta la mitad de la corola.
Florece de julio a diciembre. Distribucion en México restringida al norte y centro del
territorio mexicano. Baja California Sur, Sinaloa, Tamaulipas, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo, Jalisco, Guerrero, Edo. México, CDMX (Carranza, 2008).
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e Cuscutaindecora Choisy Mém. Soc. Phys. Genéve 9:278. 184

Tallos delgados a medianos, amarillos a naranjas. Inflorescencias sueltas a densas,
paniculiformes o corimbiformes. Pedicelos de 0.5-6.0 mm de largo. Bracteas 1 en las
bases de los grupos y 0-1 en la base de los pedicelos, 0.6—1.5 mm de largo, ovadas a
lanceoladas, margenes completos, apices agudos. Flores pentameras, de 2.0-5.0 mm
de largo, membranosas a gruesas, de color blanco translicido cuando estan frescas, de
color amarillo cremoso a marron oscuro cuando se secan. Laticiferos visibles en el
perianto a lo largo de las venas medias y en los ovarios. Céliz 1.2-2 mm de largo,
cupulado, aproximadamente a la mitad del tubo de la corola aunque puede llegar a ser
mas largo que este, l6bulos de 0.5-1.2 mm de largo, superpuestos en la base,
lanceolados a triangular, apice agudo. Corola 2.5-4.5 mm de largo, campanulada 6
campanulada cilindrica, subglobosa o suburoleolada, I6bulos de 0.7-1.5 mm de largo,
triangular-ovado, margenes enteros, apice agudo, inflexos. Estambres apenas extraidos
o encerrados, mas cortos que los Iébulos de la corola. Escamas infrastaminales de
1.5-2.8 mm de largo o tan largas como el tubo de la corola, que alcanzan las bases de
los filamentos, puenteadas a 0.5-0.7 mm, obovadas a espatuladas, redondeadas,
uniformemente densas, con flecos largos, fimbrias de 0.2—0.4 mm de largo. Estilos de 1—
2.5 mm de largo, del tamafio del ovario o un poco mas largos, uniformemente filiforme.
Cépsulas indehiscentes, globosas a subglobosas, semitranslicida. Semillas 2—4 por
capsula de 1.7 mm de largo (Costea et al. 2006; Yuncker, 1932).

Floracién agosto-noviembre. Aparentemente se extiende como una maleza de alfalfa;
también se puede encontrar parasitando herbaceas como Baccharis, Chenopodium,
Helianthus, Heterotheca, Ipomoea, Pluchea, Polygonum, Rhynchosia y Tephrosia. En
México se encuentra en Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Edo. México, Jalisco,
Michoacan, Nuevo Ledn, Puebla, Querétaro, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz,

Zacatecas, Yucatan (Costea et al. 2006).

e Cuscuta costaricensis Yunck., Mem. Torrey Bot. Club 18: 227. 1932.
Tallos delgados o de grosor medio, amarillos o naranjas; pedicelo de 0 — 1.5 mm;
presenta una bractea debajo de los grupos de flores, inflorescencias dispuestas en

racimos  glomerulados, flores de 3.0-4.0 mm aproximadamente, pentameras,
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subsésiles de color blanco cuando estan frescas y cremosas cuando se secan; caliz de
3.2 — 3.5 mm de largo, mas o menos campanulado igual que el tubo de la corola, I6bulos
anchamente ovados, agudos o acuminados, ligeramente imbricados; corola cilindrica a
campanulada, de 3 a 4 mm de largo desde la base hasta los senos, I6bulos anchamente
ovados o suborbiculares, erectos o extendidos, mas cortos que el tubo de la corola,
agudos o acuminados o por lo general cuspidados ya que presentan una cuspide dorsal
subterminal de 0.1 — 0.3 mm de longitud; estambres méas cortos que los l6bulos de la
corola, los filamentos delgados, anteras ovoideas a elipsoideas; escamas
infraestaminales oblongas de 2.0 — 2.8 mm de largo, alcanzando los estambres,
fimbriadas de 0.2 — 0.4 mm; ovario globoso, estilos delgados, capilares, a veces apenas
subulados en la base en el fruto, ligeramente desiguales, mucho mas largos que el
ovario; capsula comprimido-globosa, circuncisil, rodeada completamente por la corola
al marchitarse; semillas 2 o 3, ovoideas a globosas, mas o menos trigonas, de 1.4 a 1.7

mm de largo, de color café (Carranza, 2008; Costea et al., 2011a).

Se le ha encontrado con flor de septiembre a noviembre y los frutos se presentan desde
noviembre hasta probablemente enero. Parasita plantas herbaceas sobre todo de las
familias Compositae y Leguminosae (Anoda, Cologania, Desmodium, Jaltomata
procumbens, Tagetes micrantha, Heterosperma, Melampodium, Milleria, Salvia, Simsia
y Xanthocephalum). Se ha repotado en los estados de Chihuahua, Durango, Edo.

México, Guanajuato, Jalisco, Michoacan (Costea et al., 2011a).

e Cuscuta mitriformis Engelm. in Hemsl., Diag. Pl. Nov. p. 54. 1880.
Tallos gruesos de color naranja; inflorescencias dispuestas en racimos compactos,
pedicelos mas cortos que las flores, 0.5 a 2.0 mm de largo; presenta una bractea en la
base de los pedicelos, de forma ovado-triangular, con &pice agudo a obtuso. Flores
pentdmeras, de 3.2 — 5.5 mm de longitud, caliz campanulado, casi tan largo como el tubo
de la corola, I6bulos ovados, obtusos, mas o menos desiguales e irregulares,
sobrepuestos en la base, los mas grandes con frecuencia fuertemente carinados; corola
blanca cuando esta fresca, de color marrén cremoso cuando esta seca, campanulada,

cilindrica casi de 3 mm de largo; estambres mas cortos que los l6bulos de la corola,
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filamentos subulados, anteras oblongas, de igual tamafio, 0 mas cortas que los
filamentos; escamas infraestaminales de 1.5 — 3.5 mm de largo, igualando el tubo de
la corola, oblongas, en su mayoria algo truncadas, bifidas, o raramente ovadas; fimbrias
de 0.1 — 0.4 mm de largo, cilindricas; ovario conico, estilos subulados, mas cortos que
el ovario, en fruto ampliamente divergentes, a manera de cuernos, estigmas lobulados;
capsula dehiscentes, globosas, mas o menos prolongada en la base de los estilos, la
corola al marchitarse permanece a su alrededor. 4 semillas por cépsula, de
aproximadamente 2 mm de largo, anguladas, ampliamente elipticas u ovadas (Carranza,
2008).

Se distribuye en el norte y centro del territorio de México, en los estados de Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Guanajuato,
Querétaro, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, México, Puebla, Tlaxcala y Veracruz.

Floracion y fructificacién en septiembre y octubre.

Esta especie se ha observado parasitando plantas de Bernardia, Eupatorium,

Desmodium, Vicia y otras (Carranza, 2008).

e Cuscutatinctoria Mart. in Engelm. Trans. Acad. St. Louis 1:480. 1859.

Tallos medianos, raramente gruesos de color amarillo a naranja; inflorescencias en
forma de glomérulos densos, pedicelos de 0.5 — 2.6 mm de largo; flores grandes
pentdmeras, de 3 — 5.2 mm de largo, carnosas, blancas que se van tornado marrén
rojizas cuando se secan. Laticiferos visibles en el céliz, caliz casi tan largo como el tubo
de la corola 2 — 3 mm de longitud, I6bulos obtusos, sobrepuestos en la base, redondos
a mas anchos que largos u ocasionalmente elipticos, no carinadas o con protuberancias
multicelulares en las venas medias, margenes completos, apéndices redondeados;
corola campanulada de 2.8-5mm de largo, tubo de 1.4 — 3.0 mm de largo, I6bulos
ovados o algo oblongos de 1.4 a 2.5 mm de largo, obtusos, sobrepuestos, erectos o
extendidos, margen entero o serrulado; estambres mas cortos que los I6bulos de la
corola, anteras versatiles, oval-oblongas, filamentos casi del mismo tamafo que las
anteras; escamas infraestaminales que igualan el tubo de la corola, unidas hasta casi

la mitad de su longitud, uniformemente fimbriado, con fimbrias de 0.2 — 0.5 mm de

100



longitud; ovario globoso, estilos delgados, generalmente mas largos que el ovario, pero
uniformes; capsula comprimido-globosa, circuncisil, rodeada por la corola al
marchitarse; semillas 3 o 4 por capsula, de casi 1.5 mm de largo, en angulo o
ligeramente dorso ventralmente comprimidas, elipticas-oblongas a las células
circundantes (Yuncker, 1932; Costea, 2013).

Esta especie se distribuye desde el norte de México hasta Guatemala. Sinaloa, Coahuila,
San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Estado
de México, Morelos, Puebla, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Sonora.

Parasita especies lefiosas. Se le encuentra floreciendo primordialmente entre agosto y
enero, aunque en ocasiones se extiende a casi todo el afio y lo mismo se registra también

con frutos a lo largo de las cuatro estaciones (Costea, 2013).
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