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Resumen

El género Cuscuta comprende plantas holoparasitas con una gran di-
versidad en Sudamérica, algunas de las cuales son malezas agricolas
importantes. Cuscuta grandiflora es nativa del Noroeste Argentino y ha
sido escasamente caracterizada desde el punto de vista morfoanatéomi-
co, no asi desde la filogenia molecular. Este estudio tiene como objeti-
vo proporcionar una descripcidon de su anatomia floral y vegetativa, la
morfologia polinica y la caracterizacién de la estructura secundaria del
marcador de ARN ribosémico ITS2. El material vegetal fue analizado
mediante técnicas histoldgicas, palinoldgicas y moleculares estandar. C.
grandiflora exhibe flores pentameras, gamosépalas y gamopétalas con
I6bulos marginales fimbriados. El perianto presenta epidermis unistra-
ta, cuticula estriada, estomas, tricomas glandulares, mesofilo homogé-
neo y laticiferos articulados. Entre los caracteres florales se destacan
un ovario con dos estilos cuyas epidermis son papilosas, estigmas con
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pelos glandulares y nectario anular, estructurado, con cuticula lisa y
nectarostomas. Los tallos haustoriales poseen epidermis unistrata, es-
tomas elevados y seis a nueve haces vasculares colaterales con canales
secretores y la conexién haustorial es con xilema y floema. Los granos
de polen son isopolares y radiosimétricos, con formas que varian desde
esferoidales prolados hasta suboblatos y tetra a pentacolpados. La exina
es microreticulada y heterobrocada con nanoespinulas. La secuencia
ITS2 (212 pb) se pliega formando una estructura secundaria con cuatro
hélices, aunque no todas se originan en el anillo central. Estos hallaz-
gos establecen una base interdisciplinaria para futuras investigaciones
taxondmicas y filogenéticas dentro del género.

[Palabras clave: Cabello de angel; flor; morfoanatomia; tallo. )

Abstract

The genus Cuscuta comprises holoparasitic plants with a high degree of
diversity in South America, some of which are major agricultural weeds.
Cuscuta grandiflora is native to Northwestern Argentina, and although
it has been investigated from a molecular phylogenetic standpoint, this
species remains poorly characterized from a morphoanatomical perspec-
tive. The objective of this study is to describe its floral and vegetative
anatomy and, pollen morphology, and to characterize of the secondary
structure of the ITS2 ribosomal RNA marker. Plant material was analyzed
using standard histological, palynological, and molecular techniques. C.
grandiflora exhibits pentamerous, gamosepalous, and gamopetalous
flowers with fringed marginal lobes. The perianth features a unistrate
epidermis, a striated cuticle, stomata, and glandular trichomes, a homo-
geneous mesophyll, and articulated lactifers. Notable among the floral
characteristics are an ovary with two styles with papillate epidermis,
stigmas with glandular hairs, and a structured, annular nectary with a
smooth cuticle and nectarostomes. The haustorial stems have a unis-
tratified epidermis, elevated stomata, and six to nine collateral vascular
bundles with secretory canals; the haustorial connection involves both
xylem and phloem. Pollen grains are isopolar and radially symmetrical,
with shapes ranging from prolate-spheroidal to suboblate, and from
tetra- to pentacolpate. The exine is microreticulate and heterobrochate
with nanospinules. The ITS2 sequence (212 bp) folds to form a second-
ary structure with four helices, although not all of them originate from
the central ring. These findings establish an interdisciplinary foundation
for future taxonomic and phylogenetic research within the genus.

[Keywords: Dodder; flower; morphoanatomy; stem. ]




Lilloa 63 (2): 325-354, 7 de diciembre de 2026 327

INTRODUCCION

El género Cuscuta L. (Convolvulaceae) comprende alrededor de 200 especies
holoparasitas que se distribuyen en el viejo y nuevo mundo (Stefanovic et
al., 2007; Costea et al., 2015), en estas especies los caracteres florales son
de particular importancia taxonémica dado que su forma de vida ha lleva-
do a la reduccién y pérdida de estructuras vegetativas (Kuijt, 1969). Las
caracteristicas morfoldgicas de los estigmas y estilos son los elementos de
valor diagnéstico utilizados para definir a tres subgéneros ampliamente
distribuidos: Monogynella Engelmann ex Yunck., presenta el gineceo con un
estilo y varias formas de estigmas; Cuscuta Engelmann, los dos estilos son
de longitud semejante con estigmas elongados y Grammica Yunck., donde el
gineceo posee dos estilos de diferente longitud y variacién en la forma del
estigma (Yuncker, 1932; Wright ez al., 2011). Los dos primeros subgéneros
se encuentran en Europa, Asia, Africa y América del Norte; mientras que
Grammica, con el mayor namero de especies (155 aproximadamente), se
distribuye en todos los continentes (Hunziker, 1949; McNeal et al., 2007).

Metcalfe y Chalk (1950) describieron caracteres anatomicos para Cuscu-
ta, entre ellos se mencionan, flores periantadas con tricomas simples uni-bi-
celulares; tallo con células secretoras en el cortex, con periciclo, raramente
una médula y el floema mas desarrollado que el xilema. Se evidencian ante-
cedentes referidos al tallo en C. australis R. Brown, C. campestris Yunck. y C.
pedicellata Ledeb., entre otras, donde se describe la presencia de estomas y
protuberancias estomatiferas con epidermis unistrata, corteza de cinco o seis
capas de células parenquimaticas con granos de almidén y haces vasculares
colaterales que forman una eustela central. El desarrollo de los haustorios
incluye diferentes etapas descriptas por numerosos autores Yuncker (1943),
Lyshede (1985), Lee y Lee (1989), Lee (2007), Hong et al. (2011) Clayson
et al. (2014) y Chitralekha et al. (2022).

Con respecto a la morfologia polinica, se describe a Cuscuta con formas
tri o tetracolpadas, con la exina ornamentada y microreticulada (Heusser,
1971; Laguardia, 1961; Liao et al., 2005; Romeiro et al., 2023). Welsh et al.
(2010), mencionan que los caracteres del polen desempenan un rol crucial
en la delimitacion de las especies de Grammica, caracterizados por una no-
table diversidad palinoldgica. La variacion polinica es tan amplia que refleja
casi todo el espectro del género, aunque predomina la condicion tricolpada,
mientras que en C. grandiflora Kunth se observa polen cinco a ocho colpado.

Con relacién a la filogenia molecular, McNeal et al. (2007) analizaron
la evolucién sistemadtica y gendmica del género Cuscuta a través de ADN
nuclear ITS y plastidial rps2, rbcl y matk; determinando la monofilia en
Grammica. Stefanovic et al. (2007) proporcionaron una filogenia completa
del subgénero Grammica basada en ITS y rbcLL que incluye mas de 110
especies, entre ellas C. grandiflora.
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Dichos autores demostraron que Grammica tiene 15 clados principales y
C. grandiflora pertenece al "clado O". Braukmann ez al. (2013) evidenciaron
que los genes de los plastidios se perdieron en todo el clado O, incluso en
C. grandiflora. Garcia et al. (2014) ampliaron los estudios para el género
utilizando los genes nrLLSU y rbcL, evidenciando las mismas relaciones
evolutivas en el “clado O” para la especie. Con base en los datos moleculares
de estos dos ultimos estudios, Costea et al. (2015) redefinieron formalmente
la seccion Subulatae, la més grande en el subgénero Grammica. Finalmente,
mas recientemente, C. grandiflora se incorpord en la filogenia molecular
basada en ITS, de un grupo de especies de la seccién Subulatae con la des-
cripcion de Cuscuta mantiqueirana Costea, S.S. Silva & Sim. Bianch., una
nueva especie de Brasil (Costea et al., 2021).

Cabe destacar que el marcador ITS2 es una secuencia “barcode” con
alto potencial para la identificacion de especies y su estructura secundaria
es importante en la elaboracion de filogenias, debido a que brinda un so-
porte mayor en los nodos durante la construccion de arboles filogenéticos,
lo que permite establecer relaciones mas certeras en niveles taxondémicos
superiores a especie (Grajales et al., 2007; Stefanovic et al., 2007; Schultz
y Wolf, 2009; Chen et al., 2010; Yao et al., 2010). En algunas especies de
Cuscuta se han llevado a cabo plegados de estructuras secundarias del intré6n
ITS2 (Demir et al., 2020), sin embargo, no fue posible observar la estructura
tipica del transcripto primario de ARN.

Cuscuta grandiflora (Fig. 1A-B) se distribuye a lo largo de los Andes
en Colombia, Chile y en Argentina en las provincias de Catamarca, Jujuy,
Salta y Tucuman, donde crece sobre plantas lefiosas en bosques riberenos
himedos (Hunziker, 1947). Se caracteriza por presentar tallos trepadores
filiformes, que portan glomérulos paucifloros; las flores son perfectas, hete-
roclamideas, pediceladas, actinomorfas, pentimeras, hipdginas; sépalos con
16bulos triangular-aovados, obtusos, membranaceos con bordes fimbriados;
corola gamopétala, con tubo infundibuliforme mas corto que los 16bulos;
pétalos de color morado en la base y blanco en los extremos, I6bulos obtu-
sos, con bordes fimbriados (Yuncker, 1932; Hunziker, 1947). A la fecha no
se registraron contribuciones anatémicas, palinoldgicas y moleculares para
material de esta especie recolectado en el NOA.

Con base en lo expuesto, el objetivo de este trabajo es caracterizar la
anatomia floral, el tallo haustorial, describir la morfologia del grano de
polen y determinar la estructura secundaria del transcripto primario del
marcador molecular ITS2 de Cuscuta grandiflora.
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Fig. 1. Cuscuta grandiflora. A) Habito. B) Detalle de flor y tallo haustorial.
Fig. 1. Cuscuta grandiflora. A) Plant habit. B) Detail of a flower and a haustorial stem.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal se encuentra depositado en el herbario (LIL). Cuscuta
grandiflora Kunth: ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto. Trancas, Camino
a Lara, 1800 m snm, 17-III-2008, Cristobal de Hinojo M. E - Lozzia M. E.
610023 (LIL); Dpto. Trancas, Hualinchay, 1953 m snm, 01-VI-2010, Pdez 1/
610882 (LIL); Dpto. Trancas, Hualinchay, 1953 m snm, 01-VI-2010, Lozzia
M. E. 610883 (LIL); Dpto. Trancas, Hualinchay, 1953 m snm, 30-I11-2010,
Pdez, 17610887 (LIL).

Analisis de la morfoanatomia

El material de estudio consisti6 en flores con pétalos de base morada y api-
ces blancos, junto con tallos haustoriales autoparasitados. Ambos érganos,
tomados de cinco individuos recolectados al azar, fueron fijados en FAA
(D’Ambrogio de Argiieso, 1986). Para la observacion de las superficies de
los distintos organos florales se realizaron diafanizados, los que posterior-
mente fueron tefnidos con azul astra o violeta cristal y montados en agua
glicerina (1:1, v/v) (Dizeo de Strittmater, 1973).

Se realizaron cortes transversales a “mano libre” de las piezas florales y
tallos haustoriales, los que fueron clarificados, tefiidos con una doble tin-
cion sucesiva de azul astra-safranina y montados en agua glicerina (D’Am-
brogio de Argiieso, 1986). Las pruebas histoquimicas para la deteccion de
almidon y fenol fueron solucion de lugol y cloruro férrico, respectivamente
(Zarlavsky, 2014).
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Para las secciones transversales ultrafinas, los 6rganos florales se fija-
ron en una solucion de Karnovsky (formaldehido al 4%, glutaraldehido
al 5% y tampoén fosfato sédico 0,1 mol-L. tampodn fosfato soédico, pH 7,4)
(Karnovsky, 1965), luego en una solucién 1/1 de tampoén fosfato sddico
con tetroxido de osmio al 2%. Tras la incubacién con ambos fijadores a 4
°C durante la noche, se lavaron las muestras, se incrustaron en resina de
Spurr, se cortaron con ultramicrétomo y se obtuvieron cortes ultradelgados
de 3 um de espesor. Las secciones se tifieron con azul de toluidina al 0,05%
(Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1981).

Las observaciones se realizaron con estereomicroscopio (Olympus Co,
Olympus SZX7) y microscopio optico con luz polarizada (Carl Zeiss, Axios-
tar Plus), acoplado a una camara digital (Canon A620, Power Shot 7,1 MP).

Para el estudio ultraestructural de las piezas florales, el material se
fijo en una solucion de Karnovsky, se deshidrataron con alcohol y aceto-
na, luego se secaron a punto critico en CO2 liquido y se recubrieron con
oro-paladio por pulverizacién catédica. LLas observaciones se realizaron en
microscopio electronico de barrido (Zeiss Supra 55VP), del Centro Integral
de Microscopia Electronica (CIME, CONICET-UNT). Las microfotografias
se tomaron con una camara digital (Olympus SP350, 8,0 MP).

Andlisis de la morfologia del grano de polen

El material polinico fue extraido de botones florales maduros y tratado
con técnicas palinoldgicas para polen no acetolizado (Wodehouse, 1935) y
acetolizado (Erdtman, 1960). Se midieron los siguientes parametros sobre
un minimo de 20 granos: eje polar (P), didmetro ecuatorial (E), namero,
mesocolpio y apocolpio, largo y ancho de los colpos y espesor de la exina
(sexina/nexina). Los preparados se conservan en la PAL-TUC-LIL.

Las observaciones del material acetolizado, mediciones y las microfoto-
grafias se realizaron con camara Axiocam ERc5s incorporada a un micros-
copio optico Zeiss (Axio LAB Al, Gottingen, Alemania). Para el andlisis de
la escultura de los granos de polen se tomaron microfotografias de material
no acetolizado, con microscopio electronico de barrido, del Centro Integral
de Microscopia Electrénica (CIME, CONICET-UNT). La terminologia
empleada en las descripciones de los tipos polinicos corresponde a Sdenz
Lain (2004) y Punt et al. (2007).

Analisis de las secuencias ITS2

Se siguieron los protocolos de extraccién, amplificacion y secuenciacion
de ADN descritos por Andrada et al. (2022). Las dos secuencias completas
ITS2 de Cuscuta grandiflora (Accession numbers: EF194535.1, 0Q411846.1)
se obtuvieron de I'TS2-database (Ankenbrand et al., 2015) y GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Para comparar las secuencias se realizé el emparejamiento de similitud
con el programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov7Blast.cgi).

La eliminacion de las secuencias ribosomales, que flanquean al segmen-
to ITS2, se realiz6 segtin Keller et al. (2009). La alineacion automatica de
las secuencias de ADN se llevé a cabo con el programa SeaView 4 (Gouy et
al., 2010), mientras que el alineamiento manual y el estudio comparativo de
las secuencias se realizaron con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

Para la construccion de la estructura secundaria del transcripto primario
de ARN se uso el software RANfold (Lorenz et al., 2011). La estructura ob-
tenida se compar6 con las depositadas en la base de datos I'TS2 Ribosomal
RNA (https://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de), para el género
Cuscuta (Merget et al., 2012). Las visualizaciones de las estructuras secunda-
rias se llevaron a cabo con el software PseudoViewer 3 (Byun y Han, 2009).

RESULTADOS
Morfologia floral

Cuscuta grandiflora posee flores perfectas. El caliz es gamosépalo con cinco
sépalos triangulares, membranaceos soldados en la base. La corola es gamo-
pétala, pentalobada. El ciliz y la corola presentan margenes fimbriados (Fig.
1B, Figs. 2A, D, I). El androceo esta formado por cinco estambres, insertos
en la cara interna del tubo corolino, las anteras son dorsifijas, bitecas, con
dehiscencia longitudinal. El gineceo presenta ovario stipero con dos estilos
y estigmas subglobosos a reniformes. El disco nectarifero se encuentra en
la base del gineceo rodeando el ovario (Fig. 2A).

Anatomia del perianto

En vista superficial los sépalos presentan la epidermis adaxial con células iso-
diamétricas, siendo rectangulares en la superficie abaxial; las paredes celula-
res son rectas a curvas con cuticula levemente estriada, en ambas epidermis
(Fig. 2B, C). En el margen fimbriado de los sépalos se evidencian tricomas
glandulares de dos tipos: a) pie pluricelular uniseriado y cabeza unicelu-
lar, b) pie y cabeza unicelular en diferentes estadios de desarrollo (Fig.
2D). Estomas anfidiaciticos se presentan en la superficie adaxial (Fig. 2E).

En los pétalos las epidermis de ambas superficies presentan células
papilosas, isodiamétricas a rectangulares de paredes rectas a curvas, con
cuticula fuertemente estriada (Fig. 2F). Los tricomas son semejantes a los
descriptos para sépalos, los de tipo “a” se observan en la lamina (Fig. 2G,
H); mientras que, los de tipo “b” se presentan en el margen (Fig. 21, ]).
Los estomas de tipo actinociticos y paraciticos son escasos en epidermis
adaxial (Fig. 2K, L). Las piezas del perianto poseen numerosos laticiferos
articulados no ramificados en el mesofilo (Fig. 3A, C).
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Fig. 2. Cuscuta grandiflora. A-C, F-H: Microscopio electrénico de barrido. D, E, I-L:
Microscépio 6ptico. A) Aspecto general de una flor perfecta. B-E) Sépalos. B) Epidermis
adaxial. C) Epidermis abaxial. D) Margen fimbriado con dos tipos de tricomas glandulares.
E) Estoma anfidiacitico. F-L) Pétalos. F) Epidermis con cuticula fuertemente estriada. G,
H) Tricomas sobre la ldmina. G) Simple, pluricelular y uniseriado. H) Glandular, con pie
pluricelular uniseriado y cabeza unicelular. I, J) Margen del pétalo con tricomas glandulares.
K, L) Epidermis adaxial. K) Estoma actinocitico. L) Estoma paracitico. Abreviaturas: a,
antera; e, estilo; es, estigma; f, filamento; ne, nectario; o, ovario; p, pétalo; s, sépalo;
tg, tricoma glandular; tga, tricoma glandular con pie pluricelular uniseriado y cabeza
unicelular; tgb, tricoma glandular con pie y cabeza unicelular; 1, célula oclusiva; 2, célula
subsidiaria. >
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> Fig. 2. Cuscuta grandiflora. A-C, F-H: Scanning electron microscope. D, E, I-L: Optical
microscope. A) General appearance of the perfect flower. B-E) Sepals. B) Adaxial epidermis.
C) Abaxial epidermis. D) Fimbriate margin with two types of glandular trichomes. E)
Amphidiatic stoma. F-L) Petals. F) Epidermis with strongly striated cuticle. G, H) Trichomes
on the lamina. G) Simple, multicellular, and uniseriate. H) Glandular, with a uniseriate
multicellular foot and a unicellular head. I, J) Petal margin with glandular trichomes. K,
L) Adaxial epidermis. K) Actinocytic stoma. L) Paracytic stoma. Abbreviations: a, anther; e,
style; es, stigma; f, filament; ne, nectary; o, ovary; p, petal; s, sepal; tg, glandular trichome;
tga, glandular trichome with a uniseriate multicellular foot and a unicellular head; tgb,
glandular trichome with a unicellular foot and head; 1, guard cell; 2, subsidiary cell.

En seccién transversal, los sépalos y los pétalos presentan contorno en
forma de “V” abierta; siendo concavo en sépalos (Fig. 3B) y convexo en
pétalos con una prominencia hacia el hipéfilo a nivel del nervio central,
con prominencias menores que corresponden a los nervios secundarios
(Fig. 3E). Los extremos de estos 6rganos son aguzados (Fig. 3D). Ambas
epidermis son unistratas, el mesofilo parenquimatico es homogéneo con
tres a cinco capas de células en sépalos y de dos a tres capas en pétalos,
con haces vasculares colaterales. Se evidencia laticiferos y amiloplastos de
granos simples en el mesofilo (Fig. 3C, F).

Anatomia del androceo

Los estambres presentan filamentos cortos y anteras reniformes bitecas de
dehiscencia longitudinal (Figs. 2A y 3G). En vista superficial el filamento
presenta células epidérmicas rectangulares con cuticula estriada (Fig. 3H).
En seccién transversal el contorno es subcircular, la epidermis unistrata,
internamente cuatro a seis capas de células parenquimaticas isodiamétricas
con espacios intercelulares; en posicion central, un tinico haz vascular de
xilema rodeado de floema, con un conducto secretor asociado al xilema
(Fig. 31). Las anteras en vista superficial presentan células rectangulares
con cuticula fuertemente estriada (Figs. 3], K). En seccion transversal dos
tecas se unen por el tejido conectivo inervado por un haz vascular (Fig. 3L).
La pared anterial presenta epidermis externa, endotecio, epidermis interna
y restos de células tapetales (Fig. 3L). Cada teca tiene dos sacos polinicos
que contienen granos de polen cuatro a cinco colporados (Figs. 5G, H). Se
observan laticiferos en posicion subepidérmica (Fig. 3L).
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Anatomia del gineceo

El ovario tiene forma ovoide (Fig. 3M), se encuentra cubierto por células
epidérmicas fuertemente papilosas cuadrangulares con paredes rectas y cu-
ticula muy estriada (Fig. 3N). En seccién transversal el ovario es bilocular,
con dos 6vulos anatropos bitegumentados en cada léculo y placentacion
axilar. La pared ovarica presenta epidermis externa e interna unistrata,
mesofilo parenquimatico homogéneo de seis a 10 capas en el cual se en-
cuentran los haces vasculares (Fig. 30).

Los estilos son de igual altura, cilindricos con una longitud que varia de
0,48 a 0,91 mm. En vista superficial las células epidérmicas son rectangula-
res y papilosas con cuticula fuertemente estriada (Fig. 3P). El sector medio
del estilo, en corte transversal, presenta epidermis unistrata, internamente
el parénquima esta formado por seis a 11 capas de células que contienen
granos de almidon simple y laticiferos subepidérmicos, en posicion central
se ubica el tejido de transmision macizo. LLa vascularizacion de los estilos es
reducida, no se observa xilema (Fig. 3Q). Los estigmas exhiben numerosos
pelos estigmaticos glandulares pluricelulares uniseriados (Fig. 3P).

Anatomia del nectario floral

El nectario es un disco anular que rodea la base del ovario (Fig. 3M), lo-
bulado y estructurado, de color mas claro que el ovario, y se haya vascula-
rizado. El tejido nectarifero en vista superficial comprende epidermis de
células rectangulares con cuticula lisa y nectarostomas anomociticos (Fig.
3R). En seccién transversal y longitudinal, la epidermis es unistrata con
nectarostomas levemente elevados, por debajo 20 a 25 capas de parénqui-
ma nectarifero que se tifien intensamente y contienen abundante almidon,
cristales de oxalato de calcio en forma de cubos y tubos laticiferos articu-
lados simples y ramificados (Figs. 3S, T). Este tejido secretor no evidencia
espacios intercelulares y se halla irrigado por xilema y floema.

Anatomia del pedunculo floral

En vista superficial las células epidérmicas son rectangulares con cuticula
estriada. En seccién transversal, es de forma subcircular con epidermis
unistrata, internamente dos a tres capas de colénquima laminar y angular,
se continua con dos a tres estratos de células parenquimaticas, cinco haces
vasculares colaterales con casquetes de esclerénquima no lignificado hacia
floema, canales secretores con contenidos fendlicos hacia xilema y una pe-
quena médula parenquimatica central. Se observo la presencia de laticiferos
subepidérmicos, granos de almidon y braquiesclereidas no lignificadas en
la corteza parenquimatica (Figs. 3U, V).



Lilloa 63 (2): 325-354, 7 de diciembre de 2026 335

Fig. 3. Cuscuta grandiflora. G, J, M, N, P, R: Microscopio electrénico de barrido. A-F, H,
I, K, L, O, Q, S-V: Microscopio éptico. A) Laticiferos articulados. B-F) Cortes transversales.
B-D) Sépalo. B) Contorno céncavo-convexo. C) Detalle de epidermis y mesofilo. D) Detalle
extremo aguzado. E, F) Pétalo. E) Contorno con prominencias hacia el hipofilo. F) Detalle
de epidermis y mesofilo. G-L) Androceo. G) Antera biteca. H) Epidermis del filamento. I)
Corte transversal del filamento. J) Detalle de la cuticula fuertemente estriada de la antera.
K) Epidermis de la antera. L) Corte transversal de las tecas. M-T) Gineceo. M) Ovario.
N) Epidermis papilosa del ovario. O) Corte transversal del ovario. P) Detalle de estilo y
estigma. Q) Corte transversal de estilo. R-T) Nectario. R) Nectarostomas anomociticos. S)
Corte transversal de epidermis unistrata y parénquima nectarifero. T) Detalle de tubos
laticiferos y parénquima rico en almidén. U, V) Pedlnculo floral. U) Corte transversal »
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> subcircular. V) Detalle de los tejidos. Abreviaturas: a, almiddn; bes, braquiesclereidas;
¢, canal secretor; ca, carpelo; co, colénquima; e, estilo; ep, epidermis; epe, epidermis
externa; epi, epidermis interna; en, endotecio, es, estigma; f, floema; ne, nectario; o,
ovario; ov, ovulo; p, parénquima; pes, pelos estigmaticos; t, tejido no secretor; tl, tubos
laticiferos; ts, tejido secretor; x, xilema.

Fig. 3. Cuscuta grandiflora. G, J, M, N, P, R: Scanning electron microscopy. A-F, H, I, K,
L, O, Q, S-V: Light microscope. A) Articulated laticifers. B-F) Cross-section. B-D) Sepal. B)
Concave-convex outline. C) Detail of epidermis and mesophyll. D) Extremely sharp detail.
E, F) Petal. E) Outline with prominences toward the hypophyll. F) Detail of epidermis
and mesophyll. G-L) Androecium. G) Bithecal anther. H) Filament epidermis. I) Filament
cross-section. J) Detail of the strongly striated anther cuticle. K) Anther epidermis. L)
Cross-section of thecae. M-T) Gynoecium. M) Ovary. N) Papillose ovary epidermis. O)
Ovary cross-section. P) Detail of style and stigma. Q) Style cross-section. R-T) Nectary.
R) Anomocytic nectarostomes. S) Cross-section of unistrate epidermis and nectary
parenchyma. T) Detail of laticiferous tubes and starch-rich parenchyma. U, V) Floral
peduncle. U) Subcircular cross-section. V) Detail of tissues. Abbreviations: a, starch; bes,
brachysclereids; ¢, secretory canal; ca, carpel; co, collenchymas; e, style; ep, epidermis;
epe, outer epidermis; epi, inner epidermis; en, endothecium; es, stigma; f, phloem; ne,
nectary; o, ovary; ov, ovule, p, parenchyma; pes, stigmatic hairs; t, non secretory tissue;
tl, laticiferous tubes; ts, secretory tissue; x, xylem.

Morfoanatomia del tallo haustorial
y autoparasitismo

En seccién transversal el tallo es de forma circular con crecimiento pri-
mario; la epidermis es unistrata con cuticula estriada y delgada, con esto-
mas al mismo nivel de las células epidérmicas o elevados; esclerénquima
subepidérmico formado por dos a cinco estratos de células, internamente
dos a cuatro capas de células parenquimaticas, una vaina parenquimatica
amilifera y una faja esclerenquimatica no lignificada (Figs. 4A, B). El te-
jido vascular se organiza en seis a nueve haces vasculares colaterales con
casquete de esclerénquima no lignificado hacia floema. En posicién central
se evidencia una médula parenquimatica (Fig. 4A). Canales secretores se
observaron en xilema, los que dieron positivo para compuestos fendlicos
(Fig. 4C). Se observa la presencia de granos de almidén dispersos en el
parénquima cortical y medular.

El tallo haustorial endofitico forma discos adhesivos laterales en forma
de ventosa, que anclan el parasito a la superficie del hospedador; éstos
se forman a intervalos en porciones que entran en contacto con la rama
huésped (Figs. 4D, E). Desde el centro del disco el haustorio se expande
y crece a través de la corteza del hospedante para conectarse con el tejido
vascular, tanto xilema como floema (Fig. 4F). En el haustorio se evidencia
lignificacion en las paredes celulares, el mismo presenta epidermis unistra-
ta, parénquima cortical con abundante almidon y un haz vascular colateral
en posicion central (Fig. 4F).
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Fig. 4. Cuscuta grandiflora. A-C, F: Microscopio 6ptico. D, E: Estereomicroscopio. A-C)
Tallo. A) Corte transversal. B) Detalle de epidermis y corteza. C) Detalle de canal secretor
positivo para fenoles. D-F) Tallo haustorial. D) Corte transversal de disco adhesivo, tallo
hospedero y autoparasitismo. E) Detalle del disco adhesivo. F) Corte longitudinal del
haustorio mostrando autoparasitismo. Abreviaturas: c, canal secretor; da, disco adhesivo;
es, esclerénquima; pe, protuberancia estomatifera; f, floema; fe, faja esclerenquimatica;
ha, haustorio; ho, hospedero; hv, haz vascular; m, médula; p, parénquima; th, tallo
haustorial; va, vaina amilifera; x, xilema.

Fig. 4. Cuscuta grandiflora. A-C, F: Optical microscope. D, E: Stereomicroscope. A-C)
Stem. A) Cross-section. B) Detail of epidermis and cortex. C) Detail of secretory canal
positive for phenols D-F) Stem haustorial. D) Cross-section of adhesive disc, host stem
and autoparasitism. E) Detail of adhesive disc. F) Longitudinal section of the haustorium
showing autoparasitism. Abbreviations: c, secretory canal; cu, cuticle; es, sclerenchyma;
f, phloem; fe, bundle sclerenchyma; ha, haustorium; ho, host; hv, vascular bundle; m,
pith; p, parenchyma; pe, stomatiferous protuberance; th, haustorial stem; va, bundle
sheath; x, xylem.

Morfologia polinica

Los granos son isopolares, radiosimétricos, de ambito circular y tamafno
mediano (P = 32 (29) 25 um; E = 34 (30) 25 um). La forma varia de
prolato-esferoidal a suboblato (P/E = 1,1 - 0,84) (Figs. 5SA-F). Se observan
granos tetracolpados (64%) (Fig. 5C) a pentacolpados (36%) (Figs. SA-B).
Los colpos son de 24-16 um de largo y 6-2 um de ancho, mesocolpio de 20
(14) 10 wm y apocolpio de 12 (10) 5 wm. La exina es semitectada, microre-
ticulada heterobrocada (limenes circulares de 0,1 a 0,3 um, irregulares de
0,1 x 0,2 a 0,8 um; muros de 0,2 a 0,5 wm), con nanoespinulas de 0,2 um de
largo distribuidos uniformemente (Figs. 5G-I). El espesor de la exina varia
de 2,5 - 1,5 um, la nexina 1,2 - 0,7 um y la sexina 1,3- 0,8 um. La membrana
apertural presenta restos irregulares de sexina.
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Fig. 5. Cuscuta grandiflora. Vista de granos de polen: A-F: Microscopio éptico. G-I:
Microscopio electronico de barrido. A-C) Vista polar. A) Superficie con cinco colpos. B) En
corte 6ptico con cinco colpos. C) En superficie con cuatro colpos. D-F) Vista ecuatorial. D)
En superficie. E) En corte éptico. F) En superficie. G) Vista subpolar. H) Vista ecuatorial.
1) Detalle de la pared del grano.

Fig. 5. Cuscuta grandiflora. A-F: Optical microscope. G-I: Scanning electron microscope.
A-C) Polar view. A) Surface with five colpi. B) In optical section with five colpi. C) On
surface with four colpi. D-F) Equatorial view. D) On surface. E) In optical section. F) On
surface. G) Subpolar view. H) Equatorial view. I) Detail of the grain wall.

Analisis de las secuencias ITS2

Las secuencias ITS2 de Cuscuta grandiflora obtenida, al remover los ex-
tremos ribosomales, consistié de 212 bases (GenBank accession number:
PX403348.1) (Fig. 6). Mientras que, las secuencias de la especie depositadas
en las bases de datos, con nimeros de accesion EF194535.1 y 0Q411846.1
consistieron de 213 (366 a 472) y 210 (94 a 303) bases, respectivamente (Fig.
6). Los resultados del analisis BLAST mostraron que la secuencia I'TS2
presenta mayor similitud con la accesion EF194532.1 (identidad 98,58%,
cobertura 100%); la que se corresponde con C. parodiana Yunk. La simili-
tud entre esta dltima especie y la accesion de C. grandiflora (PX403348.1)
es marcadamente mayor, siendo 96,71% para EF194535.1 y 89,2% para
0Q411846.1.
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Cuscuta parodisna

EF194532.1

C. grandifiora
EF194535.1

C. grandifiora
PX403348.1

C. grandifiora
0Q411846.1

C. cockerellii
EF194518.1

Cuscuta parodisna
EF194532.1

C. grandiflora
EF194535.1

C. grandiflora
PX403348.1

C. grandiflora
0Q411846.1

C. cockerellii

EF194518.1

367

366

367

473

473

107

197

471

TCATGTTTTTGATGGGGAGTGAAAGATGGCCTCCTGAACTCAACCTTGGGCGTGGTTGGCTAAAATTCTTGTCCTTGATGATGA-TTAA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FECCECEEEEEREC e e e e e FErEE e e e e ey e e e e e ey e
CACTCATGTTTTTGATGTGGAGTGAAAGATGGCCTCCTGAACCCAACCTTGGGGGTGGTTGGCTAAAATTCTTGTCCTTGATGATGATTTAA

IIIIIIIIIIIIIIII FEVEREEEEEEE e CEEEEEERE R e e e e et e CEPER e e e e e e e e e ey ey 1
CCCCCTCATGTTTTTGATTGGGAGTGAAAGATGGCCTCCTGAACTCGACCTTGGGCGTGGTTGGCTAAAATTCTTGTCCTTGATGATGA-TTAA

IIIIIIIIIIIIIIII N N o o o e AN NN
CCCACTCATGTGTTTTGAGGGGGAGTGGATCATGGCCTCTTGGGCCCATCCTTGGGTGCGGTTGGCTGAAATTCTTGTCCTTGATGATG- - - AA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII CECCEECEEETEEC e e e Ceee e el
CCACTCATGTGTTTTGAGGGGGAGTGGATCATG-CCTCTTGGGCCCATTCTTGGGTGCGGT TGGCTGAAATACTTGTCCTTGATGATG- - -AA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GGTGTGTGGTG TGAAGT!
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|III||II||||II||I||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIII|IIII|III|||||

CGGGTTTGTTGTGGCGGTTAGACCCTTTGAAGCTGATTGAGTTGGCTCTTTGATG

TTGCTCGGGTTTGTTGTGGCGGTTAGACCCTTGGAAGCTGATTGAGTTGGCTCTTTGATG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIIII|I|I||I||||||IIIIIIIIII FECCEEEEEEEE P P EE e e e e e e
TTGCTCGGGTTCGTTGTGGCGGTTAGACCCTTGGAAGCTGATTGAGTTGGCTCTTTGATG

Fig. 6. Alineamiento entre la secuencia analizada de Cuscuta grandiflora (en negrita) y
las secuencias de C. grandiflora y de otras especies de Cuscuta obtenidas en la base de
datos GenBank.

Fig. 6. Alignment between our Cuscuta grandiflora sequence (in bold) and the C.
grandiflora and other Cuscuta species sequences obtained from the GenBank database.

Al analizar individualmente las secuencias I'TS2 de Cuscuta grandiflora
EF194535.1 y OQ411846.1, estas son mas afines con C. globiflora Engelm.
(100% de cobertura e identidad) y C. cockerellii Yunk. (98,36% de identidad
y 100% de cobertura), respectivamente.

Cuscuta grandiflora evidencio estructuras secundarias del transcripto
primario de ARN-ITS2 con diferencias notables en relacién a las bases
de datos, cuyos detalles se exponen en la Tabla 1. Las secuencias dieron
como resultado una estructura secundaria consistente en cuatro hélices
(denominadas H-I, H-II, H-III y H-IV). Sin embargo, no todas las hélices
se despliegan desde el anillo central como se esperaria en las angiospermas,
solo lo hacen las hélices I y IV (Fig. 7). En esta figura se observa ademas
que las hélices H-II y H-III se conectan con dicho anillo mediante un tallo
doble hélice; esta estructura no se observo en los plegados de las secuencias
de las accesiones EF194535.1 y OQ411846.1 procedentes de las bases de
datos (Figs. 8 y 9).

Los plegamientos de los transcriptos primarios de ARN de las dos acce-
siones antes mencionadas, mostraron algunas similitudes en las estructuras
en relacion con las secuencias estudiadas: los plegamientos de EF194535.1 y
0Q411846.1 presentaron seis hélices (designadas H-I, H-IIa, H-IIb, H-IIIa,
H-IIIb y H-IV), y todas ellas se despliegan desde un anillo central (Figs. 8
y 9). La comparacion de las estructuras evidencia una homologia entre las
hélices H-I y H-IV en todas ellas, mientras que H-II y H-III son homodlogas
a H-IIb y H-Illa de las otras accesiones, respectivamente. LLa estructura
de la accesion OQ411846.1 presenta gran longitud en H-I, H-IIb y H-1V;
esto se debe a que H-I incorpor6 a la misma una protuberancia, mientras
que H-IIb y H-IV presentaron un bucle adicional (Fig. 9). Asimismo, la
hélice IIla de la accesion EF194535.1 exhibi6 la mayor longitud, debido a
un bucle extra (Fig. 8).
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Tabla 1. Cuscuta grandiflora: detalles de la estructura secundaria del transcripto primario de ARN
del segmento ITS2.

Table 1. Cuscuta grandiflora: details of the secondary structure of the primary RNA transcript of
the ITS2 segment.

GenBank Accession Numbers

EF194535.1 0Q411846.1 PX403348.1
GenBank GenBank En este estudio

Hélice |
Bucle - 13-14/36-37 UC/AG © 12/38-40 G/GUG ©17-18/30-31 cquu
17/33 A/G

Protuberancia 31 U 43 U - -

Horquilla 22-27 UGUUUU 22-28 UGUGUUU 22-27 UGUUU

Hélice lla

Bucle 50-51/74-65 uc/uu 51-52/75-76 uc/uu --- ---
55-56/69-70 AA/GG 56/71 G/G

Protuberancia | = | — | — | — — —

Horquilla 60-73 ACCU 62-65 uccu --- ---

Hélice Ilb

Bucle 86/100 (@/)V) 83/106 A/G 79-81/105-107 UAA/AAU

Protuberancia - --- 101 u 86-86/100-101 UC/UG

Horquilla 92-94 cuu 93-95 Ccuu 93-95 (@¥]V]

Hélice llla

Bucle 113-115/154-155 CuUu/uU 118/143 G/G 115-116/149-150 UG/GU

121/146 G/ G 121-122/140 GG/A 120/144 G/G

124-125/143 GG/A 123-124/141 GG/A

Protuberancia - - - - - -

Horquilla 132-136 GAAGU 129-133 GAAGU 131-135 GAAGU

Hélice llib

Bucle - - - - - -

Protuberancia - --- --- - --- ---

Horquilla 167-176 UUGUGGCGGU 164-173 UUGUGGCGGU --- ---

Hélice IV

Bucle - --- --- - 187-188/104 AA/U

Protuberancia - - 186 A - ---

Horquilla 195-197 UGA 193-195 UGA 195-197 UGA
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Fig. 7. Estructura secundaria del transcripto primario de ARN del marcador ITS2.

Plegamiento de la secuencia de Cuscuta grandiflora en estudio.

Fig. 7. Secondary structure of the primary RNA transcript of the ITS2 marker. Folding of

the Cuscuta grandiflora sequence in this work.
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Fig. 8. Estructura secundaria del transcripto primario de ARN del marcador ITS2.
Plegamiento en C. grandiflora con nimero de accesion de GenBank EF194535.1.

Fig. 8. Secondary structure of the primary RNA transcript of the ITS2 marker. Folding in
C. grandiflora with GenBank accession number EF194535.1.
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Fig. 9. Estructura secundaria del transcripto primario de ARN del marcador ITS2.

Plegamiento en C. grandiflora con nimero de accesiéon de GenBank 0Q411846.1.

Fig. 9. Secondary structure of the primary RNA transcript of the ITS2 marker. Folding in
C. grandiflora with GenBank accession number 0Q411846.1.
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DISCUSION

Este trabajo caracteriza la anatomia floral y vegetativa, la morfologia po-
linica, como asi también la secuencia y estructura secundaria del I'TS2 de
Cuscuta grandiflora.

La estructura floral de esta especie, referida a la forma de los sépalos,
pétalos, estambres, junto al ovario, nimero y longitud de estilos y estigmas
analizadas, es coincidente con las descripciones propuestas por Yuncker
(1932) y Hunziker (1947); con excepcion de los filamentos estaminales
subulados que estuvieron ausentes en el material estudiado y que fueron
mencionados por Yuncker (1932) para la especie.

Los sépalos y pétalos de C. grandiflora evidenciaron la presencia de fim-
brias y dos tipos de tricomas glandulares en los margenes. Yuncker (1932)
y Hunziker (1947), mencionan la presencia de fimbrias en el margen del
perianto para la especie; mientras que, Metcalfe y Chalk (1950) citan la
presencia de tricomas simples para el género.

La corola y el ovario de C. grandiflora poseen epidermis papilosa y cu-
ticula estriada. Estos caracteres anatomicos fueron observados en especies
de diferentes clados (Stefanovic et al., 2007; Costea y Stefanovi¢ 2010; Wri-
ght et al., 2011; Costea y Teillier, 2022) tales como en C. pacifica Costea &
Wright var. papillata, C. californica Hook. & Arn. var. papillata, C. jepsonii
Yunck. pertenecientes al Clado A; C. glabrior (Engelm.) Yunck., C. runyonii
Yunck. del Clado B; C. desmouliniana Yunck. del Clado L; C. argentinana
Yunck., C. bella Yunck., C. chilensis Yunck., C. lucidicarpa Yunck. del Clado
O. Segtin Wright ez al. (2011) las papilas podrian contribuir a la identifica-
cioén de taxones infraespecificos.

La ausencia de escamas infraestaminales en este taxon, es un rasgo ob-
servado en taxones del subgénero Grammica, el cual se interpreta como un
detenimiento ontogénico. Segin Riviere et al. (2013), dicha condicién esta
vinculada a siete eventos de especiacion. La pérdida serviria para simplifi-
car la arquitectura floral, donde la eficiencia y la autofecundacion son mas
ventajosas que la atraccion de polinizadores externos (Wright ez al., 2011).

La especie estudiada evidencio la presencia de amiloplastos en el pe-
duanculo floral y en el tallo haustorial; laticiferos en las piezas del perianto,
estilo, pedinculo floral y nectario. Dichos caracteres fueron citados para
especies de los diversos clados del subgénero Grammica (Wright et al., 2011;
Costea y Teillier, 2022).

Asimismo, en la pared del ovario de C. grandiflora se observaron nec-
tarostomas anomociticos, lo cual coincide con lo reportado para el grupo
(Wright ez al., 2011; Stefanovic et al., 2007; Costea y Teillier, 2022), amplian-
do las descripciones generales de Metcalfe y Chalk (1950).
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Con respecto a los estilos, Wright et al. (2011) y otros investigadores
proponen que la variacién en la longitud es polimorfica, con estilos casi
reducidos (hasta 0,21 mm, en Cuscuta reflexa Roxb., C. friesit Yunck., C.
victoriana Yunck., entre otras), cortos (hasta 0,15 mm, en C. gigantea Griff.,
C. microstyla Engelm., C. argentinana, entre otras), o largos (hasta 2 mm,
en C. gracillima Engelm., C. glomerata Choisy y C. polyanthemos W. Scha-
ffn. Ex Yunck, entre otras). En C. grandiflora son largos (0,48-0,91 mm) de
acuerdo a la clasificacion de la longitud propuesta por Wright et al. (2011).
En relacién a la anatomia del estilo, es similar a lo descripto por Costea y
Tardif (2006) para el género, los cuales describen un estilo sélido, con tejido
de transmisién central, laticiferos en el parénquima cortical y ausencia de
xilema. Wright ez al. (2011) describen una estructura similar y mencionan
para C. cotyana Costea & 1. Garcia que la vascularizacion esta representada
por el floema, caracteristica propia de los subgéneros Cuscuta y Grammica;
mientras que, el tejido xilematico en el estilo estd presente en el subgénero
Monogynella.

En cuanto a la morfoanatomia del tallo haustorial, C. grandiflora es se-
mejante a lo descripto para otras especies del género, la diferencia se en-
cuentra en la forma del tallo en seccion transversal, la presencia de cuticula,
el namero de capas de la corteza y de haces vasculares. Con respecto a los
estomas elevados, estos corresponden a protuberancias estomatiferas men-
cionadas por Clayson et al. (2014) en tallos reproductivos del subgénero
Grammica. Estos autores le otorgan valor sistematico a esta estructura, cuya
funcion seria aumentar la absorcion de agua y nutrientes. En C. grandiflora,
estas protuberancias presentan forma tipo domo de acuerdo a la clasifica-
cion de Clayson et al. (2014). Toma et al. (2004-2005) citan una variedad de
formas del tallo, siendo cuadrangular a eliptica en C. epilinum Weihe, circu-
lar en C. epithymum (L.) Nath y eliptica a circular en C. europaea L.; Zare
y Donmez (2020) mencionan que C. campestris presenta forma redondeada.
Lyshede (1985) cita la presencia de laticiferos corticales y perivasculares
para C. campestris y C. pedicella. Costea y Tardif (2006) citan para Cuscuta
ssp. laticiferos articulados, los que no fueron observados en los tallos de C.
grandiflora. Pallewar et al. (2024) mencionan la presencia de una vaina de
almidén rodeando los haces en C. reflexa, mientras que en C. grandiflora la
vaina de almidon se halla rodeando la faja esclerenquimatica y esta proxima
a los haces vasculares. En C. grandiflora se evidenci6 autoparasitismo, feno-
meno mencionado por Krasylenko et al. (2021) y Chitralekha (2024) para el
género, cuya funcion principal serviria como atajo para la redistribucion de
savia y nutrientes en la misma planta. En relacion al haustorio endofitico,
estructuralmente C. grandiflora es semejante a otras especies descriptas. En
este autoparasitismo el haustorio se conecta con xilema y floema. Nume-
rosos investigadores estudiaron el modo de conexién haustorial con el haz
vascular del huésped, mediada por plasmodesmos, denominandose a las
conexiones de tipo floicas o xilicas dependiendo de su interaccion con ele-
mentos floematicos o xilematicos, respectivamente (Kim et al., 2014; Kim
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y Westwood, 2015; Shahid ef al., 2018; Shimizu y Aoki, 2019). Costea y
Tardif (2006) mencionan que las conexiones con el floema permiten mayor
obtencion de nutrientes y compuestos metabodlicos primarios (Fer, 1981;
Dawson et al., 1994; Haupt y Newmann, 1996; Rothe et al., 1999; Hibberd
y Jeschke, 2001).

Con respecto a la morfologia polinica, los resultados obtenidos en esta
investigacion, en cuanto al tamafno y forma de los granos, coinciden con lo
descripto por Heusser (1971), Laguardia (1961), Liao et al. (2005), Welsh
et al. (2010) y Romeiro ef al. (2023). Sin embargo, existen diferencias en la
cantidad de endoaperturas, registrindose cuatro a cinco colpos en C. gran-
diflora; mientras que, Welsh ez al. (2010) reportan de cuatro a seis colpos.
Hayrapetyan ez al. (2024) describieron 38 especies para el género y mencio-
nan granos tres a seis colpados. Es frecuente la presencia de granos con tres
colpos en el género, sin embargo, el nimero es variable y puede llegar hasta
12 colpos (Sengupta, 1972; Liao et al., 2005; Welsh et al., 2010; Romeiro ez
al., 2023; Hayrapetyan et al., 2024). En cuanto a la superficie del grano de
polen, la exina en C. grandiflora es microreticulada con nanoespinulas. Para
el género, Sengupta (1972) report6 granos reticulados; mientras que, Welsh
et al. (2010) los describen como imperforado, perforado y microrreticulado.
Liao et al. (2005) describen a C. campestris como finamente reticulada y Ro-
meiro et al. (2023) describieron a C. insquamata como microreticulada. Para
Welsh ez al. (2010) las especies que exhiben una condicion de microreticulo
se consideran mas evolucionadas que las especies que presentan tectum
imperforado y perforado, condicion reconocida como ancestral. Respecto de
los procesos supratectales, Liao et al. (2005) describen procesos escabrados,
mientras que Demir et al. (2017) escabrados-perforados y Romeiro ez al.
(2023) como microequinados. Demir et al. (2017) observaron en la super-
ficie del grano de C. lupuliformis un reticulo y en C. monogyna un reticulo
equinado, especies morfologicamente similares a C. grandiflora. El término
escabroso se reserva para descripciones basadas en MO, en tanto se utiliza
microespinulados o nanoespinulado para descripciones en MEB (Hesse ez
al., 2009).

Con respecto al analisis molecular de las secuencias I'TS2, la dificultad
en la determinacién taxonémica entre las especies del género Cuscuta se
refleja en los datos moleculares depositados en el GenBank. En esta in-
vestigacion se utiliz6 la informacién de la base de datos (Stefanovic et al.,
2007) para realizar el analisis BLAST y se obtuvo un 100% de similitud
entre las secuencias ITS2 de C. grandiflora y C. globiflora. Este porcentaje
de similitud indica una determinacion taxonémica errénea por la posible
contaminacién del material.

Para la accesion EF194535.1 de C. grandiflora se registré un plegamiento
del transcripto de ARN-ITS2 en el repositorio ITS2-database. Este plega-
miento exhibid cuatro hélices, lo cual contrasta con la estructura de seis
hélices obtenida para la misma accesion. Estas diferencias pueden deberse
a que la estructura secundaria registrada en I'TS2-database se molded me-
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diante el método de homologia. En este método, el software tom6 como
referencia la estructura secundaria del ARN-ITS2 de otra especie afin (en
este caso C. japonica Choisy). Contrariamente, en este trabajo el plegado se
realiz6 mediante el método de plegamiento directo a partir de la secuen-
cia ITS2 de la accesion EF194535.1, usando el software RNAfold, el cual
resulté en una estructura de seis hélices. Otro factor que podria explicar
el contraste entre los plegamientos es que en el analisis se incluyeron dos
segmentos de ARN de 17 bases en los flancos de la secuencia ITS2, los
cuales son parte de los genes 5,8S y 25S como se muestra en la Fig. 6. Estos
segmentos se hibridan en doble hélice, siendo esenciales para el correcto
plegamiento y funcionalidad de los segmentos pre-ribosomicos ITS2, en
concordancia con lo citado por Keller e al. (2009). Cabe destacar que la
base de datos I'TS2 no hibridiza los segmentos del tallo, lo cual pudo ser la
causa de las diferencias observadas.

Demir et al. (2020) investigaron la estructura secundaria de segmentos
pre-ribosomales en especies del género Cuscuta, excluyendo a C. grandi-
flora. Para ello, emplearon una porcion de ARN que abarcaba las regio-
nes TS1/5.8S/ITS2. Sin embargo, sus analisis no lograron un plegamiento
preciso de la region ITS2. Lo esperable en este intron es una estructura
compuesta por un bucle central con cuatro o seis hélices, la cual estuvo au-
sente en sus resultados. Es probable que la inexactitud del plegamiento sea
debido a una delimitacion incorrecta del segmento ITS2. Demir et al. (2020)
utilizaron amplicones que incluian una porcién del ARN ribosomal 258,
significativamente mayor a la descripta por Keller et al. (2009), necesarias
para el plegado del tallo hibrido, con aproximadamente 60 bases adicionales
en lugar de las 17 que componen la hélice hibrida. Estas bases excedentes
podrian haber interactuado con las de la secuencia ITS2, resultando en
estructuras secundarias erroneas.

La divergencia observada entre las secuencias obtenidas en C. grandiflora
y sus estructuras secundarias, comparadas con aquellas de las bases de datos,
destaca la importancia de una identificacion taxondmica rigurosa en este
género tan intrincado. La complejidad de Cuscuta radica en la reducciéon
o pérdida de sus organos vegetativos, lo que dificulta su identificacion con
base en la morfologia. Un ejemplo de esta problematica se observa al anali-
zar la accesion EF194535.1 de C. grandiflora, la cual comparte una identidad
del 100% con la secuencia de C. parodiana (accesion EF194532.1), una vez
que el segmento ITS2 es purificado. Stefanovié et al. (2007) utilizaron las
accesiones antes mencionadas sin purificar el segmento I'TS2, diferenciando
estas dos secuencias como especies distintas.

La incompatibilidad observada entre las secuencias del ITS2 de C.
grandiflora podria deberse a que cada una de ellas representa haplotipos
diferentes de este marcador. Sin embargo, esta hipétesis es poco probable,
ya que las secuencias individuales de las accesiones analizadas muestran
una mayor similitud con C. parodiana, C. globiflora y C. cockerellii, que con
las propias secuencias de C. grandiflora.



348 V. de los A. Paez et al.: Morfoanatomia, palinologia e ITS2 en Cuscuta grandiflora

CONCLUSION

Se describe la morfoanatomia floral, grano de polen y tallo haustorial de
Cuscuta grandiflora. Se evidencié el autoparasitismo, donde la conexion del
haustorio se manifiesta con ambos tejidos conductores: xilema y floema.
Desde el punto de vista molecular, por primera vez se llevo a cabo el plega-
miento directo del transcripto primario de ARN del marcador ITS2 para C.
grandiflora. Cabe destacar que la estructura secundaria de I'TS2 se modifica
al incorporar el tallo hibrido 5,8S-25S durante el plegamiento. Ademas, se
corroboro la existencia de estructuras secundarias diversas del ARN-ITS2
en el género Cuscuta, de modo que las especies aqui analizadas son homo-
logas por la presencia de cuatro brazos. Estos aportes establecen un marco
de referencia clave para futuros estudios taxonomicos y filogenéticos de las
especies del género en nuestra region.
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