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Resumen. Las secuencias génicas han contribuido enormemente a los estudios fi logenéticos en plantas. Sin embargo, una 
desventaja importante en las secuencias de varios loci es su baja resolución fi logenética para resolver las relaciones de 
taxa cercanamente relacionados. En este trabajo se propone una modifi cación al método SCAR que consiste en: a) digerir 
fragmentos polimórfi cos generados con marcadores RAPD en lugar de clonarlos, b) secuenciar los fragmentos digeridos y 
c) alinear las secuencias para diseñar oligos específi cos. Esta estrategia permitió comparar de manera más rápida y sencilla 
regiones variables útiles para los análisis fi logenéticos en rangos taxonómicos menos inclusivos.

Palabras clave: fi logenia molecular, marcadores moleculares, sistemática de plantas, enzimas de restricción, SCAR-
Digerido, RAPD.

Abstract. DNA sequence data have made a tremendous contribution to plant phylogenetics. Nonetheless, a notable 
shortcoming of several loci has been the poor phylogenetic resolution of relationships among closely related species. In 
this study a modifi cation to the SCAR method is proposed that consists of: a) digestion of polymorphic RAPD fragments 
instead of cloning them, b) sequencing of the digested fragments, and c) alignment of sequences for designing specifi c 
primers. This simple approach allowed us to fi nd variable DNA loci suitable for phylogenetic analysis at lower taxonomic 
ranks.
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Durante las pasadas 2 décadas, las secuencias de 
ADN desempeñaron un papel central en los estudios 
taxonómicos de plantas; han aportado una cantidad casi 
interminable de caracteres para estudios fi logenéticos, y 
han permitido la comparación de grupos divergentes para 
los cuales sería difícil establecer homologías morfológicas. 
Aunque las secuencias se obtuvieron de los 3 genomas de 
plantas, muchas sólo han ayudado a resolver las relaciones 
fi logenéticas en rangos taxonómicos inclusivos (Soltis y 
Soltis, 1998) y para muchos grupos se mantiene como un 
problema el resolver las relaciones fi logenéticas entre taxa 
cercanamente relacionados (Crawford y Mort, 2004; Mort 
y Crawford, 2004).

Las regiones intergénicas del genoma se han 
recomendado para resolver las relaciones fi logenéticas en 
rangos taxonómicos poco inclusivos porque sus funciones 
están menos restringidas y por lo tanto acumulan 
más variación, lo que potencialmente provee con más 
caracteres fi logenéticos por loci secuenciado (Small et al., 
1998; González y Vovides, 2002). En plantas, las regiones 
intergénicas del ADN del cloroplasto y núcleo son, por 
mucho, las secuencias favoritas para estudios fi logenéticos 
a nivel de especies. Sin embargo, es frecuente que estas 
secuencias no sean sufi cientemente variables para  proveer 
los niveles deseados de resolución y apoyo a los clados 
(Soltis y Soltis, 1998; Potter et al., 2000; Bailey et al., 
2004). En estudios fi logenéticos recientes, con las regiones 
intergénicas del trnL-F del ADN de cloroplasto y la región 
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del ITS del ADN ribosómico nuclear, en los géneros 
Ceratozamia y Dioon (Zamiaceae, Cycadales) se observó 
muy poca variación entre las especies (González y Vovides, 
2002; González et al., 2008). Los mismos resultados 
se encontraron en estudios desarrollados en nuestro 
laboratorio, utilizando las mismas regiones en especies de 
Tillansia (Bromeliaceae) y Beaucarnea (Agavaceae). La 
variación en nucleótidos resultó muy baja, contrastando 
de manera  signifi cativa con la gran variación morfológica 
que se observa entre las especies de estos géneros (Horres 
et al., 2000; Bogler y Francisco-Ortega, 2004; Barfuss, 
2005; González et al., 2008).

En un estudio reciente se utilizó la metodología Sequence 
Characterized Amplifi ed Region (SCAR) para identifi car 
loci polimórfi cos en la reconstrucción fi logenética en nivel 
específi co (Paran y Michelmore, 1993; Bailey et al., 2004). 
Sin embargo, esta estrategia implica un paso laborioso 
que consiste en clonar los fragmentos polimórfi cos 
que se generan en un ensayo inicial con la metodología 
Random Amplifi ed Polymorphic DNA (RAPD), antes de 
secuenciarlos. En los RAPD, los 2 extremos 5’ de los 
amplicones que se generan contienen la misma secuencia 
del oligonucleótido (oligo) usado. Esta condición impide 
secuenciarlos en forma directa, ya que el ADN polimerasa 
utilizaría simultáneamente las 2 cadenas como templados, 
generando secuencias ilegibles. En consecuencia, en el 
método SCAR se clonan los amplicones con el objetivo 
de usar las secuencias del vector como oligos y así poder 
secuenciarlos (Paran y Michelmore, 1993). Por tal motivo, 
una estrategia donde no fuera necesario clonar estos 
segmentos resultaría más rápida y sencilla. En esta nota, se 
describe una optimización del método SCAR para detectar 
loci polimórfi cos para los análisis fi logenéticos en especies 
cercanamente relacionadas, recientemente divergentes o 
en taxa infraespecífi cos.

La optimización del método se desarrolló con el género 
Ceratozamia (Zamiaceae, Cycadales);  primero consistió 
en explorar la variación genética en 5 especies con 6 oligos 
para los RAPD. Los marcadores RAPD revelan pequeñas 
diferencias genéticas, debido a que se explora una gran 
parte del genoma; son baratos, sencillos y  ya existe una 
gran cantidad de oligos disponibles comercialmente. 
De los 6 probados, el OPB7 y el OPB10 (Operon 
Technologies) produjeron algunas bandas polimórfi cas 
durante la inspección de la variación genética. El intervalo 
en el tamaño de los amplicones osciló de 240 a 800 pares 
de bases (pb). Con la fi nalidad de generar las secuencias 
de estos fragmentos, los que presentaron una longitud 
entre 500 a 800 pb, en por lo menos 2 de las 5 especies, se 
cortaron del gel y se purifi caron con el Wizard SV gel and 
PCR-clean up system (Promega, EUA). La purifi cación se 
recuperó en un volumen de 100 μl en una concentración 

de 600-800 ng. 
En lugar de clonar los amplicones, como el método 

SCAR recomienda, el ADN purifi cado se dividió en 4 tubos 
para digerir con 4 enzimas de restricción de corte frecuente 
(Alu I, Rsa I, Bst OI y Taq I). La selección de estas enzimas 
fue arbitrario, sólo se consideró que su sitio de corte fuera 
de 4 nucleótidos para aumentar la probabilidad de que se 
encuentre un sitio de restricción en el fragmento. Por otro 
lado, cuando la concentración de algún amplicón es baja, 
se recomienda reamplifi carlo antes de digerirlo.

El ADN digerido se sometió a una electroforesis 
horizontal en gel de agarosa al 1.2% por 2.5 horas a 60 
volts. Después de la electroforesis de los productos 
digeridos, se observó que uno de los amplicones que se 
obtuvo con el oligo OPB7 en el ensayo inicial con RAPD 
tuvo un sitio de restricción de la enzima Bst OI, lo que 
separó los 2 extremos 5’ que contenían el mismo sitio del 
oligo. Los segmentos resultantes se cortaron del gel y se 
purifi caron con el método antes  descrito. De la purifi cación, 
se tomaron alrededor de 20 ng y se secuenciaron con el 
mismo oligo OPB7. Esta simple modifi cación redujo el  
trabajo de manera considerable y  resultó en un método 
más sencillo y rápido para identifi car loci polimórfi cos 
para análisis fi logenéticos.

Las secuencias que se obtuvieron para ese fragmento 
(ahora llamado fragmento SCAR-Digerido) en por 
lo menos 2 especies de Ceratozamia se alinearon 
manualmente. Después de una inspección visual de los 2 
extremos de las secuencias alineadas se seleccionaron 2 
regiones con características apropiadas para generar oligos 
específi cos con el fi n de amplifi car este fragmento en todas 
las especies de Ceratozamia. En este punto, la decisión 
de realizar sólo una reacción de secuencias para diseñar 
los oligos en ambas terminaciones 5’ depende del tamaño 
de los fragmentos SCAR-Digeridos que se obtengan. 
Por ejemplo, si el amplicón seleccionado es de 800 pb y 
después de la digestión se generan 2 segmentos, uno de 
700 y otro de 100, podría decidirse sólo generar oligos 
para el fragmento de 700 pb, ya que con una sola reacción 
de secuenciación se podrían obtener los nucleótidos de 
este segmento en su totalidad y con ellos diseñar los oligos 
para ambos extremos  (Fig. 1).

Los oligos recientemente diseñados para el fragmento 
SCAR-Digerido se usaron con éxito para amplifi car un 
segmento de ADN en todas las especies de Ceratozamia. 
Este método simplifi cado permitió comparar de una forma 
más rápida loci variables para especies cercanamente 
relacionadas, como el caso de Ceratozamia. Aunque se 
encontró que la variación genética es baja en este linaje de 
plantas, el fragmento secuenciado mostró mayor variación 
(1.7%) que la encontrada en regiones intergénicas del ADN 
de cloroplasto estudiadas con anterioridad  para este grupo 
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(0.2%; González y Vovides, 2002). Este método presenta 
la desventaja de que las secuencias generadas están 
restringidas sólo a la reconstrucción fi logenética en especies 
de Ceratozamia. Por ahora, no es posible compararlas con 
otros grupos de plantas pues se desconoce su procedencia. 
No obstante, este procedimiento eliminó la restricción de 
trabajar con regiones, que aunque conocidas, son poco 
variables. En la actualidad también se examina la utilidad 

Figura 1. Estrategia usada para detectar loci polimórfi cos en la 
reconstrucción fi logenética de los  taxa cercanamente relacionados, 
especies recientemente divergentes o taxa infraespecífi cos. A). 
Purifi cación del fragmento de RAPD y digestión con enzimas de 
restricción de corte frecuente. B). Purifi cación de los fragmentos 
SCAR-digeridos (1, 2) y secuenciación con el primer RAPD 
(OPB7). C). Diseño de nuevos oligonucleótidos a partir de las 
secuencias alineadas de los fragmentos SCAR-Digeridos; a-e 
indican especies diferentes.

de aplicar esta estrategia para encontrar variación genética 
dentro de poblaciones de la planta mexicana Beaucarnea 
recurvata Lem. (Agavaceae). La metodología que aquí se 
presenta es una opción viable para encontrar de una manera 
más efi ciente loci variables para estudios fi logenéticos 
en taxa cercanamente relacionados, recientemente 
divergentes o infraespecífi cos. Esta estrategia también 
puede adoptarse para desarrollar marcadores moleculares 
especie-específi cos con el propósito de identifi cación.
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