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INTRODUCCIÓN

Apidae 

Apini 

(Abejas melíferas)

Meliponini

(Abejas melíferas 

sin aguijón)

> 20 mil especies

Polinización 

ROL 
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(De Camargo, 2013; Shackleton et al., 2015; Hrncir et al., 2016; Moure et al., 2007) 

Tamaño: 4 a 18 mm

ABEJAS SIN AGUIJÓN

Métodos de defensa: Ataque 

Retiro inmediato 

Adaptaciones del nido 

Distribución

Trópico

Subtrópico

Ecuador

132 especies

MIEL DE ABEJAS SIN AGUIJÓN

Fermentación

Néctar Polén

Antioxidante

Antibacterianas

Antiinflmatorias



Polen

Suelo 

Aire

Flores 

Polvo 

Tracto digestivo 

RELACIÓN

Conocimiento de 

microbioma limitado

INTRODUCCIÓN
3

(Pham & Kim, 2012; Xiong et al., 2023;Begna et al., 2024; Nascimento et al., 2015; Nordin et al., 2018) 

Basado en cultivo

MÉTODO TRADICIONAL

MÉTODO NUEVO

Herramientas moleculares

MATRIZ COMPLEJA 

Método de 

extracción robusto 

MARCADORES MOLECULARES 

16S rRNA ITS



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL 

Miel de abejas sin aguijón

Herramientas Moleculares

Determinar 

Determinar

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Estandarizar
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Napo

Sucumbíos

Pastaza

Melipona sp. 

Scaptotrigona sp. 

Nannotrigona sp. 

51 muestras de miel de abejas sin aguijón de los 
géneros (n= 6)

Tetragona sp.

Tetragonisca sp. 

Ptilotrigona sp. 

Procedencia de las muestras

Meliponiculture: a sustainable tool in agro-ecological systems for rural communities in Ecuador
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Procesamiento de las muestras

10 min

16 °C

Centrifugación
N° Ciclo mL Miel

1 0.5

2 1.0

3 1.5

4 2.0
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(Ribani et al., 2020; Utzeri et al., 2018)

Dilución miel 

2:6

H2O

Resuspención del 

pellet 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Procesamiento de las muestras

Lisis mecánicaAdición perlas de vidrio
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(Ribani et al., 2020; Utzeri et al., 2018)



MATERIALES Y MÉTODOS 

Sobrenadante

Cloroformo: Alcohol Isoamilico

Precipitación de Proteínas

CentrifugaciónCentrifugación

CTAB

2%

Buffer CTAB

RNAsa A

PK

Lisis

Incubación 

65°C

Precipitación de ADN

Sobrenadante

Isopropanol

Protocolo inicial de extracción de ADN
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(Ribani et al., 2020; Utzeri et al., 2018)



MATERIALES Y MÉTODOS 

Protocolo inicial de extracción de ADN

Lavado

Etanol 70%

Secado
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(Ribani et al., 2020; Utzeri et al., 2018)

Rehidratación

Agua ultrapura

Overnight



MATERIALES Y MÉTODOS 

Modificaciones protocolo de extracción

Paso 
Protocolo 

Inicial 
Modificación

RNAsa A 5 µL

10 µL

20 µL 

30 µL

Incubación 90 min
30 min

60 min

Enzimas 

Adición 

simultánea 

de RNAsa  A 

y Proteinasa 

K

Variación 1 

Variación 2 

Variación 3

Variación 4

Estandarización protocolo de extracción de ADN

Integridad de ADN Integridad del ADN Electroforesis en gel de agarosa

Cuantificación del ADN 
Concentración de ADN (µg/mL)

Índice de Pureza 260/230

Índice de Pureza 260/280
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Desnaturalización

95 °C - 30 s

Hibridación

54 °C - 30 s

Extensión: 72 °C - 1.45 min

Primers: 27F y 1432R

Amplicon: 1 500 pb

PCR Punto Final gen 16S rRNA

Desnaturalización

95 °C - 30 s

Hibridación

55 °C - 30 s

Extensión: 72 °C - 1 min

PCR Punto Final región ITS

Primers: ITS1F e ITS4R

Amplicon: 700 pb

Análisis Molecular 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Bacillus cereus

Hongo Filamentoso

Extracción de ADN con 

protocolo optimizado

Control Positivo  
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RESULTADOS 

Estudio que integra géneros menos documentados

Tetragona sp.

Ptilotrigona sp.

Nannotrigona sp.

Clasificación de muestras según el género

(Engel et al., 2016; Hrncir et al., 2016; Ramalho et al., 1990)
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Muestras totales

recolectadas para el análisis

Mieles del género 

Melipona sp.

51 %



RESULTADOS 

Concentración de biomasa

1 ciclo de centrifugación (0.5 mL):   x̅ = 22.15 μg/ mL

4 ciclos de centrifugación (2.0mL):  x̅ = 64.05 μg/ mL

Incremento progresivo

(Junicke et al., 2014; Martellini et al., 2005)
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Múltiples pasos de 

centrifugación

Mejor recuperación 

celular.

Baja eficiencia de 

centrifugación

Pérdida celular, limitación 

cantidad ADN disponible.

(ρ = 0.5182, p = 0.0936)



Volumen de RNAsa A

(Freifelder, 1978; Sanchez et al., 2015;  Fu et al., 2021 ) 

Nota. A: Concentración de ADN (µg/mL); B: Índice de pureza 260/230; C: Índice de pureza

260/280

p = 0.4544 p = 0.4740

p = 0.4418

No diferencias 

entre volumen 

de RNAsa A

A260/280

1.8 -2.0

Espectofotometria, 

incertidumbre analítica

15
RESULTADOS 



Volumen de RNAsa A

(Freifelder, 1978; Sanchez et al., 2015;  Fu et al., 2021 ) 

30 µL banda de ADN más nítida

Ánálisis de integridad

Volumen bajo Digestión ARN 

incompleta
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RESULTADOS 



30 minutos
Concentración de ADN similar a la de

protocolo inicial

Tiempo de Incubación 

(Awaliyah & Prayekti, 2024; Maftuchah et al., 2015; Paluoja et al., 2025)
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Tiempo de incubación 

muy corto

Lisis incompleta 

Tiempo de incubación

muy largo

Degradación del ADN

Fuentes de ADN de la miel de abejas sin aguijón

Hongos

Bacterias

Plantas

Método de extracción 

robusto 

RESULTADOS 



Validación de modificaciones en la lisis 

(Healey et al., 2014; Rauber et al., 1978)  

Evaluación Integridad del ADN

PI Adición simultánea 

Degradación (Smear)

[x ̅ = 21.37 µg/mL]
V1 RNAsa previo acción PK

V2
RNAsa previo acción PK

Desactivación PK

V3
RNAsa A posterior 

precipitación proteínas

Baja recuperación 

[x ̅ = 3.7µg/mL]

V4 Acción inicial PK 
Banda de ADN integro

[x ̅ = 20.53 µg/mL]
Nota. PI: Protocolo Inicial; V1: Variación 1; V2: Variación 

2; V3: Variación 3; V4: Variación 4
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RESULTADOS 



Método de extracción con CTAB robusto

Nota. A:Amplificación región ITS, HF: Hongo Filamentoso, MPY7: Miel de Melipona

eburnea. B. Amplificacion gen 16s rRNA, Bc: Bacillus subtilis, MPY7: Miel de Melipona

eburnea. Los amplicones mostraron un tamaño de 700 pb y 1 500 pb respectivamente

1500 pb700 pb

Propiedades

fisicoquímicas,

inhibidores o ADN

diana

fragmentado.

Ausencia de bandas 

en muestra de miel

RESULTADOS 

Validación Control Positivo

(Utzeri et al., 2018;  Esa et al., 2022; Ng et al., 2020)
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RESULTADOS 

Análisis del protocolo estandarizado entre grupos de miel 

(Martins et al., 2023; Ocaña et al., 2022; Sedivy et al., 2011 )

Variabilidad entre grupos asociada a

los hábitos de forrajeo de cada una de

las especies de abejas sin aguijón.

p = 0.0009
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9 - 12 mm

4.5 - 9 mm

4 - 5 mm

Nota. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas

(Scaptotrigona sp., Tetragona sp., Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas

pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.)

N°

Grupo 

Media + SD 

[ADN µg/mL]
Género

Media 

A260/280

1 10.16  ± 6.71 Melipona sp. 1.93

2 52.40 ± 78.61 
Trigonas 

Robustas 
1.93

3 55.54 ± 52.65 
Trigonas 

pequeñas 
2.00

A260/280
1.8 -2.0



Análisis del protocolo estandarizado entre grupos de miel 

(Gultom et al., 2025; Ribani et al., 2022; Utzeri et al., 2018  )

Nota. Los códigos de cada muestra corresponden a mieles de los siguientes géneros: A. Tetragonisca sp., B. Melipona sp., F.

Nannotrigona sp.

Bandas de ADN 

integras
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RESULTADOS 

Degradación de ADN
Elevada concentración de

azúcares y compuestos fenólicos

inhiben reacciones enzimáticas



Identificación ADN bacteriano

(Araújo et al., 2004; Nieuwstadt & Iraheta, 1996; Andrade et al., 2023 )

Amplificación 

exitosa del gen 

16S rRNA 

15.69%

84.31%

Prevalencia global

43 de 51 = 84.31%

Nota. Grupo 1 (n = 26): Melipona sp., Grupo 2 (n = 16): Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., Ptilotrigona sp.), Grupo 3

(n = 9): Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.)

Amplificación detectada

Sin amplificación

F
re

c
u

e
n

c
ia

A
b

s
o

lu
ta

p = 0.1141

100%

77 %

76%

Identificación Firmicutes (Fructilactobacillus sp) Forrajeo permite adquisición de bacterias
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RESULTADOS 



Identificación ADN fúngico 

(Brudzynski, 2021; Barbosa et al., 2017; Ocaña et al., 2022 )

Identificación Hongo FIlamentoso (Monascus sp.) Miel es reservorio de microbios

Nota. Grupo 1 (n = 26): Melipona sp., Grupo 2 (n = 16): Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., Ptilotrigona sp.), Grupo 3

(n = 9): Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.)

Amplificación detectada

Sin amplificación

p = 0.0608

F
re

c
u

e
n

c
ia

A
b

s
o

lu
ta

73%

88%

100%

Amplificación 

exitosa de la 

región ITS

Prevalencia global

43 de 51 = 84.31%

15.69 %

84.31 %
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RESULTADOS 



Extracción de ADN

Estudio del microbioma

CONCLUSIONES

Modificación de variables Integridad del ADN

Matriz compleja

Calidad
Rendimeinto

Variabilidad = hábitos de 
forrajeo de cada especie.

Extracción de 
ADN
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Reservorio
heterogéneo
de microbios

16S rRNA

ITS

Ausencia 
de bandas

ADN diana
fragmentado

Presencia de 
inhibidores



RECOMENDACIONES

Eliminación 
inhibidores

BSA

Kits

Usar

Microbioma en miel de 
abejas sin aguijónEnzimas de restricción

Secuenciación
16S rRNA 

ITS

Perfil 
taxonómico

Especies 
vegetales 

Análisis molecular

Microbiona 
detectado
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