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Abreviaturas  

ADN                    Ácido desoxirribonucleico  

CTAB                  Bromuro de cetiltrimetilamonio 

EDTA      Ácido etilendiaminotetraacético 

Tris – HCl            Clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano 

NaCl                 Cloruro de sodio  

TBE                  Tris-Borato-EDTA 

kb                        Kilobase 

pb         Par de base  

RNAsa A           Ribonucleasa A 

pH       Potencial hidrógeno  

PCR       Reacción en cadena de la polimerasa  

ITS                      Espaciador transcrito interno  

16S rRNA           ARN ribosómico 16S  

sp.                       Especie  

BSA                     Albúmina Sérica Bovina 

RFLP                   Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción 

µL         Microlitros  

mL                        Mililitros 

µg/mL                   Microgramos por cada mililitro  
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µM                        Micromolar 

mM         Milimolar 

U/µL                      Unidad por cada microlitro  

Ngr                        Nanogramos  

°C                          Grados Celcius 

km                         Kilometro 

mm                        Milímetro 

n                            Tamaño de la muestra  

RPM        Revoluciones por minuto 

RCF                       Fuerza centrífuga relativa 
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Resumen 

La miel de abejas sin aguijón alberga un microbioma diverso proveniente del tracto digestivo de 

la abeja, néctar, polen, flores y alrededores del nido.  En este sentido, la caracterización del 

microbioma de miel se ha centrado en métodos tradicionales basados en cultivo que presentan 

limitaciones. Puesto que, alrededor del 99% de especies microbianas no son cultivables. Por 

ello, el objetivo del presente estudio fue implementar herramientas moleculares para la 

identificación de microorganismos en ADN extraído a partir de miel de abejas sin aguijón. 

Debido al alto contenido de polisacáridos, polifenoles y ácidos orgánicos que interfieren en 

aplicaciones moleculares, se optimizó un protocolo de extracción basado en CTAB. Las 

modificaciones incluyeron ajuste de ciclos de centrifugación, volumen de RNAsa A, tiempo de 

incubación y secuencia de adición de enzimas durante la lisis. El protocolo optimizado se aplicó 

a 51 muestras de miel de abejas sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., 

Tetragona sp., Ptilotrigona sp., Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp. El rendimiento y la calidad 

del ADN extraído se evaluó mediante espectrofotometría y electroforesis en gel de agarosa, 

confirmando la obtención de ADN de alto peso molecular, con valores de concentración de 

ADN similares a los previamente reportados y datos de pureza 260/280 dentro del rango óptimo 

para todas las muestras analizadas. Así mismo, la presencia de ADN bacteriano y fúngico se 

confirmó tras la amplificación de gen 16S rRNA y la región ITS, respectivamente. La 

amplificación para ambos marcadores moleculares fue exitosa en el 84.31% de las muestras.  

Palabras clave: Miel de abejas sin aguijón, microbioma, extracción de ADN, 16S rRNA, 

ITS. 
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Abstract 

Stingless bee honey harbors a diverse microbiome originating from the bee's digestive tract, 

nectar, pollen, flowers, and the nest surroundings. In this sense, the characterization of the 

honey microbiome has focused on traditional culture-based methods that present limitations, 

since around 99% of microbial species are unculturable. Therefore, the objective of the present 

study was to implement molecular tools for the identification of microorganisms in DNA 

extracted from stingless bee honey. Due to the high content of polysaccharides, polyphenols, 

and organic acids that interfere with molecular applications, a CTAB-based extraction protocol 

was optimized. Modifications included adjustment of centrifugation cycles, RNAse A volume, 

incubation time, and the sequence of enzyme addition during lysis. The optimized protocol was 

applied to 51 honey samples from the genera Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp., Tetragonisca sp., and Nannotrigona sp. The yield and quality of the extracted 

DNA were evaluated by spectrophotometry and agarose gel electrophoresis, confirming the 

obtaining of high-molecular-weight DNA, with DNA concentration values similar to those 

previously reported and 260/280 purity data within the optimal range for all samples analyzed. 

Likewise, the presence of bacterial and fungal DNA was confirmed after the amplification of the 

16S rRNA gene and the ITS region, respectively. Amplification for both molecular markers was 

successful in 84.31% of the samples. 

Key words: Stingless bee honey, microbiome, DNA extraction, 16S rRNA, ITS. 
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Capítulo I: Introducción y Estado del arte 

Estado del Arte   

A nivel mundial, las abejas cumplen un papel fundamental en el medio ambiente al 

favorecer la polinización de especies vegetales tanto en ecosistemas naturales (Katumo et al., 

2022) como en cultivos agrícolas (Nicholls & Altieri, 2013). En el mundo existen más de veinte 

mil especies de abejas pertenecientes a la familia Apidae (Vossler, 2019). La familia Apidae 

contiene varias tribus: Apini, Bombini, Euglossini, Meliponini y otras menos conocidas (Arnold 

et al., 2018). Así, las tribus Apini (abejas melíferas) y Meliponini (abejas melíferas sin aguijón) 

son reconocidas como taxones de abejas eusociales avanzadas (Toledo et al., 2022).  

Las abejas sin aguijón forman colonias donde grupos de individuos cumplen una función 

especializada (Arnold et al., 2018). En la colonia decenas de obreras se encargan del forrajeo, 

defensa del nido (Rajasekhar et al., 2017) y cuidado de las crías (Rutter, 2022). Una cantidad 

variable de machos son responsables de la fecundación y generalmente una sola reina es la 

encargada de poner huevos para mantener o aumentar la población (Roller, 2024). Por ello, se 

consideran las más eusociales entre las abejas nativas de los trópicos y subtrópicos (Toledo 

et al., 2022). Así mismo, las abejas sin aguijón tienen la necesidad de visitar las flores en busca 

de néctar y polen para alimentarse (Bueno et al., 2023), y más adelante son almacenados para 

la producción de miel.  

La miel de abeja sin aguijón también conocida como miel de pote es un producto muy 

valorado debido a que posee propiedades nutritivas, terapéuticas y medicinales benéficas para 

la salud humana (Gadge et al., 2024; Toledo et al., 2022). La principal diferencia entre la miel 

producida por abejas de la tribu Apini y miel de abejas sin aguijón, es que la miel de la tribu 

Apini es resultado de la deshidratación del néctar (De Paula et al., 2021). Mientras que, la 

obtención y conservación de la miel de abejas sin aguijón depende sobre todo de la 

fermentación por microbios simbiontes (Menezes et al., 2013). 
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Cano et al., (1994) ha demostrado que la estrecha relación entre las abejas y los 

microorganismos es incuestionable, lo que se refleja en el microbioma diverso de la miel. La 

mayoría de microorganismos en la miel se originan a partir del polen, suelo, aire, flores, polvo y 

tracto digestivo de las abejas (Snowdon & Cliver, 1996). Además, ciertos contaminantes 

microbianos secundarios pueden encontrarse en la miel como resultado de la manipulación 

humana (Olaitan et al., 2007). 

Típicamente, la identificación de microorganismos en la miel se ha centrado en aislar 

bacterias y hongos cultivables sujetos a sesgo por la naturaleza del método (Anderson et al., 

2013). Por lo tanto, el uso de métodos independientes al cultivo como el análisis molecular que 

incluye extracción de ADN y amplificación mediante PCR ha permitido conocer de forma más 

completa el microbioma de miel de abejas de la tribu Apini (Anderson & Copeland, 2024; Xiong 

et al., 2023). En contraste, en menor cantidad se conoce el microbioma de la miel de abejas de 

la tribu Meliponini (Da Silva et al., 2024).  

Introducción 

La miel de abeja sin aguijón se caracteriza por tener un sabor distintivo y un gusto ácido 

en comparación con la miel de abejas melíferas, principalmente la producida por la especie 

Apis mellifera (Esa et al., 2022). En la actualidad, existe mayor interés en la cría de abejas sin 

aguijón (meliponicultura) dentro de las comunidades rurales e indígenas de países tropicales 

como el Ecuador. El objetivo de su cuidado es satisfacer la alta demanda de miel cruda (Esa 

et al., 2022), productos a base de miel (Zulhendri et al., 2022) y su conservación (Cholotío 

et al., 2024).  

Se ha revelado que la miel de abeja sin aguijón exhibe propiedades antioxidantes 

(Suntiparapop et al., 2012), antidiabéticas (Ali et al., 2020), antiinflamatorias (Badrulhisham 

et al., 2020). A pesar de ello, la cantidad de agua relativamente abundante en la miel permite 

que microorganismos sobrevivan y se mantengan activos lo que puede influir en su calidad, 



20 
 

Código de documento: BIBL-FOR-2025-V1-004                                                                                                                                                                              Rev. UPDI:2025-ene-19 
Código de proceso: GCAG-GBIB-3                          

propiedades funcionales e inocuidad (Sanz et al., 1995). En este sentido, se han realizado 

diversos estudios sobre la composición fisicoquímica y nutricional de la miel de abeja sin 

aguijón (Begna et al., 2024; Nascimento et al., 2015; Nordin et al., 2018), pero hasta el 

momento se conoce poco sobre su diverso microbioma. 

El estudio del microbioma se ha centrado primordialmente en mieles de Apis mellifera 

utilizando métodos tradicionales para aislar e identificar bacterias y hongos en medios de 

cultivo. Sin embargo, evidencian deficiencias notables (Snowdon & Cliver, 1996), puesto que, 

más del 99% de especies microbianas no son cultivables y menos del 1% si lo son, lo cual no 

es representativo de la diversidad microbiana total (Pham & Kim, 2012; Xiong et al., 2023).  

Por esta razón, surge la necesidad de estandarizar métodos moleculares que permitan 

la caracterización total del ADN bacteriano y fúngico en mieles de abejas sin aguijón. 

Así mismo, al evaluar la diversidad microbiana en miel de abejas sin aguijón por medio 

de la detección de ADN bacteriano y fúngico utilizando el método de metabarcoding del gen 

16S rRNA y la región ITS es importante (Xiong et al., 2023). Los datos obtenidos a partir de la 

amplificación con los marcadores 16S rRNA e ITS reflejan el conjunto total de microorganismos 

presentes, así como, las interacciones entre el individuo y el medio ambiente e indican la salud 

general del nido (Engel et al., 2016; Raymann & Moran, 2018).  

De la misma forma, la compresión de la dinámica microbiana contribuye a la mejora en 

la producción de miel (Alves et al., 2024), la prevención de enfermedades en las abejas 

(Anderson et al., 2013) y el fortalecimiento de la meliponicultura como actividad sostenible 

(Cerqueira et al., 2024) .  

Debido al creciente interés y demanda de productos derivados de la miel de abeja sin 

aguijón se ha resaltado la necesidad de producir estándares alimentarios que permitan 

establecer la autenticidad y procedencia del producto. Para el Ecuador el estudio del 
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microbioma en miel de abejas sin aguijón representa una oportunidad de innovación 

biotecnológica con mejora en la calidad de productos apícolas y generación de conocimiento 

que podrá ser transferido a comunidades productoras de miel promoviendo así un desarrollo 

económico y social inclusivo.  

Objetivos  

Objetivo General  

Implementar herramientas moleculares para la identificación de microorganismos en 

miel de abejas sin aguijón 

Objetivos Específicos  

• Estandarizar un protocolo de extracción de ADN de miel de abejas sin aguijón.  

• Determinar la presencia de ADN bacteriano en muestras de miel de abeja. 

• Determinar la presencia de ADN fúngico en muestras de miel de abeja. 
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CAPÍTULO II: Marco Teórico 

Tribu Meliponini (Abejas sin aguijón)  

Las abejas sin aguijón que pertenecen a la tribu Meliponini, son un grupo de 

himenópteros de la familia Apidae (Hrncir et al., 2016). Las abejas sin aguijón tienen 

características morfológicas que las separan de otros grupos. Por ejemplo: el tamaño de las 

abejas sin aguijón oscila entre 13.5 a 18 mm lo que las hace más pequeñas que Apis mellifera 

(Arnold, 2020). Otra característica es la presencia de una venación alar débil (Bogo et al., 

2025). Finalmente, las abejas macho carecen totalmente de un aguijón, mientras que, en las 

abejas hembras el aguijón es un ovopositor modificado (de Camargo, 2013).  

 En este sentido, la falta de aguijón funcional les ha permitido desarrollar otras 

estrategias de defensa, como el ataque (Shackleton et al., 2015), el retiro inmediato o 

adaptaciones especiales en el nido (Arnold, 2020). El ataque puede incluir mordeduras, por 

ejemplo, las abejas obreras del género Oxytrigona poseen glándulas mandibulares que 

secretan ácido fórmico, así, al morder depositan una gota de esta secreción sobre la piel y 

dejan una herida similar a una quemadura (Lindauer, 1976; Roubik et al., 1987). Por otro lado, 

las adaptaciones en el nido se dan con el cierre y colocación de resina en la entrada del mismo 

o la presencia de individuos guardianes (Venturieri, 2014). La especie Tetragonisca angustula 

tiene dos tipos diferentes de guardianes, el primero se para sobre, dentro o cerca de la entrada 

del nido, mientras que, el segundo revolotea cerca para la protección del nido (Arnold, 2020; 

Grüter et al., 2011). 

Los nidos silvestres de esta familia de abejas sin aguijón suelen ser en cavidades 

preexistentes dentro de maderas (Reinhard et al., 2023), paredes de casas (Macedo et al., 

2020), ramas, o troncos de árboles que no son creados sino adaptados para vivir (Bogo et al., 

2025). Además, algunas especies, anidan bajo tierra en nidos abandonados por otros insectos 

sociales, como hormigas o termitas (Layek & Karmakar, 2025). En este sentido, la estructura 
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interna de sus nidos es más compleja (Figura 1), estos están formados por discos con celdas 

de cría rodeados por capas de cera – resinas (involucro), potes para almacenar reservas de 

alimento y una capa protectora exterior denominada batumen (Grimaldi et al., 2021).  

Figura 1 
 
Estructura de un nido subterráneo de abejas sin aguijón 

 

Nota. Tomado de Grimaldi et al., (2021) 

Finalmente, las abejas sin agujón presentan un comportamiento eusocial avanzado, es 

decir, son animales en cuya colonia habitan más de una generación superpuesta, existe un 

cuidado cooperativo de la cría y una división de trabajo según el grupo de individuos (Arnold, 

2020). En el nido la reina es la única hembra reproductora capaz de poner huevos femeninos, 

los machos son responsables del apareamiento con la reina y las obreras se encargan de 

buscar alimento, proteger la colonia y cuidar a las crías (Bueno et al., 2023).  

Diversidad y distribución  

Las abejas sin aguijón son reconocidas como el grupo más grande de abejas eusociales 

en la tierra (Hrncir et al., 2016). Con más de 500 especies descritas superan a las abejas 
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melíferas (Apidae, Apini: 11 especies) e incluso comprenden el doble del número de especies 

de abejorros identificados (Apidae, Bombini: 250 especies) (Michener, 2007). 

Su distribución tropical y subtropical en los hemisferios del mundo sugiere que las 

abejas sin aguijón tuvieron su origen en el antiguo continente Gondwana hace más de cien 

millones de años (Camargo & Pedro, 1992). Hoy en día, la mayor biodiversidad de abejas sin 

aguijón se encuentra en la región Neotropical, desde México hasta Argentina existen unas 400 

especies agrupadas en distintos géneros, entre ellos: Scaptotrigona, Nannotrigona, Melipona y 

Plebeia (Arnold, 2020; García et al., 2015).   

 No obstante, esta diversidad no parece estar distribuida de forma uniforme, más bien 

se concentra en los llamados hotspots o zonas con alta diversidad como los Andes tropicales 

(García et al., 2015).  En Ecuador, se conoce que este grupo alcanza un gran número de 

especies por área, aproximadamente, 13 veces más especies por área que en Brasil (Moure 

et al., 2007). Sin embargo, el conocimiento es limitado, por lo que se desconoce el número 

exacto de especies en el país; hasta 2018 Vit et al, reportó un total de 132 especies distribuidas 

en 23 géneros y 24 provincias del Ecuador.  

Importancia ecológica y económica  

Las abejas sin aguijón son esenciales para la salud de los ecosistemas (Vaidya et al., 

2023), la diversidad ecológica (Hrncir et al., 2016), la reproducción de las plantas (Dymond 

et al., 2021) y la seguridad alimentaria (Karuppaiah et al., 2024). Similar a las abejas melíferas, 

las abejas de la tribu Meliponini desempeñan un papel fundamental en la polinización de 

especies vegetales en ecosistemas silvestres y cultivados (Bogo et al., 2025). Por ejemplo, la 

vainilla una especie de planta del grupo de las orquídeas es polinizada únicamente por abejas 

sin aguijón del género Trigona y Melipona (Bąk et al., 2019).  
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A parte de su importancia ecológica, las abejas sin aguijón tienen importancia 

económica y cultural para distintas comunidades rurales donde se crían (Meliponicultura) y 

manejan por sus productos derivados (Esa et al., 2022). En Ecuador, la meliponicultura es bien 

reconocida y practicada en provincias como Loja, El Oro y Zamora Chinchipe (Erazo et al., 

2023).   

Además, las abejas sin aguijón son utilizadas como bioindicadores ambientales y 

ecológicos ya que se ven afectadas por cambios en el entorno natural, como son: la 

deforestación (Brown & Albrecht, 2001), el cambio climático (Robinson & Baudier, 2024), la 

introducción de especies exóticas (Trindade et al., 2023) y el cambio del uso del suelo (García 

et al., 2015; Real et al., 2022).  

Considerando lo anterior, es importante fortalecer el cuidado de especies de abejas sin 

aguijón pues son fundamentales para un adecuado y equilibrado funcionamiento de los 

ecosistemas. 

Productos derivados de las abejas sin aguijón  

Las abejas sin aguijón, al contrario de especies carnívoras como las avispas, se 

alimentan únicamente de néctar y polen de plantas (Vossler, 2019). El polen además se ser 

una importante fuente de proteínas contiene, enzimas, vitaminas y minerales. Mientras que, el 

néctar es la principal fuente de carbohidratos (Da Silva et al., 2024). 

En la colonia, el polen y el néctar se almacenan por separado en recipientes de 

cerumen construidos a partir de una mezcla de resina y cera  (McFrederick et al., 2012). El 

polen almacenado se fermenta mediante un proceso en cual las abejas añaden néctar y 

secreciones ricas en enzimas, junto con microorganismos. Finalmente, el recipiente se sella y 

permite la obtención del producto conocido como samburá o pan de abeja (Da Silva et al., 

2024) .  
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 Por otro lado, el néctar de las flores se transporta en el buche melífero, un órgano 

especial dentro del abdomen que recibe secreciones enzimáticas que procesan la sustancia. A 

continuación, en el nido las abejas lo depositan en los recipientes para que madure y 

finalmente se transforme en miel (Chuttong et al., 2016; Da Silva et al., 2024).  

Miel de abejas sin aguijón  

La miel es una sustancia natural, dulce y viscosa producida por las abejas a partir del 

néctar de las especies vegetales de las que se alimentan (Bogdanov, 2016). Es una fuente de 

energía natural que se ingiere crudo y comprende una composición nutricional compleja que 

depende de las condiciones de almacenamiento, especie de abeja, fuente floral y región 

geográfica (Karabagias et al., 2018).  

En relación a ello, la estrategia de producción de miel de Apis mellifera consiste en 

eliminar humedad del néctar mediante sus alas, con la adición de enzimas que hidrolizan los 

azúcares y conservan la miel hasta un nivel en el cual los microorganismos ya no puedan 

crecer (Seeley, 1986).  

En cambio, las abejas sin aguijón deshidratan la miel hasta un nivel específico (Vit et al., 

2018). Más adelante los microorganismos consumen parte de los azúcares y los transforman 

en alcohol mediante fermentación anaeróbica. Seguidamente, el alcohol se convierte en ácido 

acético por medio de la fermentación aeróbica (Menezes et al., 2013; Souza et al., 2021). Por lo 

tanto, este proceso característico de las abejas sin aguijón le confiere propiedades únicas a su 

miel.   

La miel de abejas sin aguijón es reconocida por su sabor y aroma distintivos, así como, 

por su textura fluida y cristalización lenta (Bakar et al., 2017). Además, es caracterizada por sus 

propiedades para actuar en la cicatrización y humectación de heridas, como antioxidante, 

antibacteriano y agente antinflamatorio (Esa et al., 2022).  
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Características fisicoquímicas de miel de abejas sin aguijón  

Las características fisicoquímicas tales como, pH, acidez, color, contenido de agua, 

entre otras de la miel de abeja sin aguijón ya ha sido estudiada (Gadge et al., 2024; Nordin 

et al., 2018).  

Contenido de agua 

La miel de abejas sin aguijón posee un contenido de agua entre el 20% y 40%, es decir, 

mayor que la miel de Apis mellifera (Biluca et al., 2016). Este parámetro se debe a la naturaleza 

húmeda y tropical de su hábitat, así como a las especies vegetales ricas en agua de las cuales 

recolectan el néctar (Esa et al., 2022). Igualmente, el contenido de agua afecta la estabilidad de 

la miel e influye sobre el crecimiento microbiano (Gadge et al., 2024).  

Azucares reductores  

Si bien la miel de abeja sin aguijón tiene un sabor dulce, comúnmente posee menor 

cantidad de azucares reductores, fructosa y glucosa que la miel de Apis mellifera (Ávila et al., 

2018). Por ejemplo, se ha descrito que cada 100 g de miel de abeja sin aguijón contiene entre 

15,0 a 48, 4 g de fructosa, entre 12,2 a 40,0 g de glucosa y un valor <0,01 a 7,3 g de sacarosa 

(Gadge et al., 2024). La diferencia en la concentración de azúcar está relacionada con la 

presencia de maltosa, la variabilidad de las especies y el clima de recolección (Biluca et al., 

2016).  

pH y acidez 

La miel de abeja sin aguijón presenta un pH más bajo entre 3,2 a 4,5 y acidez mayor en 

comparación a la miel de Apis mellifera (Kek et al., 2017). El valor ácido del pH evita la 

proliferación de microorganismo dañinos (Gadge et al., 2024). Mientras que, la acidez se debe 

al proceso de fermentación que da como resultado una mayor presencia de ácidos orgánicos, 

incluidos fosfatos, sulfatos o cloruros. También, su sabor ácido y pH se asocian a la fuente del 

néctar, especie y enzimas propias (Evahelda et al., 2021).  
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Conductividad eléctrica 

Todas las características fisicoquímicas descritas para la miel de abejas sin aguijón 

influyen sobre la conductividad eléctrica. A mayor concentración de ácidos orgánicos, minerales 

y cenizas mayor conductividad (Da Silva et al., 2024; Gadge et al., 2024). En este sentido, no 

existe diferencia significativa frente a miel de Apis mellifera. La conductividad eléctrica oscila 

entre 0,30 a 0,67 mScm-1 (Biluca et al., 2016).  

Elementos Minerales  

La miel contiene una variedad de elementos minerales, entre ellos: el potasio que 

comprende un valor de 10,55 a 448 mg por cada 100 g-1, el mismo representa la mitad de los 

componentes minerales totales. Además, contiene una pequeña cantidad de calcio entre 1,12 a 

35,5 g por cada 100 g-1 y un contenido promedio de magnesio (0,410 y 17,3 mg por 100 g-1) y 

sodio (0,730 y 30,4 mg 100 g-1) (Biluca et al., 2016; Gadge et al., 2024). Los minerales son 

esenciales para diversas funciones fisiológicas entre las que se destaca, la función cardiaca, 

salud ósea, función muscular y nerviosa (Esa et al., 2022).   

Según Nanda et al., (2003) el contenido mineral se ve influenciado por factores como el 

tipo de flor del que toman el néctar, el tipo de suelo donde se cultivan y el color de la miel. 

Color 

A manera científica el color de la miel de abejas sin aguijón se evalúa a través de la 

escala de Pfund, que establece su variación desde un tono blanco claro hasta varios tonos 

ámbar claro y oscuro (Ávila et al., 2018). Aquellos compuestos que contribuyen a dar el color 

característico en la miel son los antioxidantes (carotenoides, xantofilas), minerales, 

aminoácidos y sustancias fenólicas (flavonoides). Es importante mencionar que la miel de color 

más oscuro tiene más minerales y acidez que la miel de tonos claros (Machado et al., 2018).  
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Hidroximetilfurfural (HMF) 

El hidroximetilfurfural es una molécula orgánica utilizada como medida para evaluar la 

frescura y envejecimiento de la miel (Crane, 1980). Es un producto intermedio ausente en la 

miel fresca que aumenta su concentración durante el procesamiento (Gadge et al., 2024). De 

acuerdo con la comisión del Codex Alimentarius, la miel de regiones tropicales o con 

características como las descritas no deben superar los 80 mg/kg (Codex Alimentarius, 2019). 

En consecuencia, la miel de abeja sin aguijón evidencia valores bajos, oscilando entre 12,65 y 

15,0 mg/kg (Salis et al., 2021).  

Compuestos fenólicos 

La miel de abejas sin aguijón contiene compuestos antioxidantes significativos, tales 

como los compuestos fenólicos (Ávila et al., 2018). Los compuestos fenólicos son metabolitos 

secundarios bien conocidos por su actividad antimicrobiana y efectos antiinflamatorios (Lin 

et al., 2016). En la miel, están presentes ácidos fenólicos (ácido cafeico y ácido gálico), 

flavonoides y taninos en una concentración que varía entre 7 a 66 mg (Da Silva et al., 2013).  

Microbiota asociada a las abejas sin aguijón   

Las abejas sin aguijón suelen tener especies de microorganismos como componentes 

de su microbiota central (Cerqueira et al., 2024). Estos microbios desempeñan un papel 

importante en la nutrición de las abejas y su protección contra microorganismos patógenos 

(Menezes et al., 2013).  

Los microorganismos llegan a los nidos por transmisión entre abejas, además de ser 

transportados por el polen, el aire y las flores (Alves et al., 2024). Un caso representativo es el 

de las bacterias Lactobacillaceae, ácido láctico ambientales presentes en las flores, polen y 

miel (Lachance et al., 2010). Estas bacterias se trasmiten de forma horizontal, ya que, el 

contagio se produce a través del entorno de polinización o el contacto con el material de la 

colonia (miel o pan de abeja) (Powell et al., 2014) .  
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No obstante, el conocimiento sobre la diversidad de microbios y su papel en las colonias 

de abejas sin aguijón es limitado, puesto que, la mayoría de información solo menciona su 

presencia no su función. Además, solo se dispone de información de unas pocas especies de 

abejas sin aguijón (Menezes et al., 2013).  

A pesar de las limitaciones y teniendo en cuenta que la microbiota de las abejas sin 

aguijón también se refleja en sus subproductos, se indican los actores microbianos 

involucrados en la maduración de la miel y su potencial para producir compuestos bioactivos 

(Alves et al., 2024).  

Microorganismos presentes en la miel  

Las mieles crudas contienen diversas comunidades microbianas y aunque la microbiota 

asociada a la miel de las abejas sin aguijón aún es poco estudiada (Xiong et al., 2023). Se ha 

descrito que, los microorganismos asociados incluyen hongos y bacterias (Menezes et al., 

2013).  

Se han identificado dos géneros de bacterias presentes en miel de abejas sin aguijón, 

las más comunes son del género Bacillus, que cumplen un papel importante al secretar 

enzimas necesarias para la fermentación del polen y para los procesos de fermentación 

anaeróbica y aeróbica que ocurren durante la producción de la miel (Cano et al., 1994). 

Adicionalmente, estas bacterias alteran la composición de los productos para evitar la 

proliferación de patógenos gracias a la secreción de antibióticos (Gilliam, 1979).  

Otro género de bacterias reportado en miel de abejas sin aguijón es Streptomyces, 

conocido por generar antibióticos le otorga a la miel una alta actividad inhibitoria contra 

patógenos bacterianos (Promnuan et al., 2009). Además, los filos bacterianos también 

compartidos por las especies de abejas sin aguijón son Proteobacterias y Actinobacterias 

(Melia et al., 2024).  



31 
 

Código de documento: BIBL-FOR-2025-V1-004                                                                                                                                                                              Rev. UPDI:2025-ene-19 
Código de proceso: GCAG-GBIB-3                          

A parte del componente bacteriano, las levaduras también forman parte de la microbiota 

de la miel de abejas sin aguijón. Hasta el momento se han identificado diez géneros, siendo los 

más representativos Candida y Starmerella (Camargo & Pedro, 1992). Su función es similar al 

de las bacterias, ya que, secretan enzimas necesarias para la transformación del néctar y polen 

(Menezes et al., 2013).  

Rol de los microorganismos en la miel  

Se sabe que los géneros de bacterias presentes en la miel de abejas sin aguijón ayudan 

a prevenir el deterioro de la miel al suprimir el crecimiento de microbios patógenos (Xiong et al., 

2023). La estrecha interacción entre el contenido de agua de la miel y la actividad microbiana 

subraya la importancia de mantener niveles óptimos de humedad para su conservación. Dada 

su sensibilidad, las desviaciones pueden mejorar o comprometer su vida útil y calidad (Gadge 

et al., 2024; Menezes et al., 2013).  

Además, se ha determinado que la presencia de microbios es la miel es esencial para 

llevar a cabo los procesos de fermentación del néctar y polen (Souza et al., 2021). Así también, 

la actividad microbiana le confiere a la miel propiedades terapéuticas superiores a las de la miel 

de Apis mellifera  (Esa et al., 2022).  

Métodos para la identificación de microorganismos en miel  

La capacidad de detectar rápidamente microorganismos en alimentos, como la miel de 

abejas es importante para la salud pública y la seguridad alimentaria (Foddai & Grant, 2020). 

Tradicionalmente, las pruebas basadas en cultivo se han considerado como el “gold standard” 

para el análisis microbiológico de la miel (Bhunia, 2014). El cultivo típico se sustenta en la 

capacidad de los microorganismos para crecer y multiplicarse en medios de laboratorio, 

formando colonias visibles.  
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El cultivo es la primera opción dentro de los laboratorios, ya que, es una técnica 

sensible, fácil de usar, económica y ofrece información cuantitativa o cualitativa sobre la 

cantidad y tipo de microorganismo presente en la muestra (Dudley, 2001).  

No obstante, el análisis de bacterias, mohos y levaduras utilizando métodos de cultivo 

no es un proceso rápido, dado que, requiere una serie de pasos para la confirmación definitiva 

del microorganismo. Este proceso incluye pre enrequecimiento, enriquecimiento selectivo, 

siembra en medios selectivos y finalmente pruebas confirmatorias bioquímicas o morfológicas 

(Bhunia, 2014). Además, el proceso de cultivo comprende entre 2 a 3 días para la obtención de 

un análisis preliminar y hasta una semana para la confirmación final de las especies aisladas 

(Zhao et al., 2017). Finalmente, la distribución no uniforme y heterogeneidad de la muestra 

también podría implicar un sesgo del resultado (Foddai & Grant, 2020; Xiong et al., 2023).  

Por lo tanto, los métodos basados en cultivo son insuficientes para caracterizar la 

diversidad microbiana total en matrices complejas como la miel de abejas sin aguijón (Xiong 

et al., 2023). Por ello, se ha impulsado el análisis de la microbiota con herramientas 

moleculares basadas en ácidos nucleicos, métodos rápidos, sensibles y específicos (Foddai & 

Grant, 2020).  

Extracción de ADN 

El ADN ambiental (eADN), definido como ADN extraído de especímenes o matrices 

relacionadas con el ambiente se ha catalogado como una herramienta poderosa para detectar y 

monitorear organismos crípticos, elusivos o invasivos (Ribani et al., 2020). En este sentido, la 

miel constituye una fuente de eADN fácilmente accesible, muy útil para la detección de patógenos 

y comprensión de la microbiota asociada (Lee et al., 2015).  

 Para el análisis de ADN en la miel, se requiere un método eficiente de extracción capaz 

de proporcionar extractos de ADN de alta cantidad y calidad (Soares et al., 2017). El método 
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elegido debe permitir la detección de mínimas cantidades de ADN de bacterias u hongos y 

evitar los inhibidores de PCR como cera, pigmentos, enzimas o partículas sólidas (Guertler 

et al., 2014).  

 Hasta el momento, se han informado métodos de extracción in-house o el uso de kits 

comerciales para la extracción de ADN a partir de miel. Guertler et al., (2014) utilizo métodos 

de extracción basados en tampón CTAB, el instrumento Maxwell 16 y el sistema de extracción 

de ácidos nucleicos Maxwell 16 FFS, Custom-Kit. Por otro lado, la aplicación de DNeasy Blood 

and Tissue Kit de Qiagen se informó en la extracción de ADN de miel en el ensayo realizado 

por Laube et al., (2010).  

 De este modo, Soares et al., (2017) evaluó diferentes tratamientos de preparación y 

extracción de ADN de muestras de miel, considerando cantidad, pureza e idoneidad para la 

amplificación. El ensayo evidenció que los métodos CTAB y DNeasy kits resultaron eficaces 

para extracción y amplificación molecular.  

 Específicamente, el método de extracción manual con tampón CTAB se basa en el uso 

de un detergente catiónico capaz de romper la pared celular y por tanto producir la lisis de las 

células de una muestra compleja como la miel (Jain et al., 2013). El CTAB, en presencia de 

EDTA (agente quelante) y TRIS HCl (tampón), forma complejos poco solubles con el ADN. El 

paso posterior es la extracción de los residuos orgánicos con cloroformo, seguida de la 

separación del ADN mediante precipitación con etanol (Schenk et al., 2023).  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Actualmente, la vigilancia de la miel y sus productos derivados es realizado mediante 

análisis de ADN (Guertler et al., 2014). En este sentido, la reacción en cadena de la polimerasa 

es un método molecular desarrollado en 1986 por Mullis et al, que permite obtener millones de 
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copias de toda o una parte de una secuencia de ADN especifica de un organismo para un 

análisis más detallado. 

Dado que la PCR solo puede detectar una secuencia de ADN especifica por vez y a 

menudo hay gran diversidad de microrganismos en una muestra compleja, como la miel, se 

han desarrollado variaciones del método (Zhang et al., 2022). A continuación, se describen las 

variantes más utilizadas para la detección y compresión de microbiota en muestras de 

alimentos.   

PCR multiplex  

La reacción en cadena de la polimerasa multiplex utiliza la combinación de múltiples 

conjuntos de cebadores en una única mezcla de PCR para producir amplicones de diferentes 

tamaños que permiten la identificación precisa de diferencias secuencias de ADN. El conjunto 

de cebadores está diseñado para optimizar sus temperaturas de hibridación y funcionar 

correctamente en una sola reacción (Bluth & Bluth, 2018).  

qPCR 

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real es una técnica que detecta y 

cuantifica la expresión génica en tiempo real a través de la amplificación de secuencias de ADN 

específicas y midiendo la fluorescencia emitida por los amplicones de la PCR. La intensidad de 

la fluorescencia emitida se correlaciona con la concentración del ADN objetivo en la muestra 

(Avery et al., 2013).  

Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN que detectan polimorfismos, es 

decir, permiten identificar diferencias entre individuos o especies basándose en los cambios 

presentes en su secuencia de nucleótidos. Estas variaciones pueden ser inserciones. 

deleciones de nucleótidos, errores de replicación o duplicaciones (Özbek, 2024).  
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En muestras de miel el análisis de secuencias de productos de PCR obtenidos se lleva 

a cabo utilizando cebadores “universales” de bacterias y hongos dirigidos a los genes de ARN 

ribosómico, 16S rRNA e ITS respectivamente. El uso de este tipo de marcadores permite la 

identificación y caracterización de su diversidad en la miel (Olivieri et al., 2012). 

Gen 16S rRNA 

Los genes de ARN ribosómico han sido utilizados como marcadores filogenéticos 

estándar en estudios taxonómicos moleculares desde los estudios pioneros de Woese & Fox 

en 1977. Su amplia gama de regiones variables, naturaleza conservada y distribución ubicua 

en todos los linajes de bacterias y arqueas ayudaron al uso de genes de ARN ribosomal para 

diversos fines taxonómicos (Kim & Chun, 2014). 

El uso de las secuencias del gen de ARNr 16S para la clasificación e identificación de 

procariotas depende generalmente de comparaciones con bases de datos de secuencias 

conocidas (Chun & Rainey, 2014). No obstante, debido a la tasa de evolución relativamente 

lenta, la secuencia del gen presenta alta similitud con especies relacionadas, lo que dificulta 

una diferenciación precisa. Ante este problema, se subraya la necesidad de bases de datos 

más depuradas o el uso de un diferente marcador molecular (Kim & Chun, 2014).  

Región espaciadora transcrita interna (ITS) 

La región del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal, ha sido objetivo 

fundamental en la sistemática fúngica, dado que, se utiliza como marcador de código de barras 

de ADN (Kauserud, 2023). Su naturaleza variable con amplia información, su fácil amplificación 

y sus regiones conservadas necesarias para el diseño de cebadores los hacen útiles para 

estudios filogenéticos en hongos (Gardes & Bruns, 1993).    

El espaciador transcrito interno al tener una tasa de evolución más rápida, es más 

adecuado para el análisis a nivel de especie, ya que, el alineamiento sobre nivel de género o 
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familia es complicado debido a su alta variabilidad (Gardes & Bruns, 1993). Así mismo, el 

principio de identificación se basa en la comparación con bases de datos que acumulan un 

gran número de secuencias ITS correspondientes a distintas especies (Schoch et al., 2012).   
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CAPÍTULO III: Materiales y Métodos 

Procedencia de las muestras  

La presente investigación forma parte del proyecto titulado “Meliponiculture: a 

sustainable tool in agro-ecological systems for rural communities in Ecuador”. Las muestras de 

miel utilizadas en el estudio fueron recolectadas en distintas provincias de la Región Amazónica 

del Ecuador (Figura 2). El muestreo se llevó a cabo en los meses de septiembre - octubre de 

2024 y febrero - agosto de 2025 en nidos pertenecientes a especies de abejas sin aguijón.  

Figura 2  
 
Procedencia geográfica de muestras de miel de abejas sin aguijón 

 

 

Se recolecto un total de 51 muestras de miel en nidos de especies de abejas sin 

aguijón. El código del nido y la especie de procedencia se detallan en la Tabla 1. 
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Tabla 1  
 
Identificación de las muestras de miel en nidos de abejas sin aguijón 

Provincia 
Código de Nido 
(Investigación) 

Código de Nido 
(Sector 

Especie 

Napo 

 

SCY3 TSAB01.1 Scaptotrigona sp. 

SCY5 TSAA001.1 Scaptotrigona sp. 

SCY6 TSAB01 Scaptotrigona sp. 

SCY8 TSAM01 Scaptotrigona sp. 

SCF7 TSIA7 Scaptotrigona sp. 

SCF8 TSIA8 Scaptotrigona sp. 

TAY1 TTAA9 Tetragonisca sp. 

TAY2 TTAY10 Tetragonisca sp. 

TAY3 TTAY11 Tetragonisca sp. 

TAY5 TTYM001 Tetragonisca sp. 

TAY6 TTYM003 Tetragonisca sp. 

TAY7 TAAY07 Tetragonisca sp. 

TAVM1 TAV001 Tetragonisca sp. 

TAU1 TAU1 Tetragonisca sp. 

TAU2 TAU2 Tetragonisca sp. 

TAU5 TAU5 Tetragonisca sp. 

TAU7 TAU7 Tetragonisca sp. 

MPY1 AGRE003 Melipona grandis 

MPY2 TGAY01 Melipona grandis 

MPY3 TERM02 Melipona eburnea 

MPY4 TERM01 Melipona eburnea 

MPY5 TEYM01 Melipona eburnea 



39 
 

Código de documento: BIBL-FOR-2025-V1-004                                                                                                                                                                              Rev. UPDI:2025-ene-19 
Código de proceso: GCAG-GBIB-3                          

Provincia 
Código de Nido 
(Investigación) 

Código de Nido 
(Sector 

Especie 

MPY6 TEJY01 Melipona eburnea 

MPY7 TEJY02 Melipona eburnea 

MPF8 FIIA002 Melipona illota 

MPH1 PCCH001 Melipona sp. 

MPH7 AEMM003 Melipona eburnea 

Sucumbíos 

MPE1 TEMA002 Melipona eburnea 

MPE3 AEMU001 Melipona eburnea 

MPVM1 PSVC001 Melipona eburnea 

Pastaza 

MEC2 N2 ME2 Melipona eburnea  

MEC3 ME3 Melipona eburnea  

MEC5 ME5 Melipona eburnea  

MEC6 ME6 Melipona eburnea  

MEC7 ME7 Melipona eburnea  

MEC8 ME8 Melipona eburnea  

MEC9 ME9 Melipona eburnea  

MIC1 MI md Melipona illota 

MIC2 MI hija Melipona illota 

MG1 MG md Melipona grandis  

MG2 MG hija Melipona grandis  

MG3 MG og Melipona grandis  

PT1 Ptilotrigona Ptilotrigona sp. 

TAS1 16OT Tetragonisca angustula 

TAS2 21OT Tetragonisca angustula 

TES1 18OT Tetragona sp. 
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Provincia 
Código de Nido 
(Investigación) 

Código de Nido 
(Sector 

Especie 

TED1 ST01 Tetragona sp. 

TAC1 TC01 Tetragonisca angustula 

NAC1 NC01 Nannotrigona sp. 

MPC1 MC01 Melipona sp. 

NCRY1 NCRY Nannotrigona sp. 

 

Nota. Código de nido (Investigación): Asignación única de cada muestra para su uso durante 

todo el análisis y procesamiento de datos. Código de Nido (Sector): Asignación para la 

identificación de nidos en el lugar de colecta.   

Posteriormente, las muestras fueron trasladadas y almacenadas a 4°C hasta su análisis 

en el Laboratorio de Biotecnología Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.  

Estandarización de un protocolo de extracción  

Procesamiento de las muestras 

Previo a la extracción de ADN, se adoptó el procesamiento de la muestra según lo 

descrito por Ribani et al., (2020) y Utzeri et al., (2018). Para ello, cada muestra de miel fue 

diluida en un tubo falcón estéril de 15 mL. Se colocó 2 mL de miel por cada 6 mL de agua 

ultrapura y se agitó en vórtex hasta la disolución completa. Los 8 mL resultantes de la dilución 

se dividieron en cuatro tubos eppendorf de 2 mL y se centrifugaron a 16°C durante 10 minutos 

a 14 000 RCF o 13 550 RPM, se descartó el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendió 

en 250 μL de agua ultrapura y el contenido de los cuatro tubos se combinó en uno solo 

(volumen final: 1 mL). Se realizó una segunda centrifugación a 16°C durante 10 minutos a 14 

000 RCF o 13 550 RPM, se descartó el sobrenadante, el pellet se resuspendió en 500 μL de 

agua ultrapura y se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL que contenía 4 perlas de vidrio.  
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La suspensión se agitó en vórtex durante 30 segundos. Posteriormente, se retiraron las 

perlas y el líquido se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL (Nota. Si la extracción de ADN no 

es inmediata, la muestra puede ser almacenada a -20°C).  

Nota. Con el objetivo de maximizar la concentración de biomasa se evaluó el 

incremento progresivo del volumen de muestra, distribuido en cuatro ciclos de 

centrifugación sucesivos. 

Protocolo de extracción de ADN 

El protocolo descrito por Ribani et al., (2020) y Utzeri et al., (2018) se adaptó para lograr 

la extracción de ADN a partir de miel con alta cantidad y pureza. Inicialmente, se siguió el 

procedimiento que se describe a continuación.  

La extracción se realizó añadiendo 1 mL de buffer de extracción CTAB [2 % (p/v) de 

bromuro de cetiltrimetilamonio; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCl; 20 mM EDTA; pH 8], 5 μL de 

RNAsa A (10 mg/mL) y 30 μL de proteínasa K (20 mg/mL) a los tubos con la suspensión 

preparada. Los tubos se incubaron a 65°C durante 90 minutos con agitación suave (200 RPM), 

se enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 10 minutos a 16 000 RCF a 16 

°C. A continuación, se transfirieron 700 μL del sobrenadante a otro tubo que contenía 500 μL 

de cloroformo/ alcohol isoamílico (24:1), se agitó en vórtex durante 30 segundos y 

seguidamente se centrifugo a 16 000 RCF por 15 minutos a 16°C. El sobrenadante resultante 

se colocó en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL. El ADN se precipitó con 500 μL de 

isopropanol y se lavó con 500 μL de etanol al 70%. Se realizaron centrifugaciones a 16 000 

RCF por 10 y 5 minutos a 16°C respectivamente, en cada paso se descartó el sobrenadante. 

Finalmente, el tubo se dejó secar frente al mechero por 10 minutos y el ADN se rehidrató con 

30 μL de agua ultrapura durante toda la noche.  
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Posterior a la evaluación inicial, se introdujeron modificaciones en (n = 3) variables con 

el objetivo de mejorar significativamente el rendimiento y calidad del ADN extraído. Las 

variantes exploradas se describen en la Tabla 2.  

Tabla 2   
 
Variaciones exploradas en base al protocolo de Ribani et al., (2020) y Utzeri et al., (2018) 

Paso Protocolo inicial Variación 

RNAsa A 5 μL 

10 μL 

20 μL 

30 μL 

Tiempo de incubación en la 

lisis 
90 minutos 

60 minutos 

30 minutos 

Orden de adición de 

enzimas en la lisis  

Paso 1: Adición de 1 mL de 

buffer de extracción CTAB, 5 

μL de RNAsa A y 30 μL de 

Proteinasa K, incubación 

65°C por 30 min  

Variación 1 

Paso 1: 1 mL de buffer CTAB 

y 30 uL de RNAsa A, 

incubación 37°C por 15 min. 

Paso 2: 30 uL de PK, 

incubación 65°C, 200 RPM, 

30 min.  

Variación 2 

Paso 1: 1 mL de buffer CTAB 

y 30 uL de RNAsa A, 

incubación 37°C por 15 min. 

Paso 2: 30 uL de PK, 

incubación 65°C, 200 RPM 

por 30 min.  
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Paso Protocolo inicial Variación 

Paso 3: Desactivación de PK, 

incubación a 95°C por 10 min.  

Variación 3 

Paso 1: 1 mL de buffer CTAB 

y 30 uL de PK, incubación 

65°C, 200 RPM por 30 min. 

Paso 2: Extracción 

Cloroformo: Alcohol 

Isoamílico.  

Paso 3: 30 uL de RNAsa A, 

incubación 37°C, por 15 min. 

 

 Variación 4 

Paso 1: 1 mL de buffer CTAB 

y 30 uL de PK, incubación 

65°C, 200 RPM por 15 min. 

Paso 2: Desactivación de PK, 

incubación a 95°C por 10 min. 

Paso 3: Muestra a T° 

ambiente, 30 uL de RNAsa A, 

incubación 37°C, por 15 min. 

 

Cuantificación del ADN  

Se cuantificó la concentración de ADN en µg/mL. Así mismo, se evaluaron índices de 

pureza A260/230 y A260/280. La lectura espectrofotométrica se realizó utilizando 2 μL de la 

muestra en la placa μDrop DuoTM, equipo Multiskan SkyHigh Thermo ScientificTM. 
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Integridad del ADN  

La integridad del ADN extraído se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa. El 

gel de agarosa se preparó a una concentración del 0.8% utilizando 1 μL de Sybr safe (agente 

de tinción para la visualización de ácido nucleicos) por cada 30 mL. Se cargaron 6 μL de cada 

muestra (preparadas en una proporción 5:1 con buffer de carga) y 1 μL de marcador de peso 

molecular 1 kb. La migración electroforética en buffer TBE 1X se ejecutó a 110 V durante 65 

minutos. Finalmente, el gel se visualizó en el sistema de imágenes ChemiDoc Bio-Rad.  

Análisis Molecular  

PCR 16S RNA para bacterias  

La identificación de ADN bacteriano se evaluó mediante la ejecución de una PCR de 

punto final dirigida a la amplificación del gen 16s RNA utilizando los primers 27F y 1492R 

descritos por Weisburg et al, en 1991 . En este sentido, la Tabla 3 lista las secuencias de los 

primers empleados.  

Tabla 3   
 
Secuencia primers 27F y 1472R 
 
 

Primer Sentido Secuencia 5’ – 3’ Tamaño 

27F Forward AGATTTGATYMTGGCTCAG 

1 465 – 1 500 pb 
1492R Reverse ACGGYTACCTTGTTACGACTT 

 

Por otro lado, la Tabla 4 presenta la composición de la mezcla de reacción para un 

volumen final de 25 μL. 
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Tabla 4  
 
Volumen de reactivos para la mezcla de reacción  

Reactivos Unidad Stock Concentración 
Final 

Volumen (μL) 

H2O μL - - 18.15 

Buffer + Mg+2 X 10.00 1.00 2.50 

27F μM 10.00 0.35 0.88 

1942R μM 10.00 0.35 0.88 

Cl2Mg mM 50.00 2 0.00 

dNTP mM 10.00 0.8 0.50 

Taq U/μL 5.00 0.5 0.10 

ADN Ngr 25.00 50.00 2.00 

Volumen Final    25  

 

Finalmente, la Tabla 5 resume las condiciones de amplificación utilizadas en el 

termociclador ProFlexTM 3x32-well PCR system.  

Tabla 5  
 

Condiciones de amplificación 

Etapa   Temperatura °C  Tiempo   Ciclos   

Desnaturalización 

Inicial   
95  5 min  1  

Desnaturalización   95  30 s  

35  Hibridación   54  30 s  

Extensión  72  1.45 min  

Extensión Final   72  10 min 1  
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La visualización de la amplificación se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa. El gel de agarosa se preparó a una concentración del 1% utilizando 1 μL de Sybr safe 

por cada 10 mL. Se cargaron 5 μL de cada muestra (preparadas en una proporción 4:1 con 

buffer de carga) y 1 μL de marcador de peso molecular 1 kb. La migración electroforética en 

buffer TBE 1X se ejecutó a 110 V durante 60 minutos. Finalmente, el gel se visualizó en el Foto 

documentador.  

PCR ITS para hongos 

La identificación de ADN fúngico se evaluó mediante la ejecución de una PCR de punto 

final dirigida a la amplificación de las regiones ITS utilizando los primers ITS1F e ITS4 descritos 

por Gardes & Bruns (1993) y White et al (1990), respectivamente. La Tabla 6 contiene las 

secuencias de los primers empleados.  

Tabla 6  
 
Secuencia primers ITS1F e ITS4 

Primer Sentido Secuencia 5’ – 3’ Tamaño 

ITS1F Forward CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 
300 – 800 pb 

ITS4 Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

A continuación, la Tabla 7 describe los reactivos parte de la mezcla de reacción para un 

volumen total de 25 μL. 

Tabla 7  
 

Volumen de reactivos para la mezcla de reacción 

Reactivos Unidad Stock Concentración 
Final 

Volumen (μL) 

H2O μL - - 17.40 

Buffer + Mg+2 X 10.00 1.00 2.50 
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Reactivos Unidad Stock Concentración 
Final 

Volumen (μL) 

ITS1F μM 10.00 0.50 1.25 

ITS4R μM 10.00 0.50 1.25 

Cl2Mg mM 50.00 2 0.00 

dNTP mM 10.00 0.8 0.50 

Taq U/μL 5.00 0.5 0.10 

ADN Ngr 25.00 50.00 2.00 

Volumen Final    25  

 

Así mismo, la Tabla 8 resume las condiciones de amplificación utilizadas en el 

termociclador ProFlexTM 3x32-well PCR system.  

Tabla 8  
 
Condiciones de amplificación 

Etapa   Temperatura °C  Tiempo   Ciclos   

Desnaturalización 

Inicial   
95  5 min  1  

Desnaturalización   95  30 s  

35  Hibridación   55  30 s  

Extensión  72  1 min  

Extensión Final   72  10 min 1  

 

La visualización de la amplificación se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa. El gel de agarosa se preparó a una concentración del 1.5% utilizando 1 μL de Sybr 

safe por cada 10 mL. Se cargaron 5 μL de cada muestra (preparadas en una proporción 4:1 

con buffer de carga) y 1 μL de marcador de peso molecular 100 pb. La migración electroforética 
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en buffer TBE 1X se ejecutó a 100 V durante 30 minutos. Finalmente, el gel se visualizó en el 

Foto documentador.  

Evaluación de la extracción de ADN de bacterias Gram positivas y Hongos mediante el 

protocolo de extracción optimizado 

Considerando la existencia de un posible sesgo en la recuperación de ADN microbiano 

y fúngico. Se realizó la extracción de ADN aplicando el protocolo optimizado en cultivos puros 

de una bacteria gram positiva (Bacillus cereus) y un hongo filamentoso. El ADN extraído fue 

utilizado como molde en reacciones de PCR dirigidas a la amplificación del gen 16S rRNA y la 

región ITS, respectivamente. Las condiciones de amplificación se llevaron a cabo de acuerdo a 

lo descrito anteriormente. 

Análisis estadístico 

 

 Los datos de concentración y pureza del ADN extraído fueron analizados 

estadísticamente con el objetivo de comparar la eficiencia de las modificaciones en el protocolo 

inicial. Además, para identificar si el protocolo optimizado exhibe diferencias en el rendimiento 

de distintos grupos funcionales de miel y evaluar si los índices de pureza 260/230 e 260/280 se 

encuentran dentro de los rangos establecidos como óptimos 2.00 – 2.20 y 1.80 – 2.00, 

respectivamente.  

Debido al limitado número de muestras de miel por género, las muestras se agruparon 

considerando características biológicas y ecológicas entre los géneros de abejas sin aguijón. 

Los grupos establecidos fueron: 1) Melipona sp; 2) Trigonas robustas (Scaptotrigona sp, 

Tetragona sp y Ptilotrigona sp); 3) Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp y Nannotrigona sp).  

Adicionalmente, la determinación de la presencia o ausencia de ADN bacteriano y 

fúngico en las muestras permitió el cálculo de la prevalencia global y para cada grupo de miel 

de abejas sin aguijón. El nivel de significancia para todas las pruebas estadísticas se estableció 
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en α = 0,05. Los datos se organizaron y analizaron con ayuda de los softwares GraphPad 

Prism, Infostat y Excel.  

A continuación, la Tabla 9 describe las pruebas estadísticas empleadas para el análisis 

de datos.  

Tabla 9  
 
Pruebas estadísticas para el análisis de datos 

Prueba estadística  Definición  Variable  

Coeficiente de 
correlación de 
Spearman (ρ)  

Medida no paramétrica 
que evalúa la relación 
entre dos variables. 

Correlación entre los 
Ciclos de 
Centrifugación y 
Concentración de ADN.   

 

 

 

Shapiro – Wilks (W) 
Evalúa la normalidad 
de un conjunto de 
datos. 

Concentración de ADN 
e índices de pureza 
260/230 y 260/280.  

 

 

 

 

Levene (F) 

Evalúa la 
homogeneidad de 
varianzas entre grupos 
(homocedasticidad). 

Concentración de ADN 
e índices de pureza 
260/230 y 260/280. 

 

 

 

 

ANOVA de una vía (F) 

Prueba paramétrica 
que compara la media 
de grupos para 
determinar si existen 
diferencias 
significativas.  

Índice de pureza 
260/280 - optimización 
de volumen de RNAsa 
A. 

 

 

 

 

ANOVA Welch (F) 

Prueba paramétrica 
que compara la media 
de grupos para 
determinar si existen 
diferencias 
significativas, cuando 
no se cumple el 
supuesto de 
homogeneidad de 
varianzas. 

Concentración de ADN 
e índice de pureza 
260/230 - optimización 
de volumen de RNAsa 
A. 

 

 

 

 

Kruskal Wallis (H) 
Prueba no paramétrica 
que compara las 
medianas de grupos 

Concentración de ADN 
- análisis protocolo 
optimizado. 
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Prueba estadística  Definición  Variable  

para determinar si 
existen diferencias 
significativas. 

 

Chi cuadrado (X
2
) 

Determina si la 
prevalencia de una 
condición es igual en 
diferentes grupos o si 
hay independencia 
entre las variables.  

Evaluar la diferencia 
entre las prevalencias 
de los grupos de miel 
de abeja sin aguijón. 
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CAPÍTULO IV: Resultados 

Categorización de muestras según el género  

Las 51 muestras de miel recolectadas en nidos de abejas sin aguijón se clasificaron de 

acuerdo al género de procedencia. En este sentido, se destacan las mieles del género 

Melipona sp. que representan el 51% de las muestras totales recolectadas para el análisis 

(Figura 3). La mayoría de estudios se centran en su mayoría en los géneros Melipona sp., 

Scaptotrigona sp., y Tetragonisca sp (Engel et al., 2016; Hrncir et al., 2016; Ramalho et al., 

1990). Sin embargo, este trabajo se presenta como uno de los primeros estudios en integrar 

géneros menos documentados como Tetragona sp., Ptilotrigona sp., y Nannotrigona sp. lo que 

aportara un mayor conocimiento sobre el microbioma en miel de abejas sin aguijón.  

Figura 3  
 
Clasificación porcentual de muestras de miel de abejas sin aguijón según el género. 
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Estandarización del protocolo de extracción de ADN 

Concentración de biomasa  

Durante el procesamiento inicial de la muestra se buscó maximizar la recuperación del 

material celular presente en la miel. Por ello, se evaluaron ciclos de centrifugación. Al comparar 

la concentración final de ADN, se observa que tras un ciclo de centrifugación se extrae x̅  = 

22.15 ± 17.96 μg/ mL. La concentración media más alta se registró tras cuatro ciclos de 

centrifugación, alcanzando  x̅ = 64.05 ± 34.44 μg/ mL. Conforme se aumentan los ciclos, se 

evidencia un incremento progresivo del rendimiento, sin embargo, no fue estadísticamente 

significativo (ρ = 0.5182, p = 0.0936) (Figura 4). La falta de significancia pudo deberse 

posiblemente al reducido número de muestras de prueba (n = 12). No obstante, hay otros 

estudios  (Junicke et al., 2014; Martellini et al., 2005) que han empleado métodos de 

centrifugación/precipitación para la concentración de biomasa a partir de muestras ambientales 

y han demostrado que los procedimientos de múltiples pasos de centrifugación produce la 

mejor recuperación celular, alcanzando eficiencias superiores al 97%. Por el contrario, la baja 

eficiencia de centrifugación provoca pérdida celular y a su vez una limitación en la cantidad 

total de ADN disponible para aplicaciones moleculares posteriores (Martellini et al., 2005).  
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Figura 4  
 
Correlación ciclos de centrifugación – concentración de ADN 

 

Optimización volumen de RNAsa A 

Tras la evaluación de distintos volúmenes de la enzima RNAsa A (10 μL, 20 μL, 30 μL) 

en el protocolo de extracción se realizó una visualización cualitativa del ADN extraído mediante 

electroforesis en gel de agarosa. Los resultados obtenidos permitieron establecer que 30 μL es 

el volumen más adecuado para maximizar el rendimiento del protocolo de extracción (Figura 5). 

En general, no existe un volumen máximo universal de ARNasa A. Por un lado, un volumen 

bajo de la enzima podría resultar en una digestión incompleta del ARN en la muestra, y por 

tanto, generar una sobreestimación del rendimiento del ADN cuando la cuantificación se realiza 

mediante espectrofotometría a 260 nm (Freifelder, 1978). Por otro lado, la adición de un 

volumen excesivo de la enzima resultaría en la reducción del índice 260/280, es decir, una 

sobreestimación en la contaminación proteica de la muestra (Sanchez et al., 2015).  
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Figura 5  
 
Evaluación cualitativa del volumen RNAsa A 

 

Según Fu et al., (2021) es importante que los protocolos de extracción de ADN incluyan 

un paso de digestión con la enzima ARNasa A para permitir una cuantificación precisa del ADN 

total. En este sentido, la optimización del volumen de RNAsa A resulta imperativa en la 

obtención de ADN con buen rendimiento y calidad en nuestro estudio.  

Los efectos de la RNAsa A sobre las variables; concentración del ADN e índices de 

pureza 260/230 y 260/280 siguen una distribución normal (W = 0.75, p = 0.3333; W = 0,33, 

0.1319 y W = 0.79, p = 0.7562) respectivamente (Figura 6). No obstante, el supuesto de 

homocedasticidad únicamente lo cumple el índice de pureza 260/280 (F =2.90, p = 0.1019). 

Además, no existen diferencias significativas entre volúmenes de RNAsa A para ninguna de las 

variables: concentración de ADN (µg/mL) (F = 0.97, p = 0.4544), índice 260/280 (F = 1.00, p = 

0.4418) e índice 260/230 (F = 0.92, p = 0.4740) (Tabla 10). Así mismo, la media del indicador 

de pureza de las muestras de ADN (A260/280) se mantuvo en el rango ideal para todos los 

volúmenes de RNAsa A. 
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Figura 6  
 
Supuestos de normalidad para las variables según el volumen de RNAsa A 

 

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

260/280 
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Tabla 10  

Valores promedio y desviación estándar de las tres variables según el volumen de la enzima 

RNAsa A 

Volumen RNAsa A 
Concentración de ADN 

[µg/mL] 
 

A260/230 A260/280 

5 µL x̅ = 35.07 ± 6.53 x̅ = 1.41 ± 0.26 x̅ = 2.00 ± 0.04 

10 µL x̅ = 63.67 ± 46.35 x̅ = 1.27 ± 0.28 x̅ = 1.98 ± 0.08 

20 µL x̅ = 33.53 ± 15.46 x̅ = 2.12 ± 1.79 x̅ = 1.95 ± 0.01 

30 µL x̅ = 32.33 ± 19.58 x̅ = 117 ± 200.05 x̅ = 1.81 ± 0.01 

P – valor 0.4544 0.4740 0.4418 

Nota. Valores de p < 0.05 se consideran estadísticamente significativos.   

Tras la evaluación espectrofotométrica, se podría concluir que el volumen de RNasa A 

no afecta la calidad ni el rendimiento del ADN obtenido. No obstante, dado que los métodos de 

cuantificación espectrofotométricos tienen incertidumbres analíticas inherentes al no discernir 

entre ácidos nucleicos, el análisis de integridad del ADN reveló que a volúmenes bajos (5 – 10 

– 20 µL) de RNAsa A se observa bandas difusas en la parte inferior del gel sinónimo de 

digestión incompleta de ARN. Por el contrario, el carril correspondiente a 30 µL mostró una 

banda de ADN de alto peso molecular más nítida y por ello se estableció como óptimo para el 

protocolo de extracción de miel de abejas sin aguijón.  

Optimización tiempo de incubación  

De acuerdo con Awaliyah & Prayekti, (2024) el tiempo de incubación es uno de los 

factores que más influye en la calidad del ADN. En este sentido, el ADN puede dañarse si el 

tiempo de incubación es muy largo; mientras que, un tiempo muy corto no permite la 

degradación de los orgánulos y salida del ADN. Finalmente, un tiempo de incubación adecuado 
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conseguiría maximizar la degradación de proteínas en las paredes celulares y la liberación del 

ADN de las células (Maftuchah et al., 2015). 

Posterior a la evaluación de los tiempos de incubación con el buffer de lisis CTAB, se 

determinó que el tiempo óptimo es de 30 minutos. Este período fue seleccionado, dado que, 

permitió obtener concentraciones de ADN (µg/mL) similares a las del protocolo inicial y 

minimizó la degradación de la muestra (Figura 7). En este contexto, Awaliyah & Prayekti, 

(2024) determinaron que el tiempo de incubación idóneo para extraer ADN de calidad a partir 

de células procariotas, cuya estructura celular es simplificada es de 10 minutos. Sin embargo, 

Handayani et al., (2021) demostraron que extraer ADN de células más complejas requiere 

períodos de incubación prolongados, siendo los 30 minutos el tiempo que exhibe mayor 

concentración de ADN. 

Figura 7  
 
Evaluación tiempos de incubación 

 

Dado que, la mezcla de ADN de miel se origina de diversos organismos como hongos, 

bacterias, virus y plantas (Paluoja et al., 2025), se requiere un método de extracción robusto. 



58 
 

Código de documento: BIBL-FOR-2025-V1-004                                                                                                                                                                              Rev. UPDI:2025-ene-19 
Código de proceso: GCAG-GBIB-3                          

Por ello, el tiempo de incubación de 30 minutos resultó eficaz para la liberación de ADN de 

todos sus organismos componentes, tanto procariotas (bacterias) como eucariotas (hongos).   

Evaluación de la integridad del ADN: Validación de modificaciones en la lisis 

De acuerdo con Davis et al., (1986) un protocolo de extracción de ácidos nucleicos 

incluye el uso de la Proteinasa K para liberar el ADN de las células, seguido de un paso con 

RNAsa A para la eliminación del RNA. Para que ambas enzimas ejerzan su función de manera 

eficiente el orden de adición y condiciones de incubación deben controlarse estrictamente (Fu 

et al., 2021).  

Tanto la Proteinasa K como la RNAsa A muestran actividad en un amplio rango de 

temperatura (20 – 60 °C) (Bergmeyer et al., 1965). Sin embargo, Sambrook & Russell, (2001) 

recomendaron incubaciones a 37°C por 15 a 30 minutos para la RNAsa A, mientras que, 

Farrell, (2017) describió que la Proteinasa K exhibe su mayor actividad a 65°C.  

En este contexto, el análisis cualitativo de las variaciones implementadas en la fase lisis 

que se centraron en la secuencia de adición de las enzimas, determinó que, el protocolo inicial 

y las variaciones 1, 2 y 3 mostraron evidencias de degradación (smear) o baja recuperación 

(Figura 8).  

Rauber et al., (1978) describieron que la Proteinasa K es efectiva para inactivar la 

acción de la RNAsa A y este poder de degradación se potencia cuando la Proteinasa K se junta 

con la Tripsina. Por lo tanto, la eficiencia de la reacción disminuye al adicionar ambas enzimas 

simultáneamente o al añadir la RNAsa A previo a la acción de la Proteinasa K. Esto se 

evidenció en las variaciones 1 y 2 que mostraron concentraciones de ADN con media de 22.43 

± 19.65 µg/mL y de 20.30 ± 22.12 µg/mL, respectivamente.  
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Figura 8  
 
Evaluación de la integridad del ADN: Variación en la lisis 

 

Nota. PI: Protocolo Inicial; V1: Variación 1; V2: Variación 2; V3: Variación 3; V4: Variación 4 

Por otro lado, la variación 3 que incluyó la adición de RNAsa A tras la extracción 

orgánica, siguiendo lo propuesto por Healey et al., (2014) en protocolos con CTAB resultó ser 

la menos efectiva, dado que, presentó valores de concentración de ADN con media de 3.7 ± 

4.45 µg/mL y degradación. 

En contraste, la variación 4 (Figura 4) que incorporó la acción inicial de la Proteinasa K 

produjo bandas de ADN de excelente integridad, sin algún tipo de degradación y una media de 

concentración de ADN alta de 20.53 ± 5.95 µg/mL. Las bandas de ADN integro, se localizaron 

en la parte superior del gel demostrando el alto peso molecular del ADN.  

Validación del protocolo de extracción para bacterias Gram positivas y hongos 

La aplicación del protocolo de extracción de ADN en cultivos puros de Bacillus cereus y 

el hongo filamentoso permitió validar la robustez del método empleado en este estudio, 



60 
 

Código de documento: BIBL-FOR-2025-V1-004                                                                                                                                                                              Rev. UPDI:2025-ene-19 
Código de proceso: GCAG-GBIB-3                          

asegurando la recuperación de ADN incluso en aquellos microorganismos con paredes 

celulares más resistentes. En ambos casos la obtención de ADN de calidad adecuada posibilitó 

la amplificación exitosa del gen 16S rRNA para bacterias y la región ITS para hongos. Por lo 

que, la ausencia de bandas en una muestra de miel tratada bajo las mismas condiciones, 

puede explicarse debido a sus propiedades fisicoquímicas o la presencia de inhibidores de la 

PCR (Utzeri et al., 2018). La miel de abeja sin aguijón tiene una alta osmolaridad como 

resultado de su alto contenido de azúcar lo que limita el crecimiento bacteriano (Esa et al., 

2022). Además, su entorno ácido podría alterar el metabolismo de los microorganismos al 

interferir con las actividades enzimáticas y debilitar la integridad de las membranas (Ng et al., 

2020). Estas condiciones contribuyen a la degradación del ADN microbiano o su presencia en 

concentraciones bajas lo que impide su detección molecular (Figura 9).  

Figura 9  
 
Electroforesis en gel de agarosa de la región ITS y del gen 16S rRNA 

 

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.  
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Análisis del protocolo optimizado entre grupos funcionales de miel 

Finalmente, en la Tabla 11 se describen las modificaciones realizadas en el protocolo 

inicial que permitieron la optimización del protocolo de extracción de ADN en muestras de miel 

de abejas sin aguijón. 

Tabla 11  
 
Resumen de las modificaciones realizadas en el protocolo inicial 

Parámetro Protocolo Inicial Protocolo optimizado 

Volumen de RNAsa A 5 μL 30 μL 

Tiempo de incubación en 

lisis 
90 minutos 30 minutos 

Orden de adición de 

enzimas en la lisis 

Adición de 1 mL de buffer de 

extracción CTAB, 5 μL de 

RNAsa A y 30 μL de 

Proteinasa K 

1. 1 mL de buffer CTAB y 30 

uL de PK, incubación 

65°C, 200 RPM por 15 

min. 

2. Desactivación de PK, 

incubación a 95°C por 10 

min. 

3. Muestra a T° ambiente, 30 

uL de RNAsa A, 

incubación 37°C, por 15 

min. 

 

De forma general, el protocolo optimizado permitió la extracción de ADN de 51 muestras 

de miel de abejas sin aguijón (Tabla 12). Para la evaluación del desempeño de extracción de 

ADN en el conjunto de mieles de abejas sin aguijón, las muestras se organizaron en tres 
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grupos. El primer grupo comprende el género Melipona sp. Este grupo de abejas son de mayor 

tamaño (9 a 12 mm) (Engel et al., 2023). Además, alcanzan una distancia de vuelo de 2 km que 

puede extenderse hasta 10 km (Nunes et al., 2020) y se distinguen por ser los únicos que 

utilizan el zumbido para la cosecha de polen (Martins et al., 2023).  

Los géneros Scaptotrigona sp., Tetragona sp., y Ptilotrigona sp., conforman el segundo 

grupo de abejas robustas de tamaño medio (4.5 a 9 mm) (Engel et al., 2023), cuya distancia de 

vuelo oscila en torno a los 1.7 km (Araújo et al., 2004).  Finalmente, el tercer grupo incluye a 

abejas de menor tamaño (4 a 5 mm) (Engel et al., 2023) que se agrupan en los géneros 

Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp. Estos géneros se caracterizan por hábitos de forrajeo 

solitario (Martins et al., 2023) y distancias de vuelo limitado entre los 0.6 y 0.9 km (Nieuwstadt & 

Iraheta, 1996).  

Tabla 12 

Resultados de la cuantificación de ADN extraído en miel de abejas sin aguijón de los géneros 

Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., Ptilotrigona sp. Tetragonisca sp., y 

Nannotrigona sp. 

N° Grupo Género  Muestra 
Concentración 

de ADN 
(µg/mL) 

Media 
+ SD 

(µg/mL) 
A260/230 A260/280 

1 Melipona sp. 

MPY1 18.5 

10.13 ± 
6.71 

1.44 1.94 

MPY2 3.88 1.42 2.08 

MPY3 17.8 1.64 1.84 

MPY4 14.7 2.09 1.86 

MPY5 6.75 2.14 1.8 

MPY6 2.48 1.8 1.85 

MPY7 28.8 1.8 1.9 

MPF8 5.93 1.92 2 

MPH1 1.98 1.86 1.99 

MPH7 4.08 1.75 2.01 

MPE1 20.3 1.91 1.99 
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N° Grupo Género  Muestra 
Concentración 

de ADN 
(µg/mL) 

Media 
+ SD 

(µg/mL) 
A260/230 A260/280 

MPE3 17.2 1.77 1.82 

MPVM1 7.8 1.89 2.08 

MEC2 3.65 2.17 2.09 

MEC3 9.03 1.89 2 

MEC5 6.95 1.97 2.12 

MEC6 18.5 2.2 1.73 

MEC7 8.65 1.61 1.94 

MEC8 8.52 1.4 1.76 

MEC9 3.95 1.21 2.05 

MIC1 14 1.96 1.81 

MIC2 5.45 2.05 1.9 

MG1 9.64 1.75 1.91 

MG2 4.4 2.04 1.75 

MG3 8.93 2.03 2.01 

  MPC1 11.6 2.01 1.82 

Trigonas Robustas 

2 

Scaptotrigona 
sp. 

SCY3 9.02 

52.40 ± 

78.61 

1.58 1.9 

SCY5 38.9 1.53 1.41 

SCY6 18.2 1.96 2.09 

SCY8 3.16 2.12 2.03 

SCF7 18.7 1.83 2.15 

SCF8 19.1 1.86 2.01 

Tetragona sp.  
TES1 48.3 2.1 1.95 

TED1 60.2 1.85 1.89 

Ptilotrigona 
sp. 

PT1 256 2.07 1.95 

Trigonas Pequeñas  

3 
Tetragonisca 

sp. 

TAY1  87.3 

55.54 ± 

52.65 

2.38 1.96 

TAY2 65.9 1.76 2 

TAY3 18.9 1.21 2.25 

TAY5 23.3 1.6 2.44 

TAY6 16.3 1.92 1.99 

TAY7 9.08 1.54 2.05 

TAVM1 20.2 2.05 1.97 

TAU1 141 1.96 2.02 

TAU2 140 1.72 1.83 

TAU5 149 1.84 1.82 

TAU7 46.7 1.37 1.84 
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N° Grupo Género  Muestra 
Concentración 

de ADN 
(µg/mL) 

Media 
+ SD 

(µg/mL) 
A260/230 A260/280 

TAS1 58.2 2.15 2.07 

TAS2 100 2.14 2.03 

TAC1 2.25 1.92 1.85 

Nannotrigona 
sp. 

NAC1 4.25 1.81 1.89 

NCRY1 6.25 1.82 2.03 

 

La Figura 10 ilustra que, a partir de miel de abejas sin aguijón se obtuvieron 

rendimientos de ADN altos, pero con gran dispersión de datos para los grupos 2 y 3 de trigonas 

robustas y pequeñas que presentaron medias de 52.40 y 55.54 µg/mL, respectivamente. Estos 

grupos incluyen géneros como Scaptotrigona sp., Tetragona sp., Ptilotrigona sp., Tetragonisca 

sp y Nannotrigona sp. 

Por el contrario, las mieles del primer grupo donde se encuentra el género Melipona sp., 

mostraron un rendimiento de extracción de ADN bajo, con una media de 10.13 µg/mL pero una 

distribución de datos más uniforme. A pesar de ello, se ha reportado que los valores de 

concentración de ADN en muestras de miel de Apis mellifera extraídas con el método CTAB 

rondan los 9.5 a 39 µg/mL (Waiblinger et al., 2012). Por lo que, los resultados obtenidos para 

los tres grupos se ajustan y superan los rangos de referencia. 

Se ha mencionado que los procesos naturales de las abejas depositan continuamente 

ADN en la miel (Bohmann et al., 2014). En este sentido, la variabilidad expuesta entre los 

grupos podría estar asociada a los hábitos de forrajeo de cada una de las especies. Se 

determinó que abejas sin aguijón apuntan a un comportamiento de forrajeo generalista (Ocaña 

et al., 2022; Sedivy et al., 2011), sin embargo, existen particularidades. Por ejemplo, 

Tetragonisca angustula visita mayor número de especies vegetales lo que le permite acumular 
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mayor biomasa genética (Martins et al., 2023). En comparación, las especies de Melipona 

muestran preferencias claras hacia algunos géneros de plantas como Solanacea, Leguminosae 

y Melastomataceae (Ramalho et al., 1990; Vit et al., 2018), lo que se ve reflejado en los valores 

de concentración de ADN menores.  

Figura 10  

 

Valores de la media y desviación estándar de la concentración de ADN entre grupos de miel de 

abejas sin aguijón: Melipona sp., Trigonas robustas y Trigonas pequeñas. 

 

Nota. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.) 

Por otro lado, el análisis estadístico reveló que el índice de pureza 260/230 sigue una 

distribución normal (W = 0.96, p = 0.1193). Mientras que, la concentración de ADN y el índice 

de pureza 260/280 no siguen una distribución normal (W = 0.61, p = < 0.0001 y W = 0.93, p = 

0.0069) (Figura 11).  
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Figura 11  

Supuestos de normalidad para las variables según la agrupación de géneros de abejas sin 

aguijón 

 

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

260/280. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.) 

  El supuesto de homocedasticidad lo cumplen ambos índices de pureza 260/230 (F = 0.55, 

p = 0.5792) y 260/280 (F = 1.77, p = 0.1808). Todos los grupos poseen medias cercanas 

correspondientes a valores óptimos de pureza 260/ 230 y 260/280 (Tabla 13). Por el contrario, la 

concentración de ADN no cumple el supuesto de homocedasticidad (F = 13.13, p = < 0.0001). 

Las mieles de los tres grupos de abejas sin aguijón muestran un rendimiento diferente entre ellas 

con respecto a la concentración de ADN (H = 14.09, p = 0.0009).  

Las diferencias en la concentración de ADN entre los grupos de miel de abejas sin 

aguijón, no evidencian un sesgo en el protocolo de extracción. En cambio, pueden estar 
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asociadas a las características inherentes de las mieles. El ADN de la miel se deriva de todos 

los organismos que han contribuido de forma directa o indirecta en su proceso de producción y 

forman parte del ecosistema del nido (Ribani et al., 2022).  

Tabla 13  

Medias de los índices de pureza 260/230 y 260/280 según grupos de mieles de abejas sin 

aguijón 

Grupo de miel de 
abejas sin aguijón 

A260/230 A260/280 

Grupo 1 x̅ = 1.84 x̅ = 1.93 

Grupo 2 x̅ = 1.88 x̅ = 1.93 

Grupo 3 x̅ = 1.82 x̅ = 2.00 

Nota. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.) 

En la Figura 12 se observa que la mayoría de muestras exhibieron bandas de ADN 

integras y de alto peso molecular. No obstante, unas pocas mostraron degradación que se 

visualiza en forma de smear en el gel de integridad. A pesar del potencial de la miel, la 

extracción de ADN es un proceso complejo, debido a que, el ADN de miel de abejas sin aguijón 

suele estar altamente degradado (Gultom et al., 2025; Ribani et al., 2022). Las altas 

concentraciones de azúcares, polisacáridos y compuestos fenólicos pueden inhibir reacciones 

enzimáticas y por tanto, reducir el rendimiento y la calidad del ADN (Utzeri et al., 2018).  
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Figura 12  

Gel de integridad de miel de abejas sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., 

Tetragona sp., Ptilotrigona sp. Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp 

 

Nota. Los códigos de cada muestra corresponden a mieles de los siguientes géneros: A. 

Tetragonisca sp., B. Melipona sp., C. Tetragona sp., D. Scaptotrigona sp., E. Ptilotrigona sp., F. 

Nannotrigona sp. 

Determinación de la presencia de microorganismos mediante análisis molecular  

 La detección molecular efectiva de microorganismos en ADN extraído de muestras de 

miel de abeja sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp., Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp. valida el método de extracción con CTAB.  

El éxito de la amplificación por PCR depende de ciertos factores, entre ellos, una concentración 

de ADN suficiente, condiciones de reacción optimas (Soares et al., 2017) y bajo nivel de 
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contaminantes en matrices complejas como la miel que permiten la función efectiva de la 

enzima Taq Polimerasa (Gultom et al., 2025).  

Por el contrario, una amplificación deficiente o nula es consecuencia de las bajas 

cantidades de ADN diana que se sitúan por debajo del límite de detección de la PCR (Ribani 

et al., 2022; Soares et al., 2015). Además, la presencia de inhibidores como polifenoles, 

enzimas, partículas de cera o ácidos orgánicos (Dodd et al., 2025), junto con la degradación del 

ADN de miel dificulta la amplificación de fragmentos grandes (Utzeri et al., 2018).  

Identificación ADN bacteriano  

Se confirmó la presencia de ADN bacteriano tras la amplificación exitosa del gen 16s 

rRNA en ADN extraído de muestras de miel de abejas sin aguijón. Se observó un amplicón de 

aproximadamente 1 500 pb (Figura 13). El resultado se obtuvo en 43 de las 51 muestras 

procesadas de todos los grupos combinados, lo que representa una prevalencia del 84.31% 

(Figura 14).  

Esto está acorde a estudios que demuestran la presencia de comunidades bacterianas 

diversas. Por ejemplo, la secuenciación del gen 16S rRNA en mieles de abeja sin aguijón ha 

permitido la identificación de un total de 8 filos bacterianos, 71 familias, 155 géneros y 70 

especies (Rosli et al., 2020), siendo el filo bacteriano más abundante los Firmicutes. Entre 

ellos, Fructilactobacillus spp., están relacionadas con la frescura, maduración y fermentación de 

la miel (Andrade et al., 2023). 
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Figura 13  
 
Electroforesis en gel de agarosa del gen 16S rRNA 

 

Nota. Los códigos de cada muestra corresponden a mieles de los siguientes géneros: A. 

Scaptotrigona sp., B.Tetragonisca sp., C. Melipona sp., D. Ptilotrigona sp., E. Tetragona sp., F. 

Nannotrigona sp. 

Figura 14  

Prevalencia de la amplificación del gen 16s rRNA en muestras de ADN extraído a partir de miel 

de abejas sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp. Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp. 

 

84.31% 

 

15.69% 
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Por otro lado, se determinó que no existen diferencias entre las prevalencias de 

bacterias de las mieles de los 3 grupos de abejas sin aguijón (p = 0.1141).  La prevalencia de 

Melipona sp., (n= 26) fue del 76.92%, mientras que, el grupo de trigonas robustas (n = 9) y 

pequeñas (n = 16) evidenciaron una prevalencia superior del 77.77% y 100%, respectivamente 

(Figura 15). Los resultados sugieren que la presencia de bacterias en la miel se asocia 

principalmente a las actividades de forrajeo de las especies de abejas (Brudzynski, 2021). A 

pesar que las abejas del género Melipona sp., poseen capacidades de vuelo a mayores 

distancias en comparación con los otros dos grupos (Araújo et al., 2004; Nieuwstadt & Iraheta, 

1996). Se ha determinado que los distintos géneros de abejas sin aguijón recolectan su 

alimento de fuentes vegetales similares (Ocaña et al., 2022), lo que permite la adquisición de 

microorganismos.  

Figura 15  
 
Prevalencia de la amplificación del gen 16s rRNA en grupos de miel de abejas sin aguijón 

  

Nota. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.) 
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Identificación ADN fúngico  

Se confirmó la presencia de ADN fúngica tras la amplificación exitosa de la región ITS 

en ADN extraído de muestras de miel de abejas sin aguijón. Se observó un amplicón de 

aproximadamente 700 pb (Figura 16). El resultado se obtuvo en 43 de las 51 muestras 

procesadas de todos los grupos combinados, lo que representa una prevalencia del 84.31% 

(Figura 17).  

Los resultados concuerdan con la detección de ADN fúngico descrito previamente. Por 

ejemplo, Monascus sp., fue el hongo identificado mediante secuenciación ITS durante estudios 

en miel de abejas sin aguijón (Barbosa et al., 2017). Por otro lado, en mieles de 17 especies de 

abejas sin aguijón se determinaron 16 especies de levaduras (Echeverrigaray et al., 2021). Los 

géneros prevalentes fueron Starmerella sp. y Zygosaccharomyces sp. que contribuyen a 

mejorar las características organolépticas y el valor nutricional pues actúan como 

microorganismos de descomposición (Snowdon & Cliver, 1996).  
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Figura 16  
 
Electroforesis en gel de agarosa de la región ITS 

 

Nota. Los códigos de cada muestra corresponden a mieles de los siguientes géneros: A. 

Scaptotrigona sp., B.Tetragonisca sp., C. Melipona sp., D. Ptilotrigona sp., E. Tetragona sp., F. 

Nannotrigona sp. 
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Figura 17  

Prevalencia de la amplificación de la región ITS en muestras de ADN extraído a partir de miel 

de abejas sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp. Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp. 

 

Por otro lado, se determinó que no existen diferencias entre las prevalencias de hongos 

en las mieles de los 3 grupos de abejas sin aguijón (p = 0.0608).  La prevalencia de Melipona 

sp., (n= 26) fue del 73.08%. Mientras que, el grupo de trigonas robustas (n = 9) y pequeñas (n 

= 16) evidenciaron una prevalencia superior del 88.88% y 100%, respectivamente (Figura 18). 

Al igual que lo descrito para bacterias, a pesar de las distintas capacidades de vuelo de cada 

género, la exposición a fuentes florales similares permite la adquisición fúngica. En ese sentido, 

la miel se presenta como un rico reservorio de microbios cuya presencia está relacionada con 

la disponibilidad floral y el entorno en el que viven (Brudzynski, 2021; Ocaña et al., 2022).  

 

 

 

 

15.69% 

 

84.31% 
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Figura 18  
 
Prevalencia de la amplificación de la región ITS en grupos de miel de abejas sin aguijón 

 

  

Nota. Grupo 1: Melipona sp., Grupo 2: Trigonas robustas (Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp.), Grupo 3: Trigonas pequeñas (Tetragonisca sp. y Nannotrigona sp.) 
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Capítulo V: Conclusiones y Recomendaciones 

Conclusiones 

La modificación de variables en el protocolo de extracción de ADN basado en CTAB 

permitió preservar la integridad del ADN de alto peso molecular, así como minimizar la 

coextracción de compuestos inhibidores. Los cambios realizados hicieron posible la 

estandarización del método para la extracción de ADN a partir de matrices complejas como la 

miel de abejas sin aguijón de los géneros Melipona sp., Scaptotrigona sp., Tetragona sp., 

Ptilotrigona sp., Tetragonisca sp., y Nannotrigona sp. 

Se extrajo exitosamente ADN de 51 muestras de miel de abejas sin aguijón. El 

protocolo optimizado permitió obtener ADN de calidad con concentraciones adecuadas para los 

tres grupos. En cuanto al índice de pureza 260/280 se mantuvo cercano al valor óptimo (1.8 - 2) 

en los tres casos. La variabilidad expuesta en el rendimiento entre los grupos se asocia a la 

diferencia en los hábitos de forrajeo de cada especie. 

Se determinó la presencia de ADN bacteriano y fúngico mediante la amplificación del gen 

16S rRNA e ITS, respectivamente, en ADN extraído de miel de abejas sin aguijón. La 

prevalencia elevada de estos microorganismos demostró que la miel es un reservorio 

heterogéneo de microbios derivado de las actividades de forrajeo de las abejas.  

La ausencia de amplificación en un número reducido de muestras (n = 8), sugiere una 

concentración de ADN diana por debajo del límite de detección de la PCR o la presencia de 

inhibidores residuales de la matriz.  

La implementación de herramientas moleculares desde la extracción de ADN hasta la 

amplificación por PCR constituye un primer paso fundamental para el estudio del microbioma 

asociado a la miel de abejas sin aguijón.  
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Recomendaciones 

Se propone evaluar métodos adicionales para la eliminación de inhibidores de la PCR 

en aquellas muestras con amplificación tenue o negativa, tales como, el uso de BSA o kits para 

la eliminación de compuestos inhibidores.  

Se sugiere el uso de enzimas de restricción como método de tamizaje rápido. La técnica 

RFLP permite la caracterización inicial del microbioma presente en miel de abejas sin aguijón.  

Se recomienda aplicar la secuenciación de nueva generación en los amplicones del gen 

16S rRNA y la región ITS con el objetivo de obtener un perfil taxonómico completo del 

microbioma en miel de abejas sin aguijón.  

Finalmente, se aconseja realizar el análisis molecular mediante el uso de marcadores 

botánicos específicos para identificar las especies vegetales que forman parte de la dieta de las 

abejas. La utilización de herramientas moleculares permitiría determinar con precisión el origen 

floral de la miel y correlacionar la dieta vegetal de las abejas sin aguijón con el microbioma 

detectado.  
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