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RESUMEN 

La miel es uno de los alimentos más antiguos que el hombre ha aprovechado para 

nutrirse, su contenido en gran variedad de sustancias, además de los carbohidratos que la 

caracterizan, hacen de esta un alimento de gran valor nutricional y funcional. Además, la 

apicultura representa una actividad económica importante para nuestro país, ya que México 

es uno de los principales productores y exportadores de miel a nivel mundial, por lo que la 

mayor preocupación de los productores es garantizar su calidad y de ese modo mantener la 

aceptación de miel tanto en el mercado nacional como en el internacional, en ese sentido, 

resultan de gran valor los trabajos de investigación tendientes al análisis de la misma. 

Siendo que año tras año han aumentado en nuestro país los permisos para el cultivo de 

transgénicos, es de esperarse que también aumente la posibilidad de encontrar polen con 

contenido transgénico en nuestras mieles, situación que nos lleva a cuestionarnos si se tiene 

conciencia acerca de la propagación de material genéticamente modificado inducida por las 

abejas de forma natural hacia otros alimentos como la miel.  A pesar de la falta de pruebas 

contundentes de daños a la salud humana por el consumo de este tipo de alimentos, no se 

descartan  posibles riesgos, por lo que es de vital importancia que  acuerdos, documentos y 

marcos jurídicos que se tienen en nuestro país como el Protocolo de Cartagena y la Ley de 

Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados para el manejo responsable de 

los mismos, sean respetados por parte de organizaciones dedicadas a su producción.  

El objetivo principal del presente proyecto fue la detección de las secuencias del 

promotor CaMV 35S y del terminador  T-NOS, dos de las secuencias ampliamente 

utilizadas dentro de los Organismos Genéticamente Modificados. Para lo cual se recurrió a 

una de las técnicas más efectivas para dicho fin, la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), así como un pretratamiento para extraer el polen de la miel, un método de 

extracción para la obtención del ADN conocido como método de Sambrook y la utilización 

de un kit especial para plantas que permitió llevar a cabo la PCR de forma directa, los 

resultados de la reacción fueron analizados mediante la técnica de electroforesis en gel de 

agarosa. Finalmente se concluyó con la presencia de material transgénico en seis de las 

doce muestras evaluadas, de las cuales, ninguna declaraba la presencia del mismo en su 

etiqueta. 
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INTRODUCCIÓN 

A principios de la década de los 80´s, la agricultura a nivel mundial comenzó un proceso 

de cambios profundos sustentados en el desarrollo de la Ingeniería Genética y la Biología 

Molecular. Entre otros cambios, se produjo la proliferación de cultivos genéticamente 

modificados, posibilitando nuevas capacidades para la producción agropecuaria (Fernández 

y Cornejo, 2006). Pero este desarrollo, no sólo cambió las estrategias de producción de 

bienes y servicios agroindustriales, sino que fue introduciendo en la sociedad nuevos 

desafíos: los riesgos ambientales de esta tecnología y la capacidad estatal de prevenirlos y 

regularlos. El rápido desarrollo de cultivos genéticamente modificados ha incrementado la 

preocupación por los posibles efectos sobre el medio ambiente y la seguridad alimentaria 

(Cheng et al., 2007).  

La apicultura ha estado presente en el desarrollo del ser humano desde épocas muy 

remotas, existen registros de la recolección de miel de más de 7000 años antes de Cristo, en 

culturas como la egipcia, mesopotámica o griega se han encontrado datos históricos que 

muestran los inicios en el manejo de la colmena y por ende del control de las abejas con lo 

que se dan los inicios de la apicultura (Pardo, 2005). Uno de los efectos que se han 

presentado en nuestro país en los últimos años por el cultivo de transgénicos, como por 

ejemplo la soya, es la aparición de miel con contenido de polen transgénico. Esto se hace 

posible debido a que las abejas obtienen el polen de las flores de cultivos transgénico, lo 

mezclan con el néctar y lo transportan a las colmenas (Narváez, 2013).  

México se encuentra entre los diez primeros países en producción y exportación de miel, 

situación que obliga la calidad del producto nacional. La producción apícola en México se 

dirige principalmente a la Unión Europa, situación que  exige el cumplimiento de sus reglas 

relacionadas con los alimentos transgénicos. En el año 2013, el Tribunal de Justicia de la 

Unión Europea, encargado del cumplimiento de la legislación para cada uno de los países 

miembros, declaró que el polen de plantas transgénicas en la miel debe ser clasificado 

como un ingrediente y por consiguiente, el polen en cuestión,  entra en el ámbito de la 

regulación, y está sujeto a un régimen de autorización (Waiblinger et al., 2012).  
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CAPÍTULO I. ANTECEDENTES 

   1.1. Generalidades de la miel 

     1.1.1. Definición y características  

La miel es la sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar de las 

flores o de secreciones o de otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen, 

transforman, combinan con sustancias específicas propias y almacenan en panales, de los 

cuales se extrae el producto sin ninguna adición (NOM-145-SCFI-2001).  

Producida por la abeja Apis mellifera (Figura 1.1), la miel está compuesta esencialmente 

de diferentes azúcares, sobre todo de fructosa y glucosa, así como de otras sustancias, como 

ácidos orgánicos, enzimas (Real Decreto 1049, 2003), aminoácidos, minerales, sustancias 

aromáticas, pigmentos, cera y granos de polen (CGG y SENASICA, 2014).   

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.1. Apis mellifera 
 

El color puede ser un tono casi incoloro a un tono pardo oscuro (Figura 1.2). Puede tener 

una consistencia fluida, espesa o cristalizada (en parte o en su totalidad). El sabor y el 

aroma pueden variar, pero se derivan del origen vegetal  (Real Decreto 473, 2015).  

La miel de flores es elaborada por la abeja a partir del néctar de las flores. A través  de 

su lengua, el néctar es ingerido y llega al buche donde se mezcla con enzimas de la saliva 

que, junto con los que recoge del néctar floral, hidrolizan la sacarosa del néctar en fructosa 

y glucosa, principales azúcares contenidos en la miel. 
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Figura 1.2. Miel de abeja 

 

Cuando la abeja regresa a la colmena, regurgita la carga del néctar en las celdillas 

próximas a la entrada (Sainz et al., 2000). Transcurridos unos días, el néctar que ha sido 

depositado en los alvéolos de los panales, se deshidrata hasta una concentración de agua de 

entre 14 y 25%, al mismo tiempo que la concentración de azúcares se eleva hasta el 70-

80% y su espectro de azúcares se modifica por la acción enzimática. Finalmente, la abeja 

recubre la celdilla con miel ya madurada mediante un opérculo de cera (Jean-Prost y Le 

Conte, 2007).  

     1.1.2. Especificaciones físicas y químicas 

La cantidad de azúcares puede variar, de acuerdo con el tipo de alimentación que recibe 

la colmena, o bien, si la cosecha fue prematura; la calidad de la miel depende en buena 

medida de los azúcares contenidos en ella, estos deben corresponder a los de la miel y no a 

los del azúcar común (sacarosa). Estos son los que le dan sus características organolépticas, 

siendo la fructosa la que predomina en la mayoría de las mieles (PROFECO, 2015).  

El contenido de agua (humedad) es un factor importante en la calidad de la miel, su 

presencia en exceso puede hacerla susceptible de fermentación. El contenido de humedad 

es atribuible a ciertos factores ambientales; el agua presente en el néctar influye también en 

la viscosidad y color, lo que afecta a su vez las propiedades organolépticas y de 

conservación (PROFECO, 2015). Según la Norma Mexicana de Miel (NMX-F-036-

NORMEX-2006), esta debe cumplir con las especificaciones físicas y químicas establecidas 

en el cuadro 1.1. 
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Cuadro 1.1. Especificaciones fisicoquímicas de la miel 

Especificaciones Mínimo  Máximo 

Azúcar reductor expresado como  
(g/100g) de azúcar invertido. 

 
63.88 

 
- 

Sacarosa  (g/100g). - 5.00 
Glucosa  (g/100g). - 38.00 

Humedad (%)  - 20.00 
Sólidos insolubles en agua  (g/100g). - 0.30 

Cenizas  (g/100g). - 0.60 
Acidez expresada como 

miliequivalentes de ácido/kg. 
 
- 

 
40.0 

       Fuente: NMX-F-036-NORMEX-2006. Alimentos-Miel-Especificaciones y Métodos de prueba. 
 

La composición de la miel es bastante variable y principalmente depende de la fuente 

floral. Una amplia gama de constituyentes menores está presente en la miel, muchos de los 

cuales se sabe que tienen propiedades antioxidantes, estos incluyen los ácidos fenólicos y 

flavonoides y ciertas enzimas como la glucosa oxidasa y la catalasa (Alvarez et al., 2010). 

     1.1.3. Importancia de la miel en la alimentación mexicana 

Como el único edulcorante natural disponible, la miel era un alimento importante para el 

Homo sapiens desde sus inicios. De hecho, la relación entre las abejas y el hombre 

comenzó desde la Edad de Piedra (Crane, 1983). La primera referencia escrita sobre la miel 

menciona el uso de la misma como un medicamento y un ungüento y data del año 2100-

2000 aC. En la mayoría de las culturas antiguas la miel se utilizaba, tanto para propósitos 

alimenticios como médicos (Allsop y Miller, 1996). 

La miel tiene una variedad de efectos nutricionales y de salud positivos. Contiene por lo 

menos 181 sustancias, es una solución sobresaturada de azúcares, y contiene pequeñas 

cantidades de proteínas, enzimas, aminoácidos, vitaminas, minerales, compuestos 

aromáticos y polifenoles, por lo que se ha utilizado como alimento y producto médico 

desde hace mucho tiempo (Alvarez et al., 2010). Se ha demostrado que sirve como una 

fuente natural de antioxidantes, los cuales son efectivos para reducir el riesgo de 

enfermedades del corazón, sistema inmune, cataratas y diferentes procesos inflamatorios 

(Bogdanov et al., 2008). 



 

 

Ingeniería en Alimentos  

6 

La miel permaneció como el único endulzante primario natural disponible hasta el 

pasado siglo XIX, cuando su consumo fue superado por el azúcar de caña, y más tarde por 

azúcares derivados del maíz. Hoy en día se acepta que la miel puede ser además un 

alimento protector, ya que tiene un gran número de sustancias que actúan de esa manera, 

incluyendo el ácido ascórbico, péptidos pequeños, flavonoides, tocoferoles y enzimas, 

pudiendo ser una alternativa natural al uso de aditivos alimentarios para controlar el 

oscurecimiento enzimático durante el procesamiento de frutas y verduras, así como 

ingrediente en la elaboración de jugos y conservas alimenticias, y en muchos otros 

alimentos para inferirles propiedades sensoriales propias de la miel (Ulloa et al., 2010). 

El consumo de miel en México ha sufrido importantes incrementos en los últimos años, 

esto es debido a la tendencia generalizada por consumir productos de origen natural o que 

no contengan sustancias químicas en su elaboración (SAGARPA, 2013). El consumo se 

divide en dos categorías: la primera es el consumo directo y la segunda es por medio de 

productos industrializados donde se emplea la miel como un edulcorante, los principales 

productos que la ocupan son: leches endulzadas, cereales, yogurt y dulces típicos 

mexicanos entre otros (SAGARPA, 2013). 

     1.1.4. Producción de miel en México 

Además de ser indispensable para nuestra agricultura, por la polinización de los cultivos 

que realizan las abejas, la apicultura es una actividad básica para la economía mexicana 

(Alvarez et al., 2010). México se ubica entre los principales países productores y 

exportadores de miel a nivel mundial, ocupando el sexto  lugar como productor y tercero 

como exportador mundial (PROFECO, 2015). En el cuadro 1.2 se muestra la producción de 

miel por cada estado del país para el año 2015. 
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Cuadro 1.2. Producción de miel en México 2015 

Estado Producción  

(Ton) 

Precio  

(pesos por Kg) 

Valor de la producción 

(miles de pesos) 

Yucatán 11 629 35.61 414 099 
Campeche 7 736 33.71 260 756 
Chiapas 5 144 38.02 195 570 
Jalisco 5 047 42.65 215 250 

Veracruz 4 754 37.96 180 469 
Oaxaca 3 826 40.30 154 158 

Quintana Roo 3 480 35.57 123 755 
Puebla 2 528 38.88 98 302 

Guerrero 2 079 40.24 83 650 
Michoacán 1 905 48.78 92 931 

Morelos 1 655 46.21 76 461 
Zacatecas 1 654 41.31 68 327 
Hidalgo 1 320 40.49 53 448 
México 1 097 44.70 49 039 
Tlaxcala 1 088 40.77 44 354 

San Luis Potosí 1 058 40.54 42 876 
Guanajuato 803 44.88 36 016 
Tamaulipas 666 38.45 25 602 

Aguascalientes 616 40.46 24 928 
Chihuahua 583 43.31 25 250 

Sonora 526 44.25 23 263 
Durango 462 45.73 21 140 
Colima 408 38.76 15 804 
Nayarit 358 36.72 13 150 
Tabasco 341 39.19 13 362 
Coahuila 266 45.97 12 207 

Baja C. Sur 256 42.53 10 906 
Sinaloa 192 42.79 8 205 

Querétaro 135 39.89 5 376 
Nuevo León 97 40.00 3 862 

Distrito Federal 88 44.33 3 908 
Baja California 87 43.00 3 752 
NACIONAL 61 881 38.79 2 400 177 

         Fuente: Elaboración propia con datos del SIAP, con información de las delegaciones de la   
             SAGARPA (2015). 
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Alemania es el país que nos compra la mayor parte de la miel que producimos. La 

península de Yucatán produce la mayor parte de la miel del país, más de una tercera parte 

de la miel proviene de los estados de Yucatán, Campeche y Quintana Roo. En el país 

existen 1.9 millones de colmenas a cargo de 42 mil apicultores (SAGARPA, 2015). 

De acuerdo a la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y 

Alimentación (SAGARPA, 2010) nuestro país está dividido en 5 regiones apícolas (Figura 

1.3)  por sus diferentes climas y flora, que influyen directamente en la composición del 

néctar y en el tipo de polen en la miel.  

 

 

 

 

 

Estas regiones se encuentran bien definidas por su grado de desarrollo y variedad de 

tipos de mieles en cuanto a sus características de humedad, color, aroma y sabor; estas 

regiones son: 

1. Región del Norte: Caracterizada por la miel que se produce, principalmente de 

mezquite, miel extra clara ámbar cuya producción en su mayoría se destina al 

mercado de los EE.UU. El precio de esta miel es uno de los mejores a nivel 

nacional.  Los estados que integran esta región son: Baja California, Baja California 

Sur, Sonora, Chihuahua, Durango, Zacatecas, Coahuila, Nuevo León, y parte del 

norte de Tamaulipas y altiplano de San Luis Potosí. 

Figura 1.3. Regiones apícolas de México 
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2. Región de la costa del Pacífico: Se caracteriza por producir mieles de origen 

multifloral y de mangle, siendo principalmente obscuras, aunque también se 

obtienen las de color ámbar y ámbar clara. Forman parte de esta región los estados 

de Sinaloa, Nayarit, poniente de Jalisco y Michoacán, Colima, parte de Guerrero, 

Oaxaca y Chiapas. 

3. Región del Golfo: Posee una gran producción de cítricos, miel ámbar clara 

producida principalmente a partir de la flor del naranjo,  siendo esta una miel muy 

apreciada en el mercado internacional, en especial el japonés. También se obtienen 

mieles obscuras y claras. Esta región se compone por el estado de Veracruz y parte 

de los estados de Tabasco, Tamaulipas y la región Huasteca de San Luis Potosí, 

Hidalgo y Querétaro. 

4. Región del Altiplano: Se distingue por tener mieles ámbar y ámbar clara, la cual 

tiene mucha demanda en el mercado europeo. Su origen floral es el acahual y la 

acetilla. Esta región se compone de Tlaxcala, Puebla, México, Morelos, Distrito 

Federal, Guanajuato, Aguascalientes, parte oriental de los estados de Jalisco, 

Michoacán, Guerrero, Oaxaca, y parte poniente de Hidalgo y Querétaro, así como la 

región media de San Luis Potosí.  

5. Región Sureste o Península de Yucatán: La más importante por su volumen de 

producción de miel y por ubicar a la mayor parte de los apicultores del país. La miel 

de esta zona goza de un gran prestigio nacional y sobretodo internacional ya que se 

caracteriza por tener su origen en floraciones únicas, como son la de Dzidzilche y 

de Tajonal, las dos por su excelente calidad destinadas en su mayoría a la venta en 

el Mercado Europeo 

   1.2. Biotecnología e Ingeniería Genética en plantas 

La Biotecnología tiene como objetivo el desarrollo de productos comerciales que 

contribuyan de forma benéfica para la humanidad. Esta disciplina fue definida como la 

aplicación de los conceptos teóricos de la ingeniería genética, la microbiología, la 

bioquímica y la ingeniería química, para procesar materiales con el uso de agentes 

biológicos y proveer productos con mejor calidad.  
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Actualmente se sabe que tanto los microorganismos como las células de eucariontes 

superiores pueden ser modificados, transfiriendo unidades específicas de información 

genética de un organismo a otro para obtener organismos modificados con propiedades 

nuevas y útiles para el ser humano (Glick y Pasternak, 1998). 

Los principales problemas a los que se enfrenta la industria agrícola son ocasionados 

principalmente por la competencia de las plantas con las malezas, el ataque de patógenos 

tales como bacterias, hongos o virus, y el ataque por plagas de insectos, roedores y aves. 

Todo esto ocasiona la reducción del volumen de cosecha y la consecuente pérdida 

económica para los productores de granos, frutas y hortalizas (Carrillo y Félix, 1996). 

     1.2.1. Definición de Organismos Genéticamente Modificados 

Un organismo genéticamente modificado (OMG) se refiere a un organismo vivo cuyo 

genoma ha sido modificado por la introducción de un gen exógeno capaz de expresar una 

proteína adicional que confiere nuevas características, como por ejemplo, la tolerancia a 

herbicidas, resistencia a virus, antibióticos e insectos. El ADN exógeno se inserta 

generalmente en un gen “casete” (Figura 1.4) que consiste en un promotor de expresión (P), 

un gen estructural (región de codificación) y un terminador de expresión (T) (Mannelli et 

al., 2003). 

 
Figura 1.4. (a) Representación esquemática de un gen “casete” consiste de un promotor P, un gen 

estructural (región de codificación) y un terminador T; (b) Dos casetes integrados en el genoma 

hospedador. 
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Dos secuencias particulares son insertadas en la mayoría de los productos transgénicos 

disponibles: el promotor de la subunidad 35S del ARN ribosomal de virus de mosaico de la 

coliflor (35S) y el TNos del Agrobacterium tumefaciens. Ampliamente utilizados para la 

producción de muchos vegetales transgénicos disponibles comercialmente, como la soya, el 

maíz y el tomate (Mannelli et al., 2003). 

     1.2.2. Tecnología del ADN recombinante 

La Biotecnología de plantas y en particular la transferencia de material genético, 

representa una herramienta potencial para resolver problemas agrícolas con el mínimo 

riesgo, debido a que es una tecnología limpia, donde solo es modificada aquella 

característica que se quiere contrarrestar (Singh y Sansavini, 1998). Los métodos 

biotecnológicos y moleculares ofrecen una alternativa a las técnicas convencionales debido 

a que permiten introducir uno o más genes para la corrección de deficiencias de cultivares 

(Mehlenbaker, 1995). La transformación de genotipos altamente adaptados, y su 

producción, dependerá de la estabilidad de la integración del material genético foráneo al 

genoma de la planta, seguida por la propagación in vitro y la consecuente regeneración para 

producir plantas intactas que expresen la información deseada. (Singh y Sansavini, 1998). 

La Tecnología de ADN Recombinante o Ingeniería Genética, permite aislar de un 

organismo la secuencia de interés de ADN y propagarlo en otro organismo, permitiendo 

obtener cantidades ilimitadas del producto codificado por dicho gen. En términos simples, 

la metodología consiste en tomar un fragmento de ADN, obtenido habitualmente por acción 

de enzimas de restricción, el que se une covalentemente por medio de una enzima ADN 

ligasa a un vector o plásmidio generando una molécula nueva conocida como 

recombinante. El vector que se utiliza contiene secuencias que permiten la replicación y 

secuencias que facilitan su selección. Estas últimas, en ocasiones son genes que confieren 

resistencia a antibióticos específicos.  Luego, el ADN recombinante obtenido, se introduce 

en un microorganismo, el que se cultiva y selecciona por su resistencia al antibiótico. Al 

crecer, se expresa el gen de interés y se introduce en el vegetal que se desea modificar, 

obteniéndose el producto transgénico (Reyes y Rozowski. 2003). Las técnicas de 

transformación utilizadas para generar plantas transgénicas son (Rivera, 2006): 



 

 

Ingeniería en Alimentos  

12 

 Transferencia mediada por el plásmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. Este 

es un sistema excelente y altamente eficiente, limitado principalmente a plantas 

monocotiledóneas. 

 Bombardeo con microproyectiles (biobalística). Técnica utilizada en un amplio 

rango de plantas y tejidos. Es un método fácil y económico. 

 Vectores virales. Una vía no muy efectiva para cultivos celulares y plantas 

completas. 

 Transferencia directa a protoplastos. Puede usarse solo en protoplastos celulares 

de plantas que pueden ser regeneradas a plantas completas. 

 Microinyección. Tiene uso limitado dado que sólo una célula puede ser inyectada. 

Además, requiere de entrenamiento altamente específico. 

 Fusión de liposomas. Puede ser utilizado sólo en protoplastos. 

 Electroporación. Generalmente limitado a protoplastos. 

El cultivo de tejidos no es un prerequisito para llevar a cabo la transformación genética 

de plantas, pero es empleado en casi todas las prácticas comunes de transformación, para 

llevar la transferencia eficiente del gen y para la selección y regeneración de las 

transformantes (Gamborg y Phillips, 1995).  En un sistema de cultivo de tejidos lo más 

importante es obtener un gran número de células regenerables que sean accesibles para la 

transformación genética y que puedan conservar la capacidad de regeneración durante la 

proliferación celular y los tratamientos de selección (Livingstone y Birch, 1995).  

     1.2.3. Miel Genéticamente Modificada en México 

En 2012 surgió el problema del rechazo de mieles orgánicas de la Península de Yucatán 

en el mercado alemán por contener polen de soya GM. Una de las razones es que en 

México la superficie de soya GM cultivada en la Península se ha incrementado 

sustancialmente. A partir de 2010 se solicitó una autorización para sembrar Soya Roundup 

Ready (RR) en 12 mil hectáreas en la región. Y en febrero de 2012, al menos se quintuplicó 

la superficie solicitada por la compañía Monsanto: sólo en Yucatán solicitaron 60 mil 

hectáreas (CIBIOGEM, 2013). La SEMARNAT y la SAGARPA, decidieron autorizar la 

siembra de soya transgénica tolerante al herbicida glifosato de Monsanto (evento MON-

04032-6) en 253 mil 500 hectáreas enfocadas a dicha actividad para el 2012, en los estados 
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de Yucatán, Campeche, Quintana Roo, Tamaulipas, San Luis Potosí, Veracruz y Chiapas 

(GREENPEACE, 2013). 

Actualmente, y debido a estas siembras comerciales y experimentales de soya GM en 

Yucatán y Campeche, algunos importadores de mieles alemanes mandan analizar muestras 

de esas producciones y han detectado secuencias GM, entre un 10 y un 13% en las mieles 

de la Península. Puesto que las cantidades presentes fueron lo suficientemente altas para ser 

detectadas, la consecuencia fue su rechazo por los importadores europeos de mieles 

orgánicas (Gálvez y Quirasco, 2013).  

     1.2.4. Regulación en México sobre el uso de transgénicos 

Aunque a la fecha no existen pruebas contundentes de daño a la salud humana por el uso 

y consumo de los organismos vivos o sus productos que hayan sido objeto de una 

modificación genética empleando estas nuevas herramientas, esta tecnología como 

cualquier otra, puede tener riesgos. Por ello, la Organización de las Naciones Unidas 

(ONU), concertó e instrumentó a través de sus organismos, diferentes acuerdos, 

documentos y marcos jurídicos para el manejo responsable de los OGM. México firmó uno 

de esos documentos, el Protocolo de Cartagena, que establece el marco para el manejo 

transfronterizo de los OGM. Con base en este compromiso, el Senado de la República en el 

año 2000, elaboró una iniciativa de Ley de Bioseguridad para el manejo de los OGM 

(LBOGM) que se convirtió en Ley en 2005, cuando las dos Cámaras del Congreso la 

aprobaron. Estos dos mandatos constituyen el marco jurídico que tenemos en México para 

el manejo de los OGM. Como lo establece el Protocolo de Cartagena y la LBOGM, la 

evaluación del riesgo debe considerar las características del OGM, en particular el nuevo 

gen y la proteína para la que codifica, el análisis de todos los productos del metabolismo, y 

por ende de la composición de la planta, así como los efectos no intencionales de la 

modificación. Entre otras pruebas, se requiere la demostración de inocuidad mediante 

pruebas con diferentes animales de experimentación, tanto de las proteínas de origen 

transgénico, como del alimento en su conjunto (en el que las proteínas constituyen una 

cantidad mínima), a fin de garantizar un uso responsable de estos organismos, en beneficio 

de la salud humana, de la biodiversidad y del medio ambiente (AMC, 2013).  
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México adquiere semillas transgénicas como alimento de ganado. Existen centros de 

investigación que trabajan en el desarrollo de cultivares adecuados para las condiciones del 

país. También existen empresas en el área de la Salud que producen proteínas 

recombinantes humanas para el tratamiento de varias enfermedades y problemáticas 

clínicas.  

Desde 1988, la SAGARPA ha evaluado la liberación experimental de OGM. En el 

marco de la LBOGM se han empezado a evaluar, más recientemente, los posibles usos y 

liberación de OGM por la Comisión Intersecretarial de Bioseguridad de Organismos 

Genéticamente Modificados.  En México los registros de los cultivares transgénicos están a 

nombre de compañías transnacionales: Monsanto y filiales, Bayer y filiales y Dow Agro 

Sciences. En marzo de 2013, la SAGARPA otorgó a la compañía Monsanto el primer 

permiso para la siembra de maíz transgénico a nivel piloto en Tamaulipas, fase previa para 

la comercialización del grano (AMC, 2013).  

En el cuadro 1.3 y figura 1.5 se muestran los permisos de liberación al ambiente de 

cultivos genéticamente modificados en México, del 14 de junio de 2005 a diciembre de 

2015, conforme la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados 

(LBOGMs). Así como el tipo de solicitud durante el mismo periodo, mostrado en la figura 

1.6. 

Cuadro 1.3. Permisos de liberación de  cultivos GM del año 2005 al 2015 

Organismo No. Permisos 2014 No. Permisos 2015 No. Permisos Totales 

Alfalfa  1 3 
Algodón 24 6 296 

Frijol 1  1 
Limón mexicano 3  3 

Maíz   202 
Soya 1  44 
Trigo 1  41 

TOTAL 30 7 590 

Fuente: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT, 2015). 
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Figura 1.5. Porcentajes de cultivos GM permitidos para su liberación del 2005 al 2015. 

Fuente: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT, 2015). 

 

 

Figura 1.6. Permisos de liberación al ambiente de OGM por tipo de solicitud del 2005 al 2015. 

Fuente: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT, 2015). 
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Es relevante enfatizar que independientemente del marco jurídico existente para el uso 

responsable de los OGM, nuestro país carece de una política de Estado agropecuaria 

integral que contemple éstos y otros asuntos relevantes (como el de propiedad intelectual, 

la derrama de beneficios a los campesinos) para garantizar un uso más justo y equitativo del 

conocimiento y la tecnología en beneficio de la sociedad y la biota mexicana (AMC, 2013).  

   1.3. Métodos para la autentificación de alimentos 

     1.3.1. Métodos de análisis basados en la detección de proteínas 

La detección de proteínas puede realizarse en muestras de alimentos frescos o 

procesados, siempre y cuando el procesamiento no haya afectado a las proteínas de la 

muestra. Por este motivo, las técnicas moleculares que suponen el manejo de proteínas son 

aplicadas en aquellos casos en los cuales se dispone de muestras con un contenido proteico 

en cantidad suficiente y con la calidad adecuada (López et al., 2003). 

Las tecnologías de inmunoensayo con anticuerpos son ideales para la detección 

cualitativa y cuantitativa de muchos tipos de proteínas en matrices complejas cuando el 

analito diana es conocido (Brett et al., 1999).  En base a las concentraciones típicas de 

material transgénico en el tejido vegetal (> 10 g por tejido), los límites de detección de los 

inmunoensayos pueden predecir la presencia de proteínas genéticamente modificadas en un 

orden del 1% (Stave, 1999).  

A continuación, se describen dos de las tecnologías más utilizadas en el análisis de 

proteínas para la detección y cuantificación de organismos transgénicos en alimentos no 

procesados.  

1.3.1.1. ELISA 

Los análisis ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay o ensayo ligado a enzima) 

detectan o miden la concentración de proteína de interés en una muestra que puede contener 

numerosas proteínas distintas. Se utiliza un anticuerpo, fijado a un soporte, que se une 

específicamente a la proteína diana. Un segundo anticuerpo conjugado a una enzima genera 

un producto cuyo color es visible al añadir un sustrato determinado, y es fácilmente 

cuantificable mediante una curva patrón de la proteína de interés.  
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Frente a las técnicas basadas en la detección de ácidos nucleicos (ADN), los análisis 

ELISA presentan menor sensibilidad y fiabilidad, siendo sin embargo, menos susceptibles a 

originar resultados erróneos (falsos negativos y falsos positivos). Por otra parte se necesita 

desarrollar previamente anticuerpos que reconozcan específicamente la proteína diana que 

se desea identificar. Una limitación tecnológica para utilizar el método ELISA como 

análisis rutinario es que se debe conocer previamente qué proteína concreta se busca en 

cada caso (por ejemplo, proteínas modificadas o transgénicos) y se deben desarrollar 

anticuerpos frente a esa proteína (López et al., 2003).  

El método ELISA puede ser útil para la detección de OGM´s en materia prima, 

alimentos semielaborados e ingredientes procesados, siempre que la proteína expresada no 

esté degrada y pueda ser detectada (Ahmed, 1995). Sin embargo, debido a que el método 

tiene un poder de detección más bajo que los métodos de PCR, es menos sensible para el 

ensayo de productos alimenticios terminados con muchos ingredientes, sobre todo si el 

umbral de detección es bajo. Aunque las pruebas a base de proteínas son prácticas y 

eficaces, algunos productos transgénicos no expresan un nivel detectable de proteína 

(Ahmed, 1995). 

1.3.1.2. Western Blot 

Western Blot es un método altamente específico particularmente útil para el análisis de 

proteínas insolubles (Brett et al., 1999). En esta técnica se aplica la electroforesis en gel de 

poliacrilamida para la separación y caracterización de proteínas. La técnica se realiza 

usando una corriente eléctrica “electrotransferencia”. Como muchas proteínas funcionales 

están compuestas de dos o más subunidades, los polipéptidos individuales se separan por 

electroforesis en presencia de un detergente (Dodecil Sulfato de Sodio), que desnaturaliza 

las proteínas. Después de la electroforesis, las proteínas se detectan comúnmente por 

tratamiento con azul de Coomasie o solución colorante de plata. Sin embargo, los 

polipéptidos separados en el gel también pueden ser transferidos a una membrana de 

nitrocelulosa. Después de la transferencia, la proteína de interés específica se identifica 

colocando la membrana con las proteínas inmovilizadas en una solución que contiene un 

anticuerpo para la proteína. Los anticuerpos no unidos se eliminan luego de la membrana 

por lavado, y la presencia del anticuerpo inicial (primario) se detecta colocando la 
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membrana en una solución que contiene un anticuerpo secundario, el cual reacciona con las 

inmunoglobulinas (grupo de proteínas que contienen todos los anticuerpos) en general. El 

anticuerpo secundario se conjuga ya sea con un isótopo radiactivo (que permite la 

autorradiografía) o una enzima que produce un producto visible cuando se agrega el 

sustrato adecuado (Gardner et al., 2002).  

1.3.1.3. Enfoque Isoeléctrico 

El enfoque isoeléctrico o isoelectroenfoque (IEF) es un método electroforético para la 

separación de proteínas, de acuerdo con sus puntos isoeléctricos (pI), en un gradiente de pH 

estabilizado. El método consiste de un medio de soporte, por lo general un gel de 

poliacrilamida, pero también se puede utilizar uno de agarosa, que contiene una mezcla de 

anfolitos portadores (ácidos poliamino-policarboxílico sintéticos de bajo peso molecular). 

Cuando se aplica un campo eléctrico a través del gel, los anfolitos portadores se disponen 

en orden creciente según su punto isoeléctrico desde el ánodo al cátodo. Cada anfolito 

portador mantiene un pH local correspondiente a su pI y por lo tanto se genera un gradiente 

de pH uniforme a través del gel. Si se aplica una muestra de proteína a la superficie del gel, 

también migrara bajo la influencia del campo eléctrico hasta que alcanza la región del 

gradiente en el que el pH corresponde a su punto isoeléctrico. A este pH, la proteína no 

tendrá ninguna carga neta y por lo tanto se volverá estacionaria en este punto. Por tanto, la 

proteína queda atrapada o "enfocada" en el valor de pH en el que tiene la carga cero. Las 

proteínas se separan en función de su carga, y no de su tamaño como ocurre en la 

electroforesis en gel (Walker, 1994). 

     1.3.2. Métodos de análisis basados en la detección de ADN 

Los métodos analíticos basados en la detección de ADN suelen emplearse cuando el 

alimento ha sido procesado o tratado fisicoquímicamente (calor, presión, etc.), ya que la 

proteína puede haberse desnaturalizado o degradado en el proceso, y los métodos analíticos 

de proteína se ven afectados por estos cambios. En cambio, el ADN es más termoestable 

que la mayoría de las proteínas, por lo que es menos susceptible a ser degradado durante el 

procesamiento de los alimentos, no obstante, aun degradado parcialmente permite 

identificar diferencias. Las técnicas con marcadores de ADN son más sensibles, además de 
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que el ADN está presente en la mayoría de las células de un organismo, y con la misma 

información independientemente del tejido (López et al., 2003). 

Para la detección de ADN se utilizan dos técnicas, la técnica Southern Blot y la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). La primera, tiene su principal aplicación en la 

confirmación de resultados obtenidos en la detección de transgénicos y la segunda es una 

técnica muy extendida tanto para la detección de transgénicos como en la identificación de 

especies (Ahmed, 2002). 

     1.3.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La técnica de PCR se utiliza para la amplificación in vitro de ácidos nucleicos. En las 

últimas dos décadas, la PCR se ha convertido en un recurso integral para la mayoría de los 

laboratorios de biotecnología en todo el mundo. Es una herramienta de gran alcance, ya que 

es sensible y específica en la amplificación de ADN (Rakshit, 2010).  

La idea de utilizar la ADN polimerasa termorresistente de bacteria termófila Thermus 

aquaticus, fue descrita en 1969 por Brock y Freeze, dando origen a la moderna técnica de 

PCR. La técnica de PCR fue desarrollada en 1985 por K. Mullis, quien recibió el Premio 

Nobel de Química en 1993 por este descubrimiento. Dentro de pocos años de su invención, 

la PCR ha sido ampliamente utilizada para diversos fines, por lo que es uno de los 

acontecimientos más espectaculares de la historia de la Biología Molecular (Holst et al., 

2003).  

Fue hasta la introducción de las ADN polimerasas termoestables que se hizo 

ampliamente aplicable (Holst, 2003). Las ADN polimerasas han revolucionado la Biología 

Molecular con su capacidad para amplificar pequeñas cantidades de ADN in vitro. Durante 

los últimos  años su uso en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha superado un 

importante factor limitante en el problema cuantitativo de pequeñas cantidades de ADN 

disponibles para las pruebas (Drouin et al., 2007). 

      1.3.3.1. Fundamento de la PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) implica un conjunto de tratamientos 

desarrollados in vitro sobre una región de ADN para su amplificación selectiva. El proceso 

requiere el conocimiento previo de la secuencia de dos regiones cortas que flanqueen a la 
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que se pretende amplificar; estas regiones son utilizadas como cebadores en la reacción de 

elongación catalizada por la polimerasa, para lo cual es necesario previamente conseguir su 

asociación al ADN molde desnaturalizado (Perera, 2002). La amplificación del ADN por 

PCR requiere de un ADN molde, el cual contiene la región objetivo. Los mejores 

resultados se obtienen mediante el uso de ADN bien purificado carente de contaminación 

por ARN o proteína. Se requieren dos cebadores que determinen el inicio y el final de la 

región a amplificar. La elección de los cebadores es crítica, y varios factores deben ser 

cuidadosamente considerados, por ejemplo, la temperatura de fusión (Tm), que se define 

como la temperatura a la cual la mitad de los sitios de unión del cebador están ocupados, 

contenido de guanina y citocina (G y C) , la presencia de estructuras secundarias. La 

secuencia de los cebadores debe ser tal que no permita la formación de horquillas o 

híbridos entre ellos. La elección de la ADN polimerasa depende de la aplicación específica. 

Los desoxinucleótidos trifosfato (dATP , dCTP, dGTP , dTTP) son los monómeros de los 

cuales la ADN polimerasa sintetiza el nuevo ADN . El buffer empleado para la reacción de 

PCR mantiene el pH en un nivel óptimo para la polimerasa. Los cationes bivalentes (Mg2+) 

y cationes monovalentes (K+, Na+ o NH4+) son necesarios para neutralizar las cargas 

negativas de los grupos fosfato del ADN y para estabilizar los híbridos ADN / ADN. La 

reacción de PCR se lleva a cabo en un termociclador que calienta y enfría sucesivamente 

los tubos de reacción a las temperaturas precisas y para los periodos específicos requeridos 

para cada etapa de la reacción.  

La PCR es una herramienta poderosa, pero los errores y equivocaciones pueden ocurrir 

fácilmente. La reacción de la polimerasa es muy sensible a diferentes variables. Los 

cationes divalentes, especialmente Mg2+, juegan un papel importante en la estabilidad de 

los nucleótidos y afectan a la actividad de polimerización de las ADN polimerasas (Drouin 

et al., 2007).  

      1.3.3.2. Etapas de la PCR 

La técnica de PCR por lo general consiste de tres etapas principales: desnaturalización, 

hibridación o alineamiento del cebador y extensión (Figura 1.7), los cuales se repiten de 20 

a 30 ciclos (Pelt-Verkuil et al., 2008). 
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Desnaturalización: La muestra de ADN se desnaturaliza inicialmente con el fin de 

desenrollar y separar la doble hélice de ADN en cadenas sencillas. Esto se consigue 

normalmente mediante el calentamiento de la muestra de ADN en un entorno acuoso, por 

lo general a una temperatura de 94 ° C durante 30 segundos a 5 minutos.  

Alineamiento: La hibridación de los cebadores de oligonucleótidos específicos a cada 

hebra se consigue mediante la reducción de la temperatura de la mezcla de reacción a la 

temperatura de hibridación (Tm) que se fija por lo general entre 40°C y 65°C (dependiendo 

del diseño de las secuencias de oligonucleótidos utilizados como cebadores).  

 
                   

Figura 1.7. Etapas de la PCR 
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Extensión: Después de la etapa de hibridación de los cebadores, la temperatura se eleva 

a aproximadamente 72°C, (una temperatura óptima para la ADN polimerasa termoestable 

mediada por la replicación de la hebra de ADN), y todo el ciclo se repite un número 

predeterminado de veces. 

Después de cada ciclo de replicación, cada nueva molécula sintetizada de ADN de doble 

cadena (conocido como amplicón) contiene secuencias terminales, las cuales son 

complementarias a las secuencias de los cebadores utilizados. Este proceso permite que 

cada amplicón sirva como una plantilla para la replicación en los posteriores ciclos de PCR, 

resultando en una duplicación teórica (amplificación exponencial) del número de moléculas 

diana durante cada ciclo (Pelt-Verkuil et al., 2008). 

      1.3.3.3. Componentes de la PCR 

1) Secuencia a amplificar o secuencia blanco: El ADN portador de la secuencia a 

amplificar puede incorporarse a la reacción en forma mono o bicatenaria. Aunque su 

tamaño no es un factor crítico, la amplificación de secuencias presentes en un ADN muy 

grande produce mejor rendimiento si se fragmenta previamente (Perera, 2002). 

La adición de ADN a la reacción implica su previa extracción de la célula o del tejido y 

la solubilización en agua. Es requerida una concentración adecuada para lograr una 

amplificación óptima, si la concentración de ADN es menor es probable que no se visualice 

una banda clara en el gel, por otro lado, si la concentración es muy alta, la ADN polimerasa 

probablemente no podrá actuar sobre las cadenas desnaturalizadas de ADN (Sambrook y 

Russell, 2001). Gracias a la alta especificidad de la reacción de PCR, la secuencia no ha de 

ser previamente purificada: a partir de un extracto crudo se consigue fácilmente su 

amplificación (Perera, 2002). 

2) Cebadores: El tipo de cebador que se utilice en la PCR dependerá del tipo de 

identificación que se requiera. Se utilizarán cebadores específicos, diseñados a partir de una 

secuencia de ADN conocida previamente y complementarios de la misma. Habitualmente 

la longitud de los oligonucleótidos utilizados para cebar la reacción de PCR suele ser del 

rango de 15 a 30 nucleótidos. Cuanto mayor sea su tamaño, mayor es la posibilidad de que 

se asocien a secuencias no perfectamente complementarias y conduzcan a la amplificación 
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de productos no específicos; para las mismas condiciones de reacción, cuanto más corto sea 

el cebador, más perfecta tiene que ser su complementariedad con el molde, y más específica 

será la amplificación. La composición de bases de los cebadores es importante por el efecto 

que tiene sobre la estabilidad del híbrido, lo ideal es que tenga un 50% de GC. Si el 

porcentaje es inferior interesa que tenga una mayor longitud, para evitar una baja 

temperatura de fusión. Deben evitarse secuencias con bases repetidas (más de 3 o 4 

seguidas), para dificultar uniones incorrectas (Perera, 2002). 

Los cebadores han de estar presentes en la reacción a una concentración adecuada. Su 

ausencia detiene el proceso de amplificación, pero una cantidad excesiva puede provocar su 

unión inespecífica y la amplificación de secuencias no deseadas (Perera, 2002). 

3) ADN polimerasa termoestable: La actividad más utilizada hoy en día para la 

amplificación por PCR es la ADN polimerasa Taq. (Perera, 2002). Procedente de la 

bacteria Thermus aquaticus, enzimáticamente activa a temperaturas relativamente altas. La 

estabilidad de la polimerasa a temperaturas de hasta 95°C permite que recupere su actividad 

al enfriarse de nuevo evitando así  reponer la enzima en sucesivos ciclos (Herráez, 2012). 

La actividad polimerasa va acompañada de una exonucleasa 5´ 3´, pero carece de 

exonucleasa 3´ 5´ por lo que no son capaces de corregir los errores producidos en la 

elongación (Perera, 2002). 

4) dNTP´s en exceso: Son nucleótidos sintéticos que no forman ninguna secuencia al 

inicio de la reacción, es decir, son el sustrato de la enzima ADN polimerasa y serán los 

componentes de miles de copias de fragmento diana al final de la reacción. Pueden 

denominarse como dATP´s, dTTP´s, dGTP´s y dCTP´s. (Sambrook y Russell, 2001). Para 

ser reconocidos por la polimerasa, deben ir acompañados de Mg2+ que es, además, una 

coenzima requerida por la polimerasa (Herráez, 2012). 

      1.3.3.4. Ventajas y desventajas de la técnica 

El gran nivel de amplificación que consigue a partir de muestras de ADN 

extraordinariamente escasas, convierte a la PCR en una técnica analítica insustituible. Sin 

embargo presenta una importante limitación: produce una alta tasa de errores en la 

incorporación de dNTP´s; la polimerasa Taq carece de actividad exonucleasa 3´--> 5´y por 
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lo tanto, de la capacidad para la revisión del nucleótido incorporado y en su caso, para su 

degradación y sustitución por el correcto. Esto provoca la incorporación de errores con una 

frecuencia de alrededor de 1x10-4 por ciclo (Perera, 2002). 

La especificidad es muy elevada. Esta característica, está determinada especialmente por 

la secuencia de los dos cebadores utilizados y por las condiciones de hibridación. Si la 

temperatura de hibridación se reduce en exceso se producen falsos positivos, debidos 

fundamentalmente, a emparejamientos imperfectos del cebador con secuencias distintas de 

la diana. La capacidad de detección (sensibilidad) es muy alta, tanto que la PCR puede 

permitir detectar una única molécula de ADN en casi cualquier tipo de muestra de cualquier 

tejido. Sin embargo, esta característica supone también un elevado riesgo de contaminación 

por moléculas de origen ajeno a la muestra (Herráez, 2012). Aunque la tecnología de PCR 

tiene limitaciones obvias, el potencialmente alto grado de sensibilidad y especificidad 

explica por qué ha sido la primera opción de la mayoría de los laboratorios de análisis 

interesados en la detección de organismos genéticamente modificados (Holst et al., 2003). 

      1.3.3.5. Análisis de los productos de la PCR 

La electroforesis en gel es una técnica que se emplea para separar macromoléculas en 

función de la carga eléctrica, el tamaño y otras propiedades físicas. Consiste en aplicar 

corriente eléctrica a las moléculas para que atraviesen una capa de gel. La corriente 

eléctrica de un electrodo repele las moléculas, al tiempo que el otro electrodo las atrae. La 

fuerza de fricción del material de gel actúa como tamiz molecular, separando las moléculas 

en función de su tamaño. Cuando se aplica un campo eléctrico a un gel con pH neutro, los 

grupos fosfato del ADN cargados negativamente lo harán migrar hacia el ánodo (Somma y 

Querci, 2007). 

Según Perera (2002), los factores que constituyen la base de esta técnica son: 

 La matriz o soporte reticulado a través del que han de desplazarse las moléculas que se 

analizan. Su entramado tridimensional forma huecos cuyas dimensiones deben permitir 

el paso de aquellas. Un entramado denso produce poros pequeños y las moléculas de 

tamaño similar o mayor encuentran gran resistencia en su movimiento y resultan 

retrasadas (efecto tamiz). El grado de reticulación que se puede lograr en la matriz es 
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determinante para definir el rango de tamaño de las moléculas que se pueden separar y 

el nivel de definición que se puede conseguir. En el trabajo con ácidos nucleicos se 

utilizan básicamente dos tipos de soportes: los geles de agarosa y los de poliacrilamida. 

 La disolución tampón o buffer de electroforesis, imprescindible para ofrecer una 

conductividad adecuada en el medio, mediante la aportación de una concentración 

moderada de iones, y para mantener un valor constante de pH a lo largo de todo el 

proceso, asegurando una carga constante en las moléculas que se están preparando. 

 El campo eléctrico, causante directo del movimiento de las moléculas. Depende a su 

vez, de la diferencia de potencial aplicada por la fuente de tensión y de la resistencia 

que presentan el soporte y el tampón de electroforesis. 

 La temperatura, cuyo aumento, resultado del paso de corriente y de la resistencia 

presentada por el medio y el soporte, puede afectar negativamente tanto a la integridad 

del soporte como a la estructura de las propias moléculas, que podrían incluso 

desnaturalizarse. 

 La estructura y naturaleza de las moléculas a separar, en concreto su carga, su tamaño y 

su forma. La movilidad de una molécula cualquiera aumenta con su carga y disminuye 

con su tamaño. 

Para visualizar los fragmentos de ADN después de la electroforesis, el gel se sumerge en 

una solución que contiene bromuro de etidio. Esta molécula se intercala entre las bases de 

los ácidos nucleicos y emiten fluorescencia roja-naranja cuando se exita con la luz 

ultravioleta. Una vez teñido, el gel se analiza bajo una lámpara U.V. y las moléculas de 

ADN unidas al bromuro de etidio se vuelven visibles (Tagu y Moussard, 2006). Como 

marcadores de tamaño o peso molecular se suelen utilizar mezclas de fragmentos de 

restricción procedentes de ADN plasmídico o viral (Perera, 2002). 

Electroforesis en gel de agarosa: La agarosa es un polisacárido de estructura lieneal, 

soluble en medios acuosos a 100°C. Cuando la disolución se enfría, la agarosa gelifica, 

formando un reticulado microscópico por cuyos poros pueden desplazarse moléculas de 

ácidos nucleicos de dimensiones medias (hasta 40-50 kb) cuando se les coloca en un campo 

eléctrico. La electroforesis en gel de agarosa es un método comúnmente utilizado para 

separar moléculas de ADN y ARN de diferentes tamaños, pero puede ser también utilizado 
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para evaluar la calidad del ADN y proporciona información útil con respecto a la cantidad 

de ADN en una solución (Perera, 2002).  

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE): La poliacrilamida es un polímero 

formado a partir de acrilamida y N-N´-metilenbisacrilamida. La concentración de ambos 

reactivos define el grado de reticulación del gel, que es bastante superior al conseguido en 

los geles de agarosa. Los geles de poliacrilamida son estables química y mecánicamente en 

un amplio rango de pH y temperatura. Su gran ventaja frente a los geles de agarosa es que 

presentan mayor poder de separación al permitir una mayor densidad de reticulación, una 

red más tupida y unos poros menores. En el trabajo con ácidos nucleicos, este tipo de 

electroforesis se suele aplicar al análisis de fragmentos pequeños (5-500 pb) donde se 

consigue mejores resultados que los geles de agarosa, por ejemplo, en el aislamiento y 

purificación de pequeñosa fragmentos de ADN amplificados. (Perera, 2002). 
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CAPÍTULO II. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

   2.1. Objetivos 

Objetivo general 

Identificar la presencia de polen transgénico en miel de abeja (Apis mellifera), empleando 

el método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la amplificación e 

identificación de fragmentos recombinantes en el ADN del polen proveniente de  

organismos genéticamente modificados. 

 

 Objetivo Particular 1  

Extraer polen a partir de miel de abeja mediante diluciones, centrifugaciones y lavados, 

para posteriormente llevar a cabo la extracción de ADN.  

 Objetivo Particular 2  

Obtener y cuantificar el ADN del polen de todas las muestras de miel de abeja mediante el 

método de extracción de Sambrook,  para posteriormente llevar a cabo la PCR. 

 Objetivo Particular 3  

Definir las zonas de amplificación mediante el análisis de secuencias de ADN 

genéticamente modificado, para la selección de los cebadores que serán utilizados en la 

PCR. 

 Objetivo Particular 4  

Comprobar la amplificación de las zonas de interés en función de cebadores seleccionados, 

previamente diseñados para la detección de los transgenes CaMV 35S y T-NOS,  aplicando 

la técnica de PCR, para asegurar su posterior utilización. 

 Objetivo Particular 5  

Evaluar experimentalmente las muestras de miel aplicando la técnica de PCR, para 

identificar la presencia de polen transgénico.   

 

 

 



 

 

Ingeniería en Alimentos  

28 

   2.2. Justificación del proyecto 

El estudio de los alimentos transgénicos ha generado gran controversia entre la sociedad 

desde hace algunos años debido a que no se tiene suficiente conocimiento acerca del tema 

por parte de la mayoría de la población. Esto se debe a que hasta el momento no se tienen 

evidencias contundentes sobre la plena seguridad del consumo de este tipo de alimentos, 

además de los impactos que pueden generar al ambiente, como es el caso de la 

contaminación y pérdida de cultivos nativos.  

Aunado a lo anterior, en los últimos años se ha desarrollado una problemática en cuanto 

a la contaminación de mieles con polen transgénico, debido a que las abejas visitan los 

cultivos genéticamente modificados, colectan el polen, lo transportan al panal y termina en 

las mieles, lo que demerita su calidad en el mercado orgánico. México es uno de los 

principales exportadores de miel a nivel mundial, siendo uno de sus principales mercados el 

continente Europeo, donde los transgénicos no son muy bien vistos, por lo que la 

problemática antes mencionada, deriva en el rechazo del producto en el mercado 

internacional, con un consecuente impacto negativo para los apicultores. Por todo lo 

anterior, es importante el estudio de la problemática de mieles contaminadas con polen 

transgénico, ya que es necesario conocer los alcances y el grado de contaminación que 

hasta el momento se han producido gracias a los cultivos de organismos genéticamente 

modificados en nuestro país. 

   2.3. Hipótesis 

Si al analizar el ADN del polen de miel de abeja (Apis miellifera) es encontrada la 

secuencia del promotor CaMV y/o el terminador  T-Nos, entonces se podrá deducir que se 

trata de polen proveniente de organismos genéticamente modificados.  
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   2.5. Material  

     2.5.1. Material biológico 

Para llevar a cabo el estudio se consiguieron doce muestras de miel de abeja tanto en 

mercados como en centros comerciales de diferente procedencia, estas se muestran en el 

cuadro 2.1.  
Cuadro 2.1. Muestras de miel de abeja analizadas  

Nº muestra Marca Nomenclatura Procedencia 

1 Realkab R Yucatán 
2 *SM C4 Estado de México (FESC C4) 
3 Carlota CA *NR 
4 *SM K Estado de México 
5 Abel Ha AH Yucatán 
6 Nutrisa N *NR 
7 *SM SL San Luis Potosí 
8 Muuk´Kaab MK Yucatán 
9 Karo Ka *NR 
10 *SM X Xochimilco 
11 *SM CY Coyoacán 
12 *SM A Estado de México (Atizapán) 

                                                                                                         *SM: Sin marca 
                                                                                                              *NR: No reportado 

     2.5.2. Reactivos  

A continuación se presentan los reactivos utilizados para cada uno de los métodos. 

 

Extracción de polen de la miel 

 Agua destilada. 

 Perlas de vidrio. 

 

Extracción de ADN 

 Solución de lisis (Tris-base 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 250 mM, SDS 0.3%, pH=8). 

 Enzima proteinasa K Promega®. 

 Mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico, en proporción 25:24:1. 

 Etanol frío. 

 Agua libre de nucleasas. 
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 Kit para PCR Promega®, el cual contiene: Mezcla Master Mix (50 unidades de Taq 

ADN polimerasa, 400 µM de cada dNTP y 3 mM de MgCl2). 

 Agua libre de nucleasas.  

 Cebadores frontal (F) y reverso (R). 

 ADN del polen de todas las muestras de miel (concentración de 40-80 ng/µL). 

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (directa) 

 Kit para PCR directa Thermo Scientific Phire Plant Direct®, el cual contiene: un buffer 

que incluye dNTPs y 1.5 mM de MgCl2 (2X Phire Plant PCR Buffer), una enzima 

(Phire Hot Start II DNA Polymerase) y un buffer de dilución. 

 Agua libre de nucleasas.  

 Cebadores frontal (F) y reverso (R). 

 

Electroforesis 

 Agarosa Gibco ERL.  

 Tris acetato y EDTA (TAE 1X) como solución buffer, pH=8. 

 Bromuro de etidio (BrEt). 

 Marcador de peso molecular Promega®. 

 Tinte cargador azul/naranja 6X Promega®. 

 

     2.5.3. Equipo 

 Balanza analítica electrónica, Sartorius. 

 Juego de micropipetas Rainin de 0.5-1000 µL. 

 Agitador Vortex Genie K-550-G. 

 Microcentrífuga Minispin plus Eppendorf. 

 Termoblok Thermomixer compact Eppendorf. 

 Nanoespectrofotómetro Accesolab ND-1000. 

 Termociclador. 

 Horno de microondas Mirage JMI-010 

 Cámara de electroforesis. 
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 Trasluminador de luz UV Cleaver Scientific LTD. 

 Equipo de fotografía para luz UV Kodac Digital Science. 

 

   2.6.  Métodos 

     2.6.1. Extracción de polen  

Antes de realizar la extracción de ADN, se desarrolló el método descrito por Narváez 

(2013) para la obtención de polen, basado en diluciones, centrifugaciones y lavados, con el 

fin de eliminar los azúcares y otros componentes naturales de la miel, mismo que se 

describe a continuación:  

Se colocaron 50 mL de miel en un vaso de precipitado y se añadieron 50 mL de agua 

destilada, se mezcló y calentó a 70 °C durante 10 minutos. Enseguida se dividió la mezcla 

bien homogeneizada en 7 tubos de 14 mL cada uno. Se llevó a centrifugación a 4 500 rpm 

durante 30 minutos (revisando que se formara un pellet en las paredes de los tubos), 

posteriormente se decantó el sobrenadante y se resuspendió el pellet de cada tubo con 1 mL 

de agua destilada. Se mezcló el volumen de los 7 tubos en uno solo y se realizó una 

segunda centrifugación a 4 500 rpm, esta vez durante 15 minutos. Se decantó el 

sobrenadante y nuevamente se resuspendió el pellet con 1mL de agua destilada para 

realizar una última centrifugación a 4 500 rpm durante 10 minutos. Finalmente se decantó 

el sobrenadante (el pellet obtenido contenía el polen de la muestra de miel) y se agregó 200 

µL de agua destilada, se agitó y se trasladó la muestra a un tubo Eppendorf estéril de 2 000 

µL. Algunas características que proporcionan su estructura química a los gránulos de polen 

son resistencia, dureza y flexibilidad, por lo cual una vez extraído el polen de la miel, se 

adicionó perlas de vidrio y se dejó reposar durante el resto del día y la noche, lo cual ayudó 

con la disrupción de la pared y membrana celulares de los gránulos de polen, facilitando de 

este modo la liberación del ADN de interés. 

     2.6.2. Extracción de ADN a partir del polen 

Para la extracción de ADN de las muestras de polen, se lleva a cabo el protocolo descrito 

por Sambrook y Russel (2001) el cual se basa en la disolución del tejido de la muestra 

usando detergentes y una enzima proteinasa, extracción de proteínas y polisacáridos con 
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ayuda de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, y finalmente la precipitación de ADN con 

etanol. A continuación se presenta a detalle el protocolo antes mencionado. 

A la muestra de polen obtenida se adicionaron 1 250 µL de solución de lisis (Tris-base 

50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 250 mM, SDS 0.3%, pH=8) y se agitó con ayuda del Vortex 

(Figura 2.1) con el fin de homogeneizar la muestra. Posteriormente se adicionaron 7 µL de 

enzima proteinasa K y se incubó a 50°C a 300 rpm durante dos horas en el Termoblok 

(Figura 2.2) con el fin de activar la enzima y una hora más a 60°C a 300 rpm para 

desactivarla.  

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la extracción de proteínas y polisacáridos, se adicionaron 250 µL de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico a la muestra con la enzima inactiva y se mezcló suavemente 

por inversión de forma manual, posteriormente se llevó a centrifugación a 10 000 rpm 

durante 10 minutos con ayuda de la microcentrífuga (Figura 2.3).  

 

 

Figura 2.1. Agitador 
Vortex Genie K-550-G 

Figura 2.2. Termoblok  
Thermomixer compact eppendorf 

Figura 2.3. Microcentrífuga 
Minispin plus eppendorf 
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Enseguida se observó una separación de fases, de la cual se recuperó cuidadosamente la 

parte acuosa superior, la cual contenía el ADN y ésta se trasladó a dos nuevos tubos 

eppendorf estériles. Finalmente para la precipitación de ADN, se adicionaron 1 000 µL de 

etanol frío a cada tubo que contenía el ADN recuperado y se mezcló suavemente por 

inversión de forma manual, enseguida se llevó a centrifugación a 10 000 rpm durante 10 

minutos, posteriormente se decantó el etanol y se dejó secar el ADN colocando los tubos en 

el termoblok a una temperatura de 37°C durante aproximadamente una hora. Por último, se 

adicionó 50 µL de agua libre de nucleasas para resuspender el ADN y se agitó suavemente 

de forma manual para  lograr su completa disolución. La extracción de ADN se realizó por 

duplicado para cada una de las muestras en estudio.    

     2.6.3. Cuantificación de ADN por absorbancia a 260/280 nm 

El método más común para cuantificar ADN es por una medición de absorbancia. Los 

ácidos nucleicos absorben luz a una longitud de onda de 260 nm, por lo que la 

concentración de estos suele determinarse midiendo a 260 nm y comparando con un blanco 

(Somma, 2007). Este método es útil para preparaciones de ácidos nucleicos altamente 

puras, pues se detecta cualquier compuesto que absorbe la luz significativamente a 260 nm, 

lo cual incluye: ADN, ARN, EDTA y fenol. La relación de absorbancia 260 nm se utiliza 

como prueba de contaminación de una preparación de ADN y ARN con proteínas, puesto 

que los aminoácidos aromáticos absorben luz a 280 nm. En este caso, sólo un nivel 

significativo de proteína en la preparación puede causar un cambio significativo en la 

relación de absorbancia de ambas longitudes de onda (Sambrook  y Russell, 2001).  

Para cuantificar la cantidad de ADN, las lecturas se toman a 260 y 280 nm. La relación 

entre las lecturas proporciona un estimado de la pureza de los ácidos nucleicos. 

Preparaciones puras de ADN tienen valores de 1.8, mientras que valores de/o por encima de 

2, muestran la existencia de preparaciones puras de ARN. Si existe contaminación 

significativa con fenol o proteínas, la relación 260/280 será menor de 1.7, entonces no es 

posible cuantificar el ADN presente en la solución (Sambrook y Russell, 2001). A 

continuación se describe el método: 

La cuantificación de ADN obtenido en el punto 2.5.1 se llevó a cabo en un 

nanoespectrofotómetro (Figura 2.4), el cual se encontraba conectado a una computadora. 
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En primer lugar fue necesario calibrar el equipo colocando 2 µL de agua libre de nucleasas 

en el brazo del mismo, a continuación se ingresó al programa Nanodrop y se seleccionó la 

opción de ácidos nucleicos, se limpió el sensor con ayuda de un pañuelo y se colocó 

nuevamente 2 µL de agua libre de nucleasas, se registró como blanco y se corrió el 

programa (todos los valores debían dar cero). Posteriormente se colocaron 2 µL de la 

muestra de ADN  a cuantificar  y se corrió el programa, finalmente se obtuvo y registró la 

concentración de ADN proporcionada por la relación 260/280.  

 

 

     2.6.4. Localización de las secuencia de CaMV y T-NOS 

Para localizar el gen de la secuencia de los cebadores disponibles para la identificación de 

transgénicos, la posición de la misma y el tamaño del amplificado, se empleó el programa 

bioinformático Mitomap (ver anexo), en el cual se encontró la secuencia del promotor del 

Virus del Mosaico de la Coliflor en el gen CaMVgp7, ubicando el cebador frontal de la 

posición 7 190 a la 7 208 y para el cebador reverso de la posición 7 366 a la 7 385 dando 

como resultado un amplificado de 195 pares de bases. En el caso de la secuencia de T-NOS 

localizada en el gen que codifica la Nopalina Sintetasa, el cebador frontal se ubicó de la 

posición 1 885 a  la 1 904 y en el caso del cebador reverso de la posición 2 045 a la 2 064, 

dando como resultado un amplificado de 180 pares de bases.  

 

Figura 2.4. Nanoespectrofotómetro 
Accesolab ND-1000 
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     2.6.5. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Preparación de la reacción 

La estandarización de las concentraciones de los componentes principales de la reacción 

(cebadores y ADN) es fundamental para preparar la reacción. Los cebadores deben ser 

solubilizados a una concentración de 25 µM (para ello, se diluyeron 2 µL de cebador 

concentrado en 18 µL de agua libre de nucleasas). Mientras que el ADN requiere una 

concentración baja (40-80 ng/µL) puesto que, teóricamente, una sola copia de ADN es 

suficiente para una adecuada amplificación. 

En el cuadro 2.2 se muestran los cebadores utilizados para la identificación de 

organismos genéticamente modificados, los cuales fueron tomados de Paredes (2013).  

Cuadro 2.2.  Cebadores utilizados para la detección de transgénicos  

Especie Secuencia del cebador Tamaño del          

amplificado (pb) 

Promotor CaMV 35S 
(Virus del Mosaico de 

la Coliflor) 

F 5´-GCT CCT ACA AAT GCC ATC A-3´  
195 R 5´-GGA TAG TGG GAT TGT GCG TC-3´ 

Terminador T-NOS 
(Terminador de la 

Nopaline Sintetasa) 

F 5´-GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG-3´  
180 R 5´-TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA-3´ 

Fuente: Paredes, 2013. 

 

La preparación de la reacción se realizó en tubos eppendorf para PCR de 25 µL 

(previamente esterilizados). En el cuadro 2.3 se muestran los componentes de la reacción, 

según el protocolo que precisa el kit de PCR. 

Cuadro 2.3. Componentes de la PCR 

Componente Volumen (µL) 

Mezcla master mix 12.5 
Cebador frontal 0.5 
Cebador reverso 0.5 

ADN 1.5 
Agua libre de nucleasas 10 

Volumen total de la reacción 25 
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Cabe mencionar que para cada reacción de PCR se incluyó una muestra blanco (no contenía 

ADN) y un control positivo (ADN genéticamente modificado). 

Etapas y ciclos de la reacción 

La programación del termociclador (Figura 2.5) se realizó de acuerdo a los cebadores 

utilizados.  

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 2.6 se muestran las condiciones del programa de PCR utilizado para la 

detección de polen genéticamente modificado en miel de abeja. Programa propuesto por 

Paredes (2013).  

 

 

 

     

    

Figura 2.6. Programa de PCR utilizado para la detección de polen genéticamente modificado. 

Figura 2.5. Termociclador  
Apollo instrumentation ATC 401 
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      2.6.6. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) directa 

        2.6.6.1. Detección de material vegetal en muestras de miel 

Para confirmar la presencia de material vegetal en las muestras de miel en estudio, se 

contó con la ayuda de un kit especial para plantas “Thermo Scientific Phire Plant Direct 

PCR”, con el cual fue posible llevar a cabo la reacción de forma directa, sin necesidad de 

una extracción previa del ADN de la muestra. Esto con el fin descartar aquellas muestras 

que presentaran ausencia de material vegetal, ya que de este es de donde podría provenir el 

ADN genéticamente modificado, transmitido por las abejas a la miel a través del polen, lo 

que daría como resultado una miel con contenido transgénico (Court of Justice of the 

European Union, 2013). 

El único pre tratamiento realizado antes de llevar a cabo la PCR, fue la dilución de cada 

muestra de miel en un buffer de dilución que incluía el kit, esto con el fin de optimizar la 

liberación de ADN de cada una de las muestras durante la lisis celular que ocurre en la 

primera etapa de la PCR. Para ello se colocaron aproximadamente 5µL de miel en un tubo 

eppendorf y se adicionaron 20 µL de buffer de dilución, enseguida se dio vortex a la 

muestra y se dejó reposar por 6 minutos. Pasado dicho tiempo  la muestra estuvo lista para 

ser utilizada para preparar la reacción, la cual se llevó a cabo como se muestra en el cuadro 

2.4. 

Cuadro 2.4. Componentes de la PCR directa para la detección de material vegetal 

Componente Volumen (µL) 

2X Phire Plant PCR Buffer 10 
Control primer mix 0.4 

Phire Hot Start II DNA Polymerase 0.4 
ADN 1.0 

Agua libre de nucleasas 8.2 
Volumen total de la reacción 20 

 

Los cebadores universales para plantas (Cuadro 2.5) que codifican para la región del 

ADN del cloroplasto y que amplifican  a 297 pares de bases  se incluían en el kit como una 

mezcla de los mismos. 
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Cuadro 2.5. Cebadores universales para plantas 

 

Etapas y ciclos de la reacción 

En la figura 2.7 se muestran las condiciones del programa de PCR utilizado para la 

detección de material vegetal en las muestras de miel de abeja.  

 

 

        

 

        2.6.6.2. Detección de Organismos Genéticamente Modificados  

La PCR directa para la detección de transgénicos, fue también realizada con el kit para 

plantas “Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR”, siguiendo el pre tratamiento descrito 

en el punto 2.5.4.1., pero en este caso utilizando los cebadores del promotor CaMV y el 

terminador T-NOS. Los componentes de la reacción se muestran en el cuadro 2.6. 

Las condiciones de la reacción fueron las mismas que se muestran en la figura 2.6 tanto 

para la detección de CaMV como para T-NOS. 

 

 

Secuencia del cebador 
Tamaño del          

amplificado (pb) 

Región para la 

que codifica 

F 5´-AGTTCGAGCCTGATTATCCC-3´ 
297 Cloroplasto 

R 5´-GCATGCCGCCAGCGTTCATC-3´ 

Figura 2.7. Programa de PCR  utilizado para la detección de material vegetal en miel de abeja. 
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Cuadro 2.6. Componentes de la PCR directa para la detección de transgénicos 

Componente Volumen (µL) 

Phire Plant PCR Buffer 10 
Cebador frontal 0.5 
Cebador reverso  0.5 

Phire Hot Start II DNA Polymerase 0.4 
Muestra de miel en buffer de dilución 1 

Agua libre de nucleasas 7.6 
Volumen final 20 

 

     2.6.7. Electroforesis 

Para poder llevar a cabo el análisis de los productos de la PCR se empleó la técnica de 

electroforesis en gel de agarosa al 3%, la cual se describe a continuación: 

En primer lugar se realizó la preparación del gel de agarosa en una cámara de 50 mL, 

para ello, se pesaron 1.5 g de agarosa y se agregaron 50 mL de TAE 1X, para poder 

disolver perfectamente la agarosa se calentó la disolución en el horno de microondas 

durante aproximadamente 1 minuto en intervalos de tiempo de 10 segundos, con el fin de 

evitar que por efecto de la ebullición esta se evaporara, posteriormente se dejó enfriar hasta 

una temperatura cercana a la ambiente (durante 10-15 minutos), se agregó una gota de 

bromuro de etidio (colorante fluorescente, que tiene la capacidad de intercalarse en el 

ADN, permitiendo la tinción del mismo en el gel) y se homogenizó manualmente. Una vez 

cerradas las aperturas laterales del soporte del gel, se vertió la disolución de agarosa en el 

soporte evitando la formación de burbujas, inmediatamente después se colocó el peine y se 

esperó a que solidificara el gel para poder retíralo. Por último, se colocó el soporte con el 

gel en la cámara de electroforesis y se adicionó TAE 1X a la cámara, de modo que el gel 

quedara completamente cubierto.  

Una vez preparado el gel, se prosiguió a cargar las muestras como se muestra en el 

esquema representativo de la figura 2.8. En el primer posillo del gel de agarosa, se 

colocaron 3 µL de marcador de peso molecular.  Sobre un parafilm se colocaron 3 µL de  

tinte cargador azul/naranja, 3 µL de bromuro de etidio y 5 µL del  producto de la PCR, 

estos tres se mezclaron con ayuda de una micropipeta (evitando la formación de burbujas), 

y con la misma se depositó la mezcla en el posillo correspondiente en el gel de agarosa 
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(repitiendo el mismo procedimiento para el resto de las muestras). Una vez que se 

terminaron de cargar las muestras se cerró la cámara de electroforesis, se conectó a la 

fuente de poder, se encendió, se programó la energía potencial eléctrica requerida  y se dejó 

correr hasta que el tinte cargador recorrió 2/3 partes del gel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, la visualización del gel de electroforesis se realizó con ayuda del 

transluminador y el equipo de fotografía para luz UV (Figura 2.9).  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8. Esquema representativo de la 
carga de muestras en gel de agarosa 

Figura 2.9. Trasluminador de luz UV 
Cleaver Scientific LTD 
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CAPÍTULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

   3.1. Objetivo particular 1.  

          Obtención de polen 

La obtención del polen de todas las muestras de miel se logró con ayuda del método 

basado en diluciones, centrifugaciones y lavados a fin de eliminar los azúcares y otros 

componentes naturales de la miel presentes (que pudieran haber afectado la extracción de 

ADN), propuesto por Narváez (2013). Gracias a la metodología antes mencionada, se 

obtuvieron pellets de todas las muestras, como el que se muestra en la figura 3.1., los cuales 

contenían el polen de interés utilizado para llevar a cabo la extracción del material genético.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   3.2. Objetivo particular 2.  

          Obtención y cuantificación de ADN del polen de la miel 

Para poder llevar a cabo la PCR de una forma eficiente, es necesario contar con una 

concentración de ADN no muy alta, pero suficiente (60 ng/µL) que permita la réplica del 

material genético y al mismo tiempo la correcta hibridación de los cebadores durante la 

reacción, por lo que una vez realizada la extracción de ADN del polen de cada una de las 

muestras, se realizó la cuantificación de las mismas. 

En la cuarta columna del cuadro 3.1 se muestran las concentraciones de ADN obtenidas 

inmediatamente después de la extracción, las cuales se observa que fueron de 343.6 a         

1 176.9 ng/µL, por lo que fue necesario diluirlas con agua libre de nucleasas, de modo que 

se obtuviera una concentración de 60 ng/µL o cercana a esta. 

Pellet 

Figura 3.1. Esquema representativo del pellet de polen obtenido a 
partir de las muestras de miel. 
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Cuadro 3.1. Pureza y concentración de las muestras de ADN extraídas 

  Concentración inicial Concentración final 

Muestra Nomenclatura 260/280 ng/µL 260/280 ng/µL 

Karla K 1.72 429.6 1.61 69.3 
Atizapán A 1.75 1 176.9 1.75 53.2 

Karo KR 1.79 1 105.9 1.79 51.7 
Muuk´Kaab MK 1.73 343.6 1.69 62.0 

Nutrisa N 1.74 379.3 1.72 73.9 
Abel Ha AH 1.62 624.7 1.61 56.7 

Xochimilco X 1.75 469.1 1.69 56.3 
Realkab R 1.60 1 063.0 1.56 53.3 
Carlota CA 1.54 879.1 1.53 55.6 

Campo 4 C4 1.62 843.5 1.59 66.4 
 

En la sexta columna se pueden apreciar las concentraciones finales que resultaron ser de 

51.7 a 73.9 ng/µL. En la tercer y quinta columna se observa la pureza del ADN obtenido 

mediante la relación 260/280; teóricamente un valor de 1.8 nos indica una pureza óptima, y 

como se muestra en el cuadro, se obtuvieron valores por debajo del mismo, lo cual 

teóricamente significa la presencia de proteínas, sin embargo, la miel es un producto con un 

mínimo contenido en proteínas en su composición química, por lo que es más probable la 

presencia de fenol, isopropanol o etanol no eliminados por completo durante la extracción. 

Ya que la pureza obtenida mediante la relación 260/280 no resultó ser la más adecuada, 

se decidió llevar a cabo una electroforesis en un gel de agarosa al 1%, donde se corrieron 

las 10 muestras y sus duplicados para observar la integridad del ADN extraído, esto con el 

fin de seleccionar los ADN más íntegros y poder utilizarlos en la PCR. Los resultados de 

esta prueba se muestran en las figuras 3.2 y 3.3. 

En el primer gel de la figura 3.2 se puede observar que en la parte inferior de los pocitos 

del gel se alcanza a visualizar en algunos casos una ligera banda que representa la presencia 

de ADN (carriles K-1, K-2, A1, A2, MK-1, MK-2, N1 y N2) de las muestras evaluadas, sin 

embargo, sólo una de las muestras y su repetición (MK-1 y MK-2) se observa íntegra y 

pura, ya que el resto presentan barridos, los cuales se deben a la presencia de ARN, pues el  

método de extracción con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico es empleado para ácidos 

nucleicos en general y no solo para ADN.  
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Figura 3.3. Gel de agarosa (1%) para confirmar la presencia de ADN en 
muestras de miel (Abel Ha, Xochimilco, Realkab, Carlota, Campo 4)  y sus 
repeticiones, extraídas mediante protocolo de Sambrook. 

 

ADN 

Por otro lado, para las muestras ubicadas en los carriles KR-1 y KR-2 no se apreció la 

presencia de ADN, únicamente barridos que representan al ARN. 

 

 
 

 

 

En el segundo gel de la figura 3.3 se observa la presencia de ADN en los carriles AH-1, 

AH-2, X-1 y X-2 de las cuales ninguna resultó ser íntegra ni pura.  

 

 

 

 

 

Por otro lado, para las muestras localizadas en los carriles R-1, R-2, CA-1, CA-2, C4-A y 

C4-2 no se observó ninguna banda, lo cual indicó la ausencia de ADN, únicamente fue 

K-1    K-2    A-1    A-2    KR-1  KR-2  MK-1 MK-2  N-1   N-2 

 AH-1  AH-2    X-1    X-2     R-1    R-2     CA-1  CA-2  C4-1  C4-2 

Figura 3.2. Gel de agarosa (1%) para confirmar la presencia de ADN en 
muestras de miel (Karla, Atizapán, Karo, Muuk´Kaab, Nutrisa)  y sus 
repeticiones, extraídas mediante protocolo de Sambrook. 

 

ADN 
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Figura 3.4. Gel de agarosa (1.5%) para confirmar la presencia de material vegetal 
en las muestras de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular de 100 pb, 
(C+) control positivo, (B) blanco, (R) miel Realkab, (C4) miel de FESC Campo 4, 
(CA) miel Carlota, (K) miel Karla, (AH) miel Abel Ha, (N) miel Nutrisa. 

posible la apreciación de  barridos de ARN, lo cual indicó que con el método de extracción 

de Sambrook no se logró una eficiente extracción de material genético. 

    3.2.1. Detección de material vegetal en muestras de miel 

Debido a que se observó que con el método de extracción de Sambrook no se logró la 

obtención de muestras de material genético puro que permitieran asegurar la confiabilidad 

de los resultados, se optó por realizar una prueba de PCR directa con ayuda del kit “Thermo 

Scientific Phire Plant Direct PCR” para confirmar la presencia de ADN de material vegetal 

en las muestras de miel en estudio y por otro lado se corroboró la integridad y 

funcionalidad de los cebadores universales para plantas, incluidos en el kit. Los resultados 

de la prueba se muestran en las figura 3.4 y 3.5. 

 

 

 

  

 

 

En el gel de la figura 3.4 se observa el amplificado de las seis muestras a 297 pares de 

bases, amplificado esperado con los cebadores universales para plantas, sin embargo, se 

pueden apreciar bandas más definidas que otras, lo que indica un mayor contenido de ADN 

vegetal, como en el caso de las muestras de miel ubicadas en los carriles C4, N, AH, R y 

CA respectivamente, mientras que en el carril K apenas se alcanza a distinguir el ADN de 

la muestra. 

Para el gel de la figura 3.5 se confirmó la presencia de ADN vegetal en las muestras 

ubicadas en los carriles A, MK, SL, KR y X, en orden de mayor a menor contenido vegetal 
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Figura 3.5. Gel de agarosa (1.5%) para confirmar la presencia de material 
vegetal en las muestras de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular 
de 100 pb, (C+) control positivo, (B) blanco, (SL) miel de San Luis Potosí, 
(MK) miel Muuk´Kaab, (KR) miel Karo, (X) miel de Xochimilco, (CY) miel 
de Coyoacán, (A) miel de Atizapán. 

según la definición de las bandas. En el caso de la miel de Coyoacán (CY) no se distingue 

ninguna banda, sin embargo, no se puede asegurar la ausencia de ADN, ya que cabe la 

posibilidad de que durante la reacción no se haya llevado a cabo una correcta lisis celular 

que permitiera la completa liberación del material genético, esto debido a la complejidad de 

la estructura química del polen, lo cual pudo resultar en una deficiente cantidad de ADN 

disponible para completar la  reacción de PCR directa.  

 
  

 

 

 

   3.3. Objetivo particular 3.  

          Selección de cebadores para la detección de transgénicos 

Para la identificación de organismos genéticamente modificados fueron utilizados dos 

pares de cebadores disponibles en el laboratorio y utilizados con anterioridad para la 

detección de transgénicos en otras variedades de alimentos, mismos que amplifican para las 

regiones derivadas del promotor del Virus del Mosaico de la Coliflor  (CaMV 35S) y el 

terminador de la Nopaline Sintetasa de Agrobacterium tumefasciens (T-NOS). Cabe señalar 

que la selección de dichos cebadores fue basada con anterioridad en el trabajo elaborado 

por Karamollaoglu (2009).    

   3.4. Objetivo particular 4.  

          Amplificación de los cebadores de CaMV y T-NOS para el control positivo 

Para comprobar la amplificación de las zonas de interés en función de los cebadores 

previamente diseñados para la detección del promotor CaMV 35S y el terminador T-NOS, 
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se llevó a cabo la prueba de PCR con las muestras obtenidas en el objetivo particular 2,  

únicamente para aquellas en las que se pudo apreciar la presencia de  ADN, así como en las 

cuales se observó una mejor integridad del mismo, según lo observado en la figura 3.2 y 

3.3.  Para asegurar la presencia de material transgénico se emplearon como controles 

positivos ADN de maíz que contenía el gen de CaMV 35S y ADN de canola con el gen de 

T-NOS, los cuales habían sido previamente extraídos para el estudio de la presencia de 

transgénicos en otros alimentos y se encontraban disponibles en el laboratorio, únicamente 

se midió la pureza y concentración de los mismos lo cual se muestra en el cuadro 3.2.  

 

Cuadro 3.2. Pureza y concentración de los controles positivos para la detección de OGM 

Control positivo 260/280 ng/µL 

Maíz (CaMV 35S) 1.89 58.20  

Canola (T-NOS) 1.72 44.70 

 

Los resultados de la reacción de PCR evaluados mediante electroforesis se muestran en 

la figura 3.6 y 3.7. 

 
 

 

 

Como se observa en la figura 3.6 únicamente se aprecia el amplificado del control 

positivo para el promotor CaMV a 195 pares de bases, sin embargo, en ninguna de las 

muestras experimentales de ADN de miel seleccionadas se aprecia alguna banda que 

represente la presencia de material genéticamente modificado. 

Figura 3.6. Gel de agarosa (3%)  para corroborar la amplificación de los 
cebadores para CaMV 35S; MP (marcador de peso molecular de 100 pb); B 
(blanco);  C+ (control positivo); K (miel Karla); A (miel de Atizapán); MK (miel 
Muuk´Kaab); N (miel Nutrisa); HA (miel Abel Ha); X (miel de Xochimilco). 
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Lo mismo para la figura 3.7, en la cual se observa una banda a 180 pares de bases que 

representa el control positivo para el terminador T-NOS y ningún amplificado para las 

muestras de miel, a pesar de ello, no se descarta la posible presencia de alguno de los 

transgénes, ya que cabe la posibilidad de una deficiente cantidad y calidad del material 

genético de las muestras utilizadas para la PCR.  

Por otro lado, se pudo corroborar mediante esta prueba la presencia e integridad de 

material genético de los controles positivos para la detección de CaMV y T-NOS, así como 

la amplificación de las zonas de interés en función de los cebadores previamente diseñados 

para la detección de organismos genéticamente modificados, asegurando de este modo su 

correcta utilización. 

   3.5. Objetivo particular 5.  

          Detección de transgénicos en muestras de miel de abeja 

     3.5.1. Detección del promotor CaMV 35S en muestras de miel 

Para una mayor confiabilidad de resultados, la evaluación de las muestras para la 

detección de transgénicos se realizó por medio de PCR directa con ayuda del kit para 

plantas, en primer lugar se realizó la prueba para la identificación del transgen CaMV 35S, 

obteniendo los resultados que se muestran en los geles de las siguientes figuras.  

 

Figura 3.7. Gel de agarosa (3%)  para corroborar la amplificación de los 
cebadores para T-NOS; MP (marcador de peso molecular de 100 pb); B 
(blanco); C+ (control positivo); K (miel Karla); A (miel de Atizapán); MK (miel 
Muuk´Kaab); N (miel Nutrisa); HA (miel Abel Ha); X (miel de Xochimilco). 
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Como se puede observar en la figura 3.8, las bandas que representan amplificados de 

195 pares de bases demuestran la presencia del transgen CaMV 35S en las mieles de las 

marcas Realkab (R) y Habel Ha (AH), cabe destacar que ambas mielen registraron en su 

etiqueta ser recolectadas en Yucatán, uno de los estados con gran cantidad de plantaciones 

de soya genéticamente modificada (además de los estados de San Luís Potosí, Tamaulipas, 

Campeche, Veracruz, Chiapas y Quintana Roo), que año con año se han ido incrementando, 

gracias a los permisos otorgados para dicha actividad desde el año 2010 (CIBIOGEM, 

2013). Siendo el promotor CaMV 35S un transgén bastante común en especies 

genéticamente modificadas como el maíz y la soya (Holden y Levine, 2010). 

 
 

 

 

Figura 3.8. Gel de agarosa (3%) para la detección del transgen CaMV 35S en las 
muestras de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular, (C+) control 
positivo, (R) miel Realkab, (C4) miel de FESC Campo 4, (CA) miel Carlota, (K) 
miel Karla, (AH) miel Abel Ha, (N) miel Nutrisa, (B) blanco. 

Figura 3.9. Gel de agarosa (3%) para la detección del transgen CaMV 35S en las 
muestras de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular, (C+) control positivo, 
(SL) miel de San Luis Potosí, (MK) miel Muuk´Kaab, (KR) miel Karo, (X) Miel de 
Xochimilco, (CY) miel de Coyoacán, (A) miel de Atizapán, (B) blanco. 
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En la figura 3.9, se aprecian tres amplificados a la misma distancia que el control 

positivo, uno para la miel de la marca Karo (KR), y dos para las mieles provenientes de 

Xochimilco (X) y del estado de San Luis Potosí (SL). En el caso de estas dos últimas, en 

las cuales se observan amplificados de menor intensidad, puede atribuirse a una baja 

concentración del transgen en la muestra y/o a que probablemente al momento de llevar a 

cabo la reacción de PCR no haya habido suficiente ADN de las muestras. 

     3.5.2. Detección de terminador T-NOS en muestras de miel 

Al evaluar las muestras de miel en búsqueda del transgen T-NOS, se obtuvieron los 

resultados que se muestran en los geles de las siguientes figuras.  

 
 

 

 

La figura 4.0 nos muestra la ausencia del transgén en las muestras de miel cargadas en 

dicho gel, ya que el único amplificado que se observa es el del control positivo. Lo 

contrario para la figura 4.1, donde se alcanza a percibir un par de amplificados cercanos a 

200 pares de bases igual que el del control positivo (que amplifica a 180 pares de bases), lo 

que nos muestra la presencia del transgen T-NOS en la miel de la marca Muuk´Kaab (MK) 

proveniente del estado de Yucatán y la otra se trata de una miel adquirida en el estado de 

San Luis Potosí.  

Figura 4.0. Gel de agarosa (3%) para la detección del transgen T-NOS en las muestras 
de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular de 100 pb, (C+) control positivo, 
(R) miel Realkab, (C4) miel de FESC Campo 4, (CA) miel Carlota, (K) miel Karla, 
(AH) miel Abel Ha, (N) miel Nutrisa (B) blanco. 
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Siendo la miel proveniente de San Luis Potosí la única muestra que resultó ser positiva a 

la presencia tanto del promotor CaMV como del terminador T-NOS, no se puede asegurar 

la ausencia de algún otro promotor o terminador ya sea en las muestras que resultaron 

positivas a solamente uno de los transgenes en estudio o en las muestras que no se detectó 

la presencia de ninguno de estos, pues existen otros promotores y terminadores que son 

utilizados según la especie y las características que quieran ser conferidas a la misma.  

Cabe recordar que en el año 2012 fueron reportados en nuestro país problemas de 

rechazo por parte del mercado alemán, de mieles provenientes de la península de Yucatán 

con contenido de polen proveniente de soya genéticamente modificada. Por tal motivo se 

realizó en nuestro país un estudio ese mismo año para buscar la presencia de polen 

proveniente de soya y maíz genéticamente modificados, en mieles producidas en el estado 

de Yucatán, en el cual se detectó la presencia del promotor CaMV y el terminador T-NOS 

en una de las muestras analizadas (Gálvez y Quirasco, 2013).  Sin embargo, comparando 

los resultados obtenidos en ese entonces y los resultados obtenidos en el presente estudio, 

fue mayor la presencia tanto del promotor CaMV como del terminador T-NOS en las 

muestras analizadas en esta ocasión, los motivos pueden ser diversos en base al lugar y 

temporada en que fueron recolectadas las mieles utilizadas para cada estudio.  

Muchos son los factores que pueden causar la presencia de polen transgénico en las 

mieles, el simple hecho de que las abejas se posen sobre cualquier flor, hace posible que el 

Figura 4.1. Gel de agarosa (3%) para la detección del transgen T-NOS en las muestras 
de miel en estudio; (MP) marcador de peso molecular de 100 pb, (C+) control positivo, 
(SL) miel de San Luis Potosí, (MK) miel Muuk´Kaab, (KR) miel Karo, (X) miel de 
Xochimilco, (CY) miel de Coyoacán, (A) miel de Atizapán, (B) blanco. 
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polen de la misma se adhiera al cuerpo de las abejas, llevándolo hacia la colmena, y si a 

esto se le suma la coincidencia entre el periodo de floración de cultivos transgénicos y la 

actividad apícola, aumentan las posibilidades de transferencia de material genéticamente 

modificado a las colmenas en aquellos estados donde además de producir miel, se permiten 

este tipo de cultivos. Otro factor podría ser la misma alimentación de las abejas, ya que en 

algunos casos los apicultores complementan la dieta de las abejas con harina de soya como 

suplementación proteica (Álvarez, 2002), lo cual hace posible que soya genéticamente 

modificada pueda llegar a la miel si se tratara además de harina elaborada con soya 

transgénica.  

Finalmente, en el cuadro 3.3 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en este 

estudio para la presencia y/o ausencia de los transgenes CaMV y T-NOS. 

Cuadro 3.3. Resumen de resultados para la presencia de CaMV y T-NOS 

Muestra Promotor CaMV 35S Terminador T-NOS 

Realkab Presente Ausente 

FESC C4 Ausente Ausente 

Carlota Ausente Ausente 

Karla Ausente Ausente 

Abel Ha Presente Ausente 

Nutrisa Ausente Ausente 

San Luis Potosí Presente Presente 

Muuk´Kaab Ausente Presente 

Karo Presente Ausente 

Xochimilco Presente Ausente 

Coyoacán Ausente Ausente 

Atizapán Edo. Méx. Ausente Ausente 
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CONCLUSIONES 

 

El método de extracción de polen de la miel utilizado resultó ser de utilidad, ya que se 

logró la obtención de polen de todas las muestras de miel, sin embargo, lo que no resultó 

ser muy adecuado para la extracción del ADN a partir del polen fue el método de 

Sambrook, pues se obtuvieron mínimas cantidades de material genético que además no fue 

puro, por lo cual no fue de utilidad para la detección de transgénicos. Esto se atribuye a la 

complejidad estructural del polen, lo cual requiere otro método de extracción que favorezca 

una adecuada lisis celular que permita la liberación del ADN. 

El kit especial para plantas “Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR”, resultó ser de 

gran ayuda para optimizar el proceso durante la búsqueda de Organismos Genéticamente 

Modificados, pues permitió llevar a cabo la PCR de forma directa con la miel.  

Los cebadores disponibles en el laboratorio para la detección de los transgenes CaMV 

35S y T-NOS hicieron posible la detección de ADN transgénico en algunas de las muestras 

en estudio, por lo cual se concluye que los cebadores fueron bien diseñados para cumplir 

dicho fin. 

La mitad de las muestras en estudio resultó ser positiva a la presencia de polen 

transgénico, en cuatro de ellas se detectó únicamente la presencia de la secuencia del 

promotor CaMV 35S, dos de ellas provenientes de Yucatán, en cuanto a las otras dos 

muestras, se desconoce el estado de procedencia de las mismas. Por otro lado, solo en una 

muestra se detectó únicamente la presencia de la secuencia del terminador T-NOS, miel 

proveniente también del estado de Yucatán; y por último, en una se detectó tanto al 

promotor como al terminador, la cual fue una muestra adquirida en el estado de San Luis 

Potosí. Con los resultados obtenidos, se cumple con la hipótesis establecida, la cual 

planteaba que si al analizar el ADN del polen de miel de abeja (Apis miellifera) se 

encontraba la secuencia del promotor CaMV y/o el terminador  T-Nos, entonces se podría 

deducir que se trataba de polen proveniente de organismos genéticamente modificados.  

   Es importante mencionar que en ninguna de las mieles etiquetadas, en las cuales se 

detectó la presencia de polen transgénico, se mencionaba la posible presencia del mismo, 
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esto pudo deberse incluso a que los mismos productores lo desconocían,  sin embargo, 

siendo México uno de los principales productores y exportadores, es indispensable el 

análisis de las mieles producidas para detectar la presencia de material genéticamente 

modificado, sobre todo en aquellos estados productores donde se reporta el permiso para la 

siembra de este tipo de cultivos, y en los casos que resulten positivas a la presencia de 

polen transgénico, sea obligatoria su declaración en la etiqueta, como lo indica la Ley de 

Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados, y de este modo, sean los 

consumidores quienes decidan si consumen o no un producto de este tipo. 

Es ahí donde este trabajo toma relevancia, al dejar una propuesta abierta para el análisis 

de mieles previo a su consumo y exportación, ya que actualmente no existe algún método 

establecido en la legislación de nuestro país para la detección de miel transgénica. Útil 

también para aquellos laboratorios dedicados a la búsqueda de transgénicos, pues plantea 

un método directo con la utilización de un kit para plantas, sin tener que realizar 

extracciones previas, con lo cual se ahorraría tiempo y gasto de reactivos, además de ser 

eficaz no solo para la miel, sino para el análisis de cualquier alimento de origen vegetal. 

Finalmente se recomienda que además del análisis para la detección de transgénicos en 

miel, una vez detectada la presencia, se realicen pruebas pertinentes para descartar posibles 

riesgos, como podrían ser casos de alergenicidad, y de este modo, asegurar la salud de los 

consumidores.  
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  GLOSARIO 

 

 Ácido desoxirribonucléico (ADN): Polímero de cadena larga de desoxinucleótidos, a 

su vez compuestos por pares de bases nitrogenadas. Soporte del código genético de 

todas las células vivas, a partir del cual se construyen las proteínas. Observado como 

una doble hélice formada por dos cadenas complementarias. 

 

 ADN Polimerasa: Enzima que tiene la capacidad de sintetizar la cadena 

complementaria de un ADN molde de cadena sencilla. La síntesis sólo se extiende a 

partir de secuencias de doble cadena ya existentes, a través de un molde de cadena 

sencilla. 

 

 ADN recombinante (ADNr): ADN formado por la unión artificial y deliberada, in 

vitro, del ADN de diferentes especies, mediante técnicas de ingeniería genética. 

 

 Alineamiento: Unión de hebras individuales de ADN en pares comunes según sus 

bases complementarias. 

 

 Amplificación (de ADN): Incremento  del número de copias de una secuencia de 

nucleótidos, utilizando la Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

 

 Anfolito: Moléculas que actúan como anfóteros, es decir, como ácidos y como bases. 

 

 Biotecnología: Se refiere a toda aplicación tecnológica que utilice sistemas biológicos 

y organismos vivos o sus derivados para la creación o modificación de productos o 

procesos para usos específicos. 

 

 Cebadores: Oligonucleótidos que se unen a una secuencia complementaria de ADN e 

inician la Reacción en Cadena de la Polimerasa. 
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 Desnaturalización: Cambio de la conformación nativa de un biopolímero. Esta puede 

ser inducida por el aumento de la temperatura y / o presión o mediante la adición de un 

reactivo químico. La desnaturalización puede ser reversible  o irreversible. 

 

 Gen: Es la unidad hereditaria que consiste en un segmento de ADN que contiene 

cientos de miles de nucleótidos, y que se encuentra dentro de los cromosomas. Un gen 

codifica para una proteína específica. 

 

 Gen exógeno: Gen de un organismo que puede ser incorporado en el genoma de otro 

organismo. 

 

 Genoma: Se refiere a todo el ADN de un organismo incluido en sus genes, los cuales 

llevan la información para la fabricación de proteínas. 

 

 Genotipo: Información genética contenida en los genes que determinan las 

características de un organismo. 

 

 Ingeniería genética: Conjunto de técnicas que permiten manipular el material 

hereditario modificando, introduciendo o eliminando uno o más genes. 

 

 In vitro: Ambiente artificial, fuera de un organismo vivo.  

 

 Nucleótidos: Unidades monoméricas de las cuales está constituido el ADN, consta de 

una base púrica (adenina o guanina) o pirimídica (timina o citosina), un azúcar pentosa, 

y un grupo fosfato. 

 

 Organismo Genéticamente Modificado: Organismos vivos cuyas características han 

sido cambiadas, usando técnicas de Ingeniería Genética, para introducir genes que 

proceden de otras especies. 
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 Oligonucleótido: Fragmento corto de ADN, típicamente de 10-20 nucleótidos. 

Generalmente se refiere a moléculas de ADN de una sola hebra, sintéticos y utilizados 

como sonda o cebador. 

 

 Pares de bases (pb): Las bases de adenina (A) y timina (T), o de citosina (C) y guanina 

(G), unidas por enlaces de hidrógeno (A=T, o C≡G) a cadenas complementarias de 

ADN. 

 

 Polen: Granos que se hallan en los órganos masculinos de las flores. Considerado como 

un ingrediente natural de la miel. 

 

 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica que consiste en la 

amplificación de regiones particulares de ADN, utilizando cebadores que flanquean la 

región de ADN a amplificar y una ADN polimerasa (de la bacteria termófila Thermus 

aquaticus). Implica 30 o más ciclos de desnaturalización, hibridación y extensión hasta 

crear un gran número de copias de la secuencia de ADN de interés. 
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ANEXO 

Para corroborar que las secuencias de los cebadores a utilizar fueran correctas, se verificaron con ayuda del programa Gen Bank, el 

procedimiento se describe a continuación: 

1. Entrar a la página de NCBI, seleccionar la opción Nucleotide  y a continuación escribir el nombre de la especie Cauliflower 

mosaic virus (promotor CaMV 35S). Se selecciona el resultado del genoma de interés. 
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2. Para buscar el fragmento de interés en la secuencia seleccionada, dar click en la opción “Find in this Sequence” 
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3. En la parte inferior de la página, escribir la secuencia del cebador frontal de CaMV: GCTCCTACAAATGCCATCA, se oprime 

Find y el programa muestra la localización dentro del genoma. 
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4. Se prosigue a la búsqueda del cebador reverso de CaMV (GGATAGTGGGATTGTGCGTC) de la siguiente manera:     

GACGCACAATCCCACTATCC, se oprime Find y el programa muestra la localización dentro del genoma. 
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5. A continuación se realiza la búsqueda del genoma de Agrobacterium tumefaciens nopaline synthetase (terminador T-NOS). 
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6. Realizar la búsqueda de la secuencia del cebador frontal de T-NOS: GAATCCTGTTGCCGGTCTTG, oprimir Find y el 

programa muestra la localización dentro del genoma.  
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7. Finalmente se realiza la búsqueda de la secuencia del cebador reverso de T-NOS (TTATCCTAGTTTGCGCGCTA) de la 

siguiente manera: TAGCGCGCAAACTAGGATAA  oprimir Find y el programa muestra la localización dentro del genoma.  
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