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¢ Identificacion micobiotay frecuencia

Tabla 1. Frecuencia (Media £ DE) de hongos en maiz locro y avati-
moroti en distintos puntos de muestreo de area metropolitana de
Asuncion

Frecuencia (%)
Tipo de maiz |[Puntos de muestreo : . - . L.
Aspergillus spp. Fusarium spp. Penicillium spp.  Micelio estéril

. de Abasto 100+0¢ 0+0¢ 0+0c¢ 0+0c¢
. cuatro 11+8¢ 0+0¢ 0+0¢ 4+5cd
. Abasto Norte = 22+19¢ 0+0¢ 1+]1¢ 0+0¢
. de Luque n.a. n.a. n.a. n.a.
. de S. Lorenzo e L2 a.
. de Abasto 100+0¢ + +
. cuatro 60454
Avati moroti . Abasto Norte | 20+13f
. de Luque ’58+9OI
.de S. Lorenzo '£oiAdm———— -
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s» Deteccion de micotoxinas en maiz - ELISA

Tabla 2: Promedios de las concentraciones de micotoxinas en pg/kg de maiz avati-moroti y
locro proveniente de diferentes mercados, mediante ELISA.

Variedad Punto de muestreo Promedio de concentraciones (ug/kg) tDE
AEIONIER T2 Zearalenona Fumonisinas
totales
Avati moroti Abasto (1) 20,75+0.6*A <LOD 24,07+0,94 AL
Limpio (3) <LOD <LOD 25,22+3,0A 347,98+58,18 |
Luque (4) 1,67+0,2 CP < LOD 30,09+3,078 < LOD |
San Lorenzo (5) 6,65+1,5 B <LOD 21,64+1,6 329,65+36,88
Locro Limpio (3) 2,30+0,7 P <LOD 247+6,7#C <LOD
Mercado Cuatro (2) <LOD <LOD 34,88+1,98 <LOD
San Lorenzo (5) <LOD <LOD 22,69+2,04 <LOD

a< LOD (Limite de deteccion): 1 pg/kg, P< LOD (Limite de deteccion): 32 ug/kg, ¢< LOD (Limite de deteccion): 200 pg/kg,
*LMT (20ug/kg), # >LMT segun EFSAy ANVISA.
A.B.C Medias con letras diferentes son significativamente diferentes p< 0,05 - test Tukey.
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 La coocurrencia de aflatoxinas (AF) y fumonisinas (FUM) ha sido reportada por
estudios en Asia, Europa, Africa Sub-Sahara, Estados Unidos, América Central y en -
América del Sur: en Argentina, Brasil y Venezuela (34,74,174-176). B

ler reporte en PY: Co-contaminacion por AFy FUM
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»» Frecuencia Aspergillus sp.

Nigri
4%

Aspergillus
18%

Circumdati
2%

Flavi
76%

Figura 4: Frecuencia de las diferentes secciones del género
Aspergillus aislados de maiz avati-moroti y locro. Paraguay, ano

2016.
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*¢* Frecuencia Esclerocios

mm tipol-L
e tipo2-S
----------- Ausencia

Gran potencial de propagarse y mantenerse
en el agroecosistema

Total =211

Figura 5: Frecuencia de esclerocios tipo 1, tipo 2y

ausencia de A. flavus.
Esclerocios tipo 1 - L(>400um), tipo 2 - S (< 400um)

y ausencia. n = 211 aislados
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s+ Determinacion AFy CPA por MALDI-TOF MS

Camiletti et al. (2017), — maiz
en Argentina, 79% de los
aislados de Aspergillus seccion §

86% — aflatoxigénicos (n=96 aislados)

Chemotype Mycotoxins Ne Isolates |  flavi produjeron AFB y AFG, del
n (Frequency ¢ total 95%  demostraron |

I AFB, CPA 1 (1%) potencial toxigénico (168).

11 AFB, AFG, CPA 2 (2%) |* Probst et al. 2012: relatd que
111 ATB 17 (19%) cepas con estas caracteristicas
IV CPA 0 son mas virulentas, producen

v Non-producer 13 (14%) mayore.s concentraciones de
V] AEG 34 (379%) aflatoxinas.
VII AFB, AFG 24 (26%)
VIII AFG, CPA 1 (1%)

AFB: Atlatoxin B; AFG: Atlatoxin G; CPA: Cyclopiazonic Acﬁ

12 J
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+» Analisis perfil protedmico - MALDI-TOF MS

PCA Dendogram

No se I?grg’ separar aflatoxigénicos de no-aflatoxigénicos — Silva et al., 2015 y Rodrigues et al., 2011
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Figura 10: Dendograma de similitud de aislados de Aspergillus flavus basado en analisis de espectros de masa por
MALDI-TOF
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Resultados y Discusion - Caracterizacion Polifasica de Aspergillus seccion Flavi...

+» Caracterizacion molecular i
= || //
Asociacion Vilas ® |
filogeografica Xl \\ N\ . Argentina . |nglaterra
" LI + Brasil « Japon ‘
China » Madagascar

Indonesia
%\
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Figura 12: Red de haplotipos del gen calmodulina (545 pb) de

aislados de A. flavus de diversos origenes geograficos y su

w frecuencia absoluta.
Los circulos y los nimerds—emanes-indican diferentes haplotipos. El tamaifio de los circulos es proporcional a la frecuencia y cada barra

. P . . 14
perpendicular a la linea solida corresponde un paso mutacional.
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Nuestros resultados demostraron que la poblacion de A. flavus que se encuentra
contaminando maiz de consumo humano en Paraguay es muy heterogénea, asimismo, la

mayoria presenta potencial aflatoxigénico y producen esclerocios, lo que facilita su

dispersion y persistencia en el agroecosistema, sirviendo de alerta para posibles riesgos
relacionados con el consumo de maiz.

Ademas, se puede indicar que el enfoque polifasico es el recomendado para

identificacion de especies fingicas cripticas como Aspergillus seccion Flavi.




Under review

Article &
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fle  Species identification and mycotoxigenic potential of Aspergillus section Flavi isolated from maize marketed
in the Metropolitan Region of Asuncién, Paraguay

Section  Microbial Biotechnology
vecial Issue  Mass Spectrometry: An Undeniable Tool in Current Microbiology 2.0

Abstract  Zea mays var. amylacea and Zea mays var. indurata are maize ecotypes from Paraguay. Aspergillus ” M Vs
section Flavi is the main spoilage fungi of maize under storage conditions. Due to their large intraspecific
genetic variability, the accurate identification of this fungal taxonomic group is difficult. In the present study;,
potential mycotoxigenic strains of Aspergillus section Flavi isolated from Z. mays var. indurata and Z. mays
var. amylacea marketed in the Metropolitan Region of Asuncion were identified by a polyphasic approach. v
Based on morphological characters, 211 isolates were confirmed as belonging to Aspergillus section Flavi.
A subset of 92 strains was identified as Aspergillus flavus by mass spectrometry MALDI-TOF and classified
by MALDI-TOF MS into chemotypes based on their aflatoxins and cyclopiazonic acid production. According .

to the partial sequencing of ITS and CaM genes, a representative subset of 38 of A. flavus strains were

confirmed. Overall, 75 A. flavus strains (86%) were characterized as producer of aflatoxins. The co-
occurrence of at least two mycotoxins (AF/ZEA, FUM/ ZEA, and AF/ZEA/FUM) was detected for 5 of Z. I
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EVALUACION DEL POTENCIAL AFLATOXIGENICO DE AISLADOS
DE Aspergillus flavus EN MODELO DE MAIZ IN VITRO

Evaluation of aflatoxigenic potential of Aspergillus
flavus 1solates In maize in vitro
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Factores ambientales

Fuente nutricional
Temperatura
A

w

Desarrollo flingico
Produccion de AF

o Componente B
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Metodologia A. flavus
AS 84

Medio MMA Medio YES

Extraccion: Cloroformo ‘

—

Derivatizacion:

Actividad de agua Ensayo
(aw)

experimental

Temperaturas de
incubacion —

TFA: Acido acético: Agua (2: 1:

Fase madvil agua] metanol:

0,99;0,95y0,90

acetonitrilo (65: 2%: 10)

20°,30° y 40°C

Crecimiento

Dias: 3, 6,9, 12, 15,21y 30

LS wn h(:{}’/‘j

Aflatoxinas

e HPLC Shimadzu LC20AV con
detector de fluorescencia Shimadzu

Dias 7, 15,21y 30 LC10S

[crpeco)

“Explorando Cienciay
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1. Las combinaciones limitrofes de a, 0,90 y temperatura
20° y 40°C en el medio de cultivo MMA e YES fueron

suficientes para inhibir el crecimiento fungico.

. . /
0,95 0,99 0,90 0,95 0,99 0,90 0,95 0,99

2. Las condiciones ambientales ideales para crecimiento de A. flavusAS 84 es 30°Cya,, 0,95y 0,99, en

ambos medios de cultivo.

3. Se detect6 aflatoxinas a partir del 15°dia a 20°Cya, 0,99. A 30°C produjo AF en aw 0,95y 0,99.

21
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Los resultados contribuyen al conocimiento de la biodiversidad poblacional de Aspergillus

flavus en maiz de consumo humano (avati-moroti y locro) comercializado en los mercados del Area
Metropolitana de Asuncion.

...Y que la a, es el factor clave determinante en el desarrollo fingico y especialmente en la
produccion de aflatoxinas.
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y Tecnolégica tro Multidis
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Los resultados generados pueden servir de base para el diseino de estrategias adecuadas para

gestion de la contaminacion de los granos con micotoxinas.

Es el primer registro de trabajo de esta magnitud en maiz en el pais.
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MICOBIOTA DE DIFERENTES TIPOS DE MAIZ DE CONSUMO
HUMANO PROVENIENTES DE LA GRAN ASUNCION

Juliana Moura Mendes Arrua™; Cinthia Carolina Cazal Martinez"; Cinthia Mabel Rojas Abraham’; Yesica Magaliz
Reyes Caballero’; Andrea Alejandra Arrua Weidmer!

Centro Multidisciplinario de Investigaciones Teenolagicas - Direccion General de Investigacion Cientifica y Tecnologica - Universidad Nacional de
Asuncion (CEMIT, DGICT, UNA). Paraguay “jmmanmu. miail.com

INTRODUCCION RESULTADOS Y DISCUSION

“+Maiz (Zea mays L) Tabla 01: Frecuencia de microorganismos aislados de los
“Paraguay: economico, politico y social granos de maiz por variedades

4Gran importancia en la  agricultura
familiar

<Aporte nuiricional — alimento completo:
proteinas, vitaminas hidrosolubles v
lipesolubles y diverses minerales

Seguridad Hongos Campo y fo
alimentaria productores de almacenamiento
micotoxinas

Determinar la micobiota in vitro de granos de maiz de
consumo humano obtenidos de distintos locales del mercado
Abasto, en la Gran Asuncion

“ATERIAL Y METODOS Figura 01: Frecuencia de hongos aislados de los granos de

Musstra: Mercado Abasto- Gran Asuncién — Paraguay (Octubre de ~ Maiz provenientes del mercado Abasto, Gran Asuncion,

2015) Paraguay.
* Maiz locro (MLPy); Locro procesado (LP); Maiz moroti (Mmor); Los resultados obtenidos cormoboran con estudios anteriores gque
Maiz pororo (MP) encontraron  una mayor frecuencia de Aspergilius =P seguido de

Penicillium de almacén. Ade encon!
Local de trabajo: Laboratorio de Biotecnologia, CEMIT, DGICT, UNA o2t 58 . en maiz proveniente <. presiodo a,,,";”qfe pued';";;?

. . . justificado por la época que fuern muestreados los granos.
Procesamiento de muestra y aislamiento de hongos 5. ;i conciuir que 1 frecuencia de hongos potencisiments toxdgénicos
; T fus alta en diche estudio, considerandose asi un problema de salud
publica, estimulando la continuacion de dicho trabajo.
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de hongos potencialusente produceores de micotoxmas en difesentes npos de
hiees de comrnimd Inmano obtenskes de varsidos locakes de Gran Asuncion, en

dos periodos distintos

METODOLOGIA
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RESULTADOS

Tabla 1. Frecuencia de honges mislados de madz. provenientes ded wsercado nbasio
en dos periodos diferentes: |+ octubee de 2015 y 2o feluero de 2016 San
Loreuzo. Panguay.

Tipodewmar  Permido Fi ia ")
pplivs spp. Frsovfawspp. Ponicilim spp.

" Toere 1 ila o 556
2 10b O ob

At moeoni 1 Ne 430 3184
2 6 h 1» oh

CV {*) 817 683 92,61

Madin com uis hera couis 80w vl atroeiwies difasies (p 0 0.0%) OV conichare & vanack

Tabla 2. Frecoencia de hougos aislados de maiz, provemienes de cmeo Jocales
(uercados de b Gras Asuncide) en el perioda de feleero de 2018

Tipo de mair  Locadl Frecuencia (%)
opeepilive Fasarinw spyp Pomcillvaw sgp
0y

Locro | 1004 On Ua

2 &b Os S

3 NAc NAL NAL

4 NA¢ NAV Nat

4 R On U

Avati ssasoli 1 Wda ifa Oa
3 75D 156¢ 126¢

3 &120 MEd 460

] @b N 14a

b 18d 630 12

V%) 26.50 384 151

Mo cow v et comn oo son v ficrtsseea Amroan (p 2 #34) OV coehore de v

CONCLUSION

Se puede concluir que In frecuencia de hoogzos potencialmente prochctores de
micotins fue aka en este estudio, consderindoss asi w peobable problems de

salod piblica, y estrmulando asi b contmnacica ded tabvjo
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INTRODUCCION

Loz hongoz Aspergillus ce la seccion Flavi estan ampliamente
e 1 de loz granos n

enls zon
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RESULTADOS Y DISCUSION
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e lus seccion flavi

de maiz, dezde el campo hasta zu almacenamiento. Algunas %% _
especies producen afiatoxinas, que son micotoxinaz con Zu
e P ial inog! y hepatotox: que han sido in [ —
esponzables de o brotez de i jones con 8 o
muertes 2 lo largo de los sigloz. H
< Frecuencis
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Determinar la asociacion entre el tipo de esclerocios y |a produccion
de aflatoxinas en aislados de Aspergillus seccion Flavi provenientes
de Maiz en Paraguay.
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o : Caracterizacion de Aspergillus seccion Flavi
5 b/ : / aflatoxigénico aislados de maiz

1N Sorstas Paraguepas de Botisks  Characterization of Aspergillus section Flavi aflatoxigenic izolated from corn
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INTRODUCCION RESULTADOS Y DISCUSION
Ls frecuencia de Aspergilius zp. en las muestraz analizadas fue

Loz hongos Aspergilluz de Ia zeccion Fiewi estan amplisments cztrioudes
en la naturziess, zon contaminantes de 10s grancs ce maz, cesde e de 96,4%, ziendo 79% (79/100) clasificado como Aspergilius
caMpo hesta Zu simacensmiento. Algunes especies procucen afistonnes zeccon Flavi segin las caracteristicas morfologicaz. Del total de
QUE 20N MICtNnaZ CON POTENCIS CAMTINGZENG y RepRoioNca: cus han Aspergilluz zeccidn Flav anzayadoz sars la produccdn de
O I L O £ON S & aflatoxinas: 63.6% prazentaron fluorescencia bajo luz UV 365 nm
argo de 1oz siglos. : 3

y 34, 5% produjeron aflstoxinaz B en TLC.

L
¥ Cativogénics (e 3 wany

7 Rego de lnoocosis es mayor en
paies dosde no hay costrol
eScto do AF

“Reduce el crecisiento en nifios,
dafo  sistema  ismose,  dafios
severcs e= o higado
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£l objetivo de dicho trabajo fue evaluar el potencial toxigenico de wnlaaslawit oy e =l e el adwlelel$lela
zizlados de Azpergilius seccion Flavi provenientes de maiz P PR] PO ey R o] R R 5 B I ) sal e e
Mmm& Figura O1: Caracterizacion macro y mikromorbiogica de aisisdos ce

AspergiVus zp.

Se cosectd al azer cinco kilogramos de grancs de maiz harnoso Avati
moroti de cada estatiecmiento por tripiicado cel mercaco Abasto,
Azundion.

Procesamiento de muestra y aislamiento de hongoz

Figura 02: Detecoion de ia
prezenca ce afistounas. A-
Cromatografia capa fine
{TLC): B: Alucrescenca bajo
iz UV [355nm).

CONCLUSION

Se puede conduir que Joz sizladoz de A zeccon flovi produjeron
aflatoxinez 8 demoztrando de esta manera su potencisl
toxigenico. Este estudic demuestra la importancia de zeguir
estudiando s presencia de Aspergiluz productores de
aflatoxines contaminando maiz de conzumo humano.
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Evaluation of aflatoxins in Avari Moreri floury maize in the Central
Department of Paraguay
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Introduction

b \rr\{m(tmmyjln]nmufﬂnmﬂ

Imperamt o Pmmay, amd in
_ subproducts am part of the daly meals of
Panguayen famslies. Maze & ecsemtial
ingrediant of many typical foods. This graim is

Aflatoxing are highly toxic and carcinogenic in animals. and
bemams, leadimg to bepmotoxicity,  nmusmctoxicity,
tarmogezicity and even death.

The concentration of toeal afivoans was analyzed by the ELISA method and)
the frequency of Asperzilius in vari moros Boury com from different food)
marketing of the Cenmal Diepartment, Paraguay, was conparsd

Methodology

I Local: Asemcion (Marcado abasto); Limpic (abaste nome); Laqus; San Lorenzo,
Pasaguay.

5 kg of com grains sach
satablisheeant were collected
in miplicats

"
PDA, l[)pamspwpllb

To determine the fofal aflatoxin concentration of the dvar moroid floury
samples, the Agraquant® kit from Fomer Labs® was used following the
mamifacturer's instructions

aka

e
L]

The variables studied were subjected fo amalysis of vanance amd
subsequent comparison of means with the Tukey test with 5%
significance with the statistical package InfoStatk.
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Results

Figure 01: Frequency of dmevgilins sp. in dvat morotf floury com from
diferent food marketing of the Central Depariment. Paraguay.

B s Morts Ll
ML e e | Senae
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Table 01: Concentration of total aflatoxin conceniration in pob of the
Aviri morerd floury samples Tom diferent food markednz of the Central
Deparment, Paraguay.

Sample: [Aflatorin: tetal] ppb
Abasto (Asuncion) 0. [+
Abaste Neorts (Limpic) 038 A
San Lomunzo .63 E
Logee 167 A

Wicara with & comrsen befier e mol ngifiasily o (e O8]

# Mavsmum limiti ol olerable sflaiong condealrationd

L1717 —
Conclusion

Aflaroxin concentrations are in the range allowed by the micotoxing
regnlations of MERCOSUR. / GMC / RES. N"25 / 02, 't seme of them
are in marmm tolerable limit, considering that it is important to confinme
sidying because it represents a public health problem.
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Assessment of mycotoxins and fungal frequency in Tupi morofi

(locro) from markets of the Metropolitan Area - Paraguay
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Results

Introduction | |

Fiome 01: Fremuency of Aiperpiilur spp., Fuoim spp. And
Penicillium spp. m locro (i moresd) floury com from different food
marksting of the Central Drepartment, Parazoay.

fercadoe cunirol 8 Limpic { Abasio Morie} 8 San Lorenao

B | o PRECIENCIA i

safery Field — storage

The objective of the work was to evaluste the presence of
mycotoxins (aflatorins, fumondsins, pearalenone and Toxin T2}
anddmmeﬁmmdmemamfmpmlacmm Fes
(tupi mororl) from three food market centers of Greater
Asuncion (Asumcion, Limpio and San Lorenzo).

| Methodology

naperpilis sppy . "'-ﬂ-

Table 01: Concentration of tofal aflatoxin (afla), fumonizin (Fum),
Toxina T2 (T2 and zearalenone (Zea) concentation in pph of the mpd
moroed floury samples fom diferent food marketing of the Cenmal

Department, Paragaay.
= Local Asuncien (Mercado cuatro); Limspio (abasio zorte); Lages: San Losenzo,
P guay. Sample: [Afs]ppb  [Fum] [T2] [Zea]
Skgaf gradns sach
Mwm “;‘f‘::mf‘j:;“ .34 036 145 071
o mpliaate Abasts Hors (Lizpic) 230 23 146 3357
am Larsnza 0.4 040 143 B33

| Conclusion

It is concluded that only the presence of Azpergiiluz sp. it is not
determinant to produce aflawxing in api more maize (locra).
Although the other tordns anslyzed are not regulated in the
comniry, they were foumd to be below what is established in
inpernstionsl standards.
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