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Resumen. Se analiz6 la diversidad genética del
patogeno del café Hemileia vastatrix, a través de
secuenciacion de los espaciadores internos trans-
cribibles del ADN ribosomal (ITS). El analisis se
realizd en muestras de roya de 12 predios de dos
zonas cafetaleras del Perti, Quillabamba (Cusco) y
Villa Rica (Pasco). Se hallaron los indices de di-
versidad haplotipica y nucleotidica. Ademas, se
determinaron las semejanzas entre las poblaciones
analizadas por medio de una red de haplotipos. Del
analisis, se determind que ambas regiones produc-
toras presentan valores altos de diversidad genéti-
ca; sin embargo, la zona de Quillabamba alberg¢ la
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Abstract. The genetic diversity of the coffee
pathogen Hemileia vastatrix was analyzed by
sequencing the internal transcribed spacer (ITS)
of ribosomal DNA. The analysis was carried out
using samples of rust pustules from 12 properties
of two coffee areas in Peru, Quillabamba (Cusco)
and Villa Rica (Pasco). Haplotype diversity
indexes were found and the similarities among
the populations analyzed were determined using
a haplotype network. From the analysis, it was
determined that both producing regions presented
high values of genetic diversity, but Quillabamaba
harbored the highest haplotype diversity of H.
vastatrix (Hd = 0.977 +/- 0.012). In addition, the
haplotype network showed the structure of H.
vastatrix populations for these two areas, which
behave as a large undifferentiated population with
the presence of ancestral haplotypes from which
new variants of the fungus were generated. We
also analyzed the sequences of the ITS region of
H. vastatrix collected in Peru and those reported in
the GenBank, but we did not find any distribution
of the populations by geographic region; it was
also suggested that the populations of Peruvian
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mayor diversidad haplotipica de H. vastatrix (Hd
=0.977+/- 0.012). Asimismo, la red de haplotipos
permiti6 evidenciar la estructura de las poblaciones
de H. vastatrix para cada zona, las que juntas se
comportan como una gran poblacion indiferencia-
da con presencia de haplotipos ancestrales a partir
de los cuales se fueron generando nuevas variantes
del hongo. También, se analizaron las secuencias
de la region ITS de H. vastatrix peruanas y las al-
macenadas en el GenBank, no encontrandose dis-
tribucion de las poblaciones por region geografica;
ademas, se determind que las poblaciones de H.
vastatrix peruanas presentan haplotipos similares a
los de Colombia y a las razas I y XXII.

Palabras claves adicionales: Roya amarilla, ITS,
Coffea spp, haplotipos

El café (Coffea spp.) es el principal producto de
agro-exportacion del Pert, con un rea cultivada de
361 671 ha y una produccion de 222 047 t produ-
cidas principalmente en las regiones de Cajamarca,
Amazonas, Junin, Cusco y San Martin (MINAGRI,
2015). E1 95% del café peruano proviene de culti-
vares de Coffea arabica (JNC, 2014) que son muy
susceptibles a la roya amarilla, enfermedad cuyo
agente causal es el hongo biotrofico Hemileia vas-
tatrix (Berkeley, 1869).

La roya amarilla del café fue reportada por
primera vez en el Peru el afio 1979, en el departa-
mento de Junin (Scheiber y Zentmyer, 1984). Sin
embargo, tuvo su mayor incidencia en el afio 2013
ocasionando pérdidas que alcanzaron el 27% de
la produccion (INEI, 2014), afectando principal-
mente a los productores organicos. Desde entonces
esta enfermedad se ha extendido a gran parte de las
principales zonas cafetaleras del Perti, entre ellos
a Villa Rica (Region Pasco) y a Quillabamba (Re-
gion Cusco).

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

rust presented haplotypes similar to those from
Colombia and races II and XXII.

Key words: Yellow rust, ITS, Coffea spp,
haplotypes

Coffee (Coffea spp.) is the main agricultural
product exported from Peru, where it is sown on
361 671 ha that produce 222 047 tons mainly in the
regions of Cajamarca, Amazonas, Junin, Cusco and
San Martin (MINAGRI, 2015). Ninety five percent
of Peruvian coffee comes from Coffea arabica
cultivars (JNC, 2014) that are very susceptible to
yellow rust, a disease caused by the biotrophic
fungus Hemileia vastatrix (Berkeley, 1869).

Yellow rust of coffee was first reported in Peru
in 1979 in the Department of Junin (Scheiber
and Zentmyer, 1984). However, in 2013 it had
the highest incidence causing 27% production
losses (INEI, 2014) that mainly affected organic
producers. Since then, yellow rust has spread to
most of Peru’s main coffee areas, including Villa
Rica (Pasco Region) and Quillabamba (Cusco
Region).

Yellow rust is considered the most damaging
coffee disease worldwide and may cause up to
40% production losses (Rivillas et al., 2011). Two
approaches have been proposed to prevent losses
caused by this disease. The first is fungicide use,
which is expensive and potentially harmful to the
environment; the second is to develop improved
varieties. However, for the latter it is necessary to
know the sources of resistance and the pathogen’s
diversity.

The mechanisms that promote the emergence of
new virulent strains of H. vastatrix are still unknown,
and it has been suggested that mutations are the
main cause of increased fungal diversity (Varzea
and Marques, 2005). However, there is evidence of
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La roya amarilla es considerada, a nivel mun-
dial como la principal enfermedad del café, puede
ocasionar pérdidas hasta del 40% en la produccion
(Rivillas et al., 2011). En tal sentido se han plan-
teado dos enfoques para evitar las pérdidas ocasio-
nadas por la enfermedad, la primera consiste en el
uso de fungicidas, que es una alternativa muy cos-
tosa y potencialmente perjudicial para el ambiente,
y la segunda a través, del desarrollo de variedades
mejoradas. Sin embargo, esta ultima requiere del
conocimiento de las fuentes de resistencia y de la
diversidad del patogeno.

Los mecanismos que promueven el surgimiento
de nuevas razas virulentas de H. vastatrix aun son
desconocidos, y se ha planteado que la principal
causa para el incremento de la diversidad del hon-
go son las mutaciones (Varzea y Marques, 2005);
aunque, existe evidencia de un nuevo tipo de repro-
duccion sexual oculto dentro de esporas asexuales
(criptosexualidad) que podria explicar el origen de
las nuevas variantes (Carvalho ef al., 2011). Ade-
mas, se sabe que la elevada tasa de generacion de
nuevas razas, que ha despertado la atencion de los
programas de mejoramiento genético, tiene un
efecto sobre la forma de generacion de nuevas va-
riedades de café, porque el hongo va adquiriendo
capacidad de infectar plantas que originalmente
fueron resistentes (Alvarado y Moreno, 2005).

Debido a esta capacidad de rapida adaptacion a
nuevos cultivares de café se ha llegado a considerar
a H. vastatrix como un patoégeno de alto potencial
evolutivo cuyas evidencias de variacion vienen
siendo estudiadas desde 1930 (Rodrigues et al.,
1975), en los cuales se ha reportado la presencia de
la raza II en casi todos los casos, por lo tanto, se ha
sugerido que este podria ser el posible inoculo ini-
cial a partir del cual se han generado naturalmen-
te todas las nuevas razas del hongo encontradas
(Zambolim et al., 2005). Estos estudios iniciales
fueron realizados por medio de las lecturas de las
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a new type of hidden sexual reproduction within
asexual spores (cryptosexuality) that could explain
the origin of new races (Carvalho et al., 2011). It
is also known that the high rate at which new races
develop —an issue that has attracted the interest of
genetic improvement programs— has affected the
way new coffee varieties are generated, because
the fungus develops the ability to infect plants that
were originally resistant (Alvarado and Moreno,
2005).

Due to the ability of the fungus to quickly
adapt to new coffee cultivars, H. vastatrix has
been considered a pathogen with high evolutionary
potential whose variation has been studied since
1930 (Rodrigues et al., 1975). Studies have reported
the presence of race Il in almost all cases. For this
reason, it has been suggested that race II is likely
the initial inoculum from which all the new races
found today were naturally produced (Zambolim
et al., 2005). These initial studies were conducted
through readings of the phenotypic expressions
of a series of clones of differentiated coffee trees
from the Centro de Invesgacdo das Ferrugens do
Cafeeiro (CIFC) in Portugal; by 2005, 45 races
of H. vastatrix had been identified (VArzea and
Marques, 2005). However, since these sets of
differentiated coffee trees were not enough to
characterize new virulent races of the fungus, new
techniques (such as molecular markers) (Nandris et
al., 1998) and ITS sequencing of ribosomal DNA
(Cristancho et al., 2007) were used to determine
their variability. Although it was not possible to
identify races by using these molecular techniques,
they did allow determining the pathogen’s genetic
diversity. Furthermore, ITS sequences have been
used extensively to perform molecular analyses of
the diversity of phytopathogenic fungi, characterize
new fungal species and separate very closely
related species or races of the same species (Grube
and Kroken, 2000). Applying ITS sequences to H.
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expresiones fenotipicas de una serie de clones de
cafetos diferenciales del Centro de Invesgacao das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) en Portugal, identifi-
cando hasta antes de 2005 a 45 razas de H. vastatrix
(Varzea y Marques, 2005). Sin embargo, estos con-
juntos de cafetos diferenciales fueron insuficientes
para la caracterizacién de nuevas razas virulentas
del hongo, por lo que, se plantearon nuevas técni-
cas para determinar su variabilidad, como el uso de
marcadores moleculares (Nandris et al., 1998) y la
secuenciacion de los ITS del ADN ribosomal (Cris-
tancho et al., 2007). Si bien es cierto con estas téc-
nicas moleculares no fue posible la identificacion
de razas, sin embargo, permitieron determinar la
diversidad genética del patégeno. Ademas, las se-
cuencias ITS han sido muy utilizadas en el analisis
molecular de la diversidad de hongos fitopatdge-
nos, asi como en la caracterizacion de nuevas espe-
cies de hongos, y en la separacion de especies muy
cercanas o de razas de una misma especie (Grube y
Kroken, 2000). Su aplicacion a H. vastatrix viene
ofreciendo nuevos panoramas sobre su diversidad
que puede ser utilizada en programas de mejora-
miento genético. En el Pert, donde pocos estudios
fueron realizados con esta finalidad, la generacion
de este conocimiento es fundamental para el mane-
jo del cultivo y en los programas de mejoramiento
genético del café peruano. Por ello en el presen-
te trabajo se analiz6 la diversidad genética de H.
vastatrix de dos zonas productoras importantes de
café en el Pert mediante secuenciacion de la region
ITS, las que fueron comparadas con las secuencias
reportadas en el GenBank para Colombia.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico

Esporas de Hemileia vastatrix fueron colectados
en 5 predios de la zona cafetalera de Quillabamba,
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vastatrix has provided new opportunities to use
its diversity in genetic improvement programs. In
Peru, where few studies have been conducted for
this purpose, developing this knowledge is essential
for crop management and for Peruvian coffee
genetic improvement programs. For this reason, in
this research, we analyzed the genetic diversity of
H. vastatrix from two major coffee producing areas
in Peru using sequences of the ITS region and then
comparing them with the sequences reported by the
GenBank for Colombia.

MATERIALS AND METHODS
Biological material

Hemileia vastatrix spores were collected in

five plots in the Quillabamba coffee producing
area (Cusco Region) and in seven plots in the
Villa Rica coffee producing area (Pasco Region)
(Table 1). These areas are geographically distant
and considered to be among the highest coffee-
producing regions in Peru (Figure 1).
In each plot, we gathered 25 leaves from coffee
trees of the Typica and Caturra varieties that are
infected with H. vastatrix and extracted spores. To
obtain enough DNA concentration, samples from
one or two plots were grouped to form a compound
sample (Table 1).

Analysis of genetic diversity in Quillabamba
and Villa Rica

DNA extraction

DNA was extracted using the protocol described
by Cristancho et al. (2007) with modifications:
uredospores were placed in 1.5 tubes to which
150 uL of lysis buffer was added (50 mM of tris
HCI pH 7,5; 50 mM of EDTA pH 8,0; 3% of
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(Region Cusco) y en 7 predios de la zona cafetale-
ra de Villa Rica (Region Pasco) (Cuadro 1). Estas
zonas se encuentran distanciadas geograficamente
y estan consideradas dentro de las regiones cafe-
taleras con mayor produccion de café en el Pera
(Figura 1).

En cada predio se colectaron 25 hojas de cafe-
tos de las variedades “Typica” y “Caturra” infec-
tados con H. vastatrix, a las que se les extrajeron
las esporas. Con la finalidad de obtener suficiente
concentracion de ADN, las muestras de uno o dos
predios se agruparon en una muestra compuesta
(Cuadro 1).

Analisis de la diversidad genética de Quillabam-
ba y Villa Rica

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo utilizando el protocolo descrito
por Cristancho ef al. (2007) con modificaciones: las

SDS; 1% of b mercaptoethanol); the uredospores
were then ground for 30 to 45 minutes using a
polypropylene pestle. The quality was determined
by electrophoresis in 1% agarose gels stained with
GelRed (Biotium®). Finally, DNA concentration
was determined by spectrophotometry.

PCR and Purification

The ITS region was amplified using PCR and
ITSIL and ITS4R universal primers (White et
al., 1990); as a reference, we used the protocol
described by Cristancho et al. (2007). The
amplification reaction was performed in a 10 pL
volume containing 2 mM of MgCl,, 0.2 mM of
dNTPs, 0.4 uM of each primer, PCR 1X buffer, 1.5
units of Taqg DNA polymerase and 40 ng of DNA.
The amplification procedure consisted of an initial
stage at 95 °C for 5 min, followed by 30 denaturation
cycles at 94 °C for 1.5 min, alignment at 60 °C for
1 min and extension at 72°C for 2 min, plus a final

Cuadro 1. Informacion georreferenciada de los predios en los que se muestrearon las pustulas de un total de 25 hojas de
Hemileia vastatrix de las dos zonas cafetaleras del Peru y se indican las claves de las muestras compuestas gene-

radas.

Table 1. Geographic information of the plots where samples of pustules of 25 leaves of Hemileia vastatrix were collected in
the two Peruvian coffee production areas; it includes keys of the compounded samples formed.

Zona Latitud Longitud Predio Clave de las muestras Altitud
Cafetalera (S)r Wy compuestas (msnm)
12.86021 72.7005 Cocla HVQO1 1033
12.95125 72.66411 Maranura HVQO02 1152
Quillabamba 12.94241 72.64352 Santa Beatriz HVQO03 1766
13.18405 72.6043 Santa Teresa HVQ04 1865
13.21229 72.61512 Centro Bayona HVQO05 2076
10.78518 75.2665 Brack HVV06 1537
10.7396 75.19847 Cruzeiro HVV07 1478
10.71801 75.2713 Aréma de Montafia HVVO08 1633
Villa Rica 10.79966 75.30816 Rosalia HVV09 1391
10.71675 75.2686 Clemencia HVV10 1549
10.75821 75.29628 Aicahuaman HVVII 1750
10.75919 75.295 Marcelo 1776
*S= Sur.
YW= QOeste.
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Figura 1. Localizacién en el mapa del Pert de los predios donde se colectaron las hojas de café con roya amarilla.
Figure 1. Sites where leaves of coffee infected with yellow rust were collected in Peru.

uredosporas se depositaron en tubos de 1.5 ml, lue-
go se adiciond 150 uL de buffer de lisis (50 mM de
tris HCI pH 7,5; 50 mM de EDTA pH 8,0; 3% de
SDS; 1% de b Mercaptoetanol), posteriormente se
trituraron las uredosporas con ayuda de un pistilo
de polipropileno durante 30 a 45 minutos. La cali-
dad se determin6 mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1% tefiidos con GelRed (Biotium®).
Finalmente se determind la concentracion del ADN
mediante espectrofotometria.

PCR y Purificacion
Se realizo la amplificacion de la region ITS

mediante PCR empleando los iniciadores univer-
sales ITSIL e ITS4R (White et al., 1990), como
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extension at 72°C for 5 min. The amplification
products were separated by electrophoresis in 1%
agarose gels; a QIAquick gel extraction Kit® was
used to purify the DNA fragment of the ITS region.

Cloning and sequencing

The purified amplified products were cloned
in chemocompetent Escherichia coli (JM109)
using the Pgem T-easy vector system II Kit®,
following the protocol recommended by the
manufacturer. Then, for each compound sample,
10 white colonies were selected and each was
sown in 5 ml of LB medium with 60 pg/mL of
ampicillin, and then incubated at 37 °C for 24 h.
The E. coli plasmid containing the DNA fragment
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referencia se utilizé el protocolo descrito por Cris-
tancho et al. (2007). La reaccion de amplificacion
se realiz6 en un volumen de 10 pL conteniendo 2
mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 uM de cada
iniciador, Buffer de PCR 1X, 1.5 Unidades de Taq
ADN polimerasa y 40 ng de ADN. El programa de
amplificacion consistio de una etapa inicial a 95 °C
por 5 min; seguido de 30 ciclos de desnaturaliza-
cion a 94 °C por 1.5 min, alineamiento a 60 °C por
1 min y extension a 72 °C por 2 min; y un paso
final de extensién a 72 °C por 5 min. Los productos
de amplificacion fueron separados mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%, la purificacion
del fragmento de ADN de la Region ITS se realizo
utilizando el QIAquick gel extraccion Kit®.

Clonacion y Secuenciacion

Los productos de amplificacion purificados
fueron clonados en Escherichia coli quimio com-
petente (JM109) utilizando el Pgem T-easy vector
system II Kit® segun el protocolo recomendado
por el fabricante. Posteriormente, se seleccionaron
10 colonias blancas por cada muestra compuesta
para ser sembradas cada una en 5 ml de medio LB
con 60 pg/mL de ampicilina, e incubadas a 37 °C
por 24 h. La extraccion del plasmido de E. coli con-
teniendo el fragmento de ADN de interés, se rea-
liz6 empleando el protocolo Wizard®Plus SV Mi-
nipreps DNA purification system de PROMEGA.
La confirmacién de la presencia de la secuencia del
ADN de la region ITS se realiz6 mediante diges-
tion con la enzima EcoRI. Los fragmentos fueron
visualizados en gel de agarosa al 1.5%. La secuen-
ciacion de los fragmentos clonados fue realizada
por la empresa GenBioteck (Argentina).

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas y
editadas con el programa Codon Code Aligner v
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of interest was extracted using the protocol of
the Wizard®Plus SV Minipreps DNA purification
system from PROMEGA. The presence of the
DNA sequence of the ITS region was confirmed
through digestion with the EcoRI enzyme. The
fragments were visualized in 1.5% agarose gel. The
sequencing of the cloned fragments was performed
by the GenBioteck company (Argentina).

Data analysis

The obtained sequences were aligned and edited
using the Codon Code Aligner v 2.0.6 program
(Codon Code Corporation). As a reference, we
used the DNA sequences of the ITS region of H.
vastatrix stored in the GenBank (Cristancho et al.,
2007).

The obtained sequences were aligned using
the MAFFT program implemented in the UGENE
platform (Golosova et al., 2014). Nucleotide and
haplotype diversities (Nei and Li, 1979) were
calculated using the DNAsp program version 5
(Librado and Rozas, 2009), and to detect similarities
among haplotypes a network was created using the
Median Joining algorithm (MJ) implemented in the
PopArt program (Bandelt et al., 1999) from which
gap sites were excluded.

We also analyzed sequences of the ITS regions
of Hemileia vastatrix stored in the GenBank, which
correspond to H. vastatrix from Colombia, and of
races Il and XXII from CIFC (Cristancho et al.,
2007).

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the genetic diversity in Quillabamba
and Villa Rica

From samples of H. vastatrix collected in plots
in Quillababa (5 plots) and Villa Rica (7 plots), we
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2.0.6 (Codon Code Corporation). Como referencia
se utilizaron las secuencias de ADN de la region
ITS de H. vastatrix almacenadas en el GenBank
(Cristancho et al., 2007).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas uti-
lizando el programa MAFFT implementado en la
plataforma UGENE (Golosova, et al., 2014). La
diversidad nucleotidica y la haplotipica (Nei y Li,
1979) se calcularon con el programa DNAsp v 5
(Librado y Rozas, 2009), y para la observacion
de las semejanzas entre los haplotipos se constru-
y6 una red utilizando el algoritmo median Joining
(MJ) implementado en el programa PopArt (Ban-
delt et al., 1999) para el cual se excluyeron los si-
tios gap.

Adicionalmente se analizaron secuencias de las
regiones ITS de Hemileia vastatrix almacenadas
en el GenBank, que corresponden a H. vastatrix de
Colombia, y de las razas II y XXII del CIFC (Cris-
tancho et al., 2007).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Analisis de la diversidad genética de Quillabam-
ba y Villa Rica

A partir de las muestras de H. vastatrix colec-
tadas en los predios de Quillababa (5 predios) y de
Villa Rica (7 predios) se obtuvieron 106 secuencias
de ADN de la region ITS de Hemileia vastatrix.
Las longitudes de las secuencias se encontraron en-
tre el rango de 910 pb y 918 pb.

Del alineamiento de estas secuencias se obtuvie-
ron 921 sitios alineados, de los cuales 21 resultaron
ser gaps (inserciones o deleciones). Asimismo, se
encontrd 101 sitios polimoérficos, con 11 posiciones
parsimoniosas informativas (Cuadro 2).

Entre las dos zonas cafetaleras se hallé un total
de 68 haplotipos con una diversidad haplotipica (Hd
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obtained 106 DNA sequences of the ITS region of
Hemileia vastatrix. The length of the sequences
ranged between 910 pb and 918 pb.

By aligning these sequences, we obtained 921
aligned sites, of which 21 were gaps (insertions or
deletions). We also found 101 polymorphic sites
with 11 informative parsimonious positions (Table
2).

In the two coffee producing areas, a total of 68
haplotypes was found with haplotype (Hd = 0.953
+/- 0.014) and nucleotide (Pi = de 0.00409 +/-
0.00024) diversity; 62 haplotypes showed unique
sequences and 6 haplotypes consisted of more
than two sequences (Table 3). Haplotypes Hap 4,
Hap 8,Hap 36 and Hap 21 were found more often
and are considered ancestors (Figure 2); they are
also distributed across both coffee-producing areas,
where they must have arrived at different times
and became adapted to each area’s environmental
conditions. Haplotypes Hap 4 and Hap 36 are
found more often in Villa Rica, while Hap 8 and
Hap 21 are found more often in Quillabamba. The
distribution of these ancestors in the two areas is
explained by the coalescence genetic theory also
observed by Santana et al. (2007) in populations of
the fungus in Brazil.

From the analysis of H. vastatrix populations
from Quillabamba and Villa Rica, we concluded
that the highest genetic diversity is present in the
Quillabamba coffee producing area, because of its
higher nucleotide and haplotype diversity values
(Table 2).

The absence of exclusive nodes by geographic
region in the haplotype network in Figure 2 would
indicate a large and undifferentiated population
of H. vastatrix that may have resulted from the
flow of spores between the two areas carried by
people, seed and/or infected plants. These results
are similar to those obtained in Brazil by Cabral et
al. (2016), who did not observe that H. vastatrix
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Cuadro 2. Valores de los parametros obtenidos sobre las medidas descriptivas de la variabilidad de Hemileia vastatrix de las secuencias de la region ITS asocia-
das a muestras de Quillabamba, Villa Rica, Colombia y CIFC.

Table 2. Trameters obtained from descriptive measures of Hemileia vastatrix variability using sequences of the ITS region associated with samples from Quil-
labamba, Villa Rica, Colombia and CIFC.

Nimero de  Namero de Diversidad Numero de Diversidad Prucba de Taiima Sitios Sitios Posiciones
Distritos . » Nucleotidica Haplotipos de haplotipos J . variables informativas
secuencias nucleo6tidos . (D) variables . . .
(Pi) (H) (Hd) Singleton  parsimoniosas
Quillabamba 49 919 0.00540+/- 0.00038 38 0.977 +/-0.012  -2.35287 P<0.01 66 57 9
Villa Rica 57 921 0.00293 +/- 0.00026 36 0.934 +/-0.024  -6.09578 P<0.01 47 42 5
Quillabamba- 106 921 0.00409 +/- 0.00024 68 0.953 +/-0.014 -2.66315P<0.001 101 90 1
VillaRica
g?;“c'c"'omb‘a‘ 121 921 0.00351+/-0.00022 73 0.951+/-0.013 -2.72541 P<0.001 103 92 11
CIFC: Centro de Invesgacdo das Ferrugens do Cafeeiro.
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=0.953 +/- 0.014) y nucleotidica (Pi = de 0.00409
+/- 0.00024); con 62 haplotipos con secuencias
Unicas y 6 haplotipos conformados por mas de
dos secuencias (Cuadro 3). Los haplotipos Hap 4,
Hap 8, Hap 36 y Hap 21, que se encontraron en
mayor frecuencia, se podrian considerar como los
ancestrales (Figura 2); ademads, €stos se encuentran
distribuidos en ambas zonas cafetaleras, a donde
debieron haber llegado en tiempos diferentes adap-
tandose a las condiciones ambientales de cada zona.
Los haplotipos Hap 4 y Hap 36 son mas frecuen-
tes en Villa Rica; mientras que, Hap 8 y Hap 21
son mas frecuentes en Quillabamba. Esta distribu-
cion de los ancestrales en las dos zonas obedece a
la teoria genética de coalescencia observada tam-
bién por Santana ef al. (2007) en poblaciones de
este hongo en Brasil.

Del analisis de las poblaciones de H. vastatrix
de Quillabamba y Villa Rica, se ha determinado
que la mayor diversidad genética se encuentra en
la zona cafetalera de Quillabamba, porque presenta
los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica
mas altos (Cuadro 2).

Al no observarse en la red haplotipica de la Fi-
gura 2, nodos exclusivos por regidon geografica, se
estaria evidenciando una poblacion de H. vastatrix
grande e indiferenciada, que pudo haberse genera-
do por el flujo de las esporas entre ambas zonas,
favorecido por el movimiento de personas, semi-
llas y/o plantas infectadas. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Cabral et al. (2016)
en Brasil, quienes no observan una estructuracion
de la poblacion de H. vastatrix respecto a su ori-
gen, hospedero ni razas fisiologicas; sin embargo,
la diversidad genética fue relativamente menor a la
hallada en el presente trabajo. No obstante, Maia
et al. (2013) también en Brasil, obtuvieron resul-
tados similares al presente trabajo, a través del es-
tudio de 91 aislados del hongo, proponiendo que
H. vastatrix se comporta como una gran poblacion
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populations were structured based on their origin,
host or physiological race. However, the genetic
diversity was relatively lower than the diversity
found in the present study. However, Maia et al.
(2013) (also in Brazil) obtained results similar
to those of the present study using 91 fungal
isolates; they proposed that H. vastatrix acts
as a large indifferentiated population with high
genotypic diversity that is not structured based on
its geographic origin and host. Therefore, the lack
of structure of the two H. vastatrix populations by
region may be explained by the fact that the fungus
is spread over long distances.

Tajima’s neutrality test was used for H. vastatrix
populations from Villa Rica (D = -2.50181; P
< 0.001) and Quillabamba (D = -2.35287; P <
0.001), and for both areas together (D= -2.66315;
P < 0.001). These values are lower than 0, which
indicate that H. vastatrix populations are in process
of expansion. Also, they may have originated
from a few recently introduced genotypes, or may
descend from race 11, which, according to Scheiber
and Zentmyer (1984) exists in Peru since 1979.
These Tajima’s D test negative values may explain
the presence of a high number of unique haplotypes
in the haplotype network that are increasing the
variability due to accelerated population growth.
Therefore, this reflects the status of the H. vastatrix
population and shows that coffee yellow rust
epidemics in Peru, which started in 2013, were
initially caused by a few individuals. However,
it was not possible to establish the effect of the
altitude above sea level on the population, because
the Tajima test negative value indicates that there is
no evidence of the existence of a selection process.
The mechanisms that increase variability and
create new H. vastatrix races are unknown.
Therefore, spontaneous mutations may be the main
mechanism responsible for H. vastatrix variability,
especially in seasons of higher disease incidence.
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Cuadro 3. Distribucion regional de frecuencias de haplotipos de H. vastatrix generados a partir de las secuencias ITS.
Table 3. Cont’d... Regional distribution of the occurrence of H. vastatrix haplotypes obtained from ITS sequences.

. . Distribucion .
Haplotipos*  Frecuencia Secuencias’
Quillabamba Villa Rica Colombia  CIFC

Hap_1 1 1 0 0 0 HVQ_I.1

Hap 2 2 2 HVQ 1.2; HVQ 1.5

Hap 3 1 1 0 0 0 HVQ 13

HVQ_1.4; HVQ 2.4, HVQ 2.10; HVQ_3.3;
HVQ_3.5;HVQ 3.10; HVQ_5.9; HVV_6.3;
HVV_6.9; HVV_8.5; HVV_9.2; HVV_9.4;

o
o
o

Hap_4 23 7 13 ! 2 HVV 102, HVV 10.4; HVV 10.9; HVV 10.8;
HVV_11.11; HVV_11.5; HVV_11.6; Race 11-1126;
HVV_11.9; Race XXII-535; CT 2 N

Hap_5 1 1 0 0 0 HVQ L6

Hap 6 1 1 0 0 0 HVQ 17

Hap_7 1 1 0 0 0 HVQ 18
HVQ 1.9; HVQ 1.10; HVQ 2.2; HVQ 2.7;

Hap_8 9 5 4 0 0 HVQ3.l; HVV 66 HVV 83 HVV 88
HVV 8.10

Hap_9 1 1 0 0 0 HVQ 21

Hap_10 1 1 0 0 0 HVQ 25

Hap_11 1 1 0 0 0 HVQ 26

Hap_12 I 1 0 0 0 HVQ 28

Hap_13 1 1 0 0 0 HVQ 29

Hap_14 1 1 0 0 0 HVQ 32

Hap_15 1 1 0 0 0 HVQ 34

Hap 16 1 1 0 0 0 HVQ 3.6

Hap_17 1 1 0 0 0 HVQ 3.7

Hap_18 2 1 0 1 0 HVQ 3.8; VColPal 2

Hap,_19 1 1 0 0 0 HVQ 3.9

Hap 20 1 1 0 0 0 HVQ 4.1
HVQ 46; HVQ 56, HVV 9.1, CT 12v;

Hap_21 6 2 ! 3 0 CTIgNal; CT_7_% B o

Hap_22 1 1 0 0 0 HVQ 4.10

Hap_23 1 1 0 0 0 HVQ 42

Hap 24 1 1 0 0 0 HVQ 44

Hap_25 1 1 0 0 0 HVQ 45

Hap_26 1 1 0 0 0 HVQ 49

Hap_27 1 1 0 0 0 HVQ 47

Hap 28 1 1 0 0 0 HVQ 43

Hap_29 1 1 0 0 0 HVQ 48

Hap_30 1 1 0 0 0 HVQ 5.1

Hap_31 1 1 0 0 0 HVQ 52

Hap_32 1 1 0 0 0 HVQ 53

Hap_33 1 1 0 0 0 HVQ 54

Hap_34 2 1 1 0 0 HVQ 5.5 HVV 113

Hap_35 1 1 0 0 0 HVQ 5.7
HVQ 58; HVV 62; HVV 8.1; HVV 82;

Hap 36 10 1 7 2 0 HVV 84; HVV 86; HVV 87, HVV_ILS;
CTInNa2; CT 13 v

Hap_37 1 1 0 0 0 HVQ 5.10
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Cuadro 3. Continuacion.

Haplotipos* Frecuencia Distribucion Secuencias?
plotip Quillabamba  Villa Rica Colombia CIFC

Hap 38 1 0 1 0 0 HVV 6.1
Hap 39 1 0 1 0 0 HVV 64
Hap_40 1 0 1 0 0 HVV 65
Hap 41 1 0 1 0 0 HVV 67
Hap 42 1 0 1 0 0 HVV 68
Hap 43 1 0 1 0 0 HVV 6.10
Hap_44 1 0 1 0 0 HVV 71
Hap 45 1 0 1 0 0 HVV 72
Hap 46 1 0 1 0 0 HVV 73
Hap 47 1 0 1 0 0 HVV. 74
Hap_48 1 0 1 0 0 HVV_75
Hap_49 1 0 1 0 0 HVV 76
Hap_50 1 0 1 0 0 HVV 77
Hap 51 1 0 1 0 0 HVV. 79
[Hap_52 1 0 1 0 0 HVV_7.10
Hap 53 1 0 1 0 0 HVV95
Hap 54 1 0 1 0 0 HVV 96
Hap 55 1 0 1 0 0 HVV.97
Hap_56 1 0 1 0 0 HVV 99
Hap 57 1 0 1 0 0 HVV 9.10
Hap 58 1 0 1 0 0 HVV_10.1
Hap 59 1 0 1 0 0 HVV_105
Hap_60 1 0 1 0 0 HVV_ 106
Hap 61 1 0 1 0 0 HVV_10.10
Hap 62 1 0 1 0 0 HVV_ 107
Hap 63 1 0 1 0 0 HVV 103
Hap_64 1 0 1 0 0 HVV_ILI0
Hap 65 1 0 1 0 0 HVV_ILI
Hap 66 1 0 1 0 0 HVV 112
Hap 67 1 0 1 0 0 HVV 114
Hap 68 1 0 1 0 0 HVV_ 117
Hap_69 1 0 0 1 0 CTSol 1
Hap 70 2 0 0 1 1 CTInNa3; RaceXXII-637
Hap 71 1 0 0 1 0 CTI8N
Hap 72 1 0 0 1 0 CT 28 v
Hap 73 1 0 0 1 0 CT-98

* Hap: Haplotipo / Hap: Haplotype.

Y HVQ: Hemileia vastatrix de Quillabamba; HVV: Hemileia vastatrix de Villa Rica; CT: Muestras de roya amarilla de Colombia;
Race XXII'y Race II: Muestras que corresponden al CIFC / HVQ: Hemileia vastatrix from Quillabamba; HVV: Hemileia vastatrix
from Villa Rica; CT: Samples of yellow rust from Colombia; Race XXII and Race II: Samples corresponding to CIFC.

indiferenciada con una alta diversidad genotipica, Another reason could be the selection pressure
y de igual forma, sin estructuracion con respecto a exerted by the environment. In this regard, Varzea
su origen geografico y de hospedero. Por lo tanto, and Marques (2005) believe that in Brazil the
la falta de estructuracion de las dos poblaciones de presence of resistance genes in some varieties of
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Figura 2. Red haplotipica con el método de uniéon por la mediana (Median-Joinig) de 68 haplotipos detectados para la regién
ITS de Hemileia vastatrix de las zonas cafetaleras de Quillabamba y Villa Rica. Los circulos representan un tinico
haplotipo, el tamaiio de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de
mutaciones simples estin indicados por lineas transversales y los haplotipos perdidos o no muestreados estan re-

presentados por nodos de color negro.

Figure 2. Haplotype network created using the Median Joinig method for 68 haplotypes detected for the ITS region of
Hemileia vastatrix from Quillabamba and Villa Rica coffee production areas. Circles represent a unique haplo-
type; the size of the circles is proportional to the number of sequences of a haplotype; transverse lines represent
the events of simple mutations, and black nodes lost or non-sampled haplotypes.

H. vastarix por regiones podria explicarse por la
dispersion del hongo a grandes distancias.

La prueba de neutralidad de Tajima se rea-
liz6 para las poblaciones de H. vastatrix de Vi-
lla Rica (D=-2.50181; P<0.001), Quillabamba
(D=-2.35287; P<0.001), asi como, de ambas zonas
juntas (D=-2.66315; P<0.001). Estos valores me-
nores a 0 indican que las poblaciones del hongo se
encuentran en proceso de expansion. Ademas, €s-
tas se habrian originado a partir de pocos genotipos
que fueron introducidos recientemente, o serian los
descendientes de la raza I, la cual, segun Scheiber
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the host species increases the number of virulent
mutants in the population. Another factor that could
explain the frequent and rapid emergence of new
variants is cryptosexuality (Carvalho et al., 2011),
which may have an important role in creating H.
vastatrix genetic variability.

Comparing H. vastatrix haplotypes from Peru to
haplotypes from Colombia

In the analysis of the ITS sequences of Peruvian
H. vastatrix populations, we included 15 DNA
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y Zentmyer (1984), existe desde el afio 1979 en el
Perti. También, estos valores negativos de D de Ta-
jima explicarian la presencia en la red haplotipica
de un elevado nimero de haplotipos unicos que
vienen incrementando la variabilidad, y que es el
resultado de un crecimiento acelerado de la pobla-
cion. Por lo tanto, se refleja el estado de la pobla-
cion de H. vastatrix y se estaria demostrando que
el origen de la epidemia de roya amarilla del café
en el Peru que se inicid en el afio 2013 fue a partir
de pocos individuos. Sin embargo, no se ha podido
establecer un efecto de la altitud sobre el nivel del
mar en la poblacidn, puesto que el valor negativo
de la prueba de Tajima indicaria que ain no es evi-
dente la existencia de un proceso seleccion.

Los mecanismos que conducen al incremento
de la variabilidad y la creacion de nuevas razas de
H. vastatrix no se conocen. Por lo tanto, se podria
considerar a las mutaciones espontaneas como el
principal mecanismo responsable de la creacion
de variabilidad en el hongo, principalmente en las
épocas de mayor incidencia de la enfermedad. Ade-
mas, se debe sumar la presion de seleccion ejercida
por el medio ambiente; al respecto, en Brasil, Var-
zea y Marques (2005) consideran que la presencia
de genes de resistencia de algunas variedades en
el hospedero, incrementan el nimero de mutantes
virulentos en la poblacion. Otro factor que podria
explicar el surgimiento frecuente y rapido de nue-
vas variantes es la criptosexualidad (Carvalho et
al.,2011), la cual podria estar jugando un papel im-
portante en la generacion de variabilidad genética
de H. vastatrix.

Comparacion de haplotipos de H. vastatrix del
Peru con los de Colombia.

Al analisis de las secuencias ITS de las pobla-

ciones de H. vastatrix peruanas se incluyeron 15
secuencias de ADN de la region ITS del hongo que
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sequences from the ITS region of the fungus that
are stored in the GenBank; of these, 12 sequences
correspond to H. vastatrix from Colombia, and
3 from CIFC. The latter are race Il and XXII
haplotypes (Figure 3). The analysis found a total
of 73 haplotypes, 65 of which were unique (they
had no replications). Also, it was confirmed that
haplotype Hap 4 contains the races II and XXII. It
is frequently present and distributed across all the
studied areas (7 sequences from Quillabamba, 13
from VillaRica, 1 from Colombia and 2 from CIFC).
Therefore, we may assume that the other haplotypes
emerged from this ancestral haplotype, which
confirms the findings of Zambolim et al. (2005) in
Brazil, who suggested that the other races emerged
from race II, which prevails in Latin America
(Cristancho et al., 2007). It was also observed that
haplotypes Hap 36 and Hap 21, which are present
in Colombia, Villa Rica and Quillabamba, are nodes
that appeared later. Haplotype Hap 8 is present
only in Quillabamba and Villa Rica; after being
introduced or emerging in Peru, this haplotype was
able to better adapt to the environmental conditions
of Peru’s coffee producing areas. Based on what we
observed in the main nodes (in which the presence
of H. vastatrix sequences from Colombia and Peru
is repetitive), it may be that in Peru and Colombia
the disease emerged in the same area four years
apart (Scheiber and Zentmyer, 1984; Buritica,
2010). No nodes by origin of provenance were
observed in the network, which would indicate that
H. vastatrix sequences from Colombia are similar
to the sequences from Peru. Studies conducted in
early 1970 indicate that the wind has an important
role in spreading the disease. Martines et al. (1975)
found uredospores with good germination viability
at an altitude of more than 1000 m; it has also
been suggested that the introduction and rapid
spread of the fungus in South America was caused
by the wind (Bowden et al., 1971). Other disease
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se encuentran almacenadas en el GenBank, de las
cuales 12 corresponden a H. vastatrix colombianas
y 3 a las del CIFC, estas ultimas son haplotipos de
la raza Il y XXII (Figura 3). En dicho analisis se
hallaron un total de 73 haplotipos, de los cuales 65
fueron Unicos (no presentaron repeticiones). Ade-
mas, se evidencid que el haplotipo Hap 4 contiene
alaraza Il y XXII; se encuentra en mayor frecuen-
cia y esta distribuida en todas las zonas estudiadas
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spreading means have also been mentioned, for
example, the disease was introduced into Brazil
through plants from Africa carried by people
(migrant workers) and seed (Schieber, 1972).
Therefore, anthropogenic causes may have had a
very important role in bringing the fungus to Peru.
Based on the analysis of H. vastatrix populations
from the studied regions, three hypotheses about
the origin of the 2013 yellow rust epidemic in Peru
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Figura 3. Red haplotipica por el método de unién por la mediana (Median-Joinig) de 73 haplotipos detectados para la re-
gion ITS de Hemileia vastatrix de Quillabamba, Villa Rica, Colombia y del CIFC. Los circulos representan un uni-
co haplotipo, el tamafio de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de
mutaciones simples estian indicados por lineas transversales y los haplotipos no muestreados estian representados

por nodos de color negro.

Figure 3. Haplotype network created using the Median Joinig method of 73 haplotypes detected for the ITS region of
Hemileia vastatrix from Quillabamba, Villa Rica, Colombia and CIFC. Circles represent a unique haplotype; the
size of the circles is proportional to the number of sequences of a haplotype; transverse lines represent the events
of simple mutations, and black nodes lost or non-sampled haplotypes.

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

432



FuLry BILINGUAL

REvisTA MExicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

(7 secuencias de Quillabamba, 13 de Villa Rica, 1
de Colombia y 2 de CIFC). Por lo tanto, a partir
de este haplotipo ancestral, se podria suponer, que
surgieron los demas, corroborando lo planteado por
Zambolim et al. (2005) en Brasil, quien sugiere que
a partir de la raza Il surgieron las demas razas; y es
la predominante en América Latina (Cristancho et
al., 2007). Asi mismo, se observa que los haplo-
tipos Hap 36 y Hap 21 presentes en Colombia,
Villa Rica y Quillabamba, son nodos que apare-
cieron en momentos posteriores. Ademas, el ha-
plotipo Hap_8 se encuentra presente solamente en
Quillabamba y Villa Rica, el cual luego de ingre-
sar o surgir en el Pert se pudo adaptar mejor a las
condiciones ambientales de las zonas cafetaleras
peruanas. De acuerdo a lo observado en los prin-
cipales nodos, en los cuales es reiterativa la pre-
sencia de secuencias de H. vastatrix colombianas y
peruanas, se podria sugerir que en el Pert y Colom-
bia la enfermedad pudo provenir de la misma zona
llegando con cuatro afios de diferencia (Scheiber y
Zentmyer, 1984; Buritica, 2010). Ademas, en la red
no se observan nodos por origen de procedencia, lo
que estaria indicando que las secuencias de H. vas-
tatrix colombianas son similares a las secuencias
de las peruanas. Existen reportes de estudios que
se realizaron a inicios de 1970, que le atribuyen al
viento un rol muy importante en la diseminacion
de la enfermedad. Martines et al. (1975) compro-
baron la presencia de uredosporas a mas de 1000 m
de altura con una buena viabilidad de germinacion,
asimismo la dispersion por el viento fue sugerida
como la causa de introduccion y rapida disemi-
nacion del hongo a Sudamérica (Bowden et al.,
1971); también se mencionan otros medios de dis-
persion de la enfermedad, por ejemplo la introduc-
cion de la enfermedad a Brasil a través de plantas
procedentes de Africa, por personas (trabajadores
migrantes) y por semillas (Schieber, 1972), por lo
tanto, la dispersion antropogénica pudo tener un rol
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may be proposed. The first hypothesis assumes
that a new H. vastatrix race derived from Race II
was introduced in Peru and quickly adapted to the
environmental conditions of coffee producing areas
at altitudes higher than 1000 masl. Also, because
the main ancestral haplotypes were found more
frequently in Villa Rica, they must have arrived
earlier in this area than in Quillabamba. However,
in the haplotype network there is more than one
main node that is considered ancestral (Hap 4,
Hap 8, Hap 21 and Hap 36). The four haplotypes
must have arrived in Peru progressively and in a
short time. Haplotype Hap 4, that corresponds to
race I, is more frequently present in both coffee
producing areas and includes a CT 2N sequence
from Colombia in its background.

The second hypothesis states that the H.
vastatrix population evolved from race II and that a
variant emerged that is able to infect high-altitude
coffee trees. However, based on what we observed
in the haplotype network (Figure 3), at least four
variants corresponding to the ancestral haplotypes
must have developed in hight altitude. However,
two of those sequences of both Colombia and Peru
(Hap 4 and Hap 36) may have been introduced
to Colombia from Peru, but this is very unlikely
because the movement of all plant materials is
under government control (Cristancho et al., 2007).

The third hypothesis states that changes in
weather conditions may have favored the fungus
to reproduce and spread toward areas above 1000
masl. This hypothesis is supported by what is
observed in the haplotype network (Figure 3), in
which 4 nodes are formed that correspond to the
ancestral haplotypes (Hap 4, Hap 8, Hap 21
and Hap 36) which may have existed years ago,
because they are present in both coffee producing
areas of Peru, and are spreading. Also, the most
frequently found haplotype is Hap 4, which
corresponds to race Il and has been present in Peru

433



REvisTA MEXicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BILINGUAL

muy importante en la llegada del hongo al Peru.

Basados en el analisis de poblaciones del hon-
go de las regiones estudiadas, se podrian generar
tres hipotesis acerca del origen de la epidemia de
roya amarilla del café surgida en el afio 2013 en
el Perti. La primera postularia que existio la intro-
duccion de una nueva raza de H. vastatrix al Perq,
la cual provino de la Raza II, y debio adaptarse
rapidamente a las condiciones ambientales de las
zonas cafetaleras, que se encuentran en altitudes
superiores a los 1000 msnm. Ademas, por la mayor
frecuencia observada de los principales haplotipos
ancestrales en Villa Rica debid llegar antes a esta
zona que a Quillabamba; sin embargo, en la red ha-
plotipica existen mas de un nodo principal consi-
derados como ancestrales (Hap 4, Hap 8, Hap 21
y Hap 36). Estos cuatro haplotipos debieron llegar
de una manera progresiva y en un corto periodo de
tiempo al Pera. Asi mismo, el haplotipo Hap 4 que
corresponde a la raza 11, esta en mayor frecuencia
en ambas zonas cafetaleras e incluyen en su confor-
macion a la secuencia CT_2N colombiana.

La segunda hipotesis postularia que hubo una
evolucion de la poblacion de H. vastatrix a partir
de la raza II, generandose una variante capaz de
infectar a los cafetos de altura; sin embargo, de
acuerdo a lo observado en la red haplotipica (Figu-
ra 3), debieron formarse de manera casi simultanea
al menos 4 variantes las que corresponden a los ha-
plotipos ancestrales; no obstante, en dos de ellos
(Hap 4 y Hap 36) se encuentran secuencias tanto
de Colombia como de Peru, las cuales debieron ge-
nerarse simultaneamente en ambos paises o de lo
contrario pudieron haber sido introducidos desde
el Peru, lo cual es una posibilidad poco probable
considerando que existen controles sobre el movi-
miento de todo material vegetal (Cristancho ef al.,
2007).

La tercera hipotesis, apunta a los cambios en las
condiciones climaticas que habrian favorecido la
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since 1979. This hypothesis is similar to the one
proposed by Cristancho ef al. (2012) in Colombia
as the origin of the coffee epidemic in 2008 that
affected Colombian coffee producing areas above
1400 masl.

CONCLUSIONS

By analyzing Hemileia vastatrix genetic
diversity using ITS region sequences, we concluded
that the haplotypic diversity values for Quillabamba
and Villa Rica in Peru were high (0.934 +/- 0.024
and 0.977 +/- 0.012, respectively). However, the
nucleotic diversity was low (0.00293 +/- 0.00026
and 0.00540 +/- 0.00038, respectively). However,
the highest H. vastatrix diversity was found in the
Quillabamba coffee producing area. In both studied
areas, a large non-differentiated population was
found by area of provenance, and their haplotypes
are similar to those from Colombia. The sequences
of races II and XXII stored in the GenBank that
correspond to haplotype Hap 4 are present both in
Quillabamba and Villa Rica. Also, three hypotheses
are proposed to explain the increase of rust intensity
in Peru.
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reproduccion del hongo y su expansion hacia las
zonas por encima de los 1000 msnm. Esta hipotesis
se sustenta con lo observado en la red haplotipica
(Figura 3), en la cual, se han formado 4 nodos co-
rrespondientes a los haplotipos ancestrales (Hap 4,
Hap 8, Hap 21 y Hap 36), posiblemente existen-
tes desde hace afos atras, porque se encuentran en
ambas zonas cafetaleras peruanas y estan en pro-
ceso de expansion. Ademas, el haplotipo de mayor
frecuencia es Hap 4 que corresponde a la raza II,
la cual existe desde el ano 1979 en el Peru. Esta
hipotesis, es similar a la que propusieron, Cristan-
cho et al. (2012) en Colombia para el origen de la
epidemia de roya del café ocurrido en el afio 2008 y
que afecto6 los cafetos colombianos sobre los 1400
msnm,.

CONCLUSIONES

Mediante el analisis de la diversidad genética
de Hemileia vastatrix a través de la secuenciacion
de la region ITS, se determind que los valores de
diversidad haplotipica para las zonas cafetaleras
de Quillabamba y Villa Rica del Peru fueron altos
(0.934 +/- 0.024 y 0.977 +/- 0.012 respectivamen-
te); no obstante, la diversidad nucleotidica fue baja
(0.00293 +/- 0.00026 y 0.00540 +/- 0.00038, res-
pectivamente). Sin embargo, la mayor diversidad
de H. vastatrix se encuentra en la zona cafetalera de
Quillabamba. Entre las dos zonas evaluadas se ha
encontrado una poblacion grande no diferenciada
por zona de procedencia, y sus haplotipos son simi-
lares a los de Colombia. Las secuencias de las razas
IT y XXII almacenadas en el GenBank que corres-
ponden al haplotipo Hap 4, se encuentran tanto en
Quillabamba como en Villa Rica. Ademas, se pro-
ponen tres hipdtesis para explicar el incremento de
la intensidad de la roya en el Peru.
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