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摘要：为明确我国小麦条锈病菌当前主要流行生理小种CYR32和CYR33的毒性及基因型特征，从

全国11个省（区）随机选取29个CYR32菌株和39个CYR33菌株，利用近等基因系及辅助鉴别寄主

对其进行毒性鉴定，利用SSR分子标记技术对其进行基因型分析，并对其进行聚类分析。结果显

示，CYR32 和 CYR33 菌系各有 17 种毒性表型，而且在抗病基因 Yr2、Yr17、Yr27、Yr32、Yr43、YrSp、

YrExp2、Yr28、YrV23 上都发生了毒性分化，CYR32 和 CYR33 菌系的多样性指数分别为 0.089、

0.097；CYR32 和 CYR33 菌系的香农信息指数均值分别为 0.44 和 0.45；当相似性系数为 0.93 时，

CYR32和CYR33菌系分别被聚为5个和8个毒性类群；当相似性系数为0.84时，CYR32和CYR33

菌系分别被聚为10个和16个基因型类群。表明在中国鉴别寄主上具有相同毒性谱特征的CYR32

和CYR33菌系在近等基因和SSR分子标记中发生了不同程度的毒性和基因型分化。
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Abstract: To understand the characteristics of virulence and genotypic diversity of Chinese races

CYR32 and CYR33, 29 isolates of CYR32 and 39 isolates of CYR33 were selected randomly from 11

regions in China. Isolate virulence was assessed by using near- isogenic lines and assistant differential

hosts, and genotypes were analyzed by 15 pairs of simple sequence repeat (SSR) markers. Virulence

and molecular data were clustered separately. The results showed that each of CYR32 and CYR33 had

17 virulent phenotypes. The majority of CYR32 and CYR33 isolates showed differentiation in resis-

tance genes Yr2, Yr17, Yr27, Yr32, Yr43, YrSp, YrExp2, Yr28 and YrV23, and the virulence diversity in-

dex of CYR32 and CYR33 were 0.089 and 0.097, respectively. The average of Shannon information in-

dex of CYR32 and CYR33 were 0.44 and 0.45, respectively. At 0.93 similarity coefficient level,

CYR32 and CYR33 were divided into five and eight virulence groups, while molecular data of CYR32

and CYR33 revealed ten and 16 genotype groups with a similarity coefficient of 0.84. The results

showed that races CYR32 and CYR33 with the same virulence characteristics to Chinese differential set
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could be further separated with the aid of near-isogenic differential lines and genetic markers.

Key words: Puccinia striiformis f. sp. tritici; physiological race CYR32; physiological race CYR33;

virulence; differentiation

由担子菌门条形柄锈菌 Puccinia striiformis f.

sp. tritici引发的小麦条锈病是小麦种植区的毁灭性

真菌病害。20世纪50年代以来，我国于1950、1964、

1990和2002年发生了4次小麦条锈病特大流行，造

成小麦减产约 120亿 kg（康振生等，2015）。在非流

行年代，小麦条锈病年平均发生面积为 400万 hm2，

小麦减产也超过10亿kg（陈万权等，2013）。目前防

治小麦条锈病最经济、有效、环保的方法是种植抗病

品种（李振岐，1980；Chen，2005）。然而，基因突变

和重组（Park & Wellings，2012）导致小麦条锈病菌

高度变异，产生新的毒性小种，大面积种植的抗条锈

病品种常常在 3~5年后抗性逐渐减缓或者消失（李

振岐和曾士迈，2002；Hovmøller et al.，2011）。

在中国，新发现的小麦条锈病菌系并不立即命

名，而是根据其在中国鉴别寄主不同小麦品种上的

致病特征暂定为致病类型，如果该新菌系在田间的

发生频率超过10%，则正式命名为生理小种。因此，

根据出现先后次序，中国依次命名了条中 1 号

（CYR1）、条 中 2 号（CYR2）…… 条 中 34 号

（CYR34），它们都是我国小麦条锈病菌历史上流行

的生理小种（Wang et al.，2010；刘博等，2017）。

CYR32 于 1994 年首次被发现，由于其对小麦品种

Hybrid46致病，所以暂定为Hybrid46致病类型3（贾

秋珍等，2007）。2000年CYR32的出现频率为11%，

2001 年 CYR32 的出现频率急剧上升到 28.79%，因

此 2002年被正式命名为CYR32（Wan et al.，2004）。

CYR33（原 Su11-14 致病类型）于 1997 年首次被发

现，其出现频率从最初的低于 1%上升到 2007年的

26.72%，2008 年被正式命名（Chen et al.，2009b）。

自 2000 年以来，CYR32 和 CYR33 一直是我国出现

频率最高的条锈菌生理小种（Bai et al.，2014）。查

明小麦条锈病菌生理小种的组成类型、致病特征、分

布情况和消长动态，可为小麦抗条锈病品种的选育

和推广提供有效信息。

本研究利用一套含抗病基因的近等基因系及辅

助鉴别寄主材料和分子标记对当前条锈菌主要流行

生理小种CYR32和CYR33进行毒性表型和分子基

因型特征分析，明确这 2个优势生理小种内部毒性

分化与遗传分化状态，评估中国鉴别寄主对我国小

麦条锈病菌毒性菌系群体的区分力度，明确在条锈

菌菌系毒性鉴定中有无必要用近等基因系鉴别寄主

进行进一步区分，以期为小麦抗锈性精细鉴别和抗

源育种利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：2014 年春季在甘肃（GS）、四川

（SC）、青海（QH）、西藏（XZ）、陕西（SX）、云南

（YN）、河南（HN）、湖北（HB）、重庆（CQ）、贵州

（GZ）、安徽（AH）11个省（区）采集小麦条锈病菌标

样。在实验室经单孢子堆分离及 19个中国鉴别寄

主鉴定后，分别从每个省（区）随机选取生理小种

CYR32 和 CYR33 的菌株 1~6 个，共挑选出 29 个

CYR32菌株和39个CYR33菌株。

鉴别寄主：鉴别寄主为全国统一的19个小麦品

种，分别为 Trigo Eureka、Fulhard、保春 128、南大

2419、维尔、阿勃、早洋、阿夫、丹麦 1号、尤皮 II 号、

丰产 3 号、洛夫林 13、抗引 655、水源 11、中四、洛夫

林 10、Hybrid46、Triticum spelta album、贵农 22。感

病对照品种为铭贤169。中国鉴别寄主与感病对照

种子由本实验室提供。小麦条锈病 18个近等基因

系和9个辅助鉴别寄主材料由华盛顿州立大学陈贤

明教授惠赠。

试剂及仪器：Taq酶，美国赛默飞世尔公司；10×

PCR缓冲液（无Mg2+）、25 mol/L MgCl2，TaKaRa宝生

物公司；dNTPs，北京康为世纪生物科技有限公司；

其它均为国产分析纯。MiniVE电泳仪，美国GE公

司；S1000 PCR仪、ND-1000分光光度计，美国伯乐

公司；3730XL基因分析仪，美国赛默飞世尔公司。

1.2 方法

1.2.1 条锈菌标样的单个夏孢子堆分离及扩繁

将感病对照小麦品种铭贤169播种于长10 cm、

宽 10 cm、高 10 cm 的小花盆中，每盆播 16 粒种子，

当第1片叶完全展开时，每盆仅留7~8株，剪去其它

幼苗。接种前用水冲去各地采集的小麦条锈病菌标

样表面的杂质，甩干后置于铺有吸水纸且湿度为

100%的培养皿中，标样叶片正面向上，10℃黑暗保湿

10 h。将待接种小麦幼苗叶片表面蜡质层脱去后，

在标样上挑取单个条锈菌夏孢子堆接种到健康对照

小麦幼苗叶片正面。保证每盆幼苗只接种1个条锈
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菌标样，每片幼苗叶片只接种 1个夏孢子堆。接种

后幼苗于10℃黑暗保湿24 h，而后转移到温室培养，

13℃ 7 h黑暗、17℃ 17 h光照培养。待幼苗叶片表

面出现夏孢子后，每盆只留1株发病较好的幼苗，剪

去其它幼苗，每盆加上隔离罩，防止菌株相互传染。

接种后13~15 d，分别用干净的试管收集病叶上的夏

孢子，置于4℃干燥器内暂时保存或于-80℃长期留

存，备用。

1.2.2 菌系毒性鉴定及毒性分析

将近等基因系及辅助鉴别寄主材料和感病对照

品种铭贤169共28个品种或材料的小麦种子，依次

播种于长 10 cm、宽 10 cm、高 10 cm的花盆中，每盆

种植4 个品种，为了防止小麦品种相互混淆，将4个

品种分别集中种植在每个花盆的 4个角落，并插上

标签，每个品种播种 6~7 粒种子。当小麦第 1 片叶

完全展开时，脱去叶片表面的蜡质层，将各菌株的夏

孢子分别按1︰20的比例与滑石粉混匀后，均匀地抖

落于近等基因系及辅助鉴别寄主的小麦叶片正面，

10℃黑暗保湿24 h后转至温室培养，10℃ 7 h黑暗、

17℃ 17 h光照培养。接种后 17~19 d，按照Chen et

al.（2002）的9级分级标准记录各菌株在近等基因系

及辅助鉴别寄主上的毒性表型，其中 0~5级为抗病

型，6~9级为感病型。抗病型数据记作 0，感病型数

据记作 1，用毒性分析软件 VAT（Kosman & Leon-

ard，2007）统计毒性多样性指数、毒性表型特征及毒

性频率（病原菌群体对特定抗性基因的侵染频次）。

利用 NTSYSpc-2.11F 软件进行聚类分析，用 SAHN

程序中的非加权组平均法（unweighted pair group

method with arithmetic mean，UPGMA）进行相似性

系数分析，并通过Tree plot模块形成聚类图。

1.2.3 菌系夏孢子DNA的提取及SSR标记

参照 Aljanabi & Martinez（1997）的 CTAB 法提

取菌株夏孢子DNA，并稍加改良。用分光光度计检

测DNA的浓度和纯度，并将其稀释至50 ng/μL用于

SSR分子标记中的PCR反应。

从CYR32和CYR33菌系中随机选取16个菌株

用于SSR标记引物筛选，共选出 15对多态性引物，

利用这15对引物对所有CYR32和CYR33菌株进行

DNA 扩增。引物 scaffold510_69777、scaffold571_

34646、scaffold938_65966、scaffold962_172974、scaf-

fold512_54559、scaffold495_45067、scaffold498_206

436、scaffold45_273492、scaffold176_11303 由 Luo et

al.（2015）开发；引物 SUNIPst05-47、SUNIPst15-30、

SUNIPst16-42 由 Bailey et al.（2013）开发；引物 RJ4

是基于条锈菌EST序列开发（Enjalbert et al.，2002）；

引物 CPS27、PstP03 分别由 Chen et al.（2009a）和

Cheng et al.（2012）开发。

25 μL PCR 体系：模板 2 μL、Taq 酶 0.2 μL、10×

PCR 缓冲液（无 Mg2+）2 μL、25 mol/L MgCl2 2.5 μL、

dNTPs 2 μL、引物 1 μL、ddH2O 14.3 μL。PCR 反应

程序：94℃预变性 4 min；扩增 10个循环，每个循环

94℃变性 45 s，64℃退火 45 s，每循环退火降 1℃，

72℃延伸 45 s；扩增 25个循环，每个循环 94℃变性

45 s，54℃退火 45 s，72℃延伸 45 s；最后 72℃延伸

10 min。在基因分析仪上对PCR扩增产物进行分析。

1.3 数据分析

用Nei’s无偏差遗传距离系数表示分子数据的

群体间遗传距离。通过全部供试菌系平均个体遗传

相似性来估算群体间平均遗传相似性。利用 Pop-

gene 1.32 软件计算群体间遗传距离、遗传相似性、

多态性条带数、多态性条带的百分率、观察等位基因

数、有效等位基因数、香农信息指数。利用NTSYS-

pc-2.11F软件进行聚类分析，用SAHN程序中的UP-

GMA 方法进行相似性系数分析，并利用 Power-

marker 3.25软件生成邻接法聚类图。

2 结果与分析

2.1 CYR32和CYR33菌系的毒性特征分析

2.1.1 毒性特征分析

29个CYR32和39个CYR33菌株在近等基因系

及辅助鉴别寄主上各有17种毒性表型，所占比例分

别为 58.6%和 43.5%。在 27 个近等基因系材料中，

CYR32 和 CYR33 菌 系 在 Yr2、Yr17、Yr27、Yr32、

Yr43、YrSp、YrExp2、Yr28、YrV23上都发生了毒性分

化。CYR32菌系发生毒性分化的材料比CYR33菌

系多了Yr8和Yr76，少了Yr7。2个生理小种CYR32

和CYR33的菌系除了在Hybrid46上的毒性表型相

反，在其它材料上的毒性频率都相似，对 Yr5、Yr8、

Yr10、Yr15、Yr24、Yr32、YrTr1、Yr26抗病基因不致病

或毒性频率较低，对 Yr1、Yr2、Yr6、Yr7、Yr9、Yr17、

Yr27、Yr44、Yr43、YrSp、YrExp2、Yr76、Yr18、Yr25、

Yr28、YrV23、Yr29、YrA 抗病基因毒性频率较高（表

1）。CYR32和CYR33 菌系的毒性多样性指数分别

为0.089、0.097。

2.1.2 毒性聚类分析

当相似性系数分别为 0.88、0.86 时，CYR32 和

CYR33菌系分别被聚为2个毒性类群。而当相似性

系数为0.93时，CYR32和CYR33菌系分别被聚为5个



和 8 个类群，表明 11 个省（区）的 CYR32 和 CYR33 菌系均发生了不同程度的毒性分化（图1）。

表1 CYR32和CYR33菌系在近等基因系及辅助鉴别寄主材料上的毒性频率

Table 1 Virulence frequency of CYR32 and CYR33 isolates to near-isogenic lines and assistant differential hosts

单基因系材料/辅助鉴别寄主
Near-isogenic line/assistant differential host

AvSYr1NIL

SieteCerros T66

AvSYr5NIL

AvSYr6NIL

AvSYr7NIL

AvSYr8NIL

AvSYr9NIL

AvSYr10NIL

AvSYr15NIL

AvSYr17NIL

AvSYr24NIL

AvSYr27NIL

AvSYr32NIL

Avs/IDO377s（F3-41-1）
Avs/Zak（1-1-35-line1）
AvSYrSpNIL

AvSYrTr1NIL

Avs/Exp1/1-1Line 74

Tyee

AvSYr18NIL

Hugenoot

AvSYr28NIL

AvSYr29NIL

Vilmorin 23

Hybrid 46

Avoct

92R137

Yr基因
Yr gene

Yr1

Yr2

Yr5

Yr6

Yr7

Yr8

Yr9

Yr10

Yr15

Yr17

Yr24

Yr27

Yr32

Yr43

Yr44

YrSp

YrTr1

YrExp2

Yr76

Yr18

Yr25

Yr28

Yr29

Yr3

Yr4

YrA

Yr26

毒性频率Virulence frequency（%）

CYR32菌系
CYR32 isolates

100.0

75.9

0.0

100.0

100.0

3.4

100.0

0.0

0.0

0.0

3.4

93.1

6.9

75.9

100.0

93.1

0.0

82.8

93.1

100.0

100.0

96.6

100.0

82.8

100.0

100.0

0.0

CYR33菌系
CYR33 isolates

100.0

74.4

0.0

100.0

89.7

0.0

100.0

0.0

0.0

0.0

7.7

92.3

7.7

79.5

100.0

94.9

0.0

82.1

100.0

100.0

100.0

97.4

100.0

69.2

0.0

100.0

0.0

2.2 CYR32和CYR33菌系的基因型特征分析

2.2.1 基因型多样性分析

29 个 CYR32 和 39 个 CYR33 菌株利用 SSR 引

物扩增后，分别得到29个和39个多态性条带，多态

性条带的百分率为100%。CYR32和CYR33菌系的

遗传多样性都比较丰富，观察等位基因数均为2.00，

CYR32和CYR33菌系有效等位基因数均值为1.49、

1.52，CYR32和CYR33菌系的香农信息指数均值分

别为0.44、0.45。

2.2.2 分子聚类分析

当相似性系数分别为 0.64、0.69 时，CYR32 和

CYR33 菌系的分子数据分别被聚为 2 个基因型类

群。而当相似性系数为0.84时，CYR32和CYR33菌

系分别被聚为10个类群和16个类群（图2）。

3 讨论

我国开展小麦条锈病菌的毒性变异监测始于

1944年，Fang（1944）首次利用 8个鉴别品种在中国

西南地区鉴定出 9个生理小种。Wellings（2007）根

据鉴别寄主应具备的标准以及我国小麦条锈病菌的

毒性变异对中国鉴别寄主进行了一系列调整，确定

了由 19个小麦品种组成现用的一套体系。近等基

因系鉴别寄主是以感病品种Avocet S（AvS）为轮回

亲本获得的一套体系，它们的遗传背景相同，每个鉴

别寄主只携带单一的抗条锈病基因。经证明，该套

近等基因系除了不能对侵染感病对照AvS的菌系进

行区分外，能有效区分生理小种毒性，并推断小麦条

锈病菌小种所携带的毒性和无毒基因（Liu et al.，

2010）。本研究应用近等基因系及辅助鉴别寄主对

全国11个省（区）CYR32和CYR33菌系的致病特征

进行了分析，发现在中国鉴别寄主上毒性表型完全

相同的各菌系却在单个抗病基因上的毒性表型普遍

出现了分化，且不受地域的影响，说明中国鉴别寄主

对不同致病特征菌株的区分力度不够，亟待调整。
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图1 基于毒性鉴定的29个CYR32菌株（A）和39个CYR33菌株（B）聚类分析

Fig. 1 UPGMA dendrogram of 29 isolates of race CYR32（A）and 39 isolates of race CYR33（B）based on virulence identification

图2 基于SSR分子标记的29个CYR32菌株（A）和39个CYR33菌株（B）的聚类图

Fig. 2 Neighbor-joining dendrogram of 29 isolates of race CYR32（A）and 39 isolates of race CYR33（B）based on SSR markers

本研究发现，CYR32 和 CYR33 菌系对 Yr1、

Yr2、Yr6、Yr7、Yr9、Yr17、Yr27、Yr44、Yr43、YrSp、Yr-

Exp2、Yr76、Yr18、Yr25、Yr28、YrV23、Yr29、YrA 抗病

基因的毒性频率较高，说明在抗条锈病育种过程中

需慎重使用这些基因；而对 Yr5、Yr8、Yr10、Yr15、

Yr24、Yr32、YrTr1、Yr26抗病基因不致病或毒性频率

较低，说明这些基因可能具有潜在利用价值。但是

在田间出现频率仅次于 CYR32 和 CYR33 菌系的

V26 对 Yr10、Yr24、Yr26 致病（Liu et al.，2010；黄瑾

等，2014；Zhan et al.，2016），因此这3个Yr基因失去

了单独利用价值。近年在对田间小麦条锈病菌的毒

性研究过程中，暂未发现对Yr15有毒性的菌株，而
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对Yr5有毒性的菌株只在甘肃省低频率地出现（刘

太国等，2012；黄瑾等，2014），表明这 2个Yr基因能

有效抵抗中国当前的条锈菌小种，但需继续加强

Yr5致病类群出现频率的监测，并且合理布局这2个

抗条锈病基因。曾庆东等（2015）分别使用 CYR32

和CYR33对小麦抗条锈病基因进行有效性分析，发

现 Yr8表现全生育期感病，而 Yr32、YrTr1在苗期表

现感病，成株期表现抗病，说明在抗条锈育种中应该

谨慎使用这些抗病基因，对全生育期感病的抗病基

因尽量避免使用。

本研究通过SSR分子标记分析发现，CYR32和

CYR33菌系出现了基因型分化，具有丰富的遗传多

样性，这可能因为基因突变、体细胞重组、异核作用

等使小麦条锈病菌基因结构发生改变（Hovmøller

& Justesen，2007；Park & Wellings，2012）。国内外学

者的研究（Wan et al.，2004；Chen et al.，2009a）已经

证实我国陇南、川西北“易变区”的小麦条锈病菌群

体既有丰富的基因型多态性，又有高度的毒性多样

性，分子检测其遗传重组频率很高，完全不同于欧洲

（Enjalbert et al.，2002；Hovmøller & Justesen，2007；

Hovmøller et al.，2011）。Duan et al.（2010）利用分子

标记发现，在我国陇南、川西北地区一年内所采集标

样的条锈菌群体遗传多样性比法国 20年时间所收

集的总和还要高 7倍，究其原因，一方面，中国是世

界上最大的小麦条锈病流行区之一，小麦条锈病菌

群体结构复杂，小种毒性变异频繁；另一方面，新的

毒性小种可能早已在自然界存在，仅是现有的鉴别

寄主不能将其及时检测出来。Jin et al.（2010）通过

室内人工接种首次证实小檗是小麦条锈病菌的转主

寄主；赵杰等（2011）、Zhao et al.（2013）研究证明，在

自然条件下，我国小麦条锈病菌可以在小檗上进行

有性繁殖。但是自然条件下小麦条锈病菌有性生殖

对病害流行的作用还需继续深入研究。

本研究所选取的生理小种CYR32和CYR33作

为当前流行小种被频繁用于小麦品系的抗病性鉴定

中，然而研究结果显示中国不同地区的这 2个小种

无论是在毒性还是在分子标记上均存在差异，表明

CYR32和CYR33仅仅是在19个中国鉴别寄主上有

相同毒性谱特征的一类致病类群，而群体内菌系间

遗传组成及其毒性未必完全一致，并非遗传学意义

上的单纯个体。小麦抗锈性鉴定所用的条锈菌生理

小种通常指用中国鉴别寄主鉴定后有特定毒性谱的

菌系，其中可能包含了不同的毒性和/或无毒基因，

以此对供试品系进行抗病性鉴定，其结果的客观性

和准确度可能会偏差较大。因此使用生理小种对小

麦品系进行抗条锈病鉴定不够准确，应进一步完善

鉴别寄主体系，并在了解当地小麦条锈菌系毒性频

率及毒性结构组成的前提下评估栽培品系的实际抗

性水平。
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