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摘要: 随着新一代测序技术的发展, 大量的转录组数据和表达序列标签(EST)成为开发简单重复序列(SSR)标记

的可利用资源。本研究利用MISA软件筛选龙眼(Dimocarpus longan)顶芽转录组数据库序列, 从114 445条龙眼

转录组unigene序列中发现11 546个SSR位点, SSR出现频率为10.09%。其中1 975条unigene含有两个或两个以

上EST-SSR位点, 占所有SSR位点的比例为17.10%, SSR出现的平均距离为7.52 kb。从龙眼转录组SSR核苷酸

基序类型来看, 二核苷酸(52.11%)和三核苷酸(46.15%)出现频率最高, 占所有核苷酸出现频率的99.26%。在龙

眼转录组SSR中二核苷酸重复基元出现频率最高的是AG/CT (4 250个, 占36.81%), 三核苷酸重复基元出现频率

最高的是AAG/CTT (1 109个, 占9.61%)。对含SSR位点的9 571条unigene序列进行引物设计, 共设计出了8 347
对SSR位点特异引物。随机挑选合成50对EST-SSR引物, 以‘石硖’、‘储良’、‘古山2号’、‘立冬本’等四份龙眼

材料的基因组DNA为模板对这批引物进行PCR扩增、筛选, 结果表明, 其中21对引物能产生理想的PCR产物, 
有效扩增率为42%; 16对引物扩增条带具有多态性, 占有效引物的76.2%; 16对多态性引物共扩增获得50个条

带, 其中多态性片段21个, 每对引物平均产生1.31个多态性片段。
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龙眼(Dimocarpus longan)是原产我国的热带、

亚热带水果, 距今有2 000多年的栽培历史。我国目

前拥有300多个龙眼品种(系), 主要分布在广东、福

建、广西、海南、四川、台湾等省和自治区(潘丽

梅等2008)。龙眼在长期的自然进化过程中, 受自

然环境的优劣淘汰及人为选择机制的影响, 形成

了丰富的龙眼资源库(许奇志等2008)。丰富的龙

眼资源储备是我们龙眼选育种的基础, 而对龙眼

种质资源的综合评价及鉴定则是选育种的首要工

作。在龙眼漫长而悠久的栽种历史中, 由于无序

的引种及各地方言的影响导致存在同名异物或者

同物异名的混乱现象(易干军等2003), 亟需对我国

龙眼种质资源进行鉴定区分。但是, 仅仅依据龙

眼外观形态学已经不能对龙眼品种进行有效鉴别

和区分(许奇志等2008)。
分子标记凭借其易操作、低成本、高分辨率

等优点广泛应用在植物种质资源的鉴定与分类(王
金星等2011)和遗传多样性(Yonemoto等2006)等相关

的研究上。在龙眼种质资源鉴定与分类中主要应

用的分子标记包括随机扩增多态性DNA (random 
amplified polymorphic DNA, RAPD)标记、扩增片段

长度多态性(amplified fragment length polymorphism, 
AFLP)标记、简单重复序列间扩增(inter-simple se-
quence repeat, ISSR)标记、相关序列扩增多态性

(sequence-related amplified polymorphism, SRAP)

等。陈有志(2001)用RAPD分子标记推测了新种质

‘龙荔’的父母本, 从而揭示出龙眼和荔枝(Litchi 
chinensis)杂交的潜在可能。许奇志(2008)用RAPD
分子标记分析了24份原产于闽、粤、川三省的龙

眼资源的遗传多样性。高慧颖等(2007)利用RAPD
分子标记研究了龙眼遗传多样性与其地域来源的

相关性, 提出泰国和印度尼西亚的部分龙眼基因

型可能来源于中国的论断。易干军等(2003)采用

AFLP标记研究了46份龙眼资源的遗传进化关系。

赵玉辉等(2008)利用SRAP标记鉴定了‘紫喜娘’荔
枝和‘石硖’龙眼杂交后代的真伪。曾黎辉(2007)通
过ISSR标记将55份龙眼种质材料划分为中国龙眼

与泰国龙眼两个大类。陈虎等(2010)利用ISSR技

术将37份龙眼材料分为中国、泰国和越南三大类, 
分类结果与其品种地理来源相符合。郑姗等

(2012)利用5条稳定的多态ISSR引物, 将17份龙眼

种质分为4类群, 其中引物py-9能有效区分17份龙

眼资源。

简单重复序列(simple sequence repeat, SSR)标
记具有多态性高、共显性、易检测、重复性高、

数量丰富、对基因组有很好的覆盖性等特点, 因此
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广泛应用于植物遗传多样性的研究、新品种鉴定、

分子标记辅助育种(marker assisted selection, MAS)、
遗传连锁图谱的构建等方面。根据SSR的来源可

将其分为基因组SSR和表达序列标签(expressed 
sequence tag, EST)-SSR, EST-SSR分子标记因其具

有较好通用性且开发方法简单、成本低等特点应

用更为广泛。

刘峰等(2012)利用EST-SSR分子标记技术构

建了12条辣椒(Capsicum annuum)连锁群。Chen等
(2007)以分离得到的141个EST-SSR标记构建了枸

橘(Poncirus trifoliata)与甜橙(Citrus sinensis)之间

的遗传图谱。袁菊红(2011)用SSR标记技术分析

了15份石蒜属(Lycoris spp.)材料和部分中国水仙

(Narcissus tazetta var. chinensis)的亲缘关系。韩瑞

霞等(2012)开发了28对苦荞(Fagopyrum esculentum) 
SSR引物并对起源于我国不同地域的苦荞种质的遗

传多样性和亲缘关系进行了分析。李书柯等(2011)
利用水稻(Oryza.sativa)基因组数据, 通过SSR分子

标记技术分析了62份漳浦野生稻和海南野生稻的

遗传多样性。孙清明等(2013)利用自主开发的荔枝

EST-SSR标记与SNP标记, 鉴定了荔枝新品种‘御金

球’的亲本来源为‘糯米糍’和‘焦核怀枝’。目前基于

EST数据开发的龙眼SSR标记非常少, 限制了龙眼

分子标记水平的研究发展。洪仕南等(2015)以‘红
核子’龙眼胚性愈伤组织转录组数据为基础进行

EST-SSR分子标记研究, 完成了EST-SSR-PCR试验

体系的优化, 并将优化后的EST-SSR标记应用于龙

眼的亲缘关系分析。本研究对前期获得的龙眼顶

芽转录组测序产生的海量EST序列进行全转录组

SSR鉴定及引物设计, 揭示龙眼顶芽转录组SSR的
分布规律和特性, 拟为龙眼遗传图谱构建、系谱

分析和MAS育种提供高效的分子标记资源。

1  材料与方法

1.1  材料

转录组数据为本课题组于2014年采用Illumina
高通量测序获得, 测序所选用的材料为四年生‘石
硖’龙眼(Dimocarpus longan Lour.)每次新梢老熟后

的顶芽, 随机选择3个不同单株的5个新梢顶芽, 分
别提取其RNA并等量混和用于文库构建。测序委

托北京诺禾致源生物信息科技有限公司采用Illu-
mina HiSeq 2500测序平台完成。随后采用转录组

Trinity组装软件进行序列组装。获得的龙眼顶芽

转录组数据已上传到美国国立生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information, NCBI)
的Sequence Read Archive (SRA)公用数据库, 序列

号为SRA403714。
用于SSR引物筛选与多态性分析的龙眼品种

顶芽取自广东省农业科学院果树研究所龙眼种质

资源圃。

1.2  方法

1.2.1  RNA和DNA提取

龙眼顶芽RNA提取参照翟世博等(2016)报道

的方法。龙眼顶芽片基因组DNA提取参照洪仕南

等(2015)的方法。

1.2.2  ‘石硖’龙眼转录组SSR位点鉴别及SSR引物

设计

使用MISA软件(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/
misa/misa.html)对‘石硖’龙眼顶芽转录组中的uni-
gene进行SSR位点搜索, 搜索标准为: 二核苷酸、

三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸最少

重复次数分别为6、4、3、3和3次。利用Primer3
软件(http://primer3.sourceforge.net/releases.php)为
含有SSR位点的unigene批量设计引物, 引物设计的

参数参考龙眼已报道的SSR序列引物: 序列长度

18~27 bp, 扩增产物长度100~350 bp, GC含量

40%~60%, 退火温度57~63°C, 上下游引物的退火

温度值相差不大于2°C; 尽量避免出现发卡结构、

二聚体、错配和引物二聚体等二级结构。

1.2.3  龙眼SSR-PCR扩增及产物检测

PCR反应体系为25 μL, 其中包括: 10×PCR 
Buffer (1.5 mmol·L-1 Mg2+) 2 μL, 80 ng DNA模板, 
0.4 mmol·L-1 dNTPs, 0.2 μmol·L-1引物, 1.5 U Taq
酶。扩增反应在TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice
仪器上进行, 扩增程序为: 94°C预变性5 min; 94°C
变性30 s, 退火(根据引物合成单上的Tm减2°C) 30 s, 
72°C延伸1 min, 35个循环; 72°C延伸10 min。扩增

产物采用琼脂糖凝胶分离鉴定。

2  实验结果

2.1  龙眼转录组中SSR的分布及结构特点

通过对龙眼转录组的114 445条unigene (序列总

长约86 800.57 kb)序列进行搜索, 发现这些unigene
序列中含有11 546个SSR位点, 其中1 975条unigene
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含有两个或两个以上EST-SSR位点。总体上, SSR
发生频率为10.09%, 平均每7.52 kb出现一个SSR。
龙眼转录组SSR的类型丰富, 从二核苷酸至六核苷

酸重复类型均存在, 其中二核苷酸和三核苷酸重

复类型出现频率较多, 分别占总SSR出现频率的

52.11%和46.15%; 四核苷酸、五核苷酸和六核苷

酸重复类型出现频率较少, 分别占总SSR出现频率

的1.48%、0.13%和0.13% (表1)。
龙眼转录组SSR重复单元的重复次数分布在

5~24次之间, 其中5~10次重复的SSR位点有11 282
个, 占总数的97.71%; 11次重复以上的有264个, 占
3.29%。所有龙眼转录组SSR重复单元中, 以6次重

复次数的SSR最多, 占30.31%; 5次重复的次之, 占
28.09% (表1)。龙眼转录组SSR的长度从10~272 
bp不等, 分布在10~15 bp的约有7 146个, 占整个

SSR的61.89%; 16~20 bp的有2 828个, 占24.49%; 
21~25 bp的有719个, 占6.23%; 长度大于25 bp的有

852个, 占7.38%。

2.2 龙眼转录组SSR基序重复类型和频率特征

从龙眼转录组SSR核苷酸基序类型来看, 其
11 546个SSR位点包含61种重复基元, 二核苷酸至

六核苷酸重复基元分别有4、10、19、13、12种; 从分

布频率来看, 出现最多的重复基元是AG/CT (4 250
个, 占36.81%)和AAG/CCT (1 109个, 占9.61%)。
二核苷酸重复基元以AG/CT、AC/GT和AT/AT为
主, 占二核苷酸重复基元总数的99.67%。三核苷

酸重复基元以AAG/CTT、ACC/GGT和AGG/CCT
最多, 分别占三核苷酸重复基元总数的20.81%、

16.69%和13.70% (表2)。四核苷酸重复基元以

AAAG/CTTT、AAAC/GTTT和AAAT/ATTT最多, 
分别占四核苷酸重复基元总数的15.2%、12.87%

和12.28%; 五核苷酸重复基元以AACAC/GTGTT
和AATTC/AATTG出现频率最高, 分别占其总数的

13.33%和13.33%; 六核苷酸重复基元出现频率最

高的是AAGAGG/CCTCTT、ACTCAG/AGTCTG
和AGCCGC/CGGCTG, 其发生频率均占其总数的

13.33%。

2.3  龙眼转录组SSR引物的有效性筛选及多态性

验证

为含SSR位点的9 571条unigene序列设计引

物, 共设计了8 347对SSR位点特异引物。为了验

证其引物的有效性, 随机挑选合成了50对EST-SSR
引物, 包括二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五

核苷酸及六核苷酸重复基元的SSR位点(表3)。
以‘石硖’、‘储良’、‘古山2号’、‘立冬本’四份

龙眼材料的基因组DNA为模板对这批引物进行

PCR扩增、筛选, 结果表明, 其中的21对引物(表3)
能产生理想的PCR产物, 有效扩增率为42%。

利用21个有效EST-SSR引物进行扩增、多态

性评价, 结果表明, 16对引物扩增条带具有多态性, 
占有效引物的76.2%。16对引物共得到50个条带, 
其中多态性片段21个, 每对引物平均产生1.31个多

态性片段(图1)。

3  讨论

SSR分子标记技术凭借其突出的优越性, 被广

泛应用于种质鉴定与分析、亲缘关系及遗传多样

性分析、构建遗传连锁图谱等研究领域。长久以

来, SSR的发展受到基因组数据库和EST-SSR序列

缺乏的限制。随着新一代测序技术的飞速发展, 
大量的转录组数据和EST序列被提交到公共数据

库中, 成为开发SSR标记的可利用资源。

表1   龙眼转录组中EST-SSR类型、数量及分布频率

Table 1  Types, numbers and frequencies of EST-SSRs in longan transcriptome

重复类型
                                                                                      数量                                              

分布频率/%
        5       6        7       8      9      10              >10                总计 

二核苷酸 0 2 105 1 309 956 786 641 260 6 017   52.11
三核苷酸 3 091 1 444 709 80 1 0 3 5 328   46.15
四核苷酸 133 37 1 0 0 0 0 171     1.48
五核苷酸 12 1 0 0 2 0 0 15     0.13
六核苷酸 7 3 2 1 1 0 1 15     0.13
合计 3 243 3 500 2 021 1 037 790 641 264 11 546 100
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表2  龙眼转录组EST-SSR中二碱基和三碱基重复基元的类

型及发生频率

Table 2  Dinucleotide and trinucleotide EST-SSR repeat motifs 
and their frequencies in ESTs of longan transcriptome

重复基元类型        发生频率数 占总发生频率的比例/%

AC/GT 872 3.90
AG/CT 4 250 19.01
AT/AT 875 3.91
CG/CG 20 0.09
AAC/GTT 585 2.62
AAG/CTT 1 109 4.96
AAT/ATT 380 1.70
ACC/GGT 889 3.98
ACG/CGT 172 0.77
ACT/AGT 93 0.42
AGC/CTG 453 2.03
AGG/CCT 730 3.27
ATC/ATG 726 3.25
CCG/CGG 191 0.85

本研究通过搜索项目组前期获得的龙眼顶芽转

录组数据库序列, 从114 445条龙眼顶芽转录组uni- 
gene (序列总长约86 800.57 kb)序列中发现了11 546
个SSR位点, SSR出现频率为10.09%, 其中1 975条
unigene含有两个或两个以上EST-SSR位点, 占所有

SSR位点的比例为17.10%, SSRs出现的平均距离为

7.52 kb。这个SSR出现频率结果明显优于洪仕南等

(2015)利用‘红核子’龙眼胚性愈伤组织转录组数据

获得的EST-SSRs。与已有报道的其他树种的SSR出
现比例相比, 低于萝卜(Raphanus sativus)的23.79% 
(Wang等2012)、柑橘(Citrus reticulata)的21.74% (Jiang
等2006)、茶(Camellia sinensis)的14.70% (Wu等
2013)和腊梅(Chimonanthus praecox)的12.35% (李响

等2013), 但是优于杜仲(Eucommia ulmoides)的2.90% 
(黄海燕等2013)、胡桃(Juglans regia)的3.97% (冯
怡等2011)和红豆杉(Taxus chinensis)的2.07% (李炎

林等2014)。各物种SSRs的出现比例与物种间的真

实SSR信息差异有关, 但是也受到SSR查找软件、

SSR长度设定以及EST数据库中的数据量及来源

等主观条件的影响。

从龙眼SSR出现频率来看, 二核苷酸(52.11%)
和三核苷酸(46.15%)出现频率最高, 占所有核苷酸

出现频率的99.26%, 这个结果与洪仕南等(2015)利
用‘红核子’龙眼胚性愈伤组织获得的结果一致。

前人在茶树(杨华等2011)、荔枝(孙清明等2013)、

水仙(祁世明2014)等其他植物中的研究结果表明

在转录组SSR位点中二核苷基元和三核苷基元是优

势重复单元, 二核苷基元和三核苷基元数目在总

SSRs中的占比最高达98.66% (水仙), 最低为69.09% 
(荔枝), 这与我们的研究结果一致。在龙眼SSR二
核苷酸重复基元中出现频率最高的是AG/CT, 这与

在刺梨(Rosa roxburghii)、芙蓉李(Prunus salicina), 
蔷薇科果树杏(Prunus armeniaca)、桃(P. persica) 
(Jung等2005)中的研究结果一致。龙眼SSR中最丰

富的三核苷酸重复基元为AAG/CTT, 这与双子叶

植物中三核苷酸主要重复类型是AAG/CTT的观点

相符(Morgante等2002)。
本研究中, 我们从设计的8 347对SSR位点特

异引物中随机挑选合成50对EST-SSR引物进行引物

的有效性检测。在合成的50对SSR引物中, 有21对
引物能够扩增出理想的PCR产物, 有效扩增率为

42%; 16对引物具有多态性, 占可扩增引物的76.2%。

龙眼转录组SSR多态性比例高于辣椒的36.84% (刘
峰等2012)、连翘(Forsythia suspensa)的37.5% (王
兴春等2015)、红豆杉的38.71% (李炎林等2014)、
洋葱(Allium cepa)的45% (李满堂等2015)、马铃薯

(Solanum tuberosum)的47.5% (巩檑等2015)、野

三七(Panax stipuleanatus)的50% (李翠婷等2014)
和甜瓜(Cucumis melo)的73.3% (胡建斌和李建吾

2009), 低于草莓(Fragaria × ananassa)的85.71% 
(董清华等2011)。转录组SSR多态性高低可能受

DNA转录序列的保守性、材料数量及材料之间差

异程度等多种因素的影响(鄢秀芹等2015; 巩檑等

2015)。本研究采用琼脂糖凝胶, 而未采用常用的

聚丙烯酰胺凝胶进行SSR扩增产物的分离, 琼脂糖

凝胶分辨率较低, 导致16对龙眼多态性引物只获

得多态性片段21个。本研究结果表明采用龙眼转

录组数据进行SSR标记开发是可行的, 开发出来的

龙眼转录组SSR标记可用于龙眼种质资源遗传多

样性分析、分子标记辅助育种、遗传图谱构建以

及功能基因的挖掘等方面。
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表3  50对龙眼EST-SSR引物信息

Table 3  Information of 50 pairs of EST-SSR primers developed from longan

引物编号   重复单元                              引物序列  预期产物/bp  扩增带数 多态性带数 多态率/%

  1 (CCATCA)5 正向: TGGGAGCCGATTCTGGTAGA 232 0 0   0
  反向: CCAAGAACAACGGTCCCCAA 
  2 (AGATG)5 正向: TGGGACTGTTGTTGGTGCTT 186 3 1 33.3
  反向: CCGGAGTCCAAGATTCGCTT  
  3 (AAAT)5 正向: TGGGAACAGACGAGGGTCAT 197 2 0   0
  反向: TGCATTTATGACTGGAAGCCA 
  4 (AAAG)5 正向: TGGCCAGTCAGCAATTTGGA 215 0 0   0
  反向: ACGAAGCATCATCTTGACAATCC 
  5 (CTTT)5 正向: TGGGAAACATGGAGTTGGCT 253 0 0   0
  反向: TGGATGGTGAGAAGCCAACC 
  6 (AC)6 正向: GCAATGCAGTTGTTGGGTGT 169 2 1 50
  反向: GCAACGTCTTGTCCTTGCTG 
  7 (AC)7 正向: GCACGCAGCAGACGTTTATC 154 0 0   0
  反向: GCGATTGCAAAGGCTATGGG 
  8 (AC)9 正向: GCAGAGAATGTCTCCCCTCC 207 3 2 66.7
  反向: GGGGTGTTTGGGGATGGAAT 
  9 (AG)10 正向: GCAGATTCCACCCCACAAGA 218 2 0   0
  反向: TCGAAGAGCTGTGCAAGGAG 
10 (AG)6 正向: GCAGCAACAACAACAACAGC 193 0 0   0
  反向: CTGCTGTTGCTGTTGCTGAG 
11 (AG)7 正向: GCCATTGTCATTCATGGCGT 225 0 0   0
  反向: CGCCATCATCCCTTCTCCTC 
12 (AT)10 正向: GCGAAAGAGAGGGAGAGACG 178 2 1 50
  反向: AGGTGCGTAAATCCAAGGCA  
13 (AT)7 正向: GCGGGTTGGTGATGATGTTG 166 0 0   0
  反向: CAAAAGTCGACCCAGACCGA   
14 (CA)6 正向: GCTCTGCTTTGGAGGATGGT 195 0 0   0
  反向: AGCTGTGCTGATGAGCTCAA 
15 (CA)9 正向: GCTGCAGCTCTTCAGATGGA 203 0 0   0
  反向: CCCCAACTGCACCCACTAAT 
16 (CG)6 正向: GCTGCGTTAGTTCCCAAAGC 158 3 1 33.3
  反向: TGGTGGAATCAGCAGCAGAG 
17 (CT)10 正向: GCTGGATGCCCCTTGTTTTG 235 0 0   0
  反向: CGCTTACCTCCCACCTGAAA 
18 (CT)10 正向: GCTGGCAATGTCAAGGTTGG 222 0 0   0
  反向: ACTCTGGAAGTCATGGAAACCA 
19 (CT)6 正向: GCTGGCTGCATGGTTTTTCA 174 4 1 25
  反向: GTGATTTTGCTGCTGCTGCT 
20 (CT)7 正向: GGAGGAGGAGGAGGAGGATG 192 0 0   0
  反向: ATCATTACTTGCCGCCACCA 
21 (GA)10 正向: GGCGGGTCAATGTGAAATGT 163 3 1 33.3
  反向: ACGTGAGCTCAGACTAGGGT 
22 (GA)11 正向: GGCGGGTCTGATTAGTGCTT 192 0 0   0
  反向: ACAATCGTCACCTGCATCCA 
23 (GA)6 正向: GGCGTCCATGGACCTCTATG 214 4 2 50
  反向: GGGAGAGCCACCTTGTCATT 
24 (GA)8 正向: GGGGTTTTGTGGTAGGACGT 188 0 0   0
  反向: CCACTGTAACAGAACTTGCGC 
25 (GA)9 正向: GGGTAAAGCCATTCAGGTTGC 134 2 1 50
  反向: GCCATTGAATCTGCTGATCACT 
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26 (GT)10 正向: GGGTGGTTCTGTCTTGTGCT 125 0 0   0
  反向: TCTGGTAACTGCTAGCGCTG 
27 (GT)6 正向: GGGTGTATCAGCCGTGGTAG 210 0 0   0
  反向: TCGACAGCAGTTCCACCAAG 
28 (TA)6 正向: GGTCTGCTGATGCCTGAAGT 188 5 1 20
  反向: TCCGACATCAACAAAAATGGC 
29 (TA)7 正向: GGTGTGGGTTGTGGATGGAT 173 2 0   0
  反向: AGGACACTTTAAGGTCCCGT 
30 (TC)6 正向: GTCGGCAGTGACAGAACTCA 128 0 0   0
  反向: CCAAAGGTGCGTCAACGAAG 
31 (TC)7 正向: GTGATGGCCAAGAGGAGCTT 145 0 0   0
  反向: AGAGTCTTACCAGCACACGC 
32 (TG)6 正向: GTTTCACCACCGCCAACTTC 162 3 1 33.3
  反向: GTTGGGGAAGGAGGTGATGG 
33 (AAC)5 正向: TCTCCCTTCCTGTGTTGTGC 214 2 0   0
  反向: TCTGTCCACCCAAAACCACC 
34 (AAG)5 正向: TCGTCATCGTCGTCGTCATC 226 0 0   0
  反向: GGTTTACAGGGGAGGCTGTT 
35 (AAT)5 正向: TCCGCTTCTCTCCTTGCAAG 118 3 2 66.7
  反向: TTTTCAAGGCCTTCCCACCC 
36 (ACA)5 正向: TATCGAGGGATACGCTGGGG 139 0 0   0
  反向: GCATGGGCAATTTGTGGACT 
37 (ACA)5 正向: TATGCACCACAAACCCACCA 216 4 1 25
  反向: GCAGGATTTAAAGCATGCCGA 
38 (ACC)5 正向: TCCATTGCATGTCCTCGCTT 143 0 0   0
  反向: GTGGCCAATGCACCATCTTG 
39 (ACG)5 正向: TCCTCCTCCTCCAAGACCAG 156 0 0   0
  反向: GCACTCAAACACACTCGCAG 
40 (ACT)5 正向: TCCTTGTGTCAGTTTTGGGT 224 0 0   0
  反向: GTCAGAACACCAGCTCCGAT 
41 (AGA)5 正向: TACCGGAATGCCAAGTGAGG 208 3 1 33.3
  反向: GTGGCGCTTGAATAGTTGCC 
42 (AGC)5 正向: TCAACGCTAAGACGCTTCTCA 196 0 0   0
  反向: CGCATTCATCAGCCTCGTTG 
43 (AGC)5 正向: TCACAACAACACAAACTCCCT 182 0 0   0
  反向: GAGACCATCAGAGCCGATGG 
44 (AGG)5 正向: TCTCGTTCATTTGCACACGC 143 4 2 50
  反向: TCACCCAACTGCACAGATCC 
45 (AGT)5 正向: TGCCACAAGCCTGTTACTGG 116 0 0   0
  反向: AGCAGATACCTTTGGCACCC 
46 (ATA)5 正向: TCAGGAGGAAAGGCAAGCAA 132 0 0   0
  反向: CCCCCACAAAAGAGAGGCAA 
47 (ATC)5 正向: TCGAATGCTGCCTTGTACGT 194 0 0   0
  反向: ATTTGGCAGCGAGGGATAGG  
48 (ATG)5 正向: TCGGTTATGGGGAGGTAGCA 178 2 0   0
  反向: AACCCCCTGCATTGACACAA 
49 (ATT)6 正向: TCTCCCGAAGACCGAGAAGT 156 2 1 50
  反向: TGGTGGAGGTCGAGGTTTTG 
50 (TGG)5 正向: TAGCCGGGAATGTAGGGACA 215 0 0   0
  反向: GCGATTGCACTCTCTCCCTT 

引物编号   重复单元                              引物序列  预期产物/bp  扩增带数 多态性带数 多态率/%

 

表3 (续)
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Analysis on simple sequence repeat (SSR) information in apical 
transcriptome and development of molecular markers in Dimocarpus 
longan
GUO Dong-Liang, WANG Jing, HAN Dong-Mei, PAN Xue-Wen, LI Jian-Guang*

Institute of Fruit Tree Research, Guangdong Academy of Agricultural Sciences; Key Laboratory of South Subtropical Fruit 
Biology and Genetic Resource Utilization, Ministry of Agriculture, Guangzhou 510641, China 

Abstract: With the development of next-generation sequencing technologies, a large number of transcriptome 
data and EST sequences have become available resources for developing simple sequence repeat (SSR) mark-
ers. Transcriptome of Dimocarpus longan terminal buds was screened using MISA software. A total of 11 546 
SSRs that occurred in 114 445 unigenes was identified and the frequency of these SSRs was 10.09%. 1 975 uni-
genes contain two and more SSRs, and the frequency of two and more SSRs was 17.10%. The mean distance of 
SSRs was 7.52 kb in the unigenes. Among longan transcriptome SSRs, dinucleotide and trinucleotide were ma-
jor repeat types, accounting for 52.11% and 46.15%, respectively. Furthermore, AG/CT and AAG/CTT were the 
most frequent motifs in dinucleotide and trinucleotide repeats, accounting for 36.81% and 9.61%, respectively. 
8 347 pairs of SSR primers were designed for 9 571 SSR loci using Primer 5.0 software and 50 pairs of primers 
were randomly selected to evaluate their polymorphism across four varities, including ‘Shixia’, ‘Chuliang’, 
‘Gushan No.2’ and ‘Lidongben’. The results show that the PCR products of 21 primers were clear and effective 
and the effective ratio was 42%. Sixteen pairs of primers were polymorphic, and their polymorphic percentage 
reached 76.2%. Among 50 amplification bands, 21 polymorphic bands were obtained by using 16 pairs poly-
morphic primers, and the average polymorphic amplification band of each EST-SSR primer was 1.31.
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