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1. [FLC&HIC

T3 XNE I AR HER O T U B(Citrus), 2 71 2 )@ (Fortunella) ¥
KON T 2 T8 (Poncirus) FHIZET DB ORITHD, ZD o5, FkEM
ELTEMICHVWOENAIDIFI IV BEF U I VEO—HEINTND, HA
TIEAER, Va—AHELTIT a9 I B2 (Citrus unshin) X T A L 2 |
(Citrus sinensis). &7 %> & LT R/ KRSREEN & LTIV 2 J(Citrus limon)
> 1= X | (Citrus junos) 73 ERFIH I T\ %,

AARTOD »F Y ORIRESEAEIL, 60,3183ha TH D (M 1. KEEEKES
AEPEVEEVH R REEEEE (AL 30 AEFEH X OMEM mifEFeat ) (BFoc 11 A 8 HA
B) 3 KL OVBMOKPES EPEREZ=IEYRE TR 30 4EPE  RepE Fopt A pE B RE 55
Al (B34 2 A 26 HAB) BAER) . Rk 30 FEREED SLFEIS L OV Lv—T
BEREEEHAETIX, (D2 I ) B 65.7%, [ARFIK] B 4.5%, T=X] M
37%, T4 31 233.5%, R Br] BN27%EHNTWD, Bz, Torvay
IHDUIFEDOMO T X VI BN IEFICL L BED Y EIZLVIER
WIERF OB R 72 A B R DN SN EIC Lo Tl STV b, —F,
(o vagIhy) USOD 2 TFNENORN TIHREEITZ < v
HLOD, EFLEMKFER TT — & IE ST 2 FRITAE R FE-CRE M A M 1 &
D 148 FEFIZ ATV D,

[E AP IEBHFEVE N R ZE - B0 PESE BN B Fors s R4S SEMTIEE T (LLF
RBIAER) NEMR LT TARFK) 1, BRGmTEE L TiE 40 1T ERIICHHZE =
NiZb OO, Sk 30 FEEOIRBEEAEA 2,690.0ha & HAEICB W T HE L DA
MTIRNWS =T &2EDH, EETE, HEIELS, [Ty ayIhy) ER%D
B-7 VT XV FUoERREEREET D THTH R EORFENRERK I L (B
FRFEH H YRR 26 29 A 30 H) . BEMOKPES OB FEZEAFIH L Cls HE S
INTWD, 26 OE BB FEDE NS COREE OE B, ZED I ~DHE
FATEED 7= 0I121%, RENG 2R ICHET A HEINDS ML ETH S, DNA fnfi
BT, 85 TGRS ARRB N ATRE T H 0 | e ORBEEFR, BB XD
REVGOKEIFE D 2 EOFHbEZ NS, iz, HEFEICKTHIROL
& BODOWERSEND I XY EERREDR O LSFA DI LA TH S,
RS I3 2 F TSI IREEB LRI X 0 BlSIZE 2 95 Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence (CAPS)~—7 — (Shimada &, 2014!) ZMHW\T, FH /el



VXY L - R AEBIT A HE AW LT\ D (T B, 20152, Nonaka &,
20173, Fujii &, 2019%), 7=, B F Y OLEHINIZFIHT 5 DNA ~— 7 —0
BIRAZZETAHI D7 ) 5T —H~_X—Z (Kawahara b, 2020°) Z{ER% L. Web
A b (https://mikan.dna.affrc.go.jp/) TABH L T\ %, ZALE TIZHHFE L7z CAPS
~ = —OFN G IEERER RO EN ATREEDRME Ty — I — %KD A A,
12 FE¥ED CAPS ~— W —IZX D% 22 WD DNA LR BIE AT 2 BH 3
L. [CAPS ~—HF—I2X BB ¥ 22 O DNA SFERBIH T~ == 7 1|
6L L TABLTWS,

T, T3] 7 EOBERMFEOFIRDUEI A~ Y IHEH U, BRE ©
B SN RENHAR~NYIA SN DBEDECTWD, BB LZERLEOE
FREHE DMERNR T 2 RIRITE T2 01T, MRS CREWEERES S 7B R MO R 52
MEN~HHEGA S ND Z & D7 K5 AR EO AT 2 58{b3 5 B0
DUETHDH, £Z T, [CAPS ~—F—(Z XD H %Y 22 FFfED DNA S Ffi
Mt~ =27 CO—MEZLET L, ENTHREBT S50 %Y 24 BfEORE
BRI U772 DNA & 7= Sk B it 2 /ERk L7,

! Shimada, T., H. Fujii, T. Endo, T. Ueda, A. Sugiyama, M. Nakano, M. Kita, T. Yoshioka,
T. Shimizu, H. Nesumi, Y. Ikoma, T. Moriguchi and M. Omura (2014) Construction of a
citrus framework genetic map anchored by 708 gene-based markers.

Tree Genetics & Genomes 10: 1001-1013. DOI 10.1007/s11295-014-0738-9.

2 e R, BH ORE, = AT B BN RF =B, B #E 015)
CAPS ~— W —IC XD W FYOmEliEORE LRl E. B2
14(2):127-133.

3 Nonaka, K., H. Fujii, M. Kita, T. Shimada, T. Endo, T. Yoshioka and M. Omura.
(2017) Identification and parentage analysis of citrus cultivars developed in Japan by
CAPS markers. The Horticulture Journal 86 (2): 208-221. DOI:
https://doi.org/10.2503/hortj. OKD-026.

*Fujii, H., T. Narita, H. Oshino, T. Endo, T. Kawakami, H. Goto, T. Yoshioka, M. Omura
and T. Shimada (2019) CAPS markers with stability and reproducibility for
discriminating major citrus cultivars in Japan. DNA Polymorphism 27 :71-79.
>Kawahara, Y., T. Endo, M. Omura, Y. Teramoto, T. Itoh, H. Fujii and T. Shimada (2020)
Mikan genome database (MiGD): integrated database of genome annotation, genomic
diversity, and CAPS marker information for mandarin molecular breeding. Breeding
Science 70(2): 200-211. DOI: https://doi.org/10.1270/jsbbs.19097.

O ENAAFZER I IE NRZE - BALPEEEINR G TEHERE (2019) CAPS v — 1 —IC
L aHhr® Y 2 MO DNA & FEBRMENR~ =27 1.


https://mikan.dna.affrc.go.jp/

https://www.naro.affrc.go.jp/publicity report/publication/pamphlet/tech-
pamph/130601.html.
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2. —RAEFEFEERUDNAHBBEIZDOWNT

DNA SFERESIHTIC T 5 —RIIEBFHEL O FEER, 715D DNA
TR SN TR, <AEH D DNA WA SV TOERAR R EFE — £
WiBdss ERMH DT A KT A > —(http://www.hinshu2.maff.go.jp/pvr/dna_manual
/guideline.pdf) > & O <DNA A& 7851 £ 7 D 2 4 MR DT O DA R 7 A
(http://www.hinshu2.maff.go.jp/pvr/dna_meeting/H20 2nd/guideline.pdf) > % Z B D
Z &, XY ORAPLREEN G L7z DNA (21X PCR G & BLET 520
HORY 72 )=V EBNRATHZ L0, A~ =27 /L TlE DNeasy® Plant
MiniKit (F7 7 4) ZHOTDNAHIHZR Z 2> T D, Ax==27/LT
(X, B TN ORI SRS E S = 7~ 2 X —F— | (BMS )
R LTWS, o 2 —H —0 v — XRERIRFEER 2 E T 256, (8
DEHFVBAE WD, T raiid 5,

<¥EfFT5H D>

SRR E Y = f 7~ A X —F— | (BMS t1). 4 — FH 2ml 7L
Sy r BMSEE), AT UL AE—X6.0mm (BMS£L). 2.0ml v A%
—N—RF=2—7 BMSth)., 1.5ml F=a—7 (GREF) . Ak - AE GRE
FH. 180C T2 BRFMZBIRE L= b ), E U (BREFA. 180°C T 2 K
REERE L7 b D) WiREEF. QIAshredder Mini Spin Column (%7 %7 > %h) |
DNeasy Mini Spin Column (¥7 7 4ft), a2 aFa—702ml) (757
> #1) . Buffer AP1 (%7 %7 %), Buffer P3 (7 %7 %) . Buffer AWl (=%
J =R, 774 BufferAW2 (=& — ViR, 577 4h).
Buffer AE (%7 7> %), RNase A A b 7K (100 mg/ml) (F7 7 %) |
IREABA, EEE 1A (1.5~2.0ml F 2 —7BFHAAEER L D) L,
Buffer AP1 ORI A A 6 =551 RN 65°CTHRIET %,

< EEREE>
EAREEIL, 7707 a ha— it Tn 5,

(1) FrfER2 RENS 7T O RE, K2) 200 L. £ 30mg Z5H&E L,
2EHDORREH D AT > LA E—X 6.0mm & (2 2.0ml v~ A X —"— KF 22—
TIHAT D, WS L REEZRNLHE, sHEPICHE L2 &9ty
2479, Vo7 afA LT 2.0ml ¥~ A X —n— RF 2 —7 %4 — Ff 2ml
TAI TRy ZIZHEEL, WKEZTHEIT S,

(2) ISR EE Y = A 7~ A X —F— NMZBEIL7=4— M 2ml 7L
I7 0y s B L, 800mpm T2 M. A E T 5, (hfkE



DR TERWESIE, LY P iRIREHE Tk - ARl %
FIHL T, o7V a2lfRETHIEL, 1.5ml F=2—7ICAND)

() 2.0ml ¥ AKX —"—RF 2—THNOY T ILRBRIRITIHEL TND Z &
ZREZR L. 400ul @ AP1 & 4pl @ RNase A A b v 7 &% (100 mg/ml) %0
25, VT NARARIZE LS AVT v 7 AT 5,

(4) IRETWHZ 65CTLI00MA v FaX—hT5, £ oFaX—var PiiFa
— 7 % 2~3 EEEFERT %,

(5) 130ul @ Buffer P3 ZIRAWRICHINZ, IBFIL., 5 FPK ETA o Fa—
F %,

(6) A7 > L AE—X6.0mm Z Y FRWIZIEGTHEZ 1.5ml T2 —7I1ZB L,
20,000Xg, 5 43ff], IR TELT D,

(7 2ml =27 v arFa—7HiZE > b L7 QlAshredder Mini Spin Column

(46 ) 12(6)D BB % B3y FTALL, 20,000Xg, 2 43fi], =ET
=T D,

(8) (7) DA /3% FH L\ 1.5ml F = — 7B,

(9) TEEFEAHRBTRIC 1.5 (FRED Buffer AW1 ZHM L., B2y kTR
a3

(10)  (DIEAH ERK LT7zibEYZE5T) 650ul %, 2ml DL v a T
= — 72435 L7z DNeasy Mini Spin Column  (iBHH) (2¥Xy FTHET,

(11)  6,000Xg Lk, 1 4pfH], IR TELL, AEKEFETD,

(12)  (9) DFE-STIEAGHRIL(10) & (A1) &R0 KT,

(13)  DNeasy Mini Spin Column Z# L\ 2ml D3 L7 g o F a—7|2HE
L 500ul @ Buffer AW2 Z¥RIN9 %, 6,000Xg LA, 1 43, 2 Tl
L. AIEEFETD,

(14) 500ul @ Buffer AW2 % DNeasy Mini Spin Column (Z#$/0 L. 20,000 X
g, 2 i, BETELLTAV T LU ZRBEEIED,

(15)  DNeasy Mini Spin Column Z¥7 L\ 1.5 ml F =2 — 712 L, 50ul @
Buffer AE % DNeasy A > 7 L RIZEHEE Ny N THRINT 5, =l (15 ~
25C) TS5 A v Fa~— L7, 6,000<g A =, 1 ZrfHl, =R TiE
DL, AIRZFEINT D,



ELx9
CxondhE
TR (NEE)

T IR ORRED

X2 3 DR EH DL
BV RFX, TTIRE, TAXRE, Lro0oEE (XU k9 Eaiefk),
SL o7 ETHRINLTNS,

3. DNA IR D i E OfifEad
1) YR X 5 Y2 7L DNA IR D SE DOHeRR

R 2T TV 7L DNA AR O 260nm WS & 230nm G % 43 6t
JERFCMIE L, CHIEREAE (DNA OB 3ng/pl . 260nm WL & 230nm W
JCEDOHFE (A260/230 b)) OfEn 1.4) LLEEZ27 V7 LTWDH Z & Z2MERT 5,

<HEFTHHD>
NanoDrop1000 (% —E 7 1 v ¥ v —+h) | MK, Buffer AE (7 7 24%) |
XLTAT (AR Lo T th) . 70 DNA k7 &,

< HEARERAE>

(1) PC OEJRZ A, ND-1000 Y 7 b v =7 ZiL#h4 5,

(2 AA A= —NERRINDHDT “NucleicAcid” 27 Vv 735,

(3) “Initialize instrument” O A v E—VMNERINDHDT, 7T —LrxfE, JE
iz Enuvic L, 3ul DEKEDE D,

4) 7—L%=AL, “OK” 227V v 735,

(5) FoR SNIZHIEHEE O “Sample type” DOH17>5 “2 #EH DNA...DNA-50" %
HEIRT 5,

6) MIEHDOWE K E X LT A FTEHEH|Y . WEHIZTZ7 7 HO 3ul @
Buffer AE (77 > 7 Kik) = DH 5,

(7) IEHE D “Blank” 227 U v 735,

8) MIEH DT 7 v VWK EF LU A T THEEY . 3ul D> 7 /L DNA IR
ZDF., “Measure” =7 U v 735,



(9) ¥ 7L DNA i D 260nm WD, 260nm W & 230nm WY D
b= (A260/230 th) DfEZFLERT 5,

(10) MEKTHZRIX, V7V DNARIRE X LU A 7 THEEDY | 3ul OE
KEDHETHRLAUA T TREKEZREIY , JERE T D,

(11) Y7 EETL, PCEYY Y NE T UT D,

(12) DNA 2 3ng/ul Aiifi. F721%, A260/230 FLDOEDS 1.4 K DOLA 1L,
PCR SOl BREEFR S & LET 2 2R Y 7 = ) — 72 EOFRHEY
DIRANE 2 DT, DNA fIHN 60 E T,

4. CAPSY—A—ZRAW:=PCRKIE

REV TN TR AN ROLZE LIZRECBE RO ENES L7 b &
INZT T A ~—BH & fHexat LIz 14 FE3HD CAPS ~— 7 —Z M\ 24 fElZD
T PCR %17 9, PCR GSIE, #58 DNA, 7' I 4 ~—, WHEKEZMZ 57
I7 T PCR SR HEETE DA — /A T ¥ A 7D GoTaq® DNA Polymerase
(Fa ATt #HWE=7a ha— L Thsb, & Lz CAPS ~—F —I%, BE#
? CAPS ~— 1 —DMERY & 3 2 HIBREE R FRFRAAL 2 & 7+, PCR OIE A A8
400bp LN & B KT T A ~—BSINFREFSN TS, BE#RO CAPS ~v—
71 —"CfE 9 % Hil [RE%SE % FHV T PCR HEIREWT T 2 (b3 2 & [A Ciltfs -2
BT 5,

<HEfFT5HD>

1.5ml X% 2.0ml F=—7 (JAEHF ). 96 )X PCR 'L — F L8 HF = —7
(=74 vy —t), ¥ v 7EREITIALT L= IR~ (F—FT 1 v
¥ —th, 7L DNA ik (2.5ng/ul B L 726 D), GoTag® DNA
Polymerase (7' A 57#t), 1/10TE /Nv 77—, WEBMAK,. CAPS 77 A ~—
Wi (74T —RTFF5A4 <=L U NR—=2F 5 ~—%% Spmol/ul & TeIRIK.
1/10TE /N v 7 7 —T# ) . PCR 27 A ProFlex PCR System (—F 7 1 v+
Y—ft) 72k,

<JHV /= CAPS ~— 1 —>

TNEND CAPS ~— W —IZDONWT, v—I—%, 74V —FRTI7Af~v—¢L
UNR—=RAT T4 ~—OEIEEF], Z—7 > M A X BRGEOARTTE2, K112
PE# L7,

<K== 2 TV THBI R REZ2 1 20 24 SLFl >
[y ayIhy (BINREA (BRenbby)). [(FTrv—F71r—y (X



H), AL —=b ALY (bubEX)), TLEy (URKRY)], RAK
(Lo |, T3 (BAFTH (B b0EA)) ), Ty Iy (I
WERE (DbDRo12nTE W) |, Iny 7 IRy CRERC Y (B
BIEADA)) ), THOFE (Von) ), THIER0), T, ThT &), 15
A (N H) ), EZE (DopRReE) ], THEOONY (W72 ADONN
)], THZE (DoDZR) ], D00, BER (X)), ey, NiE
L), NEow]), THE (A ), TEERERE 28 5 (OO L7EN
28 T9) (RLEEAZ (IZTEEAR)) L,

F1l. R~=2T7 /LTHEH L CAPS ~—h1—

Yu
TAT— KT T (5 - %) HE o
~— N —4&* @, HIFREES:  Buffer S iREE
YNR—ZRF T4 ~— (5 - 3) " A (bp)

AAAAGCATTACAGAGGAGTTCGAC
Bf0158-3 3 352 Pru 11 M 37°C
GGAAATTCATTAACCGTATCCGCA

CAGAATTTTGCGAAGGCCCTACTG
Br0036-3 1 399 Mspl M 37°C
GCACACTGAGATGCAAAAGGTTGA

TGATCCATCAAGAGCCCTAGGT
Tf0150-2 8 385 Hinf' 1 H 37C
TTCAGCTAAAGCGTCACAAAAGG

ATCTTGTTTCTACCAGCTTCTTCAG
T£0271-2 6 400 Ksa 1 M 37C
CACTGATTGAATACATCGAATTGCATC

AGATTTCTCAGGAGTCTAAGAGCA
T£0300-3 3 393 Dra 1 M 37C
ACTGGAACATATTTTCCAAGGCA

TTGTTCCATCACTGAAAGAAGTGGT
Tr0419-2 3 389 Pru 11 M 37°C
AGCTGGATTTGTGAACAGATTAGGA

TGGAGGCCATTTCTTATTAGACATT
Tr0420-2 3 388 Hae 111 M 37°C
AGGGTTCTGGTAATTCCCAGTT

TTAGAGCAAGGAGGGGTCAA
T£0318-2 4 400 Hine 11 M 37°C
TTCATCCAACATGAAGGCCTTAC

CCAATATCTGGTACCACATTCTGTT
T£0293-4 3 394 Hind T11 B 37°C
GTGTAAGTTCCATTGCTTGCATT

TCCATTATGCAGGAGATCTCTTCA
A10302-2 9 383 Hind T11 B 37°C
CATGAAAGTCCTTAGACTTGGATCT

GATGATGGCAAATTCAGAAACTGGA
Mf0097-2 4 369 Dra 1 M 37°C
TGCCCACAAAAGACAGTAATATGG



GTTCCAGCCATCTCTCATCGGAA

Mf0090-2 7 400 Msp 1 M 37°C
ATCATACTCGCCCTTTGAGATCCA

TGCTCGGGGTCATCTACTCTG
Gn0073-2 2 394 Sty 1 H 37C
ACCATCTTTTCAGCAAAAGCCATT

TTGAGAAGAACTTTGAATTGGGTAACA

6n0048-2 4 380 Pru 11 M 37°C
AGGACATGATTTCCAACTTTATTCTACA

k0028 L7= CAPS ~— 1 —I%, BEH D CAPS ~— 71— & [A] Ui {1 D5 E O il [RE% R R
R AR & LTS, v — I — A OAMOREE X, PCRIGIEK A ORI NER D~
—H—=ThHDHILERLTND, B LT 74 ~—52HOTHO LEHEITBWT
b, BEHO CAPS v —F — & [ BB TR R T 5,

< FEAREAE >
(1) LD X 512 PCR SR Z2 il 5,
A oy &
GoTaq® Colorless Master Mix 50 ul
T IA ~—R 1.0 pl
DA AR ALK 3.0 ul
7L DNA AR 1.0 ul
i 10.0 pl

(2) PCR¥ 27 L ProFlex PCR System (Y —F 7 ¢ v v v —4h) &2 HWT,
LIFD7 a5 A CTPCRIGEFT 9,

95°C 24y
95°C 30
57°C 30 # VAL
72°C 60

72°C 5%y

4°C o0

5. ZHAO—XFILERKINIZ & B IE0ER K DR
FE A TE B NS E 20% T Ha—A X T 754 L. BEXRKENC XL



0 LT @515 T PCR IR FEW) DA 2 Mgl 5,

<HEfFT2HD>

THa—A (=R TV—%k), S0XTAE (= v AR —4k) . 100bp DNA
T H——F— (NAZ AT ¢ VWA = AfE) . 6XLoading buffer (GM /3o
4 Z A4h) . EtBr (10 mg/ml), Z VA —H— (L =2—FE v Nth), 7<=V
CRIERKENEESE (R 2—Ey Nth), ZURE AT L (7 h—th) 72k,

< HARERAE>

(1) 7Hua—2F Q0% EERT 5, 20g DT Ha—RAZEEL, 300ml =
TITAAIANND AL =T ==K TIXTAE100ml Z /M x TE BT 5,
BV UNTIRO TT Ta— A2 ERIE 5, ZORE, ERICEMR L TV
HZLEMGRT D, a— L BN TR WERAZ =y hOHIZ, JENTZ20
LTI LIAZ, [EE D E THIET %,

(2) 1.0 ul ® 6 X Loading Dye % 4 pl ® PCR FEW) & IR L7=IRAHE Sul & 6ul @
100bp DNA 7 ¥ —~— I — % KEHEICE > b L7 2.0%7 e —A 5 e7 7
Z7A4 L. IXTAE HiZ, HOQFIENT IO 2/3 FRIEIZHKD F T 100 AL hD
EREIE CEIIKEZIT 9,

(3) BRIKEFE T, # V&K 0.5 ug/ml @ EtBr A1 T 20 2y MFEELE L,
RO T T PCR HEIREEM D LM A S - e 5,

KEBr 1 IA R TH DO TRV WITITEETDHZ L,

6. HIFREERWIEIC & HIE0EET F DHIE

FFE4E TR PCRIEW Z ., TNENDO~—I—IZxE LT Hl[RI#ESE TOLEE
L, t%kikD 7 HCEEFRAUET HT-O0MEREITH, ~— I —ITxIG L7z
HIRERIIR 1 07 T4 ~—FEREBHRT 5,

<HEfFETL2HD>

1.5ml X% 2.0ml F=—7 (JAEHF ). 96 /U PCR 'L — F L8 HF = —7
(P—F7 4 v x—th), F¥ v TERETTILT L= DR~ (P—FT 1 v
T —ft) . PCR H9MRIAHR . SHEHIRESR (= v RN P —fh) | S HEH| RIS T
JED 10X buffer. PEBHMAK, PCR A7 A ProFlex PCR System (#—% 7 ¢
v ¥y —4h)

< EARHEAE>
(1) BAN D & 5 IZHIRREESR BSOS 2 i3 5,

10



R by

PCR & 40 ul
10 X buffer 15 u
kR R ALK 9.3 ul
il PRI 2 0.2 ul

it 150

(2) PCR ¥ A7 A ProFlex PCR System (V—E7 ¢ v v —ft) X HNT,
37°C 3HFICA v F 2aX—F&1T9,

6. PHO—RFTIILERKHZLDZEDKREH
LR SETHIISEKE 20%T7 Ha—AF VT 774 L, BRIk X
DL D ETER A2 HERT 5,

<+ HH D>
5. &alkE,

< FEARHRE >
5. LIAEE,

7. BEFRHUEE S IL a—F405

1) BaAE

KZ~v——%" R8BI, 2080 ThHA, F1-. TNLFTHLD~—
H—ICBIT HEBLRIKEEICHONWTIT, BEGRASBROZ L,

2) NFGT N a—F 4
(1) PCR UL ZIT->ThH, BHIO/ANY RREGNRY, FTOFITIERT 28 (7
TA~w—KA~—) DD,
7 PCR HHENIL L CW D a[REMEN H D720, K EERIEEZFESEIZIT O,
TIA v —EELWIR A 4°CLL BT LR,
A4 TIA—DOHLDOREENH LI LD, WMfEEZEVIRLTET
A~—ITFEEL, FlifLESTZ L,
U 1.0% 7 e —RT N E HWTCERIVKENC LY | SRR B0
Ny RELTHRIETE2ESFD DNA NI TETWD Z & 2R &
5, T ERT7.ADORKEEML THBRONN RRE SN2 WIGETL.
RIEETYEZ D,

11



(2) PCR STV RIZR BN D 25, HIBREESR LB |2 B e 72 Sh A 221 A5 H

AN

7 BHRAT CHIIREESE OIEMENME T LTV 2856 FiRICIEA LU 72Hl RS
T 52 &

A HIIREEE O AL RIECR Y 7 = ) — L7 EORMEY D%\ DNA % §;
FZ PCR 5 & Hil[REER BN AL EZ R D8N0 B D728, A260/230
LEDAEAS 1.6 Kiifid> DNA Y2 VA L2 &,

(3) HIPREERERZ ., 1X-> XV LRSI R 6503, BEEE YR OBl ik
DIZE DN RNBNLDT2D, IELWESRIOHWr A #HE LV,

T V==Y, T T — ORI Lo TIRENICE 2 D RetE N B 5 7=
W, w7 ==V U IRETRWEERH D, TR T =—VU V7R
AL, HT 2 ORESEEZHRET D2 L,

A HIBEEFZAPIC T — A o F 2 _X—Z — 5 ATV DHIEE, BEFELEN
AR ARBHEN S D DT, VA —F =N RAE T —~ YA 7 T—%
HWTA o aX— K279,

T DNA IR DI DB I 0 HIFREESR OIEYEDPRE S v, BERLBEN
RAy 72 Al REVEN B DA X, 3~5 [FEDOHIREESE 26 3 5,

= EMNSHIHLZEDNAYV L LR DR T 4 7 a2 ha—)LEERSHT
L BT RZHET D &,

(4) TIPREESAER . K01 (200bp LA F) DR KBRS,

7 VKBRS E T E D 5E . 200bp LL DR R E L TR TE < 22
L (IERFDHEITHET D) LBErd L, V7~V UREKKEIEERE (2
2— 'y Fib) EHOHEIIN 30 M2 kBRMOBR L L35,

A THAR=RTNVOREN 2.0% L VIRWEA . 200bp 2L FD/S2 RAMG L
LT TER<sd (BRTDELITHETD) HERHD5, 20%L L
DPWETHKEITHZ EBEE L,

12



av Vv av av Vv v a4 Vv av av av dad VY Vv (YL S8CEEEHE v¢
Vv Vv av av a4 v av av dad av Vv av av sis| =H €
Vv av av av av VY dad Vv da4d dad av av av av @UEI eC
Vv av dad dad av av dad Vv dad av Vv da4d av av #Z¥E 1T
av AAY dad dad a4d Vv dad Vv da4d av Vv dad av a4 \¢2 A 0C
av av av av av av dad Vv dad av AAY av av av g6l
Vv av Vv av Vv Vv av AAY av Vv Vv av av av N2¥F 8l
Vv AAY dad da4d AAY Vv dad Vv dad av Vv av Vv a4 BZE LL
Vv av dad dad a4 v dad av dad av av av av av MYNOEIE 91
dad av dad dad av v a4 av dad av Vv v av av B7E 6l
Vv av av a4 av v av Vv dad av Vv dad av av BE vl
Vv v av av av dad av Vv dad av av av av av 2ER €l
(A% Vv ag av av v av Vv ag av Vv av av av 7ER TI
(A% Vv dag a4 av v a4 Vv av av Vv dag av a4 XEIR L
VY a4 v av Vv v VY Vv dad av av v av av 08 0}
VY Vv av dad av v dad av av dad Vv dad av av (HY) <3 6
av Vv v av av v av av dad av av av dad sis! G407 8
av av VY av Vv VY av av da4d av av av dad st} (P EV LGN AUSAF L
av av av dad av VY dad a4 av dad Vv av av a4d (BR)E) 9
Vv Vv av av a4 av dad Vv av av Vv da4d Vv av Yelgsk G
Vv av Vv Vv av Vv Vv Vv dad av Vv av A ad ("M <z v
av \AY av av AAY av av AAY av av Vv dad av av EAoN) G- Y €
av Vv av Vv AAY v av AAY av av Vv dad dad Sis| (RUE—NCL—G T
Vv a4 v a4 av v a4 av dad av av av ga4d av (FHNE)YZQT A4 |
I 1d | 28 | dspy | &g W pUuH — NIPUIH I dUIH Il eeH Il 1d | &g | esy | AUIH | dspy I nmd EW
¢-8700UD ¢-EL00UD ¢-06004N ¢-L6003N ¢-¢0E0IY ¥-E6C04L ¢-8TE0IL C-0¢¥0iL ¢-6T¥0IL €-00€0iL ¢-TLc04L ¢-0STOIL €-9€0048 €-8S104d SN
RO —l—2%  T¥
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Bf0158-3/ Pvu 11

PCR HEE

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000bpC—>

il R P S AL B A%
M 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000bp I:>

M AA AB BB
|
1, 000 bpl:> e
|
—— —— «— 352 bp
. —— — — 149 bp




Bf0036-2/ Msp 1

PCR H41E
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp C=)

SO GED G GNP D WD U G G G G WP @ e - o o T L m

il R P 5% AL AR

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 b

M AA AB BB
—
1, 000 bp |:> e
——
- - — <~ 399 bp
—— — «— 237 bp
—— — — 162 bp




T£0150-2/ Hinf 1

PCR H41iE

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp[::$>

il R I 5% AL AR
M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bﬂ:>

S0 B AR BN e

-
-—
-
-
-
-
-
-
-

M AA AB BB
—
1, 000 bp |:> e
——
- - — < 385 bp
—— — «— 233 bp
—— — — 152 bp




Tf0271-2/ Rsa 1

PCR g

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

&
-----

il R I 5% AL AR
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,0000p =)

A A A R R N R N X R X R E B X F F FORETET

M AA AB
—
1, 000 bpl:> —
—
_——— — — <~ 400 bp
_ — — 243 bp
T— < 157 bp




Tf0300-3/ Dra 1

PCR H41iE

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp TR

ET LA 0 o 0 %~ B0 00 B0 % 69 B2 £ 2 T ow B9 SR PR et 00 D

il R I 5% AL AR

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000bp C— >

i |

L B B B _ B B B B B B B

-
.

> 9

M AA AB BB
—
1, 000 bp |:> e
——
- - — <~ 393 bp
—— — «— 227 bp
—— — — 166 bp




Tf0419-2/ Prvull

PCR H41iE

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 b I8

o GO WO WO W WS GS Ee Lo e B9 B8 6 ErEs s w8 EY G0 el e aw od

il R I 5% AL AR

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp|:>

M AA AB BB
—
1, 000 bp |:> e
——
- - — <~ 389 bp
—_— ——— —— «— 222 bp
— — — 167 bp




T£0420-2/ Haelll

PCR HEME
M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[:::>

il R I 5% AL AR
M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp|:>

- - -
QG == =~
Ead

M AA AB BB
—
1, 000 bp |:> e
——
- - — < 388 bp
—_— ——— —— «— 226 bp
— — — 162 bp




T£0318-2/ Hinc 11

PCR HEME
M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp—=

il R P SR AL B A%
M 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bq::$>

=
=
=
ws)
os)
os)

1,000 bp E::;>

< 400 bp
< 265 bp

M

< 135 bp




T£0293-4/ Hind 111

PCR HEME
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

-G " S S e co ew . B B S S e e B S B e

il R P SR AL B A%
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[ZZD}

M AA AB BB
—
1, 000 bpl:> e
—
— — — «— 394 bp
— —— — «— 237 bp
- — — < 157 bp




A10302-2/ Hind 111

PCR H41iE

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

e eY G S e % s 9 ew YY se

il R I 5% AL AR
M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 b

M AA AB BB
—
1, 000 bpl:> e
—
- — <« 383 bp
—_— — — — 216 bp
— — — 167 bp




Mf0097-2/ Dra 1

PCR H41iE

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[::$>

il R I 5% AL AR
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1&%mg$

=
=
=
ws)
os)
os)

1,000 bp E::;>

< 369 bp

«— 203 bp
< 166 bp

M




Mf0090-2/ Msp 1

PCR H41iE

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 156 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[::$>

il R I 5% AL AR
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[::;>

=
=
=
ws)
os)
os)

1,000 bp E::;>

<~ 400 bp
«— 261 bp

M

«— 139 bp




Gn0073-2/ Sty 1

PCR H41iE

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[::$>

SRS NN NN

il R P SR AL B A%
M 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1, 000 bp[::;>

M AA AB BB
—
1, 000 bpl:> e
—
— — — «— 394 bp
— — — < 245 bp
—_— — — — 149 bp




Gn0048-2/ Pvu 11

PCR H41iE

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1,000 bp[::$>

il R P SR AL B A%
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

M AA AB BB
—
1, 000 bpl:> e
—
— — — «— 380 bp
— — — < 246 bp
—_— — — — 134 bp




