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1. [XLC®HIC

XN IR I RO X 1 V& (Citrus), 52 7 V& (Fortunella) ¥
KO 7 % FJ@ (Poncirus) FEIZBRT DHEMORIETH L, D56, Wik
ELTERHICHWLNIDIEFI I VREX U IV EO—EHEINTWD, BHA
TIH AR, Va—AHELTIY 2w I 2 (Citrus unshin)<% T 4 L 2 |
(Citrus sinensis), &7 %> & LT H/HRSLRBEEH & LTI L2 | (Citrus limon)
2 1= X (Citrus junos)73: EXFIH ST 5,

AARTOT %Y OFEFL, AL HIfE 66,348.5ha TH D (M1, KEEHEHM
FHERAE PEFRIBVE B AR AR [YFRk 27 AR K OMERT m RS RERE) (2016 42 H 26 A
NBR) I K OVEBMAKES A PEREZEWER TR 27 FRE K R R ERN B
FRAE ] (2018 4F 2 H 20 HAR) 1 BAFEAD) . Rk 27 FRED i LN v—7
BIEBEEACIE, (Do a Iy N672%, [REIK] M 44%, T4 3] 2
3.7%., [ X] 2 33%, R B ] B27%EHNTWD, Kz, [mrvay
SHUNIFFEOMD T VI D MFEEDIEFICE L EED Y FIZ L D IEA
UM FE IR SO0 B 70 5 R SHENL ST RIS Ko TR S LTV B, —
(T v agIhy] UHOD 232NN OREN TIEMERITZEL < 20
HLOD, EFREMKESL TT — ZINE ST DR IR R FE-ORE [ AR M 12 &
D 87 FHIHIZ K ATV D,

[EINZAFZEBRFEVE N - B PE SE BT O WF FoR A AT A ZEF 9T 58 (LA
RBIAET) AER LU TAREK) 1, BRGTE S LT 40 4R1% SRNZBAZE &
Nizb DO, YRk 27 R ORBEHEAEN 2,916.3ha & HAEICB T HE L DA
WMTIENY =T 28D, THETIE TR0, [HTH) Z2EOEEREHL, ¥
vagIhv) EREOBR- IV T NV UFUEHEEFEETOMENE
B S AL, AR 26 429 H 30 HICMFERERS D & & I, BMOKER OHBE
(AP LTS STV D, 2 OE R RBERMFEDE NI T O
OB REM L A~DOHERITHE D72 D12 1%, BENE D2 R 1 E 3 5 Hidfy
MVLEETH 5, DNA BHEERDNL, 65 CHud iz FERB 23 FTRECTH 0 | (RExt
ROFRBREMTH D, £, ZOEMIT, BEMFEOBHER R, BEIC X 5%
EWFOKEEG D 72 FOFIHBE X DI, HEEIZHT DRORE - ZOOM
RPEND I XV EFEEREDLDOSTFHLTEOICHEAHATHLEEZOND,
ZAVETIT, RBAEEMIL, HITREER LI LV BSIEEZ T D Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence (CAPS)~—h—% 9 FFHH\ T, EEeh o F
YRR A B e 33 AR SRALOFRA T D HAIZ OV TEE LTV A (2 5.,2015)
I, F72, 19 FEMHD CAPS ~—F —% VT, REAEMEHLATER SN
MESHFE 2 HPOT 59 AbFE 2R3 D Bl 2 @A LTS (Nonaka et al., 2017) %
CAPS ¥~ — 1 — DR & LTIE, BERMBRERNE LT < FEREYEOT



TILOIRFE, DNA i GiER Sl X » TREDEA SIS W &R, FiED
iy s 70T, DNA 3—4r W7 8 il 2 i S i <o v B 2 B S B 7
W EMND, Bix REMBE CTASICRVD L Z ERETOEND (T I
kB~ == 71, 2007) 3,

Z 2T, it F LU Shimada ©(2014)* 23BA%E L 7= 708 > CAPS ~—%
— & ZOWREBETHRE LIERAEKR L RS> TWND CAPS ¥~ — T —DOH ML IE
e/ B MmO ENFRREDORMNF T — I — %K VA, 12 FEFEHO CAPS ~
— =X D H Y 22 D DNA SRR BT 2 7R L 7=,

DT s, BH RE. = R B BN KA =5 IR 12015)
CAPS ~— 1 —IZ L 5 H v &Y OFMFE#BNEDBRFE & Bl 1 E.

E%FHF, 14(2):127-133.

2 Nonaka, K., H. Fujii, M. Kita, T. Shimada, T. Endo, T. Yoshioka, 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.

3 DNA ~—— (CAPS i) IZX 24 F A~ = = 7 /1(2007)

4 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 Genet. Genom. 10: 1001-1013. DOI 10.1007/s11295-014-0738-9.
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2. —REVEIEFEERUDNAHEEICDONT

DNA dnflia il oA ic B0 2 —fRIEEFHE L OFR, ¥ 715D DNA
A FEIC OV T, <MD DN A BN OV TOEANEEFHE —
FAfi B F & FIH D T A K F A > —(http://www.hinshu2.maff.go.jp/pvr/dna_manual
/guideline.pdf) > & V<< D N A ShfE kBT O 2 YR OO DT A KT A4~
(http://www.hinshu2.maff.go.jp/pvr/dna_meeting/H20 2nd/guideline.pdf) > % = 2 @
&,

3. CAPSY—h—%RHUL:PCRKI

N ROMERELTFROYENBES 2T L 2R LTIRVIAATE, 12
¥HD CAPS ~—H—% A 22 S IZ ST PCR 24T 9 . PCR USSR,
B TR ORI E ZRET D72, FEFFRAY72 30 R HBLA I3 5 IR TR
AiiL7-7 2 ha—LTohbd,

<HEHTHH D>

1.5ml X% 2.0ml F=2—7 (RE ). 96 X PCR 7' L— F XL 8 WF = —7
(Thermo Fisher Scientific/ Applied Biosystems ft:, LA~ ABI #: & 5lid) . v v 7
FIFT7NVTL— RN — (ABI L), ¥ 7L DNA i (10ng/pl (278 L 7=
t, ). AmpliTaq Gold (ABI %), 10 X PCR buffer (IT) (AmpliTaq Gold f1/&). 2mM
dNTPs mix (AmpliTaq Gold f1)&) . MgClL &% (AmpliTaq Gold £f)&). 1/10TE /N
v 77—, WHEBMAK, CAPS 7T A4 ~v—iK (74 TV —RFR7FT7 A4 ~—L U \—
AT T A ~—%4% 10pmol/ul &AL, 1/10TE /N> 7 7 —"THifl), PCR ¥ AT
2\ GeneAmp PCR System 9700 (ABI #t) 72 &

<HW 7= CAPS ~— 1 —>

FNFEND CAPS ~—H—IZHOWT, ~—H—4. 7+ TV —RTFIF7(~v—¢
UIN—=RT T4 ~—DHEEY|, ¥ —7 > bV A X, JEFEROAKRE S, K112
P L7,

<K~ =2 TV TRRBNFTREZR J7 2 %> 22 dnfd - SRife >

(o vauI by (BIIREE (BeRbb®) ), [(Tr—710—y (Xoh
NI AALA = ALy (b)), TLEY (UARY) ), IAFKk (LG
WO ], T4 3 (BRFETH (BRI DB0ENLA)) L TRy CRER
(BBEEIEFEANLA)) L, THEOE (Doh) ), [HEF0), (b3 H), b (8
H 60 5 (BED60 Z9)) ), B (W2 H)], EHZE (DDONPNRE) ],
(WEEEDO VN (BEWRADUMNY) |, THEZE (DODER) ), NTDH0, TE
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< FEARBEAE>
(1) AT D X 912 PCR Mtk Z2 i+ %,

A GaN»

10 X buffer (II) 1.0 pl
MgCl, 1.0 pl
dNTPs 0.8 ul
CAPS 7' 7 A ~—¥iKk 0.5 pul
AmpliTaq Gold 0.1
PR R ALK 56 ul
7 )L DNA AR 1.0 ul

at 10.0 ul

(2) PCR v A7 A GeneAmp PCR System 9700 72 K HW T, LA FD7F v 7 T A
T, PCR L ZEAT 9,
94°C 543
94°C 30 fb
62, 60°C 30 K1V A7
72°C 143
94°C 30 fb
58°C 307 2% A 70
72°C 143
94°C 30 fb
56°C 30 fb 30 1 v
72°C 243
72°C 743
4°C o



4. 7HO—RTIILERIKENZ K HIEIEM HFDORESR
FE ST CEENISRE R 20% T Ha—AX T 754 L. BEX0KENC &
Y LLUF @ )51 T PCR MG FEM Z FLH M 72 W IHER T 5,

<HEHTHH D>

96 U PCR 7' L — |k (ABI t1) XUIWE KA 7T A 7' L— |, 81#F v v 7 (ABI
H) X371 —hry—, THue—2% (=vRrIo—24%) . 50XTAE (=R
> V—4t) . Loading Dye (X6 XIEX10), 100bp DNA 7 ¥ —~—H— (/XA
FAT 4 N A AR =F VT AT a~vA REB)ER(0mg/ml), 7V
A—7— (Mupid t), V7~V UHERkENEE (Mupid 1) . 7 AVRE S AT
AL (7 b—1h) L,

< HEARERAE>

(1) 7H =27 Q0% EERT 5, 20g DT Hua—RAZFEL, 300ml =4
7AW AND, AF—T— =K 1XTAE 100 ml 21z TX<EE D,
BFLCVATRD TT e — A2 BRI D5, 2O, ERICERLTHND
L EMERT D, a— LB Tl MER =y hOHIZ @R L D
I LiAA, BEDET (BLZE 1) MET 5,

(2) 1.0 pl @ Loading Dye (X6) ZIEHEH»T A F 7L — h~737EL 4 ul @ PCR
PEM 22 NS %, REZIKEEICE Y ML 20%7 Ta—AT7 W7 774
L. I XTAE # T, LoadingDye (X6) ¢® Bromophenol Blue D {43& 7237 /LD 2/3
FEEEITOR D £ TEXUKENZ1T O (K 40 43[#)

(3) BRIKEE T, 7L %HK 0.5 pg/ml @ EtBr iR C 30 sy IR E Y L,
SRHHRIBET T C. PCR BEMEPEMIC BE N2 WS - R 5,

KEBr IR TH L DO TRV P NTITEET D L,

5. HIREERNIE(IZ K SIBMER A DIHEE

FRESIHTHIZ PCR EMZ . TNLTND~ — 0 —ITRIG L7l PRI TARLER
L. %R0 6 HTEFHRAHET D7D DM ZAT 5. ~— I —ITxHhs L7
[REER IR 1 DT T A ~—FRESHT 5,

<HEHTHH D>

1.5ml X% 2.0ml F=2—7 (RE ). 96 X PCR 7L — F XL 8 WF = —7
(ABIfh), v v 7 EZ7 V7 L— k13— (ABI 1), PCR HEIEEWL ., 4 Fi
FIREER (= R P—4th) . SHEHIIRFERTRO 10X buffer, JEE A,
PCR 3 A7 2 GeneAmp PCR System 9700 (ABI L) 72 &



< FEARBEAE>
(1) LLF D X5 IZHIBREE R SO R 2 83 %

A4 53
PCR HEEF K 4.0 pl
10 X buffer 1.5 ul
VEAELEERUN 9.3 ul
Il BRI 52 02 ul

it 15.0 ul

(2) PCR 2 A7 L GeneAmp PCR System 9700 72 £ & IV T, 37°C 3 H§fi] TA >
Fa—h2fT9,

6. THE—RHFIERKHBICLEZEDERE
E ST CEE NSRRI E 20% T Ha—AF VT 754 L. BEX0KENC &
DEULTOHETE 2R T 5,

<¥HEFTHH D>
4. E[Ekk,

< HEARERAE>

(1) 7H =27 Q2.0%)&ERT 5, 20g DT Hua—RAZEEL, 300ml =4
T7ITAAIAND, AF—T ==K 1XTAE 100 ml 1z TX<EE D,
BFLCVATRD TT I — A2 BRI D5, 2O, ERICEBL TS
L EMERT D, a— LB TS MER =y hOHRIZ @RV E D
I LiAA, BEDET (BLZE 1) HET 5,

(2)2.0 pl @ LoadingDye (X6) ZJEHH»7 A h7 L — h~437EL 10 ul @ PCR
PEM 22N %, REZIKEEICE Y F LTI 20%7 T —AT7 W7 774
L. I XTAE # T, LoadingDye (X6) ¢ Bromophenol Blue D {43& 7237 /LD 2/3
FEEEITOR D £ TEXUKENZIT O (K 40 43[#) .

(3) BRIKEE TH., 7L %HK 0.5 pg/ml @ EtBr iR H C 30 sy IR E Y L,
IR T ¢ 2R AR - Boe T 5,

KEBr IR TH L DO TRV P NTITEETH L,



7. BREFEHEELE STV a—TaY

(D)HIE

K~v—T—EHVTEBETFEEZ, R20EEBVTHDL, £, TR D~—
H—IZBT HEBXIKINMEIC OV TIL, B2EERE 2RO L,
QrNTFTNY a—T 4T
MPCR GEFT->ThH, HHO ARV KRB, FTOFIIERLT =4 (7
TA~v—FA~—) HPHD,

7 PCR HEMENIPL L CW D AREMEN B D72, K EEMEE#EERIATH, 7
TA ~—%EEIE % 4°CLL BT L7awy,

A TIA—DOLHDOAREERH D Z EnD AR ARV IR LT TA ~
—IIREFEL, BRI LETZ L,

U LR AOKKEEKLTH, HHOAY KRR LW, 33K
2D FZ Do

@PCR ST RIZRBAVD D, il (R LR (2 B e 70 AL AR 22 T 5 HH 7
VN,

7 AmpliTaq Gold LA+ Taq Polymerase # i H 92 &, 1IE LWEAI H 720
Bind 5,

O R LIZ , 1 T> &0 LRSI R b 575 BER UK oIk v
WCEDNR RBBNDT=D, 1IELWEBIOHEIMr A H#E L,

7 Y=Y AT T — ORI Lo TREDNIIC R AR AT HEMEN S 5 7
W, R T ==V TIRETRWEER S D, THEARTT=—V 7k
FEAEE L, AT 2R ORESRMZHET D2 &,

A HIREERAFC T — A o F a2 X=X — % ATV DEE, BEELFLA
ARG EERSH LD T, VA —F—R"RAE T —~vAH A7 7 —%
FANWTA v 2= 2179,

@ IREEE LR . K5+ (200bp LAT) DN RISA S0,

T KBIREENE T E D556 200bp L F Oy KM E L CERRRCTE < e
D (IERTHEITHEELT D) BERDDH, V7~V o AERIKEHEE
(Mupid #5) i H OEHAITH 40 oM 2 kB O B2 &35,

A THa—=ATNVOREN 2.0% L VIKWEA. 200bp LL FD/ N K3 &
LT CE < d (IBRTDFRIFIMEAETS) HALRH D, 20%L 1
DOIRETHKENT 22 ENEE LW,



av ad av vV vv av av av ad av vV vV (YRR SCEMEEHE
av av a9 ad av a9g av vV av av a9g av ot =N 4
vV a4 av av vV ad a4 av av av av av @NUEl 0
av qad ad av Vv ad av vv qad av av av 2Rl 61
av a4 ad a4 vV ad av vV a4 vV ad av (US|
av ad av av vV ad av vV av av av av HE L1
vV av av av vV av vV vV av av av av NP 91
av qad ad ad vV qd av vV av av qd Vv BEZE G
vV a4 ad av av ad av av av av av av (MYNOBE $1
ad qad ad av av ad av Vv Vv av av av BZE ¢l
av av a4 av vV a4 av vV adq av av av TE
av av ad av vV qd av av av av av av (Z09EH) LR 11
av av av av vV ad av vV av av av av #6901
Vv qad ad qad Vv av av vv qad av ad av XEIE 6
a9 VvV av av vV a9 av av vv od av av 208 3
av ad a9g av av av ad vV ad a9 av av (RUEAEY) AUk L
Vv ad av ad qad av a9q vV av qad a4 av (HLEMEIEL 9
av qad ad av Vv av av Vv qad av av Vv Ylgsk
ad vV av a4 vV ad av vV av oav ad vV (“YMm <z v
av av av av vV av av vV ad av av av (KAON) GRNE—)Y €
av av vV a4 vV av av vV a4 vV ad a4 (AR —NCL—EG T
vV ad av av av a9 av av av av av ad (FENE)AUZQTAAG
1dsN I Sy [JuH JIRLEY: 111 2eH 1 nad reiq resy [JurH 1dsi 1 nad 1dsi F20s
98€¥L  SICQFL 80T  T-8SIWH  OTHOIL  6IPQL  O00S®L  TLCOPL  OSTQRL  TOOQRL  €-8STQFE  CT-9€00¥d |F—Lf—2

EELAFO—4—28 E
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BEER K~—h—THELNDBEXRKENEG

- BIKENEBEOY TV, EDER2 OMFESL 1~22 (ZRHE LTV 5D,
KXY Iy JUIBER) . Y: InhoW o) 3B LT 5,

« IMJ X100 bp DNA 7 ¥ —~—h—

- REFEM 72 BE TR Z FEOBRXIXIR L, HIREEELEZ O R4 X (B

7)) EoR LTz,

Bf0036-2/ Msp 1
PCR ME1iE
M1 23456 XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =)

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =)

M AA AB BB
— T — 660bp
L
— — 382bp
— — — 278bp




Bf0158-3/ Pvu Il
PCR g

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =)

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

- R e e S e e e

1,000bp =

AB BB

>

352bp

203bp
149bp

[T =




Tf0001/ Msp I
PCR ¥

M1 23456 XY7 8910111213 M141516171819202122

1,000bp =)

G S

il I 58 AL AR

M123456XY7 8910111213 M 14151617 1819202122

1,000bp =

—— — - — - o e e
- »

-— ——.—.‘

M AA AB BB ABC BC
: — — — 650bp
]
— — — I 325bp
— — I IOObp
(LEH3K)




Tf0150/ Hinf I
PCR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M151617 1819202122

TR TS SR e e e S ey e e See s cae s o

1,000bp =

AB BB

>
>

489bp

333bp

— — 156bp

[T =




Tf0271/ Rsa 1
PCR g

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =)

AB

>

720bp

395bp
325bp

[T =
|




T{0300/ Dra I
PCR g

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp = &

—— S e —— —

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M 1516171819 202122

>
>
>
w
oo,
w

741bp

— — 5 O4bp

M
—




Tf0419/ Pvu II
PCR Mg

M123456XY7 8910111213 M 14151617 1819202122

R W e e e G W e . - wt e e wn G w s e e e == W

bt I S p———— B

il I 58 AL AR

M123456XY7 8910111213 M14151617 1819202122

r

1,000bp =

M AB BB
—
— — 540bp




T10420/ Hae 111
PCR g

M123456XY7 8910111213 M1415161718 19202122

- ey --——----ﬂ--"-;’: o S i war me S B e e
! . g .

1,000bp =

~ v
T A G wee e S G B S D S S S D S S e e S — —

il AP S AL B

M123456XY7 8910111213 M141516171819202122

- - ]

M AA AB BB
— — 226bp
— E— — 21 8bp




Bf0158-2/ Pvu Il
PCR g

M123456XY7 891011121314 M 1516171819 202122

1,000bp =)

il I 58 AL AR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =)

AB BB

>
>

399bp

[T =
|
|




If0208/ Hinf I
PCR

M123456XY7 891011121314 M1516171819202122

1,000bp =

il AP S AL B

M123456XY7 891011121314 M 1516171819 202122

1,000bp =)

AB BB

>
>

545bp

303bp
242bp

[T =

10



T{0318/ Hinc 11
PCR g

M123456XY7 8910111213 M 14151617 1819202122

s U D e v wes B0 D eee e e B S D e

il AP S AL B

M123456XY7 8910111213 M 141516171819 202122

1,000bp =

AB BB

M
—ae——— @

>

579bp
490bp

11



T10386/ Msp I
PCR g

M123456XY?7 8910111213 M14151617 1819202122

I el s, mw O U W S W R e v el ““a’--_--‘-’“‘-

- J i
R R e wew D WS NS S NS D S T S e WD SN S W - —

il AP S AL B

M123456XY7 8910111213 M 14151617 1819202122

& ) il i 3 o/
T O D e e T e ey Y W mr W W e e T e e W

1,000bp =)}

...... p— s s . e el e S w —

M AA AB BB
o J— — 469bp
— — — 275bp




EVEMEICBE T D . AR IC R S e EIE, TRAARERT ) £ 7213 T51H
I EFEMEIE ERRO b A bRE . BTl AR Bkoe e EORIIET
TEEA

OEFHE . FIHENGEHSIN-HGZFIH L2 8, S22 R T
NI I L BARERIZOWVWT, —UIEEEAVER A,



