PCR条件
（１）PCR反応液　組成





Volume

Final conc.
Total volume



12.5 l



Template DNA (4.02 ng/l)

6.21 l

2 ng/l


10X ExTaq Buffer (Mg2+ free)

1.25 l

1X



MgCl2 (25 mM)



0.75 l

1.5 mM



dNTP Mixture (2.5 mM each) 

1 l

0.2 mM


Working Primer* (20 pmol/l) 

0.31 l

0.5 M


DMSO




0.38 l

3%



Betaine (5 M)



2.5 l

1 M


TaKaRa ExTaq (5 U/l) 


0.1 l

0.04 U/l


*Working Primerはフォワード、リバースプライマーを各20 pmol/lの濃度で含む。
（２）反応条件









1 cycle 

98℃
5 min







40 cycles

98℃
30 sec







(60℃)*
30 sec







72℃
30 sec







1 cycle

72℃
10 min


*barcマーカーに関しては、原著のアニーリング温度が48~53℃のマーカーは55℃、55~60℃のマーカーは60℃、62℃以上のマーカーは65℃。
cfa, cfd, gdmマーカーについてはアニーリング温度60 ℃。
gwm, hbg, hbe, hbdマーカーは原著記載のアニーリング温度。
wmcマーカーはUSDAのホームページ記載のアニーリング温度。
