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Genetische Fingerabdrücke werden übli-
cherweise mit Mikrosatelliten auf Kapil-
lar- oder Plattensequenzierern erstellt. 
Die Größenbestimmung der Mikrosatel-
liten wird durch interne Größenstandards 
vorgenommen. Technische Unterschiede 
zwischen Sequenzierern unterschiedlicher 
Bauweise und Hersteller sowie unterschied-
liche Farbmarkierung der Mikrosatelliten 
bewirken unterschiedliches Laufverhalten 
von Fragmenten in der Elektrophorese-
matrix. Dies hat zur Folge, dass die Länge 
identischer Fragmente auf verschiedenen 
Geräten unterschiedlich erscheint [2, 3]. 
Darüber hinaus bewirken Unterschiede 
zwischen einzelnen Läufen auf demselben 
Gerät Schwankungen in der Größenbe-
stimmung der Fragmente [4]. Aus diesen 

Gründen ist die Vergleichbarkeit der er-
mittelten Genotypen zwischen Laboren 
limitiert. Um aber Sorten und Klonlinien 
eindeutig identifi zierbar zu machen, ist 
es von entscheidender Bedeutung, über 
standardisierte genetische Fingerabdrücke 
zu verfügen und diese zwischen Laboren 
und über alle eingesetzte Technik hinweg 
vergleichbar zu halten.

Software und 
molekulare Methoden
Im Rahmen eines Ringversuches wurde 
untersucht, inwieweit die Ergebnisse ver-
schiedener Labore mithilfe softwarege-
stützter Methoden verglichen werden 
können. Hierzu wurde die Software „Al-
lelogram“ [4] verwendet, die vom Sequen-
zierer gelieferte Fragmentlängen analy-
siert und in Allelklassen („Bins“) sortiert. 
Eine Besonderheit des Programms ist die 
Möglichkeit, Standardproben zu defi nie-
ren, die genutzt werden können, um Ge-
notypen zu normalisieren. Als Standard-
probe wird eine Probe verwendet, die bei 
allen Analysen („Läufe“) jeweils einmal 
mitanalysiert wird. Diese Probe muss bei 
allen Läufen identisch sein. Die Abwei-
chungen der ermittelten Fragmentlängen 
dieser Probe zwischen den verschiedenen 
Läufen können daher verwendet werden, 
um die Fragmentlängen aller anderen Pro-
ben automatisch anzugleichen. Diese Nor-
malisierung ist wichtig, um echte Unter-

schiede (Allele) von technisch bedingten 
Abweichungen trennen zu können.

Untersucht wurde ein Probensatz von 
48 Pfl anzen. Dieser bestand aus zehn von 
der NW-FVA bereitgestellten Pappel-Stan-
dardklonen und 38 Proben von Populus 
nigra, P. deltoides und P. x canadensis. Al-
le Proben wurden an je sechs Mikrosatel-
liten-Loci untersucht: WPMS 09, 14, 18 und 
20 [5,6] sowie PMGC 14 und 2163 [7]. Der 
gesamte Probensatz wurde an der Univer-
sität Marburg in zwei separaten PCRs amp-
lifi ziert. Jede dieser PCRs wurde zweimal 
getrennt auf dem dortigen Sequenzierer 
(kapillarbasiertes Gerät) analysiert. Die 
PCR-Produkte der ersten PCR wurden zu-
sätzlich auf dem Sequenzierer des vTI in 
Großhansdorf (ebenfalls kapillarbasiert) 
untersucht. 40 Proben des Gesamtproben-
satzes wurden in der NW-FVA in Hann. 
Münden in einer dritten PCR amplifi ziert 
und auf dem dortigen Sequenzierer analy-
siert (plattenbasiertes Gerät). 

Dieses Vorgehen ermöglichte es, die 
Ergebnisse verschiedener Labore, Bear-
beiter und Geräte direkt miteinander zu 
vergleichen. Die erhaltenen Genotypen 
wurden laufweise in das Programm einge-
lesen (Abb. 1a), nach ihrer Größe sortiert 
(Abb. 1b) und mithilfe der Standardklone 
normalisiert (Abb. 1c). Die normalisierten 
Daten wurden für die Defi nition von Al-
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Tab. 1: Fehlerraten beim Vergleich von 
Genotypen innerhalb desselben und 
zwischen verschiedenen Laboren 
bei Verwendung der Binningsoftware 
„Allelogram“

Gesamt-
analyse 

Labor Uni 
Marburg

Analysen 6 4
Gezählte Allele 3 058 2 130
Einzelfehler Genotypisierung 94 8
Einzelfehler Binning 35 1
Genotypisierungsfehler 3,07 % 0,37 %
Binningfehler 1,14 % 0,05 %
Gesamtfehler 4,21 % 0,42 %
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lelklassen verwendet und anschließend je-
des Fragment einer Allelklasse zugeordnet 
(„Binning“, Abb. 1d).

Genotypisierung und Binning

Beim Vergleich der resultierenden Geno-
typen wurde zwischen Genotypisierungs- 
und Binningfehlern unterschieden. Als 
Genotypisierungsfehler wurde gewertet, 
wenn eine Probe in zwei Läufen einmal 
als homo- und einmal als heterozygot ana-
lysiert wurde oder zwei als identisch be-
kannte Allele Bins zugeordnet wurden, die 
mehr als eine Motivlänge Abstand vonein-
ander aufwiesen. Als Binningfehler wurde 
betrachtet, wenn als identisch bekannte 
Allele unterschiedlichen, aber direkt be-
nachbarten Bins zugeordnet wurden.

Insgesamt konnten bei den sechs ge-
trennten Analysen der sechs Loci 3058 
Allele erfasst werden. Unter diesen wur-

den 129 Fälle entdeckt, in denen sich Al-
lellängen zwischen verschiedenen Läufen 
unterschieden. 94 dieser Fälle wurden als 
Genotypisierungsfehler erkannt. Die rest-
lichen 35 Fälle wurden als echte Binning-
fehler gewertet. 

Der Vergleich der vier Analysen inner-
halb des Marburger Labors enthielt 8 Ge-
notypisierungsfehler und einen Binning-
fehler unter 2130 erfassten Allelen (Tab. 
1). Mit den ermittelten Werten liegt die 
Fehlerrate für Analysen mehrerer Labore 
im Bereich anderer Studien [8,9]. Inner-
halb desselben Labors liegt der Fehler weit 
unterhalb der üblicherweise bestimmten 
Fehlerraten.

Folgerungen

Für die Vergleichbarkeit von Genotypen, 
die in verschiedenen Laboren und auf 
unterschiedlichen Geräten produziert 

wurden, ist eine Software mit Normalisie-
rungsfunktion von grundlegender Bedeu-
tung. Ohne Normalisierung ist eine klare 
Einteilung der Fragmente in Bins, insbe-
sondere bei Genotypen unterschiedlicher 
Herkunft und Mikrosatelliten mit kurzen 
Wiederholungsmotiven schwierig bis un-
möglich (Abb. 1b). 

Es konnte gezeigt werden, dass die 
Software „Allelogram“ in der Lage ist, Da-
ten unterschiedlicher Herkunft konsistent 
zu kategorisieren und dabei den Fehler 
in akzeptablen Grenzen zu halten. Damit 
kann sie für die Verwendung in Verbund-
projekten uneingeschränkt empfohlen 
werden. Innerhalb desselben Institutes 
verwendet, reduziert das Programm die 
Fehlerrate gegenüber klassischen Aus-
wertemethoden merklich und eignet sich 
damit auch für Projekte, die keine Beteili-
gung unterschiedlicher Labore erfordern.
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Abb. 1: Vier Schritte im Genotypisierungsprozess mit Allelogram. Skala: Fragmentlänge in Basen-
paaren. (a) Sechs verschiedene Analysen desselben Probensatzes, (b) Sortierung des Datensatzes 
nach Fragmentlänge vor Normalisierung, (c) normalisierter Datensatz, (d) angepasste Allelklassen 
nach Normalisierung (hellblau)

 Die Software Allelogram  
kann kostenlos heruntergeladen werden unter 
http://code.google.com/p/allelogram/ .


