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Today’s Talk

• Overview of SRM2391d

• Materials

• Characterization methods

• Markers

On sale as of July 9, 2019
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SRM 2391c

SRM 2391

SRM 2391a

SRM 2391b

SRM 2390 DNA profiling

2391 series
PCR‐based DNA profiling

SRM 2391d

Brief history of SRM 2391 series…

SRM 2391c

SRM 2391

SRM 2391a

SRM 2391b

SRM 2390 DNA profiling

2391 series
PCR‐based DNA profiling

SRM 2391d

3 boxes
20 components

RFLP 
(Hae III digest)

Added
CODIS 13, FFFL

D1S80, DQα, 
PM, TH01, 

F13A01, vWA, 
FES/FPS

2 boxes
genomic and 
amplified DNA 

template

Added
Penta E,D
D2S1358, 
D19S433

D1S80 products no 
longer supplied

Added
SE33

Added
26 ‘NIST’ loci

Dropped D1S80, DQα, PM

51 autosomal STRs
17 Y STRs

All new genomic 
DNAs & cell lines
Mixture included

Sanger sequence added for 
all certified loci
X STRs (12)
Indels (30)

Forensic SNPs and 
Y indel added
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SRM 2391d: a group effort

• Led by Becky Steffen
• Erica Romsos

• Katherine Gettings

• Kevin Kiesler

• Lisa Borsuk

• Sarah Riman

Lisa

Kevin

Erica

Katherine

Sarah

Becky

Materials (Five Components)

• Components A‐D are genomic DNA extracted from purchased blood
• Not from cell lines (challenges in getting use/permission from Coriell/NIGMS)

• May be more commutable (similar to casework)

• Different samples from 2391c

• Component E consists of cells spotted onto FTA paper 
• Two 6 mm punches; approximately 75,000 cells per punch

• Toward the end of SRM 2391c profile degradation was observed for cells 
stored on 903 paper (cells on 903 paper not included in SRM 2391d)

• Same cell line as used in 2391c (CRL‐1486)

2300 units were vialed for SRM 2391d
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Materials

Assigned using digital PCR

Stability Testing (measuring quantity ‐ dPCR)
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 (ng/µL) 4°C  (ng/µL) 22°C  (ng/µL) 37°C
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Quantifiler Trio Degradation Index
Component Week 0 Week 51

4oC 22oC 37oC

A 0.9 0.9 0.6 0.6

B 0.7 0.7 0.5 0.6

C 0.8 0.8 0.5 0.6

D 0.8 0.9 0.6 0.6

E 0.7 0.6 0.6 0.5

DI < 1 ‘Typically indicates that DNA is not degraded or inhibited’

Will continue to monitor degradation index over the lifetime of SRM 2391d

Characterization of the material

Next Generation Sequencing (NGS)Capillary Electrophoresis 

3500xL

MiSeq FGx Ion S5 XL
QX200

Digital PCR 
for quantification
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CE‐based assays used in characterization

In house 
CE‐typing 

D1S1677
D2S1776
D3S4529
D4S2408
D5S2800
D9S1122
D12ATA63
D14S14343
D17S1301
D20S482
DYS461
DYS505
DYS522
DYS612

NGS‐based assays used in characterization

Literature‐based assay

Ring, J.D., et al., A performance evaluation of Nextera XT and KAPA 
HyperPlus for Rapid Illumina Library Preparation of Long‐Range 
Mitogenome Amplicons; (2017) FSI G 29: 174–180
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Interlaboratory participation

• Promega
• CE (7) ESI 17 Fast, ESX 17 Fast, PPY23, PP21, Fusion 6C, Fusion, VersaPlex 27PY
• NGS (3) PowerSeq 46GY, Mito control region, Mito whole genome

• Verogen
• NGS ForenSeq (STRs and SNPs)

• Qiagen
• CE (1) kit (HDplex); Mito whole genome 

• AFDIL
• Analysis of FASTQ files from NIST runs

Autosomal STR 
Marker List
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D1S1656 X 21 18 3
D1S1677 X 2 2 0
D2S1338 X 26 21 5
D2S441 X 20 17 3
D2S1360 X 1 1 0
D2S1776 X 2 2 0
D3S1358 X 27 22 5
D3S1744 X 1 1 0
D3S4529 X 2 2 0
D4S2366 X 1 1 0
D4S2408 X 3 3 0
D5S818 X 19 14 5
D5S2500 X 1 1 0
D5S2800 X 2 2 0
D6S474 X 2 2 0
D6S1043 X 6 5 1
D7S820 X 20 15 5
D7S1517 X 1 1 0
D8S1132 X 1 1 0
D8S1179 X 28 23 5
D9S1122 X 2 2 0

D10S1248 X 20 17 3
D10S2325 X 1 1 0
D12S391 X 22 19 3

D12ATA63 X 2 2 0
D13S317 X 20 15 5

D14S1434 X 2 2 0
D16S539 X 28 23 5

D17S1301 X 2 2 0
D18S51 X 30 25 5
D19S433 X 25 20 5
D20S482 X 2 2 0
D21S11 X 28 23 5

D21S2055 X 1 1 0
D22S1045 X 20 17 3
CSF1PO X 20 15 5
F13A01 X 1 1 0

F13B X 1 1 0
FESFPS X 1 1 0

FGA X 29 24 5
LPL X 1 1 0

Penta C X 1 1 0
Penta D X 13 11 2
Penta E X 13 11 2

SE33 X 13 11 2
TH01 X 28 23 5
TPOX X 19 14 5
vWA X 27 22 5

Lo
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CE assays # o
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e typ
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g
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ts

NGS
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Autosomal STR 
Marker List
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D1S1656 X 21 18 3
D1S1677 X 2 2 0
D2S1338 X 26 21 5
D2S441 X 20 17 3
D2S1360 X 1 1 0
D2S1776 X 2 2 0
D3S1358 X 27 22 5
D3S1744 X 1 1 0
D3S4529 X 2 2 0

Example D1S1656

Component Genotype agreement observed 
for 18 CE‐based typing kits

A 15.3, 18.3

B 13, 15.3

C 15, 16

D 15, 15.3, 16, 18.3

E 11, 16.3

Autosomal STR 
Marker List
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D1S1656 X 21 18 3
D1S1677 X 2 2 0
D2S1338 X 26 21 5
D2S441 X 20 17 3
D2S1360 X 1 1 0
D2S1776 X 2 2 0
D3S1358 X 27 22 5
D3S1744 X 1 1 0
D3S4529 X 2 2 0

Component Sequenced by three NGS kits

A 15.3, 18.3

B 13, 15.3

C 15, 16

D 15, 15.3, 16, 18.3

E 11, 16.3

Example D1S1656
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Example: Component A, D1S1656, 15.3 allele
D1S1656 15.3 CCTA [TCTA]11 TCA [TCTA]3 rs4847015

Bases reported Start End

SRM 2391d certificate 1 145 145

Repeat region 62 124 63

PowerSeq 46GY 6 145 140

GlobalFiler NGS 5 145 141

ForenSeq 1 124 124

STRSeq accession number MH174852.1

PowerSeq 46GY
GlobalFiler NGS
ForenSeq
SRM report

1 145

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=strseq

Example: Component A, D1S1656, 15.3 allele

5’TTCAGAGAAATAGAATCACTAGGGAACCAAATATATATACATACAATTAAACACACAC
ACA[CCTA][TCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTA][TCA]
[TCTATCTATCTA]CATCATACAGTTGACCCTTGA 3’

rs4847015 (A/T)
@130 bp

D1S1656 15.3 CCTA [TCTA]11 TCA [TCTA]3 rs4847015

Bases reported Start End

SRM 2391d certificate 1 145 145

Repeat region 62 124 63

ForenSeq 1 124 124

PowerSeq 46GY 6 145 140

GlobalFiler NGS 5 145 141

STRSeq accession number MH174852.1

Reported string (allele) is a combination from the three kits
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https://www‐s.nist.gov/srmors/view_detail.cfm?srm=2391d

Excel files containing information for STRs, 
SNPs and mitochondrial sequencing

Locus NGS Allele STRSeq ID Bracket Description Sequence

CSF1PO 12 MH085189.2 [ATCT]12 CSF1PO 12 [ATCT]12 CTGTGTCAGACCCTGTTCTAAGTACTTCCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTA

CSF1PO 14 MH085191.2 [ATCT]14 CSF1PO 14 [ATCT]14 CTGTGTCAGACCCTGTTCTAAGTACTTCCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTA

D10S1248 14 MH167062.2 [GGAA]14 D10S1248 14 [GGAA]14 TAGCCCCAGGACCAATCTGGTCACAAACATATTAATGAATTGAACAAATGAGTGAGTGGAAGGA

D10S1248 15 MH167063.2 [GGAA]15 D10S1248 15 [GGAA]15 TAGCCCCAGGACCAATCTGGTCACAAACATATTAATGAATTGAACAAATGAGTGAGTGGAAGGA

D12ATA63 13 MK990405.1 [TTG]3 [TTA]10  D12ATA63 13 [TTG]3 [TTA]10  AGCAATTTAAAAATGTTGTTGTTGTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTACTTGAGACAGGG

D12ATA63 17 MK990407.1 [TTG]3 [TTA]14  D12ATA63 17 [TTG]3 [TTA]14  AGCAATTTAAAAATGTTGTTGTTGTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTACT

D12S391 21 MH167160.1 [AGAT]12 [AGAC]8 AGAT D12S391 21 [AGAT]12 [AGAC]8 AGAT CAGAGAGAAAGAATCAACAGGATCAATGGATGCATAGGTAGATAGATAGATAGATAGATAGAT

D12S391 24 MH167187.1 [AGAT]15 [AGAC]8 AGAT D12S391 24 [AGAT]15 [AGAC]8 AGAT CAGAGAGAAAGAATCAACAGGATCAATGGATGCATAGGTAGATAGATAGATAGATAGATAGAT

D13S317 9 MH167206.1 [TATC]9 D13S317 9 [TATC]9 TTCTTTAGTGGGCATCCGTGACTCTCTGGACTCTGACCCATCTAACGCCTATCTGTATTTACAAA

D13S317 12 MH167226.1 [TATC]12 D13S317 12 [TATC]12 TTCTTTAGTGGGCATCCGTGACTCTCTGGACTCTGACCCATCTAACGCCTATCTGTATTTACAAA
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Some interesting examples…

Some interesting examples: SE33

• Component B typed as (17,28.2) with thirteen CE‐STR kits

• Sequencing revealed 18 repeats with 4 bp AAAA deletion 85 upstream 
from the repeat

[AAAG]2 AG [AAAG]3 AG [AAAG]18 G [AAAG]3 AG = 18 repeats

AAAA deletion Repeat starts here
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Some interesting examples: D6S474

• Complex motif [AGAT][GATA] as described in Hill et al. 2008

• Reported as such in SRM2391b and 2391c

• Precision ID GlobalFiler NGS reporting [AGAT][GATA]

• Investigator HDplex reporting one repeat less [TAGA]TGA[TAGA]

Component SRM 
certificate

Investigator HDplex kit

A 16,18 15,17

B 14,16 13,15

C 14,18 13,17

D 14,16,18 13,15,17

E 14,16 13,15

Some interesting examples: DYS612

Component SRM certificate ForenSeq report

A 34 28

B 34 28

Kayser, et al. Am. J. Hum. Genet. 2004 (first described)
(CCT)5(CTT)1(TCT)4(CCT)1(TCT)n

D’Amato, et al. FSI Genetics 2010 (a proposed nomenclature)
(CCT)5(CTT)1(TCT)4(CCT)1(TCT)n

Ballantyne et al. Human Mutation 2014 (updated to comply with ISFG guidelines)
(CCT)5(CTT)1(TCT)4(CCT)1(TCT)n

Six repeat difference
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D7S1517 = (22,31)
D3S1744 = (15,16)

Allele calls confirmed by Sanger sequencing

Some interesting examples: Qiagen Investigator 
HDplex – Component C

Identity SNP markers

• 101 autosomal SNPs reported
• ForenSeq (94)

• Precision ID Identity Panel (90) + 34 Y‐SNPs

• Forward strand genotype reported

83 identity autosomal SNPs 
in common

Locus 2391d_A FS ID FS ID 2391d_B FS ID FS ID 2391d_C FS ID FS ID 2391d_E FS ID FS ID

rs1294331 CT TT CT CT

rs13182883 GG AG AG AG

rs1336071 CC CC CT CC

rs2107612 AA AG AG AA

rs2399332 GG TT GT GT

rs279844 AT AT AA AT

rs2920816 AG AA AG AA

rs4606077 CC CC CT CC

rs763869 AG AG AG AG

rs8037429 CC TT CT CC

rs8078417 CC TT CT CT

Fo
re
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FS ID ACR

> 2000 > 30,000 > 0.8

2000 < = 1000 30,000 < = 20,000 0.8 < = 0.6

1000 < = 200 20,000 < = 10,000 0.6 < = 0.4

< 200 < 10,000 0.4 < = 0.2

< 0.2

Coverage

Provided as information values
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Ancestry and Phenotype SNP markers

• Ancestry/Phenotype SNPs 188 total
• ForenSeq (78)

• Precision ID Ancestry (165) and Phenotype Panel (24)

• Forward strand genotype reported

Locus 2391d_A FS ID FS ID 2391d_B FS ID FS ID 2391d_C FS ID FS ID 2391d_E FS ID FS ID

FS rs1919550 AA AA AA AA

rs1042602 AC CC CC CC

rs10497191 CC TT CT CT

rs1079597 CC TT CC CC

rs1110400 TT TT TT TT

rs11547464 GG GG GG GG

rs11652805 TT CC CT TT

rs12203592 CC CC CC CC

rs1229984 CC CC CC CC

rs12439433 AA AA AA AA

rs12498138 GG GG GG GG

rs12821256 CC TT TT TT

rs12896399 TT GG GT GT

rs12913832 AG GG AA AG

rs1393350 GG GG GG AG
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FS ID ACR

> 2000 > 20,000 > 0.8

2000 < = 1000 20,000 < = 10,000 0.8 < = 0.6

1000 < = 200 10,000 < = 5,000 0.6 < = 0.4

< 200 < 5,000 0.4 < = 0.2

< 0.2

Coverage

Genotypes are reported not the 
application (eye color, ancestry)

77 SNPs in common

Summary of ancestry and phenotype marker estimates

Component ForenSeq Precision ID Mito Y SNP

Ancestry Hair Eye Ancestry Hair Hair Eye

A European 0.68 0.66 European 0.66 1.00 light 0.67 T2b3 ‐

B African 0.69 0.86 African 0.66 0.93 light 0.85 L1c1a E

C African 0.84 1.00 African 0.68 1.00 dark 1.00 L1b1a E

E European 0.61 0.71 European/SW 
Asian

0.69 0.72 light 0.72 T2a3 ‐

Predictions made using vendor tools



8/8/2019

15

Mitochondrial genome sequencing
Site rCRS Component E Comment

73 A G

195 T C

263 A G

309.1 : C Insertion

315.1 : C Insertion

709 G A

750 A G

1438 A G

1888 G A

2706 A G

3107 C : Deletion

4216 T C

4464 G A

4769 A G

4917 A G

7028 C T

8697 G A

8860 A G

9100 A G

10463 T C

11251 A G

11719 G A

11812 A G

12408 T C

13368 G A

13965 T C

14233 A G

14766 C T

14905 G A

15326 A G

15452 C A

15607 A G

15928 G A

16126 T C

16294 C T

16519 T C

SRM 2391d Component E

NGS platform Assay Data Analysis Method

Ion Torrent S5XL
Precision ID mtDNA Whole 
Genome Panel

HID Genotyper Plugin v2.1
Converge v2.1

MiSeq FGx
Qiagen Human Mitochondrial 
Panel

GeneGlobe

MiSeq FGx AFDIL mtGenome protocol
GeneMarker HTS v1.2.2

CLC bio Genomics Workbench 
v7/AQME

MiSeq FGx Promega CRM Nested & WG GeneMarker HTS v1.2.2

Can this material replace the SRM 2392 and 2392‐I 
(Mitochondrial DNA standards?)

Your feedback is needed!

Heteroplasmy calling filter set at 5%

Mito Hg
A T2b3+151
B L1c1a+@198 
C L1b1a 
E T2a3 

Component D ‐ 3:1 mixture of A (female) and C (male)

EuroForMix v1.8
Mixture Proportion 

Average Stdev
Mix-prop. C1 73.5% 0.5%
Mix-prop. C2 26.5% 0.5%

PHR = Major (74.6%)
Minor (25.4%)
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Summary

• The SRM 2391 series will continue to support the FBI‐QAS and the 
validation and implementation of forensic marker systems

Marker Type Number of Certified 
loci

Number of loci with Information 
values 

Autosomal STR 35 13

Y‐STR 28 3

X‐STR 7 5

Mitochondrial DNA ‐ Full mtGenome

Indel/Innuls ‐ 50

SNPs ‐ 323

Certified allele calls supported by sequence data and CE‐length based measurements

Thank you for your attention!  
Questions?

Contact: Peter.Vallone@nist.gov

• Disclaimer ‐ Points of view in this document 
are those of the authors and do not necessarily 
represent the official position or policies of the 
U.S. Department of Commerce. 

• Certain commercial equipment, instruments, 
and materials are identified in order to specify 
experimental procedures as completely as 
possible. In no case does such identification 
imply a recommendation or endorsement by 
NIST, nor does it imply that any of the 
materials, instruments, or equipment 
identified are necessarily the best available for 
the purpose. 

• All work presented has been reviewed and 
approved by the NIST Human Subjects 
Protections Office.

Margaret Kline
Dr. Dave Duewer


