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CSI	
  laboratory	
  (ISO17025)	
  
Austrian	
  central	
  DNA	
  laboratory	
  
EDNAP,	
  ENFSI,	
  Interpol	
  
Int.	
  reference	
  lab	
  for	
  forensic	
  mtDNA	
  typing	
  
	
  
DVI	
  laboratory	
  (ISO17025)	
  
Tsunami	
  (Sri	
  Lanka),	
  Chile,	
  Former	
  Yugoslavia,…	
  

	
  
Forensic	
  molecular	
  research	
  laboratory	
  
Mitochondrial	
  DNA	
  databasing	
  (EMPOP)	
  
STR	
  databasing	
  (ENFSI	
  STRbase)	
  
Popula)on	
  gene)cs	
  (mito,	
  nDNA)	
  
Predic)ve	
  Forensic	
  Markers	
  (AIMs,	
  phenotypic)	
  
New	
  technologies	
  (MS,	
  RAPID,	
  MPS)	
  



Introduc)on	
  to	
  mtDNA	
  
Lab	
  protocols	
  

(a	
  posteriori)	
  quality	
  control	
  
mtDNA	
  alignment	
  
mtDNA	
  haplogroups	
  
Exclusion	
  criteria	
  

Updated	
  ISFG	
  guidelines	
  on	
  mtDNA	
  typing	
  
prac)cal	
  EMPOP	
  work	
  	
  

	
  

	
  

What	
  to	
  expect	
  today	
  



ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  



Books	
  on	
  mitochondria	
  /	
  mtDNA	
  



Human	
  mitochondrial	
  DNA	
  

circular	
  double-­‐stranded	
  molecule	
  
16.5	
  kbp	
  in	
  size	
  
compact	
  and	
  reduced	
  
coding	
  region	
  (15	
  kb)	
  37	
  genes	
  
	
  	
  13	
  OSPHOX	
  proteins	
  
	
  	
  22	
  tRNAs	
  
	
  	
  	
  	
  2	
  rRNAs	
  	
  
control	
  region	
  (1.1	
  kb)	
  d-­‐loop	
  
	
  	
  non-­‐coding,	
  regulatory	
  
evolu)onary	
  rate	
  ~10x	
  of	
  nDNA	
  

Russell,	
  P.	
  J.	
  (2005) 



Human	
  mitochondrial	
  DNA	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  46	
  chromosomes,	
  3.2	
  x	
  109	
  bp	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  100(0)s	
  per	
  cell,	
  16.6	
  kbp	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  diploid	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  haploid	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Nuclear	
  DNA	
  (nDNA)	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  mitochondrial	
  DNA	
  (mtDNA)	
  



High	
  mtDNA	
  copy	
  number	
  

Higher	
  copy	
  number	
  than	
  nDNA	
  
	
  4-­‐5	
  mtDNA	
  (avg)	
  molecules/mitochondrion	
  (Satoh	
  and	
  Kuroiwa,	
  1991)	
  
	
  up	
  to	
  1,000	
  mitochondria/cell	
  (Robin	
  and	
  Wong,	
  1988)	
  



ApplicaFon	
  to	
  challenging	
  crime	
  stains	
  (e.g.	
  hair)	
  

Szabo	
  et	
  al	
  2012	
  



MtDNA	
  is	
  maternally	
  inherited	
  

Mitochondria	
  derive	
  from	
  the	
  fer)lized	
  egg	
  	
  
(100.000s	
  versus	
  few	
  in	
  sperm	
  neck)	
  
Ubiqui)n	
  tagging	
  of	
  paternal	
  mtDNA	
  

(anthro.palomar.edu) 



“Paternal	
  inheritance	
  and	
  recombinaFon”	
  

	
  
Schwarz	
  and	
  Vissing	
  (2002)	
  found	
  paternal	
  
mtDNA	
  (90%)	
  in	
  skeletal	
  muscle	
  of	
  	
  	
  
28	
  years	
  old	
  mitochondrial	
  myopathy	
  
pa)ent	
  including	
  a	
  2bp	
  dele)on	
  in	
  ND2	
  
gene.	
  
No	
  further	
  proofs	
  in	
  similar	
  cases.	
  
	
  

>20	
  studies	
  with	
  mixed	
  or	
  
mosaic	
  mtDNA	
  in	
  )ssues	
  of	
  
the	
  ines)gated	
  individuals	
  
phenomena	
  can	
  be	
  ascribed	
  to	
  
contamina)on	
  and	
  sample	
  
mix-­‐up	
  



ApplicaFon	
  to	
  historical	
  cases	
  

Romanov family (+1918) 
Coble et al 2009 

King Richard III (+1485) 
King et al 2014 

Wolfgang A. Mozart (+1791) 
Parson 2006 



StaFsFcs	
  



Lab	
  protocols	
  



mtDNA	
  extracFon	
  

IdenFficaFon	
  of	
  the	
  two	
  missing	
  Romanov	
  children	
  (Coble	
  et	
  al	
  2009)	
  
	
  
100-­‐400	
  mg	
  bone	
  powder	
  in	
  3	
  ml	
  extrac)on	
  buffer	
  	
  
EDTA	
  0.5	
  M,	
  0.5%	
  lauryl-­‐sarcosinate,	
  100	
  ml	
  pro	
  K	
  	
  
Purifica)on	
  with	
  Centricon	
  30	
  (Millipore)	
  
QIAquick	
  PCR	
  purifica)on	
  (Qiagen)	
  

Update	
  in	
  Bauer	
  et	
  al	
  2013 



mtDNA	
  quanFtaFon	
  

Update	
  in	
  Bauer	
  et	
  al	
  2013 

Modular	
  system	
  (Niederstäner	
  et	
  al	
  2007)	
  
	
  parallel	
  determina)on	
  of	
  nDNA	
  (Alu	
  Yb8)	
  and	
  mtDNA	
  
	
  or	
  nDNA/mtDNA	
  quan)ta)on	
  with	
  internal	
  PCR	
  control	
  (IPC)	
  
	
  inhibi)on	
  and	
  degrada)on	
  sensi)ve	
  



mtDNA	
  sequencing	
  -­‐	
  Sanger	
  

Sanger-type 
Dye Terminator 

Sequencing 

Amplification 

CE 



Berger	
  C,	
  Parson	
  W	
  (2009)	
  Mini-­‐midi-­‐mito:	
  Adap)ng	
  the	
  amplifica)on	
  and	
  
sequencing	
  strategy	
  of	
  mtDNA	
  to	
  the	
  degrada)on	
  state	
  of	
  crime	
  scene	
  
samples.	
  Forensic	
  Sci	
  Int	
  Genet	
  3:	
  149-­‐153	
  
for	
  typical	
  casework	
  samples	
  
	
  

Brandstäner	
  et	
  al	
  (2007)	
  Genera)ng	
  popula)on	
  data	
  for	
  the	
  EMPOP	
  database	
  -­‐	
  an	
  
overview	
  of	
  the	
  mtDNA	
  sequencing	
  and	
  data	
  evalua)on	
  processes	
  considering	
  273	
  
Austrian	
  control	
  region	
  sequences	
  as	
  example.	
  Forensic	
  Sci	
  Int	
  166:	
  164-­‐175	
  
in	
  response	
  to	
  high	
  error	
  rate	
  due	
  to	
  phantom	
  muta)ons	
  

Parson	
  W,	
  Bandelt	
  HJ	
  (2007)	
  Extended	
  guidelines	
  for	
  mtDNA	
  typing	
  of	
  
popula)on	
  data	
  in	
  forensic	
  science.	
  Forensic	
  Sci	
  Int	
  Genet	
  1:	
  13-­‐19	
  

Eichmann	
  C,	
  Parson	
  W	
  (2008)	
  'Mitominis':	
  mul)plex	
  PCR	
  analysis	
  of	
  reduced	
  size	
  
amplicons	
  for	
  compound	
  sequence	
  analysis	
  of	
  the	
  en)re	
  mtDNA	
  control	
  region	
  in	
  
highly	
  degraded	
  samples.	
  Int	
  J	
  Legal	
  Med	
  122:	
  385-­‐388	
  
for	
  severely	
  degraded	
  DNA	
  

Fendt	
  L,	
  Zimmermann	
  B,	
  Daniaux	
  M,	
  Parson	
  W	
  (2009)	
  Sequencing	
  
strategy	
  for	
  the	
  whole	
  mitochondrial	
  genome	
  resul)ng	
  in	
  high	
  quality	
  
sequences.	
  BMC	
  Genomics	
  10:	
  139	
  
for	
  high	
  quality	
  DNA	
  

Forensic	
  mtDNA	
  Sanger	
  sequencing	
  protocols	
  



Separate	
  HVS-­‐I/HVS-­‐II	
  analysis	
  
“double-­‐stranded”	
  consensus	
  by	
  forward	
  and	
  reverse	
  sequencing	
  

Frequency	
  of	
  phantom	
  muta)ons	
  
significantly	
  higher	
  beyond	
  length	
  
variant	
  regions	
  
Brandstäner	
  et	
  al	
  (2006)	
  

73	
   340	
  16365	
  16024	
   HVS-­‐I	
   HVS-­‐II	
  

T16189C	
  

~10-­‐80%	
   ~	
  40%	
  

576	
  

310	
  16189	
  

length	
  heteroplasmy,	
  blurred	
  sequence	
  reads	
  >	
  8C	
  

Outdated	
  PCR	
  and	
  sequencing	
  strategies	
  



Separate	
  HVS-­‐I/HVS-­‐II	
  analysis	
  
Risk	
  of	
  ar)ficial	
  recombina)on	
  (mix-­‐up	
  of	
  hypervariable	
  regions	
  between	
  different	
  samples)	
  
	
  
Bandelt	
  et	
  al	
  (2004),	
  Salas	
  et	
  al	
  (2005)	
  

Example	
  South	
  Asia	
  (Sep.	
  09)	
  –	
  two	
  consecu)ve	
  samples	
  
H 	
  263G	
  309.1C	
  315.1C	
  489C	
  
M 	
  16223T	
  16256T	
  16311C	
  16362C	
  73G	
  200G	
  263G	
  315.1C 	
  489C	
  is	
  missing	
  

73	
   340	
  16365	
  16024	
   HVS-­‐I	
   HVS-­‐II	
   576	
  

Individual	
  A	
   Individual	
  B	
  

Outdated	
  PCR	
  and	
  sequencing	
  strategies	
  



Forensic	
  mtDNA	
  Sanger	
  sequencing	
  protocols	
  

Berger	
  and	
  Parson	
  2009 Fendt	
  et	
  al	
  2009 



PCR-­‐based	
  mtDNA	
  MPS	
  

Enrichment 

Final Library 

Amplification 

MPS 



OneTouch	
  2™	
   OneTouch™ES	
   PGM™	
   Torrent	
  Server	
  &	
  	
  
Torrent	
  Browser	
  courtesy Applied Biosystems by Life Technologies 

PCR	
   e-­‐shearing	
  

200	
  bp	
  chemistry	
  
316	
  chips	
  

mtGenomes	
  MPS	
  of	
  high	
  quality	
  DNA	
  

Parson	
  et	
  al	
  2012 



Resolving	
  most	
  common	
  West	
  Eurasian	
  CR	
  type	
  	
  	
  



Resolving	
  most	
  common	
  West	
  Eurasian	
  CR	
  type	
  	
  	
  



mtGenome	
  MPS	
  of	
  degraded	
  DNA	
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Illumina	
  MiSeq	
  

modified by courtesy of Illumina 

Nextera	
  XT	
   Cluster	
  Genera)on	
  

mtGenome	
  MPS	
  of	
  degraded	
  DNA	
  

Flowcell	
  

mtG-­‐Midi-­‐plex	
  1	
   mtG-­‐Midi-­‐plex	
  2	
  

300 
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Le
ng

th
 b
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&	
  Sequencing	
  by	
  Synthesis	
  Parson	
  et	
  al	
  2015 



mtGenome	
  MPS	
  using	
  mini-­‐amplicons	
  

Strobl	
  et	
  al	
  in	
  prep 



PEC	
  mtDNA	
  MPS	
  

Primer Extension 

Capture 

Ligation 

MPS 



PEC	
  mtDNA	
  MPS	
  

Eduardoff	
  et	
  al	
  in	
  prep 

zero	
  quants	
  
with	
  143	
  bp 





Nuclear	
  elements	
  of	
  mtDNA	
  -­‐	
  numts	
  

Segrega)on	
  of	
  mtDNA	
  segments	
  into	
  nDNA	
  
Databases	
  for	
  numts	
  (e.g.	
  mitomap)	
  
	
  
numts	
  can	
  produce	
  a	
  mixed	
  sequence	
  with	
  autochthonous	
  mtDNA	
  	
  
numts	
  may	
  even	
  mask	
  autochthonous	
  mtDNA,	
  e.g.	
  when	
  	
  
	
  	
  	
  primer	
  binding	
  sites	
  favor	
  the	
  amplifica)on	
  of	
  the	
  numt	
  
	
  
Forensic	
  relevance:	
  
numts	
  may	
  produce	
  mixtures	
  or	
  even	
  mask	
  autochthonous	
  mtDNA	
  
careful	
  primer	
  design	
  and	
  use	
  of	
  appropriate	
  amounts	
  of	
  (mt)DNA	
  
(quan)ta)on)	
  
	
  



mtDNA	
  quality	
  control	
  



Error	
  reports	
  	
  

Survey	
  on	
  mtDNA	
  populaFon	
  studies	
  in	
  37	
  journals	
  	
  
(1981-­‐2002)	
  
	
  
137	
  publicaFons,	
  80	
  were	
  erroneous	
  –	
  error	
  rate	
  58%	
  
Forensic	
  journals	
  performed	
  similar	
  to	
  others	
  
	
  
“Phylogene)c	
  analyses	
  make	
  it	
  clear	
  that	
  error	
  free	
  
publica)ons	
  on	
  mtDNA	
  sequences	
  are	
  extremely	
  rare	
  
(Bandelt	
  et	
  al.	
  2001;	
  2002)”	
  



CollaboraFve	
  EDNAP	
  study	
  

71% clerical error 



Lab-­‐specific	
  mutaFon	
  processes	
  
Bandelt	
  H-­‐J,	
  Kivisild	
  T,	
  Parik	
  J,	
  Villems	
  R,	
  Bravi	
  C,	
  Yao	
  Y-­‐G,	
  Brandstäner	
  A,	
  Parson	
  W	
  	
  
In:	
  Human	
  mitochondrial	
  DNA	
  and	
  the	
  evolu4on	
  of	
  Homo	
  sapiens	
  	
  
Springer-­‐Verlag	
  eds.	
  Hans-­‐Jürgen	
  Bandelt,	
  Vincent	
  Macaulay,	
  Mar)n	
  Richards	
  (2006)	
  

Phylogeny 

Phylogeny 



Network	
  torso	
  HVS-­‐I	
  (16024-­‐16569)	
  
EMPOPSpeedyWE	
  
N=202	
  

node	
  

branch	
  

quasi-­‐median	
  

Zimmermann	
  et	
  al	
  (2011)	
  

Quasi-­‐Median	
  Networks	
  (QMN)	
  



Network	
  torso	
  HVS-­‐I	
  (16024-­‐16569)	
  
EMPOPSpeedyWE	
  
N=WE-­‐Etalon	
  (202)	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  +29	
  (Caucasus,	
  2001)	
  

Quasi-­‐Median	
  Networks	
  (QMN)	
  

13	
  new	
  quasi-­‐medians	
  
Zimmermann	
  et	
  al	
  (2011)	
  



red	
  muta)ons	
  not	
  previously	
  observed	
  

29	
  haplotypes	
  (published	
  data)	
  



Data from Caucasus (2001) Proc R Soc Lond B Biol Sci 268, 1197–1206 

Samples 

Samples 

rCRS 

rCRS 



QMN	
  -­‐	
  distant	
  phylogenies	
  



EMPOP	
  as	
  mtDNA	
  QC	
  tool	
  	
  



Dataset	
  A:	
  320	
  West	
  Eurasian	
  haplotypes	
  

Type:	
  Torso	
  
Name:	
  WE_320.dnw	
  
Filter:	
  Hotspots_EMPOPall_R7	
  
Range:	
  16024-­‐576	
  





G366A	
  found	
  in	
  hgs	
  

R0,	
  H2,	
  H6,	
  HV0,	
  J,	
  K	
  



30
0A

37
2T

T310 G366A 

Raw	
  data	
  confirm	
  that	
  G366A	
  is	
  in	
  fact	
  a	
  phantom	
  muta)on	
  
caused	
  by	
  length	
  varia)on	
  around	
  310	
  



Raw	
  data	
  confirm	
  that	
  G366A	
  is	
  in	
  fact	
  a	
  phantom	
  muta)on	
  
caused	
  by	
  length	
  varia)on	
  around	
  310	
  

30
0A

37
2T

T310 G366A 

G366A = phantom 



mtDNA	
  alignment	
  



MtDNA	
  reference	
  sequence	
  

1	
  16569	
  

CRS	
   rCRS	
  

Cambridge	
  Reference	
  Sequence	
  (CRS)	
  
GenBank:	
  M63933	
  
Anderson	
  et	
  al	
  (1981)	
  
“Anderson-­‐Sequence”	
  

revised	
  Cambridge	
  Reference	
  Sequence	
  (rCRS)	
  
GenBank:	
  NC012920	
  (mitomap)	
  
Andrews	
  et	
  al	
  (1999)	
  
“Andrews-­‐Sequence”	
  

x	
   3107del	
  
3423T	
  

4985A	
  

9559C	
  

11335C	
  

13702C	
  

14766C	
  
14368C	
  

14365C	
  
14272C	
  
14199T	
   x	
  

x	
  

x	
  

x	
  

x	
  

x	
  
x	
  
x	
  x	
  
x	
  

Mul)ple	
  “Anderson”-­‐sequences!!	
  



TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAA 
ATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCCCCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCA 
AAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCCTCTCGCCCCCA 
TGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTA 
AAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGATCACAGGTCTATCACCCTATTAAC 
CACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTC 
CTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATRATAATAACAATTGAATGTCTGCAC 
AGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCT 
AACACCAGCCTAACCAGATTTCAAATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCTCATCAATA 
CAACCCCCGCCCATCCTACCCAGCACACACAC--CGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGACACCCCCCCCACA 

16024-­‐576	
  
T16189C	
  -­‐16193.1C	
  T16356C	
  T16362C	
  T16519C	
  A234R	
  A263G	
  -­‐315.1C	
  A523del	
  C524del	
  -­‐573.1C	
  -­‐573.2C	
  

Control Region sequence WP (16024-576; 1224 bp) 

Alignment	
  of	
  mtDNA	
  sequences	
  

Difference-­‐coded	
  alignment	
  is	
  easy	
  as	
  long	
  as	
  there	
  are	
  no	
  indels,	
  	
  
because	
  they	
  can	
  be	
  aligned	
  in	
  mul)ple	
  ways	
  and	
  we	
  have	
  no	
  	
  
experimental	
  approach	
  to	
  determine	
  which	
  is	
  the	
  correct	
  one	
  

Problem	
  
Alignment	
  of	
  indels	
  



Alignment	
  rules	
  (length	
  variants)	
  

ISFG	
  guidelines	
  (Bär	
  et	
  al	
  2000,	
  Carracedo	
  et	
  al	
  2000)	
  
3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  in	
  length	
  variants	
  
	
  

365.1C	
  (Th2F8,	
  Thailand,	
  EMPOP)	
  

rCRS	
  

T	
  A	
   T	
   C	
   C	
  T	
   C	
   C	
  :	
  

455Del	
  

FRE290	
  

T	
  consensus	
  

455Del	
  (FRE390,	
  Germany,	
  EMPOP)	
  

451	
  356.1C	
  

Th2F8	
  

rCRS	
  

C	
   C	
   C	
   A	
   A	
   A	
   C	
  C	
   A	
   A	
  C	
  consensus	
  

353	
  



Alignment	
  rules	
  (length	
  variants)	
  

ISFG	
  guidelines	
  (Bär	
  et	
  al.	
  2000,	
  Carracedo	
  et	
  al.	
  2000)	
  
3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  in	
  length	
  variants	
  
	
  

Hierarchical	
  Wilson	
  rules	
  (Wilson	
  et	
  al.	
  2002)	
  
1)	
  minimal	
  number	
  of	
  differences	
  (unweighted	
  parsimony)	
  
2)	
  indels	
  >	
  transi)ons	
  >	
  transversions	
  
3)	
  3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  

	
  



Wilson	
  et	
  al	
  (2002)	
  
	
  
Rule	
  1.	
  Parsimony	
  rule	
  –	
  search	
  for	
  least	
  differences	
  to	
  rCRS	
  
Rule	
  2.	
  Favor	
  indels	
  over	
  transi)ons	
  over	
  transversions	
  
Rule	
  3.	
  3‘	
  alignment	
  

16188T	
  16189C	
  16356C	
  16519C	
  263G	
  315.1C	
  (WAC091)	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  MulFple	
  possible	
  alignments	
  

16188Del	
  16193.1C	
  A	
   A	
   A	
   A	
   C	
   del	
  C	
  C	
   C	
   C	
   C	
  C	
   C	
   C	
  T	
  

16188del	
   16193.1C	
  

T	
  A	
   G	
  

WAC091	
  

rCRS	
  

16189	
  

16188T	
  16189C	
  



	
  (EMPOP	
  dev	
  2008-­‐05;	
  N=26.930)	
  

Diff 
(16184-16194) 

16188T 16189C 16188del 16193.1C 

0 17 0 
1 3,524 21 

	
  	
  	
  	
  	
  	
  Effect	
  on	
  database	
  searches	
  



Unweighted	
  Parsimony	
  and	
  alignment	
  

rCRS	
  

MAS019	
  

T16189	
  A16183	
   C16184	
  

16183C	
  16184A	
  16189C	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  phylogeneFc	
  alignment	
  
16182.1C	
  16189DEL	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  parsimonious	
  alignment	
  

	
  
most	
  parsimonious	
  type	
  someFmes	
  difficult	
  to	
  determine	
  

16183C 16184A 16189C 

MAS019 
16147T 
16183C 
16184A 
16189C 
16217C 
16235G 
16294T 
16519C 

73G 
263G 

309.1C 
315.1C 
523DEL 
524DEL 



16181C	
  16182C	
  16183C	
  16189C	
  16213A	
  16217C	
  16242T	
  16261T	
  16292T	
  16301T	
  16519C	
  
61A	
  62A	
  73G	
  183G	
  263G	
  309.1C	
  309.2C	
  309.3C	
  315.1C	
  323N	
  324N	
  523Del	
  524Del	
  

953,110	
  

CHN.ASN.000206	
  (24	
  differences	
  to	
  rCRS)	
  

Unweighted	
  parsimony	
  and	
  alignment	
  

How	
  many	
  possible	
  alignments	
  tolera)ng	
  24+1	
  muta)ons?	
  

It	
  is	
  prac)cally	
  impossible	
  to	
  manually	
  determine	
  all	
  alignments	
  
(and	
  therefore	
  the	
  most	
  parsimonious	
  alignment)	
  

Parsimony	
  
It	
  seems	
  to	
  be	
  a	
  straight	
  forward	
  approach	
  to	
  determine	
  the	
  most	
  parsimonious	
  alignment	
  
because	
  it	
  uses	
  the	
  fewest	
  number	
  of	
  differences	
  to	
  the	
  rCRS,	
  but…	
  



Bandelt	
  and	
  Parson	
  (2008)	
  Consistent	
  treatment	
  of	
  length	
  variants	
  in	
  the	
  human	
  mtDNA	
  
control	
  region:	
  a	
  reappraisal,	
  Int	
  J	
  Legal	
  Med	
  122:1-­‐21	
  	
  
	
  

Rule	
  1.	
  PhylogeneFc	
  rule	
  
Rule	
  2.	
  Anchor	
  16189	
  and	
  310	
  

Rule	
  3.	
  3’	
  alignment	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  PhylogeneFc	
  alignment	
  



Alignment	
  rules	
  

ISFG	
  guidelines	
  (Bär	
  et	
  al.	
  2000,	
  Carracedo	
  et	
  al	
  2000)	
  
3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  in	
  length	
  variants	
  
	
  

Hierarchical	
  Wilson	
  rules	
  (Wilson	
  et	
  al.	
  2002)	
  
1)	
  minimal	
  number	
  of	
  differences	
  (unweighted	
  parsimony)	
  
2)	
  indels	
  >	
  transi)ons	
  >	
  transversions	
  
3)	
  3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  
	
  

Phylogene)c	
  alignment	
  (Bandelt	
  and	
  Parson,	
  2008)	
  
1)	
  alignment	
  according	
  to	
  mtDNA	
  phylogeny	
  
2)	
  C-­‐tract	
  conven)ons	
  
3)	
  3’	
  conven)on	
  for	
  indels	
  except	
  phylogeny	
  suggests	
  otherwise	
  
	
  

“MitoTyper”	
  rules	
  (Budowle	
  et	
  al.	
  2010)	
  
Corrected	
  and	
  extended	
  Wilson	
  rules	
  based	
  on	
  unweighted	
  parsimony	
  
	
  

New	
  SWGDAM	
  mtDNA	
  guidelines	
  use	
  phylogeneFc-­‐	
  
based	
  alignment	
  (July	
  2013)	
  



	
  	
  SoluFon	
  to	
  the	
  alignment	
  dilemma	
  

Haplotype	
  not	
  missed	
  in	
  a	
  database	
  search	
  
EMPOP	
  uses	
  SAM	
  since	
  Vs.	
  2	
  (April	
  2010)	
  	
  

How	
  should	
  a	
  prac))oner	
  know	
  about	
  phylogeny?	
  
EMPOP	
  translates	
  all	
  difference-­‐coded	
  haplotypes	
  into	
  alignment-­‐free	
  strings	
  
of	
  nucleo)des.	
  Database	
  search	
  becomes	
  independent	
  from	
  alignment	
  

	
  	
  



mtDNA	
  haplogrouping	
  



mtDNA	
  haplogroups	
  -­‐	
  Phylotree	
  

rCRS-­‐coded	
  

TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAA 
ATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCCCCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCA 
AAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCCTCTCGCCCCCA 
TGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTA 
AAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGATCACAGGTCTATCACCCTATTAAC 
CACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTC 
CTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATRATAATAACAATTGAATGTCTGCAC 
AGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCT 
AACACCAGCCTAACCAGATTTCAAATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCTCATCAATA 
CAACCCCCGCCCATCCTACCCAGCACACACAC--CGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGACACCCCCCCCACA 

Control Region sequence WP (16024-576; 1124 bp) 

16024-576 
16189C 16193.1C 16356C 16362C 16519C 234R 263G 315.1C 523del 524del 573.1C 573.2C 

Haplotype	
  
	
  gene)c	
  markers	
  that	
  are	
  inherited	
  together	
  and	
  do	
  not	
  undergo	
  
	
  recombina)on	
  (e.g.	
  SNPs).	
  

Haplogroup	
  
	
  Clusters	
  of	
  (similar)	
  haplotypes	
  that	
  share	
  a	
  common	
  ancestor.	
  
	
  MtDNA	
  haplogroups	
  are	
  named	
  with	
  alterna)ng	
  leners	
  and	
  	
  
	
  numbers	
  (e.g.	
  H1b1).	
  



16024-­‐576	
  
16189C	
  16193.1C	
  16356C	
  16362C	
  16519C	
  234R	
  263G	
  315.1C	
  523del	
  524del	
  573.1C	
  573.2C	
  -­‐	
  hg	
  H1b1	
  

mtDNA	
  haplogroups	
  -­‐	
  Phylotree	
  

vanOven	
  and	
  Kayser,	
  2009;	
  www.phylotree.org	
  

rCRS-­‐coded	
  

TTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAA 
ATACTTGACCACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCCCCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCA 
AAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCCTCTCGCCCCCA 
TGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTA 
AAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTACTTCAGGGCCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGATCACAGGTCTATCACCCTATTAAC 
CACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTC 
CTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATRATAATAACAATTGAATGTCTGCAC 
AGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCT 
AACACCAGCCTAACCAGATTTCAAATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCTCATCAATA 
CAACCCCCGCCCATCCTACCCAGCACACACAC--CGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGACACCCCCCCCACA 

Control Region sequence WP (16024-576; 1124 bp) 



Where	
  are	
  the	
  haplogroup	
  names	
  defined?	
  

Haplogroup	
  	
  L	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Haplogroup	
  M	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Haplogroup	
  N	
  
Africa 	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Eastern	
  Eurasia 	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  Eurasia	
  
(America)	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Na)ve	
  America 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (Na)ve)America	
  

rCRS 



Where	
  are	
  the	
  haplogroup	
  names	
  defined?	
  

rCRS 
Note:	
  Phylotree	
  is	
  rooted	
  in	
  the	
  Most	
  Recent	
  Common	
  Ancestor	
  of	
  all	
  human	
  mtDNA	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  lineages	
  known	
  today.	
  
But:	
  mtDNA	
  haplotypes	
  are	
  reported	
  to	
  the	
  rCRS	
  (RSRS	
  not	
  recommended	
  in	
  forensics)	
  



489	
  

16223 

73	
  

Where	
  are	
  the	
  haplogroup	
  names	
  defined?	
  

Haplogroup	
  	
  L	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Haplogroup	
  M	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Haplogroup	
  N	
  
Africa 	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Eastern	
  Eurasia 	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  Eurasia	
  
(America)	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Na)ve	
  America 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (Na)ve)America	
  

rCRS 



489	
  

16223 

73	
  

Phylotree	
  

rCRS 
	
  H1c3	
   195C	
   257G	
   263G	
   315.1C	
   477C	
   16519C	
   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
	
  M2	
   73G	
   199C	
   263G	
   315.1C	
   447G	
   489C	
   16223T	
   16258-­‐	
   16274A	
  
	
  K1a	
   73G	
   146C	
   263G	
   315.1C	
   497T	
   16224C	
   16311C	
   16519C	
  

16024-­‐576 



EMP00539	
  (Arizona)	
  
	
  
16024-­‐576	
  
16235G	
  16291T	
  16293G	
  263G	
  315.1C	
  
	
  

rCRS	
  

263G	
  16235G	
   16291T 16293G -­‐	
  hg	
  H2a2b1 

modified	
  from	
  Phylotree	
  B.16	
  

n.a.	
  

Manual	
  haplogrouping	
  using	
  Phylotree	
  



ABS133	
  (Argen)na)	
  16024-­‐576	
  	
  
16189C	
  16292T	
  16519C	
  71A	
  153G	
  204C	
  207A	
  263G	
  315.1C	
  373G	
  

modified	
  from	
  Phylotree	
  B.16	
  

LimitaFons	
  of	
  the	
  tree	
  

mtGenome	
  -­‐	
  hg	
  H55	
  
16189C	
  16519C	
  153G	
  204C	
  263G	
  315.1C	
  750G	
  1438G	
  4769G	
  8860G	
  10646A	
  15326G	
  

10646A	
  -­‐	
  hg	
  H55	
  
10646	
  

rCRS	
  

263G 15326G	
  8860G 750G 4769G 1438G 10646A n.a.	
  



Phylotree	
  branches	
  only	
  list	
  selected	
  muta)ons	
  required	
  to	
  
describe	
  the	
  haplogroup	
  (private	
  muta)ons	
  are	
  missing)	
  
	
  
“virtual	
  haplotypes”	
  
	
  
Matches	
  may	
  be	
  missed	
  due	
  to	
  absence	
  of	
  private	
  muta)ons	
  in	
  
branches	
  

modified	
  from	
  Phylotree	
  B.16	
  

LimitaFons	
  of	
  the	
  tree	
  

rCRS	
  



To	
  increase	
  chances	
  of	
  finding	
  the	
  correct	
  haplogroups,	
  
haplogrouping	
  should	
  be	
  performed	
  on	
  real	
  haplotypes,	
  
preferable	
  full	
  mtGenomes,	
  not	
  only	
  virtual	
  haplotypes	
  	
  

modified	
  from	
  Phylotree	
  B.16	
  

LimitaFons	
  of	
  the	
  tree	
  

rCRS	
  



EMMA	
  uses	
  
	
  phylotree	
  haplogroup	
  nomenclature	
  
	
  virtual	
  phylotree	
  haplotypes	
  (4,806;	
  phylotree	
  build	
  16)	
  
	
  curated	
  database	
  of	
  full	
  mtGenomes	
  used	
  for	
  phylotree	
  (19,299)	
  
	
  curated	
  database	
  of	
  addi)onal	
  full	
  mtGenomes	
  (ca.	
  5,000)	
  

EMMA	
  



MutaFon	
  rates	
  differ	
  across	
  mtGenome	
  and	
  within	
  hgs	
  

Skewed	
  varia)on	
  between	
  haplogroups	
  
	
  need	
  to	
  determine	
  rate	
  within	
  haplogroups	
  
	
  606	
  discernible	
  CR-­‐HGs	
  (relevant	
  to	
  forensics,	
  phylotree,	
  b.	
  16)	
  

	
  
Manual	
  haplogrouping	
  of	
  19,171	
  EMPOP	
  CR	
  haplotypes	
  	
  
according	
  to	
  phylotree	
  build	
  12-­‐15	
  (Nov	
  2011	
  -­‐	
  Sep	
  2012)	
  
Requirements:	
  

	
  high	
  quality	
  sequences	
  (EMPOP	
  QC	
  process)	
  
	
  consistent	
  phylogene)c	
  alignment	
  (Bandelt	
  and	
  Parson,	
  2008)	
  
	
   	
  409	
  CR-­‐HGs	
  >4	
  haplotypes	
  in	
  EMPOP	
  (R9)	
  

worldwide	
   hg	
  X1‘3	
   hg	
  K	
   hg	
  T	
  

T16519C	
   in	
  18,362	
  of	
  40,246	
   in	
  8	
  of	
  8	
   in	
  893	
  of	
  931	
   in	
  1,124	
  of	
  1,171	
  

%	
   45.6	
   100	
   95.5	
   95.9	
  



FluctuaFon	
  rates	
  

The	
  fluctua)on	
  rate	
  (r)	
  is	
  a	
  measure	
  for	
  the	
  stability	
  of	
  a	
  “muta)on”	
  
within	
  a	
  given	
  haplogroup	
  

T16217C	
  is	
  a	
  stable	
  marker	
  in	
  hgs	
  B4	
  
and	
  HV2	
  and	
  therefore	
  a	
  strong	
  
signature	
  for	
  hg-­‐es)ma)on	
  

T152C	
  is	
  strongly	
  fluctua)ng	
  in	
  all	
  4	
  
hgs	
  and	
  therefore	
  of	
  linle	
  relevance	
  

for	
  hg-­‐es)ma)on	
  

Observa)ons	
  for	
  T16217C	
   Observa)ons	
  for	
  T152C	
  

R 

B HV 

B5 
1% 

B4 
99% 

HV2 
98% 

HV4 
2% 

R 

B HV 

B5 
49% 

B4 
51% 

HV2 
50% 

HV4 
50% 



FluctuaFon	
  rates	
  

The	
  fluctua)on	
  rate	
  (r)	
  is	
  a	
  measure	
  for	
  the	
  stability	
  of	
  a	
  “muta)on”	
  
within	
  a	
  given	
  haplogroup	
  

α,	
  β	
  …	
  A,	
  C,	
  G	
  or	
  T;	
  α	
  unequal	
  β	
  
γ	
  …	
  runs	
  over	
  all	
  CR-­‐hgs	
  
n(x,	
  γ)	
  …	
  denotes	
  number	
  of	
  samples	
  in	
  CR-­‐hg	
  γ	
  with	
  symbol	
  x	
  
n(γ)	
  …	
  denotes	
  total	
  number	
  of	
  samples	
  in	
  CR-­‐hg	
  γ	
  



Control	
  region	
  fluctuaFon	
  rates	
  

r(T16217C)	
  =	
  (0+1+0+2)	
  /	
  (30+40+50+40)	
  =	
  3	
  /	
  160	
  =	
  0.01875	
  
	
  

r(T152C)	
  =	
  (14+19+23+12)	
  /	
  (30+40+50+40)	
  =	
  68	
  /	
  160	
  =	
  0.425	
  
	
  

0	
  ≤	
  r	
  ≤	
  0.5	
  	
  

CR-HG N T16217C Difference 
to majority 

T152C Difference 
to majority 

A2 30 0 0 16 14 
B2 40 39 1 19 19 
C1 50 0 0 27 23 
D1 40 2 2 12 12 



Algorithm	
  -­‐	
  maximum	
  likelihood	
  

Concept	
  
Compare	
  test	
  haplotype	
  to	
  all	
  database	
  haplotypes	
  by	
  striving	
  for	
  
maximum	
  likelihood	
  

b	
  …	
  database	
  haplotype,	
  t	
  …	
  test	
  haplotype,	
  i	
  …	
  posi)ons	
  

Calcula)on	
  of	
  the	
  product	
  is	
  computa)onally	
  intensive,	
  therefore	
  
minimal	
  costs	
  are	
  computed	
  instead	
  	
  



Algorithm	
  -­‐	
  minimal	
  cost	
  funcFon	
  

where 

For	
  short	
  mo)f	
  lists,	
  such	
  as	
  differences	
  to	
  rCRS	
  between	
  database	
  and	
  test	
  haplotypes,	
  the	
  
cost	
  func)on	
  can	
  be	
  efficiently	
  evaluated	
  by	
  

and 

are	
  real	
  numbers	
  termed	
  posi)onal	
  costs	
  for	
  the	
  change	
  from	
  the	
  base	
  profile	
  symbol	
  to	
  the	
  test	
  
profile	
  symbol	
  
	
  

Average	
  “mutaFons”	
  yield	
  value	
  of	
  approx.	
  1.0,	
  unobserved	
  transiFons	
  2.0	
  and	
  unobserved	
  
transversions	
  3.0	
  
	
  
Ranking	
  of	
  haplotypes	
  by	
  total	
  costs	
  equals	
  ranking	
  by	
  max.	
  likelihood 



H55	
  Example	
  by	
  EMMA	
  

ABS133	
  (Argen)na)	
  16024-­‐576	
  	
  
16189C	
  16292T	
  16519C	
  71A	
  153G	
  204C	
  207A	
  263G	
  315.1C	
  373G	
  



Exclusion	
  criteria	
  

Guidelines	
  (2000-­‐2003)	
  define	
  
	
  
Exclusion	
  
when	
  “[]	
  ...there	
  are	
  more	
  than	
  2	
  differences	
  between	
  2	
  sequences”	
  or	
  
“[]...	
  unequivocally	
  different...	
  []...	
  including	
  )ssue	
  specificity	
  and	
  muta)on	
  rates”	
  	
  
Which	
  muta)on	
  rates?	
  Evolu)onary?	
  Haplogroup-­‐specific?	
  Pedigree?	
  Soma)c?	
  
Do	
  we	
  have	
  data?	
  Tissues?	
  
	
  

Cannot	
  Exclude	
  
when	
  sequences	
  are	
  iden)cal	
  (except	
  for	
  PHP	
  and	
  LHP	
  in	
  HVS-­‐II	
  C-­‐tract)	
  
Seems	
  straight	
  forward.	
  Extend	
  to	
  all	
  length	
  variant	
  regions	
  around	
  16193,	
  455	
  and	
  573.	
  
	
  
Inconclusive	
  
for	
  one	
  difference	
  between	
  two	
  sequences	
  
Depends	
  on	
  posi)on.	
  Maybe	
  hg-­‐specific	
  difference	
  

	
  
ISFG	
  (Bär	
  et	
  al	
  2000),	
  EDNAP	
  (Tully	
  et	
  al	
  2001),	
  SWGDAM	
  (Budowle	
  et	
  al	
  2003)	
  



2015	
  ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #1	
  
Good	
  laboratory	
  prac)ce	
  and	
  specific	
  protocols	
  for	
  work	
  with	
  mtDNA	
  must	
  
be	
  followed	
  in	
  accordance	
  with	
  previous	
  guidelines.	
  
	
  	
  
RecommendaFon	
  #2	
  
Nega)ve	
  and	
  posi)ve	
  controls	
  as	
  well	
  as	
  extrac)on	
  reagent	
  blanks	
  must	
  be	
  
carried	
  through	
  the	
  en)re	
  laboratory	
  process.	
  
	
  	
  
RecommendaFon	
  #3	
  
Reported	
  consensus	
  sequences	
  must	
  be	
  based	
  on	
  redundant	
  sequence	
  
informa)on,	
  using	
  forward	
  and	
  reverse	
  sequencing	
  reac)ons	
  whenever	
  
prac)cal.	
  	
  



2015	
  ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #4	
  
Manual	
  transcrip)on	
  of	
  data	
  should	
  be	
  avoided	
  and	
  independent	
  
confirma)on	
  of	
  consensus	
  haplotypes	
  by	
  two	
  scien)sts	
  must	
  be	
  performed.	
  
	
  	
  
RecommendaFon	
  #5	
  
Laboratories	
  using	
  mtDNA	
  typing	
  in	
  forensic	
  casework	
  shall	
  par)cipate	
  
regularly	
  in	
  suitable	
  proficiency	
  tes)ng	
  programs.	
  
	
  
RecommendaFon	
  #6	
  
In	
  popula)on	
  gene)c	
  studies	
  for	
  forensic	
  databasing	
  purposes,	
  the	
  enFre	
  
mitochondrial	
  DNA	
  control	
  region	
  should	
  be	
  sequenced.	
  



2015	
  ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #7	
  
MtDNA	
  sequences	
  should	
  be	
  aligned	
  and	
  reported	
  rela)ve	
  to	
  the	
  revised	
  
Cambridge	
  Reference	
  Sequence	
  (rCRS,	
  NC001807),	
  and	
  should	
  include	
  the	
  
interpreta)on	
  range	
  (excluding	
  primer	
  sequence	
  informa)on).	
  (rCRS,	
  
NC012920).	
  
	
  
RecommendaFon	
  #8	
  
IUPAC	
  conven)ons	
  using	
  capital	
  lerers	
  shall	
  be	
  used	
  to	
  describe	
  differences	
  
to	
  the	
  rCRS	
  and	
  (point	
  heteroplasmic)	
  mixtures.	
  Lower	
  case	
  lerers	
  should	
  
be	
  used	
  to	
  indicate	
  mixtures	
  between	
  deleted	
  and	
  non-­‐deleted	
  (inserted	
  
and	
  non-­‐inserted)	
  bases.	
  N-­‐designa)ons	
  should	
  only	
  be	
  used	
  when	
  all	
  four	
  
bases	
  are	
  observed	
  at	
  a	
  single	
  posi)on	
  (or	
  if	
  no	
  base	
  call	
  can	
  be	
  made	
  at	
  a	
  
given	
  posi)on).	
  For	
  the	
  representa)on	
  of	
  dele)ons,	
  “DEL”,	
  “del”	
  or	
  “-­‐“	
  shall	
  
be	
  used.	
  



2015	
  ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #9	
  
The	
  alignment	
  and	
  nota)on	
  of	
  mtDNA	
  sequences	
  should	
  be	
  performed	
  in	
  
agreement	
  with	
  the	
  mitochondrial	
  phylogeny	
  (established	
  panerns	
  of	
  
muta)ons).	
  Tools	
  to	
  assist	
  with	
  the	
  nota)on	
  of	
  mtDNA	
  sequences	
  are	
  
available	
  at	
  hnp://empop.org/.	
  
	
  
RecommendaFon	
  #10	
  
In	
  forensic	
  casework,	
  laboratories	
  must	
  establish	
  their	
  own	
  interpreta)on	
  
and	
  repor)ng	
  guidelines	
  for	
  observed	
  length	
  and	
  point	
  heteroplasmy.	
  The	
  
evalua)on	
  of	
  heteroplasmy	
  depends	
  on	
  the	
  limita)ons	
  of	
  the	
  technology	
  
and	
  the	
  quality	
  of	
  the	
  sequencing	
  reac)ons	
  as	
  well	
  as	
  the	
  experience	
  of	
  the	
  
laboratory.	
  Differences	
  in	
  both	
  PHP	
  and	
  LHP	
  do	
  not	
  cons)tute	
  evidence	
  for	
  
excluding	
  two	
  otherwise	
  iden)cal	
  haplotypes	
  as	
  deriving	
  from	
  the	
  same	
  
source	
  or	
  same	
  maternal	
  lineage.	
  



2015	
  ISFG	
  mtDNA	
  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #11	
  
For	
  popula)on	
  database	
  samples,	
  length	
  heteroplasmy	
  in	
  homopolymeric	
  
sequence	
  stretches	
  should	
  be	
  interpreted	
  by	
  calling	
  the	
  dominant	
  variant,	
  
which	
  can	
  be	
  determined	
  by	
  iden)fying	
  the	
  posi)on	
  with	
  the	
  highest	
  
representa)on	
  of	
  a	
  non-­‐repe))ve	
  peak	
  downstream	
  of	
  the	
  affected	
  stretch.	
  
	
  
RecommendaFon	
  #12	
  
MtDNA	
  popula)on	
  data	
  should	
  be	
  subjected	
  to	
  analy)cal	
  so�ware	
  tools	
  
that	
  facilitate	
  phylogene)c	
  checks	
  for	
  data	
  quality	
  control.	
  	
  A	
  
comprehensive	
  suite	
  of	
  QC	
  tools	
  is	
  provided	
  by	
  EMPOP.	
  	
  	
  
	
  
RecommendaFon	
  #13	
  
The	
  enFre	
  database	
  of	
  available	
  sequences	
  should	
  be	
  searched	
  with	
  respect	
  
to	
  the	
  sequencing	
  (interpreta)on)	
  range	
  to	
  avoid	
  biased	
  query	
  results.	
  	
  
	
  



2015	
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  recommendaFons	
  

RecommendaFon	
  #14	
  
Laboratories	
  must	
  be	
  able	
  to	
  jus)fy	
  the	
  choice	
  of	
  database(s)	
  and	
  sta)s)cal	
  
approach	
  used	
  in	
  repor)ng.	
  
	
  	
  
RecommendaFon	
  #15	
  
Laboratories	
  must	
  establish	
  sta)s)cal	
  guidelines	
  for	
  use	
  in	
  repor)ng	
  an	
  
mtDNA	
  match	
  between	
  two	
  samples.	
  	
  
	
  	
  
RecommendaFon	
  #16	
  
Highly	
  variable	
  posi)ons	
  such	
  as	
  length	
  variants	
  in	
  homopolymeric	
  stretches	
  
should	
  be	
  disregarded	
  from	
  searches	
  for	
  determining	
  frequency	
  es)mates.	
  
Heteroplasmic	
  calls	
  should	
  be	
  queried	
  in	
  a	
  manner	
  that	
  does	
  not	
  exclude	
  
any	
  of	
  the	
  heteroplasmic	
  variants.	
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