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Y‐STR Markers

• Core minimum haplotype markers + 
recommended loci DYS437, DYS438 and DYS439

DYS439DYS437 DYS438

Image adapted from:
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/ystrpos1.htm
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Additional Y‐STR Loci Being Considered

• DYS456

• DYS458

• DYS448

• DYS635

• Y‐GATA‐H4

added in current assay configuration
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Approach to Y‐STR Assay Development
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Original Y‐STR Assay Layout
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Samples 1 – 22

DYS389I + DYS392 + DYS391 + DYS393 +DYS390

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437

DYS19

DYS385a/b

• 24 samples per plate
• 5‐plex, 4‐plex and 2 single‐plex reactions

DYS389I + DYS392 + DYS391 + DYS393 +DYS390

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437

DYS19

DYS385a/b
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Reducing the Size of DYS385a/b
• DYS385a/b has a large product size range

• Shortest primer pair in STRbase has range of 241 – 324 bp

• Our system does best at < 200 bp
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Forward primer 
placed here shortens 
products by > 130 bp

5´ side of DYS385

Forward primer 
would normally 
start here or 
upstream

Actual GAAA repeat 
elements start here

This pattern, though 
all A & G, is not fully 
repetitive

• This priming strategy has been tested 
with 99 samples
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• Two blood‐derived DNAs tested at 1 ng each
SC35495

Reducing the Size of DYS385a/b
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Well 37 (D01)
4692

K:\MitoData\P05028695\37\acqus

DYS385a/b
13: [A90 G45 C5 T13] (153 bp)

DYS385a/b
14: [A93 G46 C5 T13] (157 bp)

45184.78 46352.92 47521.06 48689.21 49857.35 51025.49

Mass (Da)

0.00

624.3

1248.5

1872.8

2497

35575.49 36634.12 37692.75 38751.37 39810 40868.63 41927.26 42985.89 44044.51 45103.14 46161.77

Mass (Da)

0.00

834.3

1668.5

2502.8

3337

DYS385a/b
11: [A84 G43 C5 T13] (145 bp)

DYS385a/b
14: [A93 G46 C5 T13] (157 bp)

072109C
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Splitting DYS389I/II into Separate Products
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• DYS389 has a duplicated forward primer binding region

• The duplicated primer target spans one repeat region

• The reverse primer and second forward primer span DYS389I

• Two products are generated with one primer pair

Repeat DYS389II (5’ side) Repeat DYS389I

DYS389I

DYS389II

255 – 295 bp for NIST primer set
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Splitting DYS389I/II into Separate Products
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• DYS389 has a duplicated forward primer binding region

• There is a 4‐base difference that can be exploited

• Modified upstream primer won’t prime downstream site

• Modified downstream primer won’t prime upstream site

• A reverse primer can be made to pair with the upstream forward 
primer 

This region is not 
duplicated
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30910.49 31478.14 32045.8 32613.45 33181.11 33748.76

Mass (Da)

0.00

12275

24550

38093.61 38973.25 39852.89 40732.52 41612.16 42491.79

Mass (Da)

0.00

5957.5

11915

DYS389I 13 DYS389II‐1 16

DYS389II  =  13 + 16  =  29

Splitting DYS389I/II into Separate Products

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 10



Technology
Transition Workshop

Y‐STR Assay Testing
• 95 male population samples from NIST (John Butler) tested
• 92 samples had previous Y‐STR truth data
• All loci were concordant
• One locus (DYS393) also primed X‐chromosome and has been 

replaced
− A primer pair has been developed for this locus that does not 

prime the X‐chromosome
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Locus

Number of 
different 

alleles with 
SNPs seen

Percentage 
of samples 
with variant 

alleles
DYS385a/b 3 3.2
DYS389II 5 33.7
DYS390 6 7.4
DYS437 3 25.3
DYS438 1 1.1
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Updated Y‐STR Assay Layout
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Samples 1 ‐ 22

DYS389I+DYS392+DYS391+DYS393+DYS390+DYS458

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 + DYS456

DYS19

DYS385a/b

• Still 24 samples per plate
• DYS456 and DYS458 have been added
• 6‐plex, 5‐plex and 2 single‐plex reactions

Reaction
Primer 

pair Locus
4586 DYS389I
4597 DYS392
4594 DYS391
4601 DYS393

4591 DYS390
4924 DYS458
4587 DYS389II-1
4611 DYS438
4615 DYS439
4608 DYS437
4929 DYS456

Single-plex 1 4579 DYS19
Single-plex 2 4692 DYS385a/b

Multiplex 1

Multiplex 2

DYS389I+DYS392+DYS391+DYS393+DYS390+DYS458

DYS389II‐1 + DYS438 + DYS439 + DYS437 + DYS456

DYS19

DYS385a/b

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 12
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6‐plex Reaction 1: Sample N31773

K:\MitoData\P05028601\3\acqus

4586 + 4591 + 4594 + 4597 + 4601 + 4924
Well 3 (A03)DYS392

11

DYS389I
13

DYS458
16

DYS390
21

30587.61 32521.23 34454.86 36388.49 38322.11 40255.74 42189.36 44122.99 46056.62 47990.24 49923.87

Mass (Da)

0.00

367.3

734.5

1101.8

1469

DYS393 no longer 
primes the X 
chromosome

DYS391
10

DYS393
13
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Well 1 (A01)

K:\MitoData\P05027893\1\acqus

4587 + 4608 + 4609 + 4615 + 4929DYS437
14 (C T)

DYS439
11 DYS456

15

DYS389II‐1
19 (A G)

DYS438
11

36711.57 38197.64 39683.72 41169.79 42655.87 44141.94 45628.02 47114.1 48600.17 50086.25 51572.32

Mass (Da)

0.00

517.3

1034.5

1551.8

2069

+

=

5‐plex Reaction 2: Sample N31773
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Well 25 (C01)
4579

K:\MitoData\P05028695\25\acqus

Well 37 (D01)
4692

K:\MitoData\P05028695\37\acqus

DYS385a/b
13

DYS385a/b
14

DYS19
14

49614.26 50499.32 51384.37 52269.43 53154.48 54039.54

Mass (Da)

0.00

1372.3

2744.5

4116.8

5489

45184.78 46352.92 47521.06 48689.21 49857.35 51025.49

Mass (Da)

0.00

624.3

1248.5

1872.8

2497

Single Reactions 3 and 4: Sample N31773

14
13, 14
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Sensitivity
• Template  072109C

− Dilutions from 1 ng down to 7.8 pg per reaction 
produced full profiles down to 62.5 pg/reaction 
(250 pg for four reactions/sample)
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62.5 pg
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Species Specificity
• Human blood‐derived DNA sample was tested in 

triplicate in the presence of a 10‐fold excess of 
exogenous DNA

• 1 ng of human DNA per reaction

• 10 ng exogenous DNA
− Dog (male American Eskimo – buccal swab)
− Cat (male long‐hair, buccal swab)
− Candida albicans (yeast)
− Aspergillus oryzae (environmental filamentous fungus)
− Escherichia coli (gram negative bacterium)
− Staphylococcus aureus (gram positive bacterium)

• All tests with exogenous DNA gave a full profile

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 17
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10 ng dog DNA

Species Specificity – 6‐plex Reaction 1

DYS392
11

DYS389I
13 DYS458

18 DYS390
24

DYS391
11

DYS393
13
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1 ng human DNA + 10 ng dog DNA
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Species Specificity – 5‐plex Reaction 2
1 ng human DNA + 10 ng dog DNA

DYS437
15

DYS439
12 DYS456

15

DYS389II‐1
18

DYS438
10

10 ng dog DNA
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Species Specificity – Single Reactions 3 and 4

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 20

1 ng human DNA + 10 ng dog DNA
DYS385a/b

14

DYS385a/b
15

DYS19
16

10 ng dog DNA
10 ng dog DNA
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Exogenous DNAs did not interfere with full profile detection

Species Specificity

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 21
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Software and Database in Place for Y‐STRs
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Moving Forward

• Work DYS635 and Y‐GATA‐4H into multiplex 
reactions

• Refine product balance in multiplexes

• Further concordance studies

• Pilot kit testing

• Sensitivity with multiple templates

• Reproducibility studies

• Kit stability

• Continued refinement of software interface

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 23
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Funded by NIJ contract
2008‐DN‐BX‐K304 

Questions?

Forensic SNP Analysis Overview of the Ibis Y‐STR Assay 24
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Contact Information

Thomas Hall

Ibis Biosciences division of Abbott Molecular

760‐603‐2375

thall@ibisbio.com
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Note: All images and charts courtesy of Tom Hall, Ph.D. 
unless otherwise noted.
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