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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados, del inglés amplified fragment
length polymorphism.

cDNA-AFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados en ADN copia, del
inglés cDNA amplified fragment length polymorphism.

CRAN: del inglés Comprehensive R Archive Network.

MSAP: Polimorfismos amplificados sensibles a la metilacion, del inglés Methylation-sensitive
amplified polymorphisms.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés del inglés polymerase chain reaction.

PF: Cebador directo, del inglés Primer Forward.

PR: Cebador reverso, del inglés Primer Reverse.



RESUMEN

RESUMEN

Este trabajo presenta un nuevo método y herramienta mejorada y actualizada para resolver un
problema comun de los bidlogos moleculares y genetistas que utilizan marcadores moleculares en
sus investigaciones y desarrollos cientificos: la curacion de secuencias. Los estudios 6micos
realizados por bi6logos moleculares y genetistas suelen implicar el uso de marcadores moleculares.
AFLP, cDNA-AFLP y MSAP son ejemplos de marcadores que brindan informacion a nivel de
gendmica, transcriptomica y epigenomica, respectivamente. Estos tres tipos de marcadores
moleculares usan adaptadores que son la plantilla para la amplificacion por PCR. Las secuencias de
los adaptadores tienen que ser eliminadas para el andlisis de los resultados. Dado que en estos
estudios se suele obtener un gran nimero de secuencias, esta limpieza de los datos podria demandar
mucho tiempo y trabajo. Para automatizar este trabajo, previamente se cre6 un paquete R, llamado
CleanBSequences cuya version inicial fue 0.4.0, que permitia curar las secuencias de forma masiva,
rapida, sin errores y que se pueden usar sin conexién. La curacidn se realizaba alineando los primers
forward y/o reverse o los extremos de los vectores de clonacion con las secuencias a eliminar.
Después del alineamiento, se generaban nuevas subsecuencias sin fragmentos biolégicos no
deseados por el usuario, es decir, secuencias necesarias para las técnicas. A partir del uso de dicha
herramienta se detectaron ciertos errores y mejoras a ser incluidos en una nueva version del
paquete. Se planteé como objetivo de trabajo mejorar y actualizar el paquete CleanBSequences en
CRAN, con lo cual, los errores fueron subsanados y las mejoras incluidas en una nueva version del
paquete, para ello se trabajo sobre las funciones preexistentes (OnePrimerRemove vy
TwoPrimersRemove) y se generaron nuevas funciones (DNAStringSetOPR y DNAStringSetTPR).
La nueva version del paquete paso por todos los chequeos correspondientes y fue publicada en
CRAN como CleanBSequences 1.4.0. En conclusion, se logr6 mejorar y actualizar el paquete
CleanBSequences en CRAN.

PALABRAS CLAVE: CRAN, Marcadores Moleculares, Secuencias Bioldgicas.



ABSTRACT

ABSTRACT

This work presents a new method and an improved and updated tool to solve a common
problem of molecular biologists and geneticists who use molecular markers in their scientific
research and development: sequence curation. Omic studies conducted by molecular
biologists and geneticists usually involve the use of molecular markers. AFLP, cDNA-AFLP,
and MSAP are examples of markers that render information at the genomics, transcriptomics,
and epigenomics levels, respectively. These three types of molecular markers use adaptors
that are the template for PCR amplification. The sequences of the adaptors must be eliminated
for the analysis of the results. Since a large number of sequences are usually obtained in these
studies, data cleaning is a time-consuming and labor-intensive step. To automate this work, an
R package was previously created, called CleanBSequences whose initial version was 0.4.0,
which allowed curating sequences massively, quickly, without errors and that can be used
offline. Curing was performed by aligning the forward and/or reverse primers or ends of
cloning vectors with the sequences to be removed. After the alignment, new subsequences
were generated without biological fragments unwanted by the user, that is, sequences
necessary for the techniques. By using this tool errors and improvement opportunities were
detected. The objective of the work was to improve and update the CleanBSequences package
in CRAN, Errors were fixed and the improvements were included in a new version of the
package. The pre-existing functions (OnePrimerRemove and TwoPrimersRemove) were
modified and new functions (DNAStringSetOPR and DNAStringSetTPR) were developed.
The new version of the package passed all the corresponding checks and was published on
CRAN as CleanBSequences 1.4.0. In conclusion, it was possible to improve and update the

CleanBSequences package in CRAN.

KEYWORD: CRAN, Molecular Markers, Biological Sequences.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION
Marcadores moleculares utilizados para el estudio de diferentes niveles 6micos

Los estudios dmicos realizados por bi6logos moleculares y genetistas suelen implicar el uso
de diversos tipos de marcadores moleculares. Son ejemplo de marcadores moleculares que
brindan informacion a nivel de genoma, transcriptoma y epigenoma: 1- los Amplified
fragment length polymorphisms (AFLP), los cuales son utilizados en estudios de diversidad
genética dentro y entre poblaciones (genémica) (Montafio-Pérez et al., 2006; Mecchia et al.,
2007), 2- los AFLP-based transcript profiling (cDNA-AFLP) empleados para comparar la
expresion génica en diferentes tejidos y condiciones experimentales (transcriptomica)
(Vuylsteke et al., 2007; Xiao et al., 2009; Hsu et al., 2008; Pereira da Costa et al., 2018; Felitti
et al., 2015; Depetris et al., 2018; Pozzi et al., 2019) y 3- los Methylation-sensitive amplified
polymorphisms (MSAP), marcadores moleculares que informan sobre las modificaciones
epigenéticas (epigendmica) (Albertini y Marconi 2014; Yaish et al., 2014; Gimenez et al.,
2016). Todas estas metodologias no necesitan conocimiento previo del genoma de la especie
de estudio y pueden obtenerse a partir de su utilizacion méas de 4000 fragmentos en el mismo
experimento/momento, los cuales pueden ser secuenciados (Amini et al., 2016; Ke et al.,
2017). Los protocolos para los tres tipos de marcadores anteriormente nombrados (AFLP,
cDNA-AFLP y MSAP), requieren de la utilizacion de adaptadores a los fragmentos que
fueron previamente digeridos con enzimas de restriccion. Ademas, tienen en comun la
amplificacion de ADN utilizando cebadores complementarios a las secuencias de los
adaptadores y que cada fragmento que resulte de interés debe ser re-amplificado (Felitti et al.,
2015; Depetris et al., 2018) o clonado para su posterior secuenciacién (Mecchia et al., 2007;
Ochogavia et al., 2011; Amini et al., 2016; Gimenez et al., 2016; Hiki et al., 2017; Ke et al.,
2017). Por dltimo, para poder realizar el analisis de las secuencias, las mismas deben ser
curadas eliminando el segmento que corresponde a los adaptadores (se obtienen secuencias
curadas). El procesamiento de las secuencias re-amplificadas es manual o, en general, usando
softwares de licencia paga (Depetris et al., 2018) y para las secuencias clonadas suelen
utilizarse softwares como VecScreen de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/), el cual requiere conexion a internet ademas

de que las secuencias deben ser curadas individualmente (Ochogavia et al., 2011; Soresi et al.,
2015; Gimenez et al., 2016). En cualquiera de los dos casos, el curado de secuencias se realiza
individualmente para cada secuencia (una secuencia a la vez). Si se considera que miles de
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secuencias son generadas por una amplia comunidad de genetistas y bi6logos moleculares que
utilizan marcadores moleculares y que deben curarse de forma répida y correcta, es de suma
importancia el desarrollo de nuevas herramientas que den respuesta a esta problematica,
facilitando asi el trabajo de los investigadores. También es fundamental que el desarrollo de
estas nuevas herramientas se lleve a cabo con lenguajes de programacion ampliamente
distribuidos, que no requieran conexidn a internet, que sean gratuitos y de cddigo abierto. Esto
ualtimo permite a todos los miembros de la comunidad cientifica tener acceso a los nuevos

desarrollos y adaptarlos a su conveniencia (Pozzi et al., 2020).
Software R

R es un software de cdodigo abierto y gratuito que cuenta con el apoyo de R Foundation for
Statistical Computing (https://www.r-project.org/foundation/). Permite el desarrollo de

algoritmos que favorecen el analisis rapido y preciso de los datos obtenidos por secuenciacion
u otro método molecular de forma automatizada (Sihaloho, 2015). La elaboracion de estos
algoritmos requiere de una exhaustiva busqueda bibliografica y conocimiento de las
funciones, paquetes y dependencias involucradas (Pozzi et al., 2020). El éxito del proyecto R
puede explicarse debido al sistema de paquetes R, definiéndose como paquete: “extension del
sistema base de R con cédigo, datos y documentacion en formato estandarizado™ (Leisch,
2009). Este sistema de paquetes permite una extension facil, transparente y multiplataforma
del sistema base de R, ademéas de ser una forma comoda de mantener las colecciones de
funciones y conjuntos de datos de R, permitiendo la distribucion de metodologia estadistica a

otros.

A su vez, RStudio es un conjunto integrado de herramientas que fueron disefiadas para ayudar
a ser mas productivo el lenguaje R. Consta de una consola, editor de sintaxis que apoya la

ejecucion de codigo, asi como herramientas para el trazado, la depuracion y la gestion del

espacio de trabajo (https://www.rstudio.com/).
Antecedentes Previos

Previamente se desarrollé y depositd en CRAN un paquete de R llamado CleanBSequences

version 0.4.0 (https://mran.microsoft.com/snapshot/2020-10-

09/web/packages/CleanBSequences/index.html) el cual permitia curar secuencias biologicas

generadas por marcadores moleculares de distintos niveles 6micos, de forma gratuita, masiva,
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sin errores y sin conexion a internet. Dicho paquete constaba de dos funciones:
OnePrimerRemove y TwoPrimersRemove, en el primer caso, OnePrimerRemove, los
parametros eran la secuencia a curar y el primer reverse (PR), todos ellos objetos del tipo
DNAString. Dicha funcion generaba la reversa complementaria para el PR, luego buscaba una
expresion regular comparando la secuencia de interés con el PR, marcaba la posicion donde
comenzaba dicha expresion regular, se pasaba ese valor de posicion a un valor numérico y
generaba y devolvia una subsecuencia que tenia como comienzo la letra inicial de la
secuencia de interés y como finalizacion la letra del inicio de la expresion regular obtenida
entre la secuencia de interés-PR, restandole una unidad. En la funcion TwoPrimersRemove
los parametros eran la secuencia a curar y los primers forward (PF) y reverse, todos ellos
objetos de tipo DNAString. Dicha funcion generaba la complementaria para el PF y la reversa
complementaria para el PR, luego buscaba una expresion regular comparando la secuencia de
interés con el PF y con el PR, marcaba las posiciones donde comenzaban dichas expresiones
regulares, se pasaban esos valores de posicion a valores numéricos y generaba y devolvia una
subsecuencia que tenia como comienzo la letra final de la expresion regular obtenida entre
secuencia de interés-PF sumandole una unidad y como finalizacion la letra del inicio de la
expresion regular obtenida entre la secuencia de interés-PR restandole una unidad (Figura 1).
A partir del desarrollo y utilizacién de dicho paquete mediante el empleo de secuencias a
curar provenientes de la técnica de cONA-AFLP (Pozzi et al., 2019), se logré detectar ciertas
falencias y posibles mejoras las cuales fueron desarrolladas en el presente trabajo a fin de
disminuir el esfuerzo y el tiempo de los usuarios del paquete en el curado de secuencias,

ademas de mejorar la estética de los resultados obtenidos.
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@examples

SEQ4 = DNAString("AATCG")
SEQS = DNAString(“CG")
onePrimerRemove (SEQ4,SEQS)
@import Biostrings

@export

LR I S T

onePrimerrRemove = function (SEQ,PrimeroPR){
PrimerRRA = reverseComplement (PrimeroPR)
Pos3 = regexpr (PrimerRRA,SEQ)
nmatchPos3= as.numeric(Pos3)
Posd4=nchar (S5EQ)
Pos5=Pos4-(Pos4-1)
nmatchPos6= as.numeric(Pos5)
A=nmatchPos6
B=nmatchros3-1
Subseq= subseq(SEQ, start=A, end=B)
return(Subseq)

L

@examples

SEQl = DNAString("AATCG")

SEQ2 DNAString("TT")

SEQ3 DNAString("cG")
TwoPrimerRemove (SEQ1l,SEQ2,SEQ3)
@import Biostrings

@export

R SHE CHE TR SRR R S

PrimerFC = complement (PrimerF)
PrimerRRC = reverseComplement (Primerr)
Pos = regexpr (PrimerFcC,SEQs)

Posl = regexpr (PrimerRRC,SEQS)
length= attr(Pos,"match. length™)
nlength=as. numeric(length)
nmatchrPos=as. numeric(Pos)
nmatchpPosl= as.numeric(Posl)
A=nmatchpPos+nlength

B=nmatchprosi-1

Subseq= subseq(SEQs, start=A, end=B)
return(Subseq)

TwoPrimerrRemove = function (SEQs,PrimerfF,PrimerRrR){

Figura 1. Funciones OnePrimerRemove y TwoPrimersRemove del paquete CleanBSequences 0.4.0.
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OBJETIVO GENERAL
Mejorar y actualizar el paquete CleanBSequences en CRAN.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Incorporar nuevas funciones y realizar mejoras en funciones ya existentes del paquete

CleanBSequences.
2. Construir una nueva version del paquete CleanBSequences en RStudio (Build).

3. Depositar la nueva version del paguete CleanBSequences en CRAN.
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MATERIALES Y METODOS
Identificacion y detalle de las falencias y mejoras de la nueva version del paquete

A partir del uso y prueba del paquete CleanBSequneces version 0.4.0 (Pozzi et al., 2020) se
detectaron diferentes falencias y posibles mejoras que debieron ser realizadas previo a la
actualizacion y deposito del paquete en CRAN. Como falencias se puede nombrar la reversa
del PF, ya que en las secuencias obtenidas dicho primer se encuentra “en directo”, no
requiriendo dicha transformacion, por lo cual debi6 subsanarse el error, a fin de evitar
problemas a nivel de usuario. Por otro lado, se identificaron como mejoras que fueron
incorporadas en la nueva version del paquete: 1- La lectura de un archivo multifasta, que
contiene todas la secuencias a curar 2- La generacion de max mismatch que permite obtener
alineamientos positivos entre un 80% y 100% de homologia entre secuencias: de esta manera
se generan alineamientos teniendo en cuenta distintos porcentajes de match minimos entre los
primers y las secuencias a curar (la version 0.4.0 del paquete requeria de un porcentaje de
match del 100% para un alineamiento positivo). 3- funcion que muestre el alineamiento. Es
decir, que muestre la posicion de los primers en la secuencia a curar, permitiendo asi una

mejora estética del paquete.
Protocolo de actualizacion del paquete CleanBSequences y su deposito en CRAN

La actualizacion del paquete y su deposito en CRAN se llevo a cabo segun lo descripto por
Wickham (2020).

1- Preparacion de la PC

Para poder comenzar con la actualizacion del paquete se requirié tener previamente preparada
la PC con la descarga de softwares y paquetes de R que permitan el desarrollo de paquetes y

su documentacion. Por lo cual, primero se descargo R (version 4.2.0- para Windows) desde la

pagina https://cran.r-project.org/bin/windows/base/, luego se descargd RStudio (version
2022.02.2+485- para Windows), desde la pagina

https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/. Una vez instalados los softwares

anteriores, se descargd Rtools 4.2 (https://cran.r-project.org/bin/windows/Rtools/) que son un
conjunto de herramientas para el desarrollo de paquetes de R con Windows. Seguido se

descargaron los paquetes de R:


https://cran.r-project.org/bin/windows/base/
https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/
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devtools 243 (https://cran.r-project.org/web/packages/devtools/index.html):

Herramientas que facilitan el desarrollo de paquetes de R (Wickham et al., 2021).

roxygen2 7.1.2 (https://cran.r-project.org/web/packages/roxygen2/index.html): Genera

la documentacion del paquete R como la documentacion Rd y el archivo
NAMESPACE (Wickham et al., 2021).

knitr 1.39 (https://cran.r-project.org/web/packages/knitr/index.html): Herramienta de

uso general para la generacién de informes en R (Xie et al., 2022).

Biostring 2.62.0

(https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Biostrings.html): Un

eficiente manipulador de secuencias biologicas. Permite contener secuencias en
memoria, contiene algoritmos de alineamiento de secuencias y otras utilidades, para
una manipulacion rapida de grandes secuencias bioldgicas o conjuntos de secuencias
biologicas (Pages et al., 2022). Se descargd debido a que es el paquete del cual

depende CleanBSequences.

2- Construccién de una nueva version de CleanBSeguences en RStudio

Para la generacion de una nueva version del paquete CleanBSequences en RStudio se cred un

nuevo proyecto siguiendo los siguientes pasos:

File> New Project-> New Directory->R Package (Figura 2).

New Project Wizard New Project Wizard

Create Project Back Project Type

R

i

Version Control > R Package using RcppEigen
Checkout a project from a version control repository

o R New Project
New Directory SRR

Start a project in a brand new working directory > PR Package

R Shiny Application
Existing Directory

Associate a project with an existing working directory > R Package using Rcpp

R Package using RcppArmadillo

ViV iV iV i iv i iVv| Vv

R Package using devtools

Cancel Cancel

Figura 2. Pasos a seguir para la generacion de la nueva version del paquete CleanBSequences.
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https://cran.r-project.org/web/packages/knitr/index.html
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Seguido a lo anterior se completaron los casilleros para el nombre del paquete y se
adicionaron los archivos .R del paquete en su version anterior (0.4.0): OnePrimerRemove.R y
TwoPrimersRemove.R = Create Project (Figura 3).

New Project Wizard

Back Create R Package

Type: Package name:
i | Package ] CleanBSequences

Create package based on source files:
~/Riwin-library/CleanBSequences/R/One « Add...
~/R/win-library/CleanBSequences/R/Two

v

Remove

Create project as subdirectory of:

~/R/win-|ibrary Browse...

|| Use renv with this project

|_|Open in new session Create Project | | Cancel

Figura 3. Creacion del paquete de R CleanBSequences en RStudio.

Una vez creado el proyecto se debio completar el archivo DESCRIPTION (Figura 4) y se
comenz6 con la modificacién de los archivos .R del nuevo proyecto (Figura 1). Ademas de
corregir errores y actualizar las funciones preexistentes en el paquete, se generaron nuevas
funciones, distintas a las anteriores, las cuales fueron generadas siguiendo los pasos descriptos
a continuacién: File->New File->R Script. Se les asigné como nombre: DNAStringSetOPR y
DNASTtringSetTPR y se guardaron dentro de la carpeta R del proyecto creado como archivos
R.
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) CleanBSequences - RStudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

Q - )=~ (1

(i) # Go to file/function | ~ Addins ~

#] DESCRIPTION —r]

@ Q

Package: CleanBSequences

Type: Package

Title: what the Package Does (Title Case)

Version: 0.1.0

Author: who wrote it

Maintainer: The package maintainer <yourself@somewhere.net>

Description: More about what it does (maybe more than one line)
Use four spaces when indenting paragraphs within the Description.

License: What Ticense is it under?

10 Encoding: UTF-8

11 LazyData: true

Woo~NOhwv & WwN =

Figura 4. Archivo DESCRIPTION.

Por ultimo, se cred la carpeta “inst” dentro de la carpeta que contiene todos los archivos del
paquete. Esta carpeta “inst”, permite guardar archivos que seran utilizados como datos de
pruebas (datos externos) cuando se ejecutan los ejemplos del paquete, asi los datos se cargan
y pueden ser utilizados como parte de la prueba. Dentro de la carpeta “inst” se generd la
carpeta “sequences” y dentro de ella se crearon dos archivos fasta para ser utilizados como
ejemplos durante la ejecucion de las pruebas: SeqlnputOPR.fasta (para ser utilizado como
entrada por la funcion DNAStringSetOPR) y SeqlnputTPR.fasta (para ser utilizado como
entrada por la funcion DNAStringSetTPR) (Figura 5).

Las secuencias utilizadas para los ejemplos de las funciones fueron generadas a partir del
andlisis de la expresion diferencial de genes de endospermo en desarrollo de Paspalum
notatum (P. notatum), mediante la técnica cONA-AFLP. En la Tabla 1 puede observarse las
secuencias a curar utilizadas en cada una de las funciones generadas, ademas de las
secuencias de los primers forward y reverse complementarios a los adaptadores de las

enzimas Taql y CviAll, respectivamente (Pozzi et al., 2019).
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@ seqhoputOPt st Bloc ce rovs

Archivo Edicion Formato Ver Ayuda

>170522-033_K03_11_TaqIC. abl 131 -
GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATT
TGGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGC
AATCTTCACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC

>170522-033_¢€05_15_TaqIC. abl 145
GTCTACTCGATCGTGATCCGGTACGCAGTCCATCCACATCATATGTTCGC
ACACTGTTAAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAAT
CTTCACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTCAGTCTGCAATGCCATAA

@ seqiopueTPh s ioe o oo [
Archivo Edicion Formato Ver Ayuda

>Seq1 -~
CTCGCTGGTTAGTCTCTGCCCGGGTCGCCTCAGACTCCTGATGACTGATC
CTGACCGAACCCTAATTCTCCGTCTTCCTTCGTGTCGTGCATGGTACTCA
GTCATCCTGATGATGCTTCCTTCCTCGCCGCTCCATCTC

>5eq2
GCAAATGCCTGCTCTGGTGCTCAGTCAGAATCCTGATGCATGAGTCCTGA
CCGAAGACCTGCTGGCCGCTGGCCTTGTCCTGGTTCGCGGTCGTCCTCCT
GATTCTTGATGATGACCCCCCGCCTGCCTGTTGCTTTTCTTCGGCTTGCT
CGTCCTCACCCCTCTTATTTATACTTATGTATCTAGCCAACGGG

>Seq3
ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGAC
CGAACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG

A
« A0

Figura 5. Archivos .fasta generados e incorporados en la carpeta “sequences”, dentro de la carpeta
“inst”.
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Tabla 1. Secuencias utilizadas como entrada en las funciones de CleanBSequences.

Secuencias a ser curadas

DNAStringSet'

DNAStringSetOPR?

170522- GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGT
033 K03 11 Ta ACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCA
giC.abl 131 CAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC
170522- GTCTACTCGATCGTGATCCGGTACGCAGTCCATCCACATCATATGTTCGCACA
033 C05 15 Ta CTGTTAAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACA
giC.abl 145 AGGTGGTCATGGTACGCAGTCAGTCTGCAATGCCATAA
DNAStringSetTPR?
CTCGCTGGTTAGTCTCTGCCCGGGTCGCCTCAGACTCCTGATGACTGATCCTGA
Seql CCGAACCCTAATTCTCCGTCTTCCTTCGTGTCGTGCATGGTACTCAGTCATCCT
GATGATGCTTCCTTCCTCGCCGCTCCATCTC
GCAAATGCCTGCTCTGGTGCTCAGTCAGAATCCTGATGCATGAGTCCTGACCG
Seq?2 AAGACCTGCTGGCCGCTGGCCTTGTCCTGGTTCGCGGTCGTCCTCCTGATTCTT
GATGATGACCCCCCGCCTGCCTGTTGCTTTTCTTCGGCTTGCTCGTCCTCACCC
CTCTTATTTATACTTATGTATCTAGCCAACGGG
Seq3 ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCGA
ACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG
DNAString"
OnePrimerRemove’
170522- GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGT
033_K03_11 Ta ACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCA
giC.abl 131 CAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC
TwoPrimersRemove’
Seq3 ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCGA
ACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG
Secuencia de Primer
PF GATGAGTCCTGACCGAA
PR GACTGCGTACCATGC

Tipo de objeto. *Nombre de la funcion del paquete.
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3- Construccion y verificacion del paguete

Una vez desarrollado todo lo necesario para construir el paquete, se procedié a configurar las

herramientas de construccion del mismo. Para ello se siguieron los siguientes pasos:

Build—> Configure Build Tools—> Configure—> Para el caso del uso de roxygen2 para generar
archivos, se seleccionaron los casilleros Rd file (Contiene la ayuda de las funciones
contenidas en el paquete), Collated Field, NAMESPACE file (contiene las importaciones, es
decir el nombre del paquete del cual CleanBSequences utiliza funciones; y las exportaciones
que son las funciones que estan disponibles para ser utilizadas por otros paquetes) y Vignettes
(guia del paquete, describe el problema que resuelve el paquete y le muestra al lector como
resolverlo). Sumado a lo anterior, se indicO que automaticamente cuando corra la
construccion del paquete, se ejecute R CMD Check (verifica que un paquete de R funcione
correctamente), se construya el paquete fuente (directorio de archivos con una estructura
especifica y con extension .tar.gz) (es el que se sube a CRAN) y el paquete binario (es
especifico de la plataforma, .zip en Windows y son construidos y desarrollados por CRAN) y
por ultimo que se reconstruya el paquete, incluyendo la actualizacion de toda la
documentacion, se instale en la libreria, para luego reiniciar el paquete construido/actualizado.
Ademas, se selecciond como opciones adicionales de los testeos que evalle el paquete como
CRAN (--as-cran) siendo esto ultimo una recomendacion cada vez que se quiera subir un
paquete en dicha plataforma (Figura 6).

Project Options. Project Options.

Project build tools: | Package ¥ Project build tools: | Package ¥
General i General e
Package directory: Package directory:
- Code Editing [ 5 - Code Editing <
(Draiect Root). Browse... (Project Root) Browse...
Roxygen Options [
@ R Markdown @ R Markdown [v] Use devtools package functions if available
Use roxygen to generate: : L
A Python o R; z)l,egs n to generate: A Python || Generate documentation with Roxygen | configure..
er | Collate field e o
/> Sweave 7| NAMESPACE file /> Sweave Install and Restart — R CMD INSTALL additional options:
/| Vignett: l --no-multiarch --with-keep.source ‘
*%  Spelling igneties i *%  Spelling i
A Automatically roxygenize when running: § P Check Package — R CMD check additional options:
~ Build Tools IR CMD check F ~ Build Tools l l
| --as-cran
7 < = E |
‘ Git/SVN Source and binary package builds ‘ Git/SVN )
| Install and Restart Build Source Package — R CMD build additional options:
B cenvironments | B Environments [ ‘
Ok Cancel Build Binary Package — R CMD INSTALL additional options:
?) Developing Packages ?) Developing Packages

OK Cancel OK Cancel

Figura 6. Opciones de configuracion de construccion del paquete seleccionadas.

12



MATERIALES Y METODOS

El siguiente paso fue construir el paquete, siguiendo la secuencia: Build—> Clean and Rebuild.

Y por altimo chequear que no hubiese problemas con el mismo mediante los pasos:

Build>Check Package. Cuando ya no hubo errores, notas ni advertencias se construyé el

paquete fuente de la siguiente manera: Build—> Build Source Package.

4- Deposito del paguete en CRAN

El paquete fuente se subi6 a CRAN accediendo al sitio web https://cran.r-

project.org/submit.html y completando los datos requeridos por el sistema y aceptando las

politicas de CRAN (Figura 7).

CRAN
Mirrors
What's new?
Search

About R
R Homepage
The R Joumnal

Software

R Sources
R Binaries
Packages
Task Views
Other

Documentation
Manuals

FAQs
Contributed

Submit a package to CRAN

Step 1 Step 2 Step 3
(Upload) (Submission) (Confirmation)

Your name*: | ‘

Your email*: | ‘

Package*: Seleccionar archivo | Ninguno archivo selec.

(* tar.gz files only. max 100 MB size)

Optional comment:

*: Required Fields

Before uploading please ensure the following:

o The package contains a DESCRIPTION file.

» DESCRIPTION file contains the valid maintainer field "NAME <EMAIL>".
* You submit a tar.gz created with R CMD build.

* You are familiar with the rest of the CRAN policies

Upload the package

In case of technical problems regarding the website or the submission interface. contact the CRAN sysadmin team.
In case of problems related to the package, its check results or the partly automated check system, contact the CRAN team.

Figura 7. Formulario para subir un paquete R en CRAN.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la deteccidn de errores a nivel de usuario y las posibles mejoras a introducir en la
nueva version del paquete, se modificaron y actualizaron las funciones presentes en la version
anterior (0.4.0): OnePrimerRemove y TwoPrimersRemove, eliminando la complementaria del
PF. Ademas, se generaron 2 nuevas funciones: DNAStringSetOPR y DNAStringSetTPR. A
continuacion, se explican sus nuevas funcionalidades:

OnePrimerRemove: Los parametros son SEQs y PrimerR, ambos objetos de tipo DNAString.

La funcion primero genera la reversa complementaria del PR, ya que con dicha
transformacion podemos encontrar el primer en la secuencia a curar. Como el criterio de la
funcion es poder obtener un porcentaje de alineamiento entre el primer y la secuencia a curar
minimo del 80%: Primero obtiene el largo en caracteres de PR, para luego determinar el 80%
del total de caracteres de dicho primer. Seguido a lo anterior, obtiene el nimero de letras que
corresponderian al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el
parametro max.mismatch al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la funcién
matchPattern del paquete Biostring. Dado un alineamiento positivo, realiza la subsecuencia a
fin de poder extraer la secuencia curada. Para ello, especifica como comienzo de la
subsecuencia la letra inicial de la secuencia a curar y como finalizacion, el comienzo del
alineamiento entre PR-Secuencia a curar y le resta una unidad (-1). Muestra la subsecuencia y
la escribe en un archivo temporario tipo fasta, el cual estara disponible en caso de que el
usuario asi lo requiera. Por ultimo, mediante la funcién pairwiseAlignment del paquete
Biostring, imprime en la consola el alineamiento entre el PR y la secuencia a curar.

TwoPrimersRemove: Los parametros son SEQs, PrimerF y PrimerR, todos objetos de tipo

DNAString. Como el criterio de la funcidn es obtener un porcentaje de alineamiento minimo
del 80%: primero determina el largo en caracteres de PF, luego obtiene el 80% del total de
caracteres de dicho primer. Seguido a lo anterior, calcula el ndmero de letras que
corresponderian al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el
pardmetro max.mismatch (en “mla”) al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la
funcion matchPattern del paquete Biostring. Seguido a lo anterior, genera la reversa
complementaria del PR. Obtiene el largo en caracteres de PR, para luego determinar el 80%
del total de caracteres de dicho primer. Calcula el nUmero de letras que corresponderian al
20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el parametro

max.mismatch (en “m2a”). Dado un alineamiento positivo, realiza una subsecuencia a fin de
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poder extraer la secuencia curada. Para ello, posiciona como comienzo de la subsecuencia la
letra final del alineamiento entre PF-Secuencia a curar, y le suma una unidad (+1) y como
finalizacion, el comienzo del alineamiento entre PR-Secuencia a curar y le resta una unidad (-
1). Muestra la subsecuencia y la escribe en un archivo temporario tipo fasta, que estara
disponible para el usuario en el caso de que lo necesite. Por Gltimo, mediante la funcién
pairwiseAlignment del paquete Biostring, imprime en la consola el alineamiento entre: PF-
Secuencia a curar y PR-Secuencia a curar.

DNAStringSetOPR: Los parametros son SEQs y PrimerR, el primero es un objeto de tipo

DNAStringSet y el segundo de tipo DNAString. Para este caso se incluyeron en el paquete
dos secuencias en un archivo tipo fasta, y se planteo en el ejemplo las lineas de comandos
para poder llamarlo a fin de ser utilizado como entrada de la funcion. La funcion
DNAStringSetOPR primero genera la reversa complementaria del PR, ya que con dicha
transformacion podemos encontrar el primer en las secuencias a curar. Como el criterio de la
funcion es poder obtener un porcentaje de alineamiento entre el primer y las secuencias a
curar minimo del 80%: Primero obtiene el largo en caracteres de PR, para luego determinar el
80% del total de caracteres de dicho primer. Seguido a lo anterior, obtiene el niUmero de letras
que corresponderian al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza
en el parametro max.mismatch al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la funcién
vmatchPattern del paquete Biostring. Dado alineamientos positivos, realiza las subsecuencias
a fin de poder extraer las secuencias curadas. Para ello, especifica, para cada una de las
secuencias utilizadas, como comienzo de la subsecuencia la letra inicial de la secuencia a
curar y como finalizacion, el comienzo del alineamiento entre PR-Secuencia a curar y le resta
una unidad (-1). Muestra las subsecuencias y las escribe en un archivo temporario tipo fasta,
disponible para el usuario. Por ultimo, mediante la funcién pairwiseAlignment del paquete

Biostring, imprime en la consola el alineamiento entre el PR y las secuencias a curar.

DNAStringSetTPR: Los parametros son SEQs, PrimerF y PrimerR, el primero es un objeto de
tipo DNAStringSet y los Gltimos dos de tipo DNAString. Para este caso, también se brindé en
el paquete secuencias (3) en archivo tipo fasta, y se planted en el ejemplo las lineas de
comandos para que sea utilizado como entrada de la funcion. La funcion DNAStringSetTPR
primero determina el largo en caracteres de PF, luego obtiene el 80% del total de caracteres de
dicho primer. Seguido a lo anterior, calcula el nimero de letras que corresponderian al 20%
restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el pardmetro

max.mismatch (en “mla”) al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la funcion

15



RESULTADOS Y DISCUSION

vmatchPattern del paquete Biostring. Seguido a lo anterior, genera la reversa complementaria
del PR. Obtiene el largo en caracteres de PR, para luego determinar el 80% del total de
caracteres de dicho primer. Calcula el nimero de letras que corresponderian al 20% restante,
lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el parametro max.mismatch (en
“m2a”). Dado alineamientos positivos, realiza una subsecuencia, para cada secuencia a curar
dentro del archivo, a fin de poder extraer la secuencia curada. Para ello, posiciona como
comienzo de la subsecuencia la letra final del alineamiento entre PF-Secuencia a curar, y le
suma una unidad (+1) y como finalizacion, el comienzo del alineamiento entre PR-Secuencia
a curar y le resta una unidad (-1). Muestra las subsecuencias y las escribe en un archivo
temporario tipo fasta, que estara disponible para el usuario si asi lo requiere. Por ultimo,
mediante la funcidén pairwiseAlignment del paquete Biostring, imprime en la consola el
alineamiento entre: PF-Secuencia a curar y PR-Secuencia a curar.

La version final de cada una de las funciones anteriormente descriptas se encuentra en la
Figura 8. Mientras que en la Figura 9 pueden observarse las salidas de cada una de las

funciones desarrolladas para la nueva version del paquete CleanBSequences.

Los resultados obtenidos, en general, pudieron validarse comparando las salidas con los
resultados obtenidos con el programa Sequencher 4.1.4 (Figura 10). Hubo una diferencia de
salida entre el programa y el paquete de R, méas especificamente en la secuencia Seql. Esto
podria deberse a que en el alineamiento entre la secuencia de interés y el PF hay un GAP
(hueco) de 3 bases (GATGAC[GAT]TCCTGACCGAA) vy las funciones del paquete que
buscan un patron para alinear, como matchPattern y vmatchPattern, no consideran GAPs. Esta
diferencia podria considerarse como una mejora a incorporar en una nueva version futura del
paquete CleanBSequences, aunque vale la pena aclarar que estos errores pueden evidenciarse
y salvarse al momento de mirar los alineamientos en la salida de la funcion del paquete de R

cuando se aplica pairwiseAlignment.
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oj OnePrimerRemove.R oj DNAStringSetOPR.R*
5| &) () Source onsave | Q / o “$Run | % o @ i1 | | (Jsource onsave | Q SRun | O G OUL | B
#' @examples #' @examples
#' SEQs = DNAString(paste("GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTT", #' SEQs = r?adDNAStr1ngSet(sy§tem-f11e( sequences”, "SeqInputOPR. fasta”,
#' "GGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTT", # uences”))
#' "CACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC", sep="")) # R ing ("GACTGCGTACCATGC")
#' PrimerR= ring("GACTGCGTACCATGC") #' DNAStringSetOPR (SEQs,PrimerR)

#' @export

DNAStringSetOPR = function (SEQs,PrimerR){

OnePrimerRemove = function (SEQs,PrimerR){ PrimerRRC = reverseComplement(PrimerR)

PrimerRRC = reverseComplement(PrimerR) TlengthRRC = Tength(PrimerRRC)
TengthRRC = Tength(PrimerRRC) LENGTHRRC= (lengthRRC* 80)/100
LENGTHRRC= (TengthRRC* 80)/100 1fRRC=TengthRRC-LENGTHRRC
1fRRC=TengthRRC-LENGTHRRC 1ffRRC=as. integer (1fRRC)
1ffRRC=as. integer (1fRRC) ma = vmatchPattern(PrimerRRC, SEQs, max.mismatch=1ffRRC)
ma = matchPattern(PrimerRRC, SEQs, max.mismatch=1ffRRC) nmatchPos2=start(ma)
nmatchPos2=start(ma) A=l
A=l B=nmatchPos2-1
B=nmatchPos2-1 C = as.integer(8)
Subseq= DNAStringSet (subseq(SEQs, start=A, end=B)) Subseq= DNAStringSet(subseq(SEQs, start=A, end=C))
print(Subseq) print(Subseq)
fname=tempfile() fname=tempfile()
writexstringSet(Subseq, fname) writexstringset(subseq, fname)
TocalAlign = pairwiseAlignment(PrimerRRC, SEQs, type = "global-local") TocalAlign = pairwiseAlignment(SEQs, PrimerRRC, type = "local”)
print(localAlign) ! print(localATign)
@) TwoPrimersRemoveR 9] DNAStringSetTPRR*
Gy | 8 (Jsourceonsave | Q /! | “#Run | % | P @ @ Osouceonsave | Q F - “BRun | o9 K
#' @examples #' @examples
#' SEQs = DNAString(paste("ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGA", #' SEQs = r tringSet(system. file("sequences","SeqInputT
#' "CCGAACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG!", sep = ")) #' package = "CleanBSequences"))
#' i ing("GATGAGTCCTGACCGAA") #' Pri ("GACTGCGTACCATGC")
# 19 (" GACTGCGTACCATGC") 19 (" GATGAGTCCTGACCGAA")
# r e (SEQs,Primerf,PrimerR)
#' @export
TwoPrimerRemove = function (SEQs,PrimerF,PrimerR){ DNAStringSetTPR = function (SEQs,PrimerF,PrimerR){
TengthF = Tength(PrimerF) TengthF = Tength(PrimerF)
LENGTHF= (lengthF* 80)/100 LENGTHF= (lengthF* 80)/100
TfF=lengthF-LENGTHF TfF=lengthF-LENGTHF
1ffF=as.integer (1fF) 1ffF=as.integer(1fF)
mla = matchPattern(PrimerF, SEQs, max.mismatch=1ffF) mla = vmatchPattern(PrimerF, SEQs, max.mismatch=1ffF)
PrimerRRC = reverseComplement(PrimerR) nmatchPos1= end(mla)
nmatchPos1l= end(mla) PrimerRRC = reverseComplement(PrimerR)
TengthRRC = Tength(PrimerRRC) TengthRRC = Tength(PrimerRRC)
LENGTHRRC= (TengthRRC* 80)/100 LENGTHRRC= (TengthRRC* 80)/100
TfRRC=1engthRRC-LENGTHRRC TfRRC=1engthRRC-LENGTHRRC
TffRRC=as. integer (1fRRC) TffRRC=as. integer (1fRRC)
m2a = matchPattern(PrimerRRC, SEQs, max.mismatch=1ffRRC) m2a = vmatchPattern(PrimerRRC, SEQs, max.mismatch=1ffRRC)
nmatchPos2=start(m2a) nmatchPos2=start(m2a)
A=nmatchPos1+1 A=nmatchPos1+1
B=nmatchPos2-1 B=nmatchPos2-1
Subseq= DNAStringSet(subseq(SEQs, start=A, end=B)) C = as.integer(A)
print(Subseq) D = as.integer(B)
fname=tempfile() Subseq= DNAStringSet(subseq(SEQs, start=C, end=D))
writexStringSet(Subseq, fname) print(Subseq)
TocalAlignl = pairwiseAlignment(PrimerRRC, SEQs, type = "global-Tocal™) fname=tempfile()
print(localAlignl) writeXstringSet(Subseq, fname)
TocalAlign2 = pairwiseAlignment(PrimerF, SEQs, type = "global-local") TocalAlign = pairwiseAlignment(SEQs, PrimerRRC, type = "local")
print(localAlign2) print(localAlign)
TocalAlign2 = pairwiseAlignment(SEQs,PrimerF, type = "local™)
print(localAlign2)

}
Figura 8. Funciones del paquete CleanBSequences 1.4.0
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> OnePrimerRemove (SEQs,PrimerR)
DNAStringSet object of length 1:
width seq
[1] 116 GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATC. . . GTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGG
Global-Local PairwiseAlignmentsSingleSubject
pattern: GCATGGTACGCAGTC PrimerR
subject: [117] TCATGGTACGCAGTC 170522-033_KO03_11_TaqIC.ab1 131
score: 21.8453

Archivo Edicion _Formato Ver Ayuda

> -
GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCA
TCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGG

> TwoPrimerRemove (SEQs,PrimerF,PrimerR)
DNAStringSet object of length 1:
width seq
[11 25 CCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGT
Global-Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 1)
pattern: GCATGGTACGCAGTC PrimerR
subject: [80] CCATGGTACGCHAATC Seq3
score: 13.96426
Global-Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 1)
pattern: GATGAGTCCTGACCGAR PrimerF
subject: [38] GATGAGTCCTGACCGAA Seq3
score: 33.68985

Jmm~m" Formato Ver Ayuda |

~

>
CCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGT

> DNAStringSetOPR (SEQs,PrimerR)
DNAStringSet object of length 2:
width seq names
[1] 116 GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCG. . . ABGAACCT TTGCAATCTTCACAAGGTGG 170522-033_K03_11. ..
[2]1 113 GICTACTCGATCGTGATCCGGTACGCHAG. . . BAGAACCTTTGCAATCTTCACARGGTGG 170522-033_c05_15. ..
Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 2)
pattern: [118] CATGGTACGCAGTC 170522-033_K03_11_TaqIC.ab1 131
subject: [2] CATGGTACGCAGTC PrimerR
score: 27.74459
Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 1)
pattern: [115] GGTACGCAGTC 170522-033_C05_15_TaqIC.ab1 145
subject: [2] GGTACH TC PrimerR
score: 27.74459

fileff8105e15b6: Bloc de

AvdﬁmEﬁdb;lmeVuAyudn

p170522-033_K03_11_TaqIC. abl 131 -
GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCA E
-~

TCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGG

||>170522-033_C05_15_TaqIC. abl 145
GTCTACTCGATCGTGATCCGGTACGCAGTCCATCCACATCATATGTTCGCACACTGTTAAAATAAGCATTTAGACCATCT
GTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGG

< | 3

' > DNAStringSetTPR (SEQs,PrimerF,PrimerR)

DNAStringSet object of length 3:

width seq names

[1] 88 CTCGCTGGTT.GTCTCTGCCCGG...TTCT@CGTCTTCCTTCGTGTCGT Seql
[2] 139 GACCTGCTGGCCGCTGGCCTTGT . .. TACTTATGTATCTAGCCABCGGG Seq2
31 25 CCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGT Seq3
Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 1)

pattern: [81] CATGG GCA Seq3

subject: [2] CATGGTACG PrimerR

score: 21.79932

Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 1)

pattern: [38] eﬁ*ﬁtmtcm Seq3

subject: [1] G TCCTGACC PrimerF

score: 33.68985

Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 2)

pattern: [40] l:G TCCTGACC Seq2

subject: [2] GAGTCCTGACCGI PrimerF

score: 31.7081

Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 3)

pattern: [89] Gﬂ;ﬁe]r'lgnﬁm Seq1

subject: [1] GCATGGTACGCAGTC PrimerR

score: 21.8453

Local PairwiseAlignmentsSingleSubject (1 of 3)

pattern: [49] Tcaelgcsl Seq1
subject: [7] TCCTGACCG PrimerF
score: 21.79932

GACCTGCTGGCCGCTGGCCTTGTCCTGGTTCGCGGTCGTCCTCCTGATTCTTGATGATGACCCCCCGCCTGCCTGTTGCT
TTTCTTCGGCTTGCTCGTCCTCACCCCTCTTATTTATACTTATGTATCTAGCCAACGGG

>5eq3
CCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGT

< ¥ o

Figura 9. Salidas de cada una de las funciones desarrolladas para la nueva version del paquete.
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IS ! . PrimerR

e gl
17 131

(CAACAGCTCAATTTGGTACTTIGTTCARATAAGCATTTAGACCATCTIGTITCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC

1B 170522033 _K03_11_Ta
GCATGGTACGCAGTC

4E) CviAll_selprimerC

PrimerR

T

B 10522023, Co5_157a [CACACTGTTAAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTCAGTCTGCAATGCCAT
GCATGGTACGCAGTC

4B Cviall_selprimerC

TCGCCTICAGACTICCTIGATGATGA: TCCTGACCGAACCCTRAATTICTCCGTCTTICCTTCGTIGTICGTIGCATGGTCACTCAGTCATCCTGATGATGCTTICCT
GATGAGTCCTGACCGAA

E) Seqt
4B Taqia
4E) Cviall_selprimerC

GCATGGT:ACGCAGTIC

T AT AT A AT AT i
E

f T
4B eq2 TCAGTCAGAATCCTGATGCATGAGTCCTGACCGRAAGACCTGCTIGGCCGCIGGCCTTIGTCCTGGTTCGCGGTCGTICCTICCTGATICTIGATGATGACCE
GATGAGICCTGACCGAA

4B Tagla

FITTTTTTTIT: e . /)

3 s
_ e
g s s :
B seq? ACTTTCTIGCTGCTITGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCGRACCCTTTTICTICCGTICATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGA
4B Tagla GATGAGTCCIGACCGAA
4B Cvill_selprimerC GCATGGTACGCAGTIC

Figura 10. Salida del programa Sequencher 4.1.4. Secuencias: A- 170522-033 K03 11 TaglC.abl
131  (OnePrimerRemove y DNAStringSetOPR). B-170522-033_CO05 15 TaglC.abl 145
(DNAStringSetOPR). C- Seql (DNAStringSetTPR). D- Seq2 (DNAStringSetTPR). E- Seq3
(TwoPrimersRemove y DNAStringSetTPR).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los archivos finales DESCRIPTION, NAMESPACE pueden observarse en la Figura 11. Con
la funcion OnePrimerRemove se ejemplifica en la Figura 12 un archivo .Rd generado con su

respectiva visualizacion en la pestafia Help. Sumado a lo anterior, la version final del fichero

previo a la construccion del paquete se puede observar en la Figura 13.

#] DESCRIPTION* -
= Al | KX
1 Package: CleanBSequences
2 Type: Package
3 Title: Curing of Biological Sequences
4 version: 1.4.0
5 Author: Florencia I. Pozzi, Silvina A. Felitti
6 Maintainer: Florencia I. Pozzi <florenciapoz@hotmail.com>
7 Description: Curates biological sequences massively, quickly, without errors and
8 without internet connection. Biological sequences curing is performed by
9 aligning the forward and / or revers primers or ends of cloning vectors with
10 the sequences
11 to be cleaned. After the alignment, new subsequences are generated without
12 biological fragment not desired by the user.
13 Pozzi et al (2020) <doi:10.1007/s00438-020-01671-z>.
14 License: GPL (>= 2)
15 Encoding: UTF-8
16 Depends: Biostrings
17 RoxygenNote: 7.1.2
18
<« ] »
| ] NAMESPACE =]
= .:,;\ Q
1 # Generated by roxygen2: do not edit by hand
2
3 export(DNAStringSetOPR)
4  export(DNAStringSetTPR)
5 export(OnePrimerRemove)
6 export(TwoPrimerRemove)
7 dimport(Biostrings)
8

81

NAMESPACE <

Figura 11. Archivos DESCRIPTION y NAMESPACE finales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

@) oneprimerRemoveRd® x|
G| 8| | D ereviewonsave | A% Q | %) preview

3 \name{OnePrimerRemove}

4 \alias{OnePrimerRemove}

5 \title{Clean biological secuences}

6 \usage{

7 OnePrimerRemove(SEQs, PrimerR)

S8 }

9 \arguments{

10 \item{SEQs}{dnastring or file with fasta format containing biological sequences that are to be cleaned.}

12 \item{PrimerR}{dnastring or file with fasta format containing the reverse primer/vector sequences to be removed.}
13 }

14 \value{

15 clean biological sequences and visualization of the alignments

163 |

17 \description{

18 Curates biological sequences of primer reverse.This cleaning is required for techniques such as CDNA-AFLP.
19 }

20 \examples{

21 SEQs = DNAString(paste("GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTT",

22  "GGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTT",

23 "CACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC", sep=""))

24 PrimerR= DNAString(“GACTGCGTACCATGC")

25 OnePrimerRemove (SEQs,Primerr)

26 }

27 \author{

28 Florencia I Pozzi and Silvina A. Felitti

29 }

o« [ J1
OnePrimerRemove.Rd - | Find in Topic

OnePrimerRemove {CleanBSequences} R Documentation

Clean biological secuences

Description

Curates biological sequences of primer reverse.This cleaning is required for techniques such as cDNA-AFLP.
Usage

OnePrimerRemove (SEQs, PrimerR)

Arguments

SEQs dnastring or file with fasta format containing biological sequences that are to be cleaned.
primezR dnastring or file with fasta format containing the reverse primer/vector sequences to be removed.

Value

clean biological sequences and visualization of the alignments
Author(s)

Florencia | Pozzi and Silvina A. Felitti

Figura 12. Archivo .Rd y su visualizacion en Help de la funcién OnePrimerRemove.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CleanBSequences
Nombre

LR

1) man

L. inst

|_| NAMESPACE

|_| DESCRIPTION

‘R .RData

K CleanBSequences.Rproj
|| .Rhistory

|2] .Rbuildignore

Figura 13. Fichero final para construccién del paquete CleanBSequences 1.4.0

Como se observa en la Figura 14 al momento de los chequeos del paquete no se obtuvieron
errores, notas o advertencias. Durante el proceso de carga y deposito en CRAN, en una
primera instancia, el paquete no pasoé el chequeo automatico. Solucionados los errores que se
marcaron en el informe, el paquete pasé la etapa de chequeo automatico a la de chequeo
manual (realizada por un miembro del equipo CRAN). En esta instancia de evaluacion, el
paquete no pasé dos rondas consecutivas, debido a un error de la sintaxis especifica para el
DOI de una publicacion informada en la descripcion del paquete. Se subsano el error y se
volvié a subir el archivo tar.gz en CRAN. EIl dia 27 de abril de 2022, el equipo CRAN
informa su aceptacion y publicacion del paquete CleanBSequences version 1.4.0 en CRAN:

https://cran.r-project.org/web/packages/CleanBSequences/index.html (ver Anexo).

R) CleanBSequences — win-library ~
Environment History Connections Build Tutorial -]

2 Install and Restart Check {a' More ~

-- R €MD check results ----- CleanBSequences 1.2.0 ----
Duration: 2m 46.8s

0 errors v | 0 warnings v | 0 notes v

R C¢MD check succeeded

Figura 14. Resultado de los chequeos del pagquete CleanBSequences 1.4.0 luego de ser construido.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y enmarcados por el objetivo general y los objetivos
especificos planteados, se concluye que:

Se logré detectar errores y plantear mejoras para una nueva version del paquete de R
previamente publicado como CleanBSequences 0.4.0. A partir de la sistematizacion de las
mejoras a realizar, se trabajo sobre las mismas y se lograron incorporar a las funciones ya
existentes en el paquete antes nombrado, ademéas de crearse nuevas funciones. Se logré
generar una nueva version del paquete CleanBSequences siendo la actual 1.4.0. y la misma se
subid y deposité en CRAN, pasando por todas las etapas de evaluacion exitosamente.

Debido a que la nueva herramienta actualizada no requiere de conexion a internet, sumado a
que reduce el tiempo, el esfuerzo y los errores de trabajo se espera que facilite el trabajo de la
comunidad cientifica que requiera trabajar con secuencias bioldgicas, ya que cuenta con
distintas ventajas respecto a los programas disponibles. Sumado a lo anterior, resulta ser una
herramienta flexible (gratuita y de codigo abierto) que tiene el potencial de ser utilizada en
futuras mejoras para dar respuesta a nuevos problemas que surjan en dicha comunidad

relacionados con el curado de secuencias.
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ANEXO

ANEXO
Documentacion del paquete CleanBSequences 1.4.0 generado por CRAN

Package ‘CleanBSequences’

October 12, 2022
Type Package

Title Curing of Biological Sequences

Version 1.4.0

Author Florencia I. Pozzi, Silvina A. Felitti

Maintainer Florencia I. Pozzi <florenciapoz@hotmail.com>
Description Curates biological sequences massively, quickly, without errors and without
internet connection. Biological sequences curing is performed by aligning the forward and / or
revers primers or ends of cloning vectors with the sequences to be cleaned. After the
alignment, new subsequences are generated without biological fragment not desired by the
user.
Pozzi et al (2020) <doi:10.1007/s00438-020-01671-z>.

License GPL (>=2)

Encoding UTF-8

Depends Biostrings

RoxygenNote 7.1.2

NeedsCompilation no

Repository CRAN

Date/Publication 2022-04-27 17:40:06 UTC

R topics documented:

DNASHINGSEtOPR . . . e e 2
DNASHING St TP R . . . o e e 2
ONEPIIMErREMOVE . . . . .. e e e
TWOPTIMEIREMOVE . . . .o e

Index
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2 DNAStringSetTPR

DNAStringSetOPR Curing of biological sequences

Description
Curates biological sequences of primer reverse.This cleaning is required for techniques such as
cDNA-AFLP.

Usage
DNAStringSetOPR(SEQs, PrimerR)

Arguments
SEQs file with fasta format containing biological sequences that are to be cleaned.

PrimerR dnastring containing the reverse primer/vector sequences to be removed.

Value

clean biological sequences and visualization of the alignments

Author(s)
Florencia | Pozzi, Silvina A. Felitti

Examples
SEQs = readDNAStringSet(system.file("sequences"”,"SeqlnputOPR.fasta", package = "CleanBSequences"))
PrimerR= DNAString ("GACTGCGTACCATGC")
DNAStringSetOPR (SEQs,PrimerR)

DNAStringSetTPR Curing of biological sequences

Description
Curates biological sequences of two restriction enzyme primers or cloning vectors.This cleaning
is required for techniques such as cDNA-AFLP.This cleaning is required for techniques such as
CcDNA-AFLP.

Usage
DNAStringSetTPR(SEQSs, PrimerF, PrimerR)

28



ANEXO

OnePrimerRemove 3
Arguments

SEQs file with fasta format containing biological sequences that are to be cleaned.

PrimerF dnastring containing the foward primer/vector sequences to be removed.

PrimerR dnastring containing the reverse primer/vector sequences to be removed.

Value

clean biological sequences and visualization of the alignments

Author(s)

Florencia | Pozzi, Silvina A. Felitti

Examples
SEQs = readDNAStringSet(system.file("sequences”,"SeqInputTPR.fasta", package = "CleanBSequences"))
PrimerR= DNAString ("GACTGCGTACCATGC")
PrimerF = DNAString("GATGAGTCCTGACCGAA")
DNAStringSetTPR (SEQs,PrimerF,PrimerR)

OnePrimerRemove Clean biological secuences

Description
Curates biological sequences of primer reverse.This cleaning is required for techniques such as
CDNA-AFLP.

Usage
OnePrimerRemove(SEQs, PrimerR)

Arguments
SEQs dnastring or file with fasta format containing biological sequences that are to be
cleaned.
PrimerR  dnastring or file with fasta format containing the reverse primer/vector sequences
to be removed.
Value
clean biological sequences and visualization of the alignments

Author(s)

Florencia | Pozzi and Silvina A. Felitti
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4 TwoPrimerRemove

Examples
SEQs = DNAString(paste("GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTT",
"GGTACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTT",
"CACAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC", sep=""))
PrimerR= DNAString("GACTGCGTACCATGC")
OnePrimerRemove (SEQs,PrimerR)

TwoPrimerRemove Clean biological secuences

Description
Curates biological sequences of two restriction enzyme primers or cloning vectors.This cleaning

is required for techniques such as cDNA-AFLP.

Usage

TwoPrimerRemove(SEQs, PrimerF, PrimerR)

Arguments
SEQs DNAString containing biological sequences that are to be cleaned.
PrimerF  dnastring containing the foward primer/vector sequences to be removed.

PrimerR  dnastring containing the reverse primer/vector sequences to be removed.

Value

clean biological sequences and visualization of the alignments

Author(s)

Florencia | Pozzi, Silvina A. Felitti

Examples
SEQs = DNAString(paste("ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGA",
"CCGAACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG", sep =)
PrimerF = DNAString("GATGAGTCCTGACCGAA")
PrimerR = DNAString("GACTGCGTACCATGC")
TwoPrimerRemove (SEQs,PrimerF,PrimerR)

30



ANEXO

Index

DNAStringSetOPR, 2
DNAStringSetTPR, 2
OnePrimerRemove, 3
TwoPrimerRemove, 4
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