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RESUMEN 

Este trabajo presenta un nuevo método y herramienta mejorada y actualizada para resolver un 

problema común de los biólogos moleculares y genetistas que utilizan marcadores moleculares en 

sus investigaciones y desarrollos científicos: la curación de secuencias. Los estudios ómicos 

realizados por biólogos moleculares y genetistas suelen implicar el uso de marcadores moleculares. 

AFLP, cDNA-AFLP y MSAP son ejemplos de marcadores que brindan información a nivel de 

genómica, transcriptómica y epigenómica, respectivamente. Estos tres tipos de marcadores 

moleculares usan adaptadores que son la plantilla para la amplificación por PCR. Las secuencias de 

los adaptadores tienen que ser eliminadas para el análisis de los resultados. Dado que en estos 

estudios se suele obtener un gran número de secuencias, esta limpieza de los datos podría demandar 

mucho tiempo y trabajo. Para automatizar este trabajo, previamente se creó un paquete R, llamado 

CleanBSequences cuya versión inicial fue 0.4.0, que permitía curar las secuencias de forma masiva, 

rápida, sin errores y que se pueden usar sin conexión. La curación se realizaba alineando los primers 

forward y/o reverse o los extremos de los vectores de clonación con las secuencias a eliminar. 

Después del alineamiento, se generaban nuevas subsecuencias sin fragmentos biológicos 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 versión del 

paquete. Se planteó 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 versión del 

paquete, para ello se trabajó sobre las funciones preexistentes (OnePrimerRemove y 

TwoPrimersRemove) y se generaron nuevas funciones (DNAStringSetOPR y DNAStringSetTPR). 

La nueva versión del paquete pasó por todos los chequeos correspondientes y fue publicada en 

CRAN como CleanBSequences 1.4.0. En conclusión, se logró mejorar y actualizar el paquete 

CleanBSequences en CRAN.  

 

 

PALABRAS CLAVE: CRAN, Marcadores Moleculares, Secuencias Biológicas.
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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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INTRODUCCIÓN 

Marcadores moleculares utilizados para el estudio de diferentes niveles ómicos 

Los estudios ómicos realizados por biólogos moleculares y genetistas suelen implicar el uso 

de diversos tipos de marcadores moleculares. Son ejemplo de marcadores moleculares que 

brindan información 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 (genómica) (Montaño-Pérez et al., 2006; Mecchia et al., 

2007), 2- los AFLP-based transcript profiling (cDNA-AFLP) empleados para comparar la 

expresión génica en diferentes tejidos y condiciones experimentales (transcriptómica) 

(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 (epigenómica) (Albertini y Marconi 2014; Yaish et al., 2014; Gimenez et al., 

2016). Todas estas metodologías no necesitan conocimiento previo del genoma de la especie 

de estudio y pueden obtenerse a partir de su utilización más 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 utilización de adaptadores a los fragmentos que 

fueron previamente digeridos con enzimas de restricción. Además, tienen en común la 

amplificación 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 secuenciación (Mecchia et al., 2007; 

Ochogavía et al., 2011; Amini et al., 2016; Gimenez et al., 2016; Hiki et al., 2017; Ke et al., 

2017). Por último, para poder realizar el análisis 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 conexión a internet además 

de que las secuencias deben ser curadas individualmente (Ochogavía 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 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
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secuencias son generadas por una amplia comunidad de genetistas y biólogos moleculares que 

utilizan marcadores moleculares y que deben curarse de forma rápida y correcta, es de suma 

importancia el desarrollo de nuevas herramientas que den respuesta a esta problemática, 

facilitando así el trabajo de los investigadores. También es fundamental que el desarrollo de 

estas nuevas herramientas se lleve a cabo con lenguajes de programación ampliamente 

distribuidos, que no requieran conexión a internet, que sean gratuitos y de código abierto. Esto 

último permite a todos los miembros de la comunidad científica tener acceso a los nuevos 

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

Software R 

R es un software de código 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 análisis rápido y preciso de los datos obtenidos por secuenciación 

u otro método molecular de forma automatizada (Sihaloho, 2015). La elaboración de estos 

algoritmos requiere de una exhaustiva búsqueda bibliográfica 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: “extensión del 

sistema base de R con código, datos y documentación en formato estandarizado” (Leisch, 

2009). Este sistema de paquetes permite una extensión fácil, transparente y multiplataforma 

del sistema base de R, además de ser una forma cómoda de mantener las colecciones de 

funciones y conjuntos de datos de R, permitiendo la distribución de metodología estadística a 

otros. 

A su vez, RStudio es un conjunto integrado de herramientas que fueron diseñadas para ayudar 

a ser más productivo el lenguaje R. Consta de una consola, editor de sintaxis que apoya la 

ejecución de código, así como herramientas para el trazado, la depuración y la gestión del 

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

Antecedentes Previos 

Previamente se desarrolló y depositó en CRAN un paquete de R llamado CleanBSequences 

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

09/web/packages/CleanBSequences/index.html)  el cual permitía curar secuencias biológicas 

generadas por marcadores moleculares de distintos niveles ómicos, de forma gratuita, masiva, 

https://www.r-project.org/foundation/
https://www.rstudio.com/
https://mran.microsoft.com/snapshot/2020-10-09/web/packages/CleanBSequences/index.html
https://mran.microsoft.com/snapshot/2020-10-09/web/packages/CleanBSequences/index.html
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sin errores y sin conexión a internet. Dicho paquete constaba de dos funciones: 

OnePrimerRemove y TwoPrimersRemove, en el primer caso, OnePrimerRemove, los 

parámetros eran la secuencia a curar y el primer reverse (PR), todos ellos objetos del tipo 

DNAString. Dicha función generaba la reversa complementaria para el PR, luego buscaba una 

expresión regular comparando la secuencia de interés con el PR, marcaba la posición donde 

comenzaba dicha expresión regular, se pasaba ese valor de posición a un valor numérico y 

generaba y devolvía una subsecuencia que tenía como comienzo la letra inicial de la 

secuencia de interés y como finalización la letra del inicio de la expresión regular obtenida 

entre la secuencia de interés-PR, restándole una unidad. En la función TwoPrimersRemove 

los parámetros eran la secuencia a curar y los primers forward (PF) y reverse, todos ellos 

objetos de tipo DNAString. Dicha función generaba la complementaria para el PF y la reversa 

complementaria para el PR, luego buscaba una expresión 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 posición a valores numéricos y generaba y devolvía una 

subsecuencia que tenía como comienzo la letra final de la expresión regular obtenida entre 

secuencia de interés-PF sumándole una unidad y como finalización la letra del inicio de la 

expresión regular obtenida entre la secuencia de interés-PR restándole una unidad (Figura 1). 

A partir del desarrollo y utilización de dicho paquete mediante el empleo de secuencias a 

curar provenientes de la técnica de cDNA-AFLP (Pozzi et al., 2019), se logró 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, 

además de mejorar la estética de los resultados obtenidos. 
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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 ESPECÍFICOS 

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

CleanBSequences. 

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

3. Depositar la nueva versión del paquete CleanBSequences en CRAN. 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

 

6 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Identificación y detalle de las falencias y mejoras de la nueva versión del paquete 

A partir del uso y prueba del paquete CleanBSequneces versión 0.4.0 (Pozzi et al., 2020) se 

detectaron diferentes falencias y posibles mejoras que debieron ser realizadas previo a la 

actualización y depósito 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 transformación, por lo cual debió 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 versión del paquete: 1- La lectura de un archivo multifasta, que 

contiene todas la secuencias a curar 2- La generación de max mismatch que permite obtener 

alineamientos positivos entre un 80% y 100% de homología entre secuencias: de esta manera 

se generan alineamientos teniendo en cuenta distintos porcentajes de match mínimos entre los 

primers y las secuencias a curar (la versión 0.4.0 del paquete requería de un porcentaje de 

match del 100% para un alineamiento positivo). 3- función que muestre el alineamiento. Es 

decir, que muestre la posición de los primers en la secuencia a curar, permitiendo así una 

mejora estética del paquete. 

Protocolo de actualización del paquete CleanBSequences y su depósito en CRAN 

La actualización del paquete y su depósito en CRAN se llevó a cabo según lo descripto por 

Wickham (2020). 

1- Preparación de la PC 

Para poder comenzar con la actualización del paquete se requirió tener previamente preparada 

la PC con la descarga de softwares y paquetes de R que permitan el desarrollo de paquetes y 

su documentación. Por lo cual, primero se descargó R (versión 4.2.0- para Windows) desde la 

página https://cran.r-project.org/bin/windows/base/, luego se descargó RStudio (versión 

2022.02.2+485- para Windows), desde la página 

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

anteriores, se descargó 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/


MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

 

7 

 

1- devtools 2.4.3 (https://cran.r-project.org/web/packages/devtools/index.html): 

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

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

la documentación del paquete R como la documentación Rd y el archivo 

NAMESPACE (Wickham et al., 2021). 

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

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

4- Biostring 2.62.0 

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

eficiente manipulador de secuencias biológicas. Permite contener secuencias en 

memoria, contiene algoritmos de alineamiento de secuencias y otras utilidades, para 

una manipulación rápida de grandes secuencias biológicas o conjuntos de secuencias 

biológicas (Pages et al., 2022). Se descargó debido a que es el paquete del cual 

depende CleanBSequences. 

2- Construcción de una nueva versión de CleanBSequences en RStudio 

Para la generación de una nueva versión del paquete CleanBSequences en RStudio se creó un 

nuevo proyecto siguiendo los siguientes pasos:  

File New Project New DirectoryR Package (Figura 2). 

 
Figura 2. Pasos a seguir para la generación de la nueva versión del paquete CleanBSequences. 

 

https://cran.r-project.org/web/packages/devtools/index.html
https://cran.r-project.org/web/packages/roxygen2/index.html
https://cran.r-project.org/web/packages/knitr/index.html
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Biostrings.html


MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

 

8 

 

Seguido a lo anterior se completaron los casilleros para el nombre del paquete y se 

adicionaron los archivos .R del paquete en su versión anterior (0.4.0): OnePrimerRemove.R y 

TwoPrimersRemove.R  Create Project (Figura 3). 

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

 

Una vez creado el proyecto se debió completar el archivo DESCRIPTION (Figura 4) y se 

comenzó con la modificación de los archivos .R del nuevo proyecto (Figura 1). Además 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 continuación: FileNew FileR Script. Se les asignó como nombre: DNAStringSetOPR y 

DNAStringSetTPR y se guardaron dentro de la carpeta R del proyecto creado como archivos 

.R. 
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Figura 4. Archivo DESCRIPTION. 

 

Por último, se creó la carpeta “inst” dentro de la carpeta que contiene todos los archivos del 

paquete. Esta carpeta “inst”, permite guardar archivos que serán utilizados como datos de 

pruebas (datos externos) cuando se ejecutan los ejemplos del paquete, así los datos se cargan 

y pueden ser utilizados como parte de la prueba. Dentro de la carpeta “inst” se generó la 

carpeta “sequences” y dentro de ella se crearon dos archivos fasta para ser utilizados como 

ejemplos durante la ejecución de las pruebas:   SeqInputOPR.fasta (para ser utilizado como 

entrada por la función DNAStringSetOPR) y SeqInputTPR.fasta (para ser utilizado como 

entrada por la función DNAStringSetTPR) (Figura 5). 

Las secuencias utilizadas para los ejemplos de las funciones fueron generadas a partir del 

análisis de la expresión diferencial de genes de endospermo en desarrollo de Paspalum 

notatum (P. notatum), mediante la técnica cDNA-AFLP. En la Tabla 1 puede observarse las 

secuencias a curar utilizadas en cada una de las funciones generadas, además de las 

secuencias de los primers forward y reverse complementarios a los adaptadores de las 

enzimas TaqI y CviAII, respectivamente (Pozzi et al., 2019). 
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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
1
 

DNAStringSetOPR
2
 

170522-

033_K03_11_Ta

qIC.ab1 131 

GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGT

ACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCA

CAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC 

170522-

033_C05_15_Ta

qIC.ab1 145 

GTCTACTCGATCGTGATCCGGTACGCAGTCCATCCACATCATATGTTCGCACA

CTGTTAAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCACA

AGGTGGTCATGGTACGCAGTCAGTCTGCAATGCCATAA 

DNAStringSetTPR
2
 

Seq1 

CTCGCTGGTTAGTCTCTGCCCGGGTCGCCTCAGACTCCTGATGACTGATCCTGA

CCGAACCCTAATTCTCCGTCTTCCTTCGTGTCGTGCATGGTACTCAGTCATCCT

GATGATGCTTCCTTCCTCGCCGCTCCATCTC 

Seq2 

GCAAATGCCTGCTCTGGTGCTCAGTCAGAATCCTGATGCATGAGTCCTGACCG

AAGACCTGCTGGCCGCTGGCCTTGTCCTGGTTCGCGGTCGTCCTCCTGATTCTT

GATGATGACCCCCCGCCTGCCTGTTGCTTTTCTTCGGCTTGCTCGTCCTCACCC

CTCTTATTTATACTTATGTATCTAGCCAACGGG 

Seq3 ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCGA

ACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG 

DNAString
1
 

OnePrimerRemove
2
 

170522-

033_K03_11_Ta

qIC.ab1 131 

GCCTCGCCTCCCTCTTTGATCAGCTTCGCATATCAGGCAACAGCTCAATTTGGT

ACTTGTTCAAATAAGCATTTAGACCATCTGTTCCAAGAACCTTTGCAATCTTCA

CAAGGTGGTCATGGTACGCAGTC 

TwoPrimersRemove
2
 

Seq3 
ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCGA

ACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG 

Secuencia de Primer  

PF GATGAGTCCTGACCGAA 

PR GACTGCGTACCATGC 

1
Tipo de objeto. 

2 
Nombre de la función del paquete. 
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3- Construcción y verificación del paquete 

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

herramientas de construcción 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 están disponibles para ser utilizadas por otros paquetes) y Vignettes 

(guía del paquete, describe el problema que resuelve el paquete y le muestra al lector como 

resolverlo). Sumado a lo anterior, se indicó que automáticamente cuando corra la 

construcción 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 

específica y con extensión .tar.gz) (es el que se sube a CRAN) y el paquete binario (es 

específico de la plataforma, .zip en Windows y son construidos y desarrollados por CRAN) y 

por último que se reconstruya el paquete, incluyendo la actualización de toda la 

documentación, se instale en la librería, para luego reiniciar el paquete construido/actualizado. 

Además, se seleccionó como opciones adicionales de los testeos que evalúe el paquete como 

CRAN (--as-cran) siendo esto último una recomendación cada vez que se quiera subir un 

paquete en dicha plataforma (Figura 6). 

 
Figura 6. Opciones de configuración de construcción del paquete seleccionadas. 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

 

13 

 

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

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

BuildCheck Package. Cuando ya no hubo errores, notas ni advertencias se construyó el 

paquete fuente de la siguiente manera: BuildBuild Source Package. 

4- Depósito del paquete en CRAN 

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

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

políticas de CRAN (Figura 7). 

 
Figura 7. Formulario para subir un paquete R en CRAN. 

https://cran.r-project.org/submit.html
https://cran.r-project.org/submit.html
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A partir de la detección de errores a nivel de usuario y las posibles mejoras a introducir en la 

nueva versión del paquete, se modificaron y actualizaron las funciones presentes en la versión 

anterior (0.4.0): OnePrimerRemove y TwoPrimersRemove, eliminando la complementaria del 

PF. Además, se generaron 2 nuevas funciones: DNAStringSetOPR y DNAStringSetTPR. A 

continuación, se explican sus nuevas funcionalidades: 

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

La función primero genera la reversa complementaria del PR, ya que con dicha 

transformación podemos encontrar el primer en la secuencia a curar. Como el criterio de la 

función es poder obtener un porcentaje de alineamiento entre el primer y la secuencia a curar 

mínimo 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 número de letras que 

corresponderían al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el 

parámetro max.mismatch al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la función 

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 finalización, 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 estará disponible en caso de que el 

usuario así lo requiera. Por último, mediante la función pairwiseAlignment del paquete 

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

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

DNAString. Como el criterio de la función es obtener un porcentaje de alineamiento mínimo 

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 número de letras que 

corresponderían al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el 

parámetro max.mismatch (en “m1a”) al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la 

función 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 número de letras que corresponderían al 

20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el parámetro 

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 

finalización, 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 estará 

disponible para el usuario en el caso de que lo necesite. Por último, mediante la función 

pairwiseAlignment del paquete Biostring, imprime en la consola el alineamiento entre: PF-

Secuencia a curar y PR-Secuencia a curar. 

DNAStringSetOPR: Los parámetros 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 planteó en el ejemplo las líneas de comandos 

para poder llamarlo a fin de ser utilizado como entrada de la función. La función 

DNAStringSetOPR primero genera la reversa complementaria del PR, ya que con dicha 

transformación podemos encontrar el primer en las secuencias a curar. Como el criterio de la 

función es poder obtener un porcentaje de alineamiento entre el primer y las secuencias a 

curar mínimo 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 número de letras 

que corresponderían al 20% restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza 

en el parámetro max.mismatch al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la función 

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 finalización, 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 último, mediante la función pairwiseAlignment del paquete 

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

DNAStringSetTPR: Los parámetros son SEQs, PrimerF y PrimerR, el primero es un objeto de 

tipo DNAStringSet y los últimos dos de tipo DNAString. Para este caso, también se brindó en 

el paquete secuencias (3) en archivo tipo fasta, y se planteó en el ejemplo las líneas de 

comandos para que sea utilizado como entrada de la función. La función 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 número de letras que corresponderían al 20% 

restante, lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el parámetro 

max.mismatch (en “m1a”) al momento de llevar a cabo el alineamiento bajo la función 
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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 número de letras que corresponderían al 20% restante, 

lo pasa a un valor numérico y ese valor es el que utiliza en el parámetro 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 finalización, 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 estará disponible para el usuario si así lo requiere. Por último, 

mediante la función pairwiseAlignment del paquete Biostring, imprime en la consola el 

alineamiento entre: PF-Secuencia a curar y PR-Secuencia a curar. 

La versión 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 versión 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, más específicamente en la secuencia Seq1. Esto 

podría deberse a que en el alineamiento entre la secuencia de interés y el PF hay un GAP 

(hueco) de 3 bases (GATGAC[GAT]TCCTGACCGAA) y las funciones del paquete que 

buscan un patrón para alinear, como matchPattern y vmatchPattern, no consideran GAPs. Esta 

diferencia podría considerarse como una mejora a incorporar en una nueva versión 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 función del paquete de R 

cuando se aplica pairwiseAlignment. 
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Figura 8. Funciones del paquete CleanBSequences 1.4.0 
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Figura 9. Salidas de cada una de las funciones desarrolladas para la nueva versión del paquete. 
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Figura 10. Salida del programa Sequencher 4.1.4. Secuencias: A- 170522-033_K03_11_TaqIC.ab1 
131 (OnePrimerRemove y DNAStringSetOPR). B-170522-033_C05_15_TaqIC.ab1 145 

(DNAStringSetOPR). C- Seq1 (DNAStringSetTPR). D- Seq2 (DNAStringSetTPR). E- Seq3 

(TwoPrimersRemove y DNAStringSetTPR).  
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Los archivos finales DESCRIPTION, NAMESPACE pueden observarse en la Figura 11. Con 

la función OnePrimerRemove se ejemplifica en la Figura 12 un archivo .Rd generado con su 

respectiva visualización en la pestaña Help. Sumado a lo anterior, la versión final del fichero 

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

 
Figura 11. Archivos DESCRIPTION y NAMESPACE finales.  
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Figura 12. Archivo .Rd y su visualización en Help de la función OnePrimerRemove. 
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Figura 13. Fichero final para construcción del paquete CleanBSequences 1.4.0 

 

Cómo 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 depósito en CRAN, en una 

primera instancia, el paquete no pasó el chequeo automático. Solucionados los errores que se 

marcaron en el informe, el paquete pasó la etapa de chequeo automático a la de chequeo 

manual (realizada por un miembro del equipo CRAN). En esta instancia de evaluación, el 

paquete no pasó dos rondas consecutivas, debido a un error de la sintaxis específica para el 

DOI de una publicación informada en la descripción del paquete. Se subsanó el error y se 

volvió a subir el archivo tar.gz en CRAN. El día 27 de abril de 2022, el equipo CRAN 

informa su aceptación y publicación del paquete CleanBSequences versión 1.4.0 en CRAN: 

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

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

https://cran.r-project.org/web/packages/CleanBSequences/index.html
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos y enmarcados por el objetivo general y los objetivos 

específicos planteados, se concluye que:  

Se logró detectar errores y plantear mejoras para una nueva versión del paquete de R 

previamente publicado como CleanBSequences 0.4.0. A partir de la sistematización de las 

mejoras a realizar, se trabajó sobre las mismas y se lograron incorporar a las funciones ya 

existentes en el paquete antes nombrado, además de crearse nuevas funciones. Se logró 

generar una nueva versión del paquete CleanBSequences siendo la actual 1.4.0. y la misma se 

subió y depositó en CRAN, pasando por todas las etapas de evaluación exitosamente.  

Debido a que la nueva herramienta actualizada no requiere de conexión a internet, sumado a 

que reduce el tiempo, el esfuerzo y los errores de trabajo se espera que facilite el trabajo de la 

comunidad científica que requiera trabajar con secuencias biológicas, ya que cuenta con 

distintas ventajas respecto a los programas disponibles. Sumado a lo anterior, resulta ser una 

herramienta flexible (gratuita y de código 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 

Documentación 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: 

DNAStringSetOPR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .       2 

DNAStringSetTPR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .      2 

OnePrimerRemove . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .       3 

TwoPrimerRemove . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .       4 

Index                                                                                                                                                       5 
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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 I Pozzi, Silvina A. Felitti 

 

Examples 

SEQs = readDNAStringSet(system.file("sequences","SeqInputOPR.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 

cDNA-AFLP. 

 

Usage 

DNAStringSetTPR(SEQs, PrimerF, PrimerR) 
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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 I 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 I Pozzi and Silvina A. Felitti 



ANEXO 

 
 

 

30 

 

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 I Pozzi, Silvina A. Felitti 

 

Examples 

SEQs = DNAString(paste("ACTTTCTGCTGCTTGTGGTCGCAATCAGAGTCCTGATGATGAGTCCTGA", 

"CCGAACCCTTTTTCTCCGTCATCCGTTGGTCCATGGTACGCAATCAGAG", sep = "")) 

PrimerF = DNAString("GATGAGTCCTGACCGAA") 

PrimerR = DNAString("GACTGCGTACCATGC") 

TwoPrimerRemove (SEQs,PrimerF,PrimerR) 
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