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ABSTRACT

The doublesex (dsx) gene is involved in sex determination in Anopheles gambiae sensu stricto and is a potential target for
vector control. The objective was to computationally characterize its sex-specific isoforms. Materials and methods: An in
silico analysis of RA and RB isoforms was performed using VectorBase data, evaluating gene architecture, CDS length,
and predicted protein products. RA and RB showed structural and protein-length differences while preserving the reading
frame. RB-derived theoretical variants allowed the effect of terminal modifications to be explored without introducing
frameshift changes. The functional diversity of dsx is associated with alternative splicing and supports its relevance as a
molecular target for future genetic vector control research.
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RESUMEN

El gen doublesex (dsx) participa en la determinacién sexual de Anopheles gambiae sensu stricto y constituye una posible
diana para control vectorial. El objetivo fue caracterizar computacionalmente sus isoformas sexo-especificas. Se realizé un
andlisis 77 silico de las isoformas RA y RB con datos de VectorBase, evaluando arquitectura génica, longitud del CDS y
productos proteicos predichos. RA y RB mostraron diferencias en organizacién estructural y longitud proteica, conservando
el marco de lectura. Las variantes tedricas derivadas de RB permitieron explorar el efecto de modificaciones terminales
sin introducir cambios de fase. La diversidad funcional de dsx se asocia al splicing alternativo y refuerza su interés como
diana molecular para futuras investigaciones en control genético de vectores.

Palabras clave: anilisis i silico — bioseguridad — control vectorial — determinacién sexual — malaria — sp/icing alternativo

INTRODUCCION

La malaria persiste como una de las enfermedades in-
fecciosas con mayor impacto en la salud publica global,
vinculada estrechamente a la biologfa de sus vectores.
Anopheles gambiae Giles, 1902 (Arthropoda: Diptera:
Culicidae) es el principal transmisor de Plasmodium
Jalciparum (Welch, 1897) (Apicomplexa: Haemospo-
rida: Plasmodiidae) en Africa subsahariana, regién que
soporta la mayor carga de esta parasitosis (World Health
Organization, 2025). Esta situacién ha impulsado el
estudio de los mecanismos bioldgicos que regulan su
desarrollo, destacando la determinacién sexual por su
relevancia operativa: solo las hembras transmiten el
patdégeno. En A. gﬂmbiﬂe sensu stricto, este proceso de-
pende de mecanismos regulatorios precisos donde el
gen doublesex (dsx) actiia como regulador terminal,
codificando un factor de transcripcién que controla la
formacién de caracteres sexuales especificos (Wexler ez

al., 2019; Chikami ez al., 2022).

Desde la salud publica, los blancos moleculares que per-
miten sesgar la proporcién sexual o reducir la fertilidad
femenina son clave para complementar las estrategias con-
vencionales de control, especialmente ante la creciente
resistencia a insecticidas. (Beier ez /., 2008; World Health
Organization, 2021; Messenger ez al., 2023). La funcién
de dix reside en el splicing alternativo, permitiendo que un
tinico locus genere isoformas con funciones distintas segiin
el sexo (Price ez al., 2015). Aunque la caracterizacion de estas
isoformas es vital para entender la biologfa reproductiva del
vector, las limitaciones técnicas del andlisis experimental
dificultan su exploracién sistemdtica.

Histéricamente, la introduccién accidental de A. gam-
biae s.s. en Brasil en la década de 1930 demostré que
un vector altamente competente puede alterar drds-
ticamente el riesgo de transmisién si no existen siste-
mas de vigilancia y gobernanza sélidos (Killeen ez a/.,
2002). Aunque actualmente ausente en las Américas,
la malaria persiste mediante vectores como Anopheles
darlingi Root, 1926 y Anopheles albimanus Wiede-
mann, 1820 (Sinka ez 2/, 2010). La conservacién de
la via de determinacién sexual sugiere la existencia de
ortélogos de dsx en vectores americanos, cuya carac-
terizacién podria orientar futuras investigaciones y
discusiones regulatorias bajo marcos de evaluacién de
riesgos (Krzywinska er al., 2021).

En este escenario, los enfoques 77 silico permiten analizar la
arquitectura génica e identificar la plausibilidad funcional
de variantes del splicing. El presente estudio realiza un and-
lisis computacional de las isoformas de dsx en A. gambiae
s.s. para evaluar sus diferencias estructurales y discutir sus
implicaciones en bioseguridad y control genético orientado
a reducir la transmisién de la malaria.

MATERIALY METODOS

Se realizé un estudio observacional, descriptivo y com-
parativo de tipo 7 silico sobre las isoformas del gen dsx
(AGAP004050) en A. gambiae s.s., utilizando anotacio-
nes génicas y secuencias CDS y proteicas de VectorBase.
Se analizaron las isoformas canénicas RA (macho) y
RB (hembra) mediante scripts en Python 3.12.3 para

reconstruir su arquitectura génica y evaluar exones,
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segmentos codificantes, longitud del CDS y productos
proteicos, con anotacién de dominios en UniProt. De
forma exploratoria, se generaron variantes teéricas de
RB por truncaciones en los extremos 5"y 3" del CDS,
realizadas en multiplos de tres nucle6tidos para conservar
el marco de lectura. Por tratarse de un andlisis descrip-
tivo exploratorio, no se aplicaron pruebas estadisticas
inferenciales.

Aspectos éticos: Se basan en su naturaleza 77 silico. Dado
que no se trabajé con sujetos humanos ni con animales, no
fue necesario obtener aprobacién de un comité de ética. No
obstante, el estudio se desarroll6 cumpliendo estrictamente
con las normativas nacionales e internacionales vigentes

en investigacidn cientifica, garantizando la integridad y
transparencia de los procedimientos.

RESULTADOS

A partir del modelo génico de AGAP004050 (dsx), se identificaron
dos isoformas principales, AGAP004050-RA y AGAP004050-
RB, ambas localizadas en la hebra negativa (strand -). La isoforma
RA presenta 6 exones y 4 segmentos CDS, con una longitud
codificante de 1902 nt, mientras que RB contiene 7 exones y 4
segmentos CDS, con 798 nt. Estas diferencias indican que ambas
isoformas presentan arquitecturas génicas distintas que impactan
directamente la extensién del producto proteico (Figura 1).
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Figura 1. Arquitectura génica del gen dsx (AGAP004050) y generacion de isoformas sexo-especificas por splicing alter-

nativo en A. gﬂmbz’ae sensu Stricto.

La concordancia entre las anotaciones estructurales del GFF y las
secuencias CDS y proteicas en FASTA se confirmé para ambas
isoformas: RA (1902 nt; 634 aa) y RB (798 nt; 266 aa), ambas
con marco de lectura integro y sin codones de parada internos.

Con fines exploratorios, se generaron variantes tedricas
de RB mediante truncaciones controladas, conservando
el marco de lectura: ALT3'-B (678 nt; 226 aa) y ALT5"-A'
(708 nt; 236 aa). Estas variantes no representan transcritos
biolégicos observados (Figura 2).

La comparacién cuantitativa entre las isoformas analiza-
das evidencié diferencias progresivas en longitud a nivel
de CDS y proteina. El orden fue: RA base (1902 nt; 634
aa) > RB base (798 nt; 266 aa) > ALT5"-A’ (708 nt; 236
aa) > ALT3"-B (678 nt; 226 aa). Estos resultados indican
que las variantes teéricas afectan principalmente regiones
terminales del CDS sin comprometer la integridad del
marco de lectura.
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Figura 2. Variantes tedricas del gen dsx generadas mediante simulacién de eventos de splicing alternativo. (A). Variante
derivada de la modificacién del extremo 5° del CDS. (B) Variante derivada de la modificacién del extremo 3’ del CDS.

La comparacidn cuantitativa entre las isoformas analiza- aa) > ALT3"-B (678 nt; 226 aa). Estos resultados indican
das evidencié diferencias progresivas en longitud a nivel que las variantes teéricas afectan principalmente regiones
de CDSy proteina. El orden fue: RA base (1902 nt; 634 terminales del CDS sin comprometer la integridad del
aa) > RB base (798 nt; 266 aa) > ALT5"-A’ (708 nt; 236 marco de lectura.
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Figura 3. Comparacion de las longitudes del CDS y de las proteinas predichas de las isoformas RA y RB del gen dsx y de

las variantes teéricas ALT5- A’ y ALT3-B derivadas de RB.

Se compararon las longitudes del CDS y de los productos
proteicos predichos de las isoformas RA y RB del gen
doublesex (dsx, AGAP004050), asi como de las variantes
tedricas ALT5" y ALT3’ derivadas de RB. Se observaron
diferencias en la extension codificante entre RA y RB, y
las variantes truncadas conservaron un marco de lectura
integro, generando proteinas mds cortas sin introducir

cambios de fase (Figura 3).

DISCUSION

La identificacién de las isoformas AGAP004050-RA y
RB en A. gambiae s.s. concuerda con el modelo cldsico de
determinacién sexual, donde el gen dsx actiia como regu-
lador terminal mediante splicing alternativo especifico del
sexo. Las diferencias en el nimero de exones y la longitud
de la region codificante (1902 nt para RA y 798 nt para
RB) demuestran arquitecturas transcripcionales distintas
que impactan la composicién del producto proteico. Este
patrén es consistente con lo descrito previamente para la
especie, donde los transcritos sexo-especificos conservan
regiones centrales, pero difieren en segmentos terminales
responsables de funciones regulatorias (Scali ez a/., 2005).
Asimismo, la correspondencia entre modelos génicos y
productos traducidos confirmé marcos de lectura integros,
evidenciando que la ausencia de un coddn stop terminal
responde a la convencién de los archivos CDS FASTA
y no a productos truncados, lo que refuerza la robustez
del andlisis. Desde una perspectiva funcional, la isoforma
RB (femenina) presenta una organizacién coherente con
la variante DSX-F. En A. gambiae, la integridad de esta

isoforma es critica para la diferenciacién y fertilidad; por

ello, alteraciones especificas en sus regiones codificantes
pueden generar efectos poblacionales significativos (Kyrou
etal., 2018). Las variantes generadas mediante truncaciones
controladas sugieren que las regiones terminales modulan
la funcién del factor de transcripcién sin comprometer su
continuidad traduccional. Aunque son predicciones 77 sili-
co, estas variantes respetan el principio biolégico de generar
diversidad funcional mediante la variacién de extremos
codificantes mientras se preservan los dominios centrales
de unién al ADN y dimerizacién. En relacién con la salud
publica, el control vectorial mediante ITNs sigue siendo
un pilar fundamental, complementado por herramientas
como los cebos ATSB que reducen la densidad de vectores
mediante alimentacién inducida (Traore ez /., 2020; World
Health Organization, 2025). Estrategias genéticas como las
de Target Malaria buscan reducir la transmisién mediante la
liberacién de mosquitos modificados, con o sin gene drives
(Target Malaria, s. £.). Dado que solo las hembras transmiten
patégenos, la alteracion de dsx es una linea de interés clave
para reducir la proporcién de hembras funcionales. Sin em-
bargo, esta manipulacién implica riesgos de bioseguridad:
su alta sensibilidad funcional facilita una rdpida reduccién
poblacional, pero también supone un riesgo de dispersion
no intencionada y dificilmente reversible en poblaciones
naturales (Kyrou ez al., 2018). Pese a la baja variabilidad
observada en sitios de splicing clave (intrén 4/exdn 5), la
deteccién de SNPs sugiere que podrian surgir mecanismos
de resistencia genética que afecten la estabilidad de estas
intervenciones (Kientega er al., 2024). Adicionalmente,
la supresion de poblaciones de A. gambiae s.s. podria ge-
nerar efectos ecoldgicos indirectos, como cambios en la
competencia interespecifica o alteraciones en redes tréficas
locales (Kormos ez 4l., 2023). Por tanto, el potencial de dsx
debe valorarse junto a sus riesgos genéticos y regulatorios
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(Connolly ez al., 2023; James & Santos, 2023) bajo mar-
cos éticos sélidos y alineados con la capacidad regulatoria
local (Diéguez-Ferndndez ez al., 2021), tal como se ha
discutido en la Republica Dominicana para el control
de Aedes aegypri (Linnaeus, 1762) (Colomé-Hidalgo &
Vallejo Degaudenzi, 2024). Finalmente, al ser un andlisis
computacional, estos hallazgos deben interpretarse como
una base conceptual que requerird validacién funcional y
evaluacién en condiciones de campo (Frief§ ez al., 2023).

El andlisis in silico del gen dsx (AGAP004050) en A. gambiae
s.s. permitié caracterizar comparativamente las isoformas
candnicas RA y RB, evidenciando diferencias en su arqui-
tectura génica y en la extensién de sus regiones codificantes.
Estos hallazgos indican que la diversidad funcional de dsx
depende de una organizacién transcripcional sexo-especifica
que impacta directamente el producto proteico.

La concordancia entre los modelos génicos y las secuencias
traducidas respaldé la integridad del marco de lectura de
ambas isoformas, apoyando la confiabilidad del enfoque
computacional utilizado. Ademis, la generacién explorato-
ria de variantes tedricas de RB sugirié que modificaciones
terminales pueden originar proteinas mds cortas sin alterar
dicho marco.

En conjunto, los resultados refuerzan la relevancia de
dsx como regulador central de la determinacién sexual y
como posible diana molecular para estrategias de control
genético del vector. No obstante, por tratarse de un estu-
dio exclusivamente computacional, estas observaciones
deben considerarse preliminares y requieren validacién
experimental y transcriptomica futura.
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