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 37 

ABSTRACT 38 

The doublesex (dsx) gene is involved in sex determination in Anopheles gambiae sensu 39 

stricto and is a potential target for vector control. The objective was to computationally 40 

characterize its sex-specific isoforms. Materials and methods: An in silico analysis of RA 41 

and RB isoforms was performed using VectorBase data, evaluating gene architecture, 42 

CDS length, and predicted protein products. RA and RB showed structural and protein-43 

length differences while preserving the reading frame. RB-derived theoretical variants 44 

allowed the effect of terminal modifications to be explored without introducing frameshift 45 

changes. The functional diversity of dsx is associated with alternative splicing and 46 

supports its relevance as a molecular target for future genetic vector control research. 47 
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RESUMEN 52 

El gen doublesex (dsx) participa en la determinación sexual de Anopheles gambiae 53 

sensu stricto y constituye una posible diana para control vectorial. El objetivo fue 54 

caracterizar computacionalmente sus isoformas sexo-específicas. Se realizó un análisis 55 

in silico de las isoformas RA y RB con datos de VectorBase, evaluando arquitectura 56 

génica, longitud del CDS y productos proteicos predichos. RA y RB mostraron diferencias 57 

en organización estructural y longitud proteica, conservando el marco de lectura. Las 58 

variantes teóricas derivadas de RB permitieron explorar el efecto de modificaciones 59 

terminales sin introducir cambios de fase. La diversidad funcional de dsx se asocia al 60 

splicing alternativo y refuerza su interés como diana molecular para futuras 61 

investigaciones en control genético de vectores. 62 

Palabras clave: análisis in silico – bioseguridad – control vectorial – determinación 63 

sexual – malaria – splicing alternativo 64 

 65 

INTRODUCCIÓN 66 

La malaria persiste como una de las enfermedades infecciosas con mayor impacto en la 67 

salud pública global, vinculada estrechamente a la biología de sus vectores. Anopheles 68 

gambiae Giles, 1902 (Arthropoda: Diptera: Culicidae) es el principal transmisor de 69 

Plasmodium falciparum (Welch 1897) (Apicomplexa: Haemosporida: Plasmodiidae) en 70 
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África subsahariana, región que soporta la mayor carga de esta parasitosis (World Health 71 

Organization, 2025). Esta situación ha impulsado el estudio de los mecanismos 72 

biológicos que regulan su desarrollo, destacando la determinación sexual por su 73 

relevancia operativa: solo las hembras transmiten el patógeno. En A. gambiae sensu 74 

stricto, este proceso depende de mecanismos regulatorios precisos donde el gen 75 

doublesex (dsx) actúa como regulador terminal, codificando un factor de transcripción 76 

que controla la formación de caracteres sexuales específicos (Wexler et al., 2019; 77 

Chikami et al., 2022). 78 

Desde la salud pública, los blancos moleculares que permiten sesgar la proporción 79 

sexual o reducir la fertilidad femenina son clave para complementar las estrategias 80 

convencionales de control, especialmente ante la creciente resistencia a insecticidas. 81 

(Beier et al., 2008; World Health Organization, 2021; Messenger et al., 2023). La función 82 

de dsx reside en el splicing alternativo, permitiendo que un único locus genere isoformas 83 

con funciones distintas según el sexo (Price et al., 2015). Aunque la caracterización de 84 

estas isoformas es vital para entender la biología reproductiva del vector, las limitaciones 85 

técnicas del análisis experimental dificultan su exploración sistemática. 86 

Históricamente, la introducción accidental de A. gambiae s.s. en Brasil en la década de 87 

1930 demostró que un vector altamente competente puede alterar drásticamente el 88 

riesgo de transmisión si no existen sistemas de vigilancia y gobernanza sólidos (Killeen 89 

et al., 2002). Aunque actualmente ausente en las Américas, la malaria persiste mediante 90 

vectores como Anopheles darlingi Root, 1926 y Anopheles albimanus Wiedemann, 1820 91 

(Sinka et al., 2010). La conservación de la vía de determinación sexual sugiere la 92 

existencia de ortólogos de dsx en vectores americanos, cuya caracterización podría 93 
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orientar futuras investigaciones y discusiones regulatorias bajo marcos de evaluación de 94 

riesgos (Krzywinska et al., 2021).  95 

En este escenario, los enfoques in silico permiten analizar la arquitectura génica e 96 

identificar la plausibilidad funcional de variantes del splicing. El presente estudio realiza 97 

un análisis computacional de las isoformas de dsx en A. gambiae s.s. para evaluar sus 98 

diferencias estructurales y discutir sus implicaciones en bioseguridad y control genético 99 

orientado a reducir la transmisión de la malaria. 100 

 101 

MATERIAL Y MÉTODOS 102 

Se realizó un estudio observacional, descriptivo y comparativo de tipo in silico sobre las 103 

isoformas del gen dsx (AGAP004050) en A. gambiae s.s., utilizando anotaciones génicas 104 

y secuencias CDS y proteicas de VectorBase. Se analizaron las isoformas canónicas RA 105 

(macho) y RB (hembra) mediante scripts en Python 3.12.3 para reconstruir su 106 

arquitectura génica y evaluar exones, segmentos codificantes, longitud del CDS y 107 

productos proteicos, con anotación de dominios en UniProt. De forma exploratoria, se 108 

generaron variantes teóricas de RB por truncaciones en los extremos 5′ y 3′ del CDS, 109 

realizadas en múltiplos de tres nucleótidos para conservar el marco de lectura. Por 110 

tratarse de un análisis descriptivo exploratorio, no se aplicaron pruebas estadísticas 111 

inferenciales. 112 

Aspectos éticos: Se basan en su naturaleza in silico. Dado que no se trabajó con sujetos 113 

humanos ni con animales, no fue necesario obtener aprobación de un comité de ética. 114 

No obstante, el estudio se desarrolló cumpliendo estrictamente con las normativas 115 
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nacionales e internacionales vigentes en investigación científica, garantizando la 116 

integridad y transparencia de los procedimientos. 117 

RESULTADOS 118 

A partir del modelo génico de AGAP004050 (dsx), se identificaron dos isoformas 119 

principales, AGAP004050-RA y AGAP004050-RB, ambas localizadas en la hebra 120 

negativa (strand −). La isoforma RA presenta 6 exones y 4 segmentos CDS, con una 121 

longitud codificante de 1902 nt, mientras que RB contiene 7 exones y 4 segmentos CDS, 122 

con 798 nt. Estas diferencias indican que ambas isoformas presentan arquitecturas 123 

génicas distintas que impactan directamente la extensión del producto proteico (Figura 124 

1).  125 

 126 

Figura 1. Arquitectura génica del gen dsx (AGAP004050) y generación de isoformas 127 

sexo-específicas por splicing alternativo en A. gambiae sensu stricto. 128 
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La concordancia entre las anotaciones estructurales del GFF y las secuencias CDS y 129 

proteicas en FASTA se confirmó para ambas isoformas: RA (1902 nt; 634 aa) y RB (798 130 

nt; 266 aa), ambas con marco de lectura íntegro y sin codones de parada internos. 131 

Con fines exploratorios, se generaron variantes teóricas de RB mediante truncaciones 132 

controladas, conservando el marco de lectura: ALT3′-B (678 nt; 226 aa) y ALT5′-A′ (708 133 

nt; 236 aa). Estas variantes no representan transcritos biológicos observados (Figura 2). 134 

 135 

 136 

 137 

 138 

 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 
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 146 

 147 

 148 

 149 

 150 
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Figura 2. Variantes teóricas del gen dsx generadas mediante simulación de eventos de 151 

splicing alternativo. (A). Variante derivada de la modificación del extremo 5’ del CDS. (B) 152 

Variante derivada de la modificación del extremo 3’ del CDS. 153 

La comparación cuantitativa entre las isoformas analizadas evidenció diferencias 154 

progresivas en longitud a nivel de CDS y proteína. El orden fue: RA base (1902 nt; 634 155 

aa) > RB base (798 nt; 266 aa) > ALT5′-A′ (708 nt; 236 aa) > ALT3′-B (678 nt; 226 aa). 156 

Estos resultados indican que las variantes teóricas afectan principalmente regiones 157 

terminales del CDS sin comprometer la integridad del marco de lectura. 158 

  159 

Figura 3. Comparación de las longitudes del CDS y de las proteínas predichas de las 160 

isoformas RA y RB del gen dsx y de las variantes teóricas ALT5’- A’ y ALT3’-B derivadas 161 

de RB. 162 

Se compararon las longitudes del CDS y de los productos proteicos predichos de las 163 

isoformas RA y RB del gen doublesex (dsx, AGAP004050), así como de las variantes 164 

teóricas ALT5′ y ALT3′ derivadas de RB. Se observaron diferencias en la extensión 165 
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codificante entre RA y RB, y las variantes truncadas conservaron un marco de lectura 166 

íntegro, generando proteínas más cortas sin introducir cambios de fase (Figura 3). 167 

DISCUSIÓN 168 

La identificación de las isoformas AGAP004050-RA y RB en A. gambiae s.s. concuerda 169 

con el modelo clásico de determinación sexual, donde el gen dsx actúa como regulador 170 

terminal mediante splicing alternativo específico del sexo. Las diferencias en el número 171 

de exones y la longitud de la región codificante (1902 nt para RA y 798 nt para RB) 172 

demuestran arquitecturas transcripcionales distintas que impactan la composición del 173 

producto proteico. Este patrón es consistente con lo descrito previamente para la 174 

especie, donde los transcritos sexo-específicos conservan regiones centrales, pero 175 

difieren en segmentos terminales responsables de funciones regulatorias (Scali et al., 176 

2005). Asimismo, la correspondencia entre modelos génicos y productos traducidos 177 

confirmó marcos de lectura íntegros, evidenciando que la ausencia de un codón stop 178 

terminal responde a la convención de los archivos CDS FASTA y no a productos 179 

truncados, lo que refuerza la robustez del análisis. Desde una perspectiva funcional, la 180 

isoforma RB (femenina) presenta una organización coherente con la variante DSX-F. En 181 

A. gambiae, la integridad de esta isoforma es crítica para la diferenciación y fertilidad; 182 

por ello, alteraciones específicas en sus regiones codificantes pueden generar efectos 183 

poblacionales significativos (Kyrou et al., 2018). Las variantes generadas mediante 184 

truncaciones controladas sugieren que las regiones terminales modulan la función del 185 

factor de transcripción sin comprometer su continuidad traduccional. Aunque son 186 

predicciones in silico, estas variantes respetan el principio biológico de generar 187 

diversidad funcional mediante la variación de extremos codificantes mientras se 188 
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preservan los dominios centrales de unión al ADN y dimerización. En relación con la 189 

salud pública, el control vectorial mediante ITNs sigue siendo un pilar fundamental, 190 

complementado por herramientas como los cebos ATSB que reducen la densidad de 191 

vectores mediante alimentación inducida (Traore et al., 2020; World Health Organization, 192 

2025). Estrategias genéticas como las de Target Malaria buscan reducir la transmisión 193 

mediante la liberación de mosquitos modificados, con o sin gene drives (Target Malaria, 194 

s. f.). Dado que solo las hembras transmiten patógenos, la alteración de dsx es una línea 195 

de interés clave para reducir la proporción de hembras funcionales. Sin embargo, esta 196 

manipulación implica riesgos de bioseguridad: su alta sensibilidad funcional facilita una 197 

rápida reducción poblacional, pero también supone un riesgo de dispersión no 198 

intencionada y difícilmente reversible en poblaciones naturales (Kyrou et al., 2018). Pese 199 

a la baja variabilidad observada en sitios de splicing clave (intrón 4/exón 5), la detección 200 

de SNPs sugiere que podrían surgir mecanismos de resistencia genética que afecten la 201 

estabilidad de estas intervenciones (Kientega et al., 2024). Adicionalmente, la supresión 202 

de poblaciones de A. gambiae s.s. podría generar efectos ecológicos indirectos, como 203 

cambios en la competencia interespecífica o alteraciones en redes tróficas locales 204 

(Kormos et al., 2023). Por tanto, el potencial de dsx debe valorarse junto a sus riesgos 205 

genéticos y regulatorios (Connolly et al., 2023; James & Santos, 2023) bajo marcos éticos 206 

sólidos y alineados con la capacidad regulatoria local (Diéguez-Fernández et al., 2021), 207 

tal como se ha discutido en la República Dominicana para el control de Aedes aegypti 208 

(Linnaeus, 1762) (Colomé-Hidalgo & Vallejo Degaudenzi, 2024). Finalmente, al ser un 209 

análisis computacional, estos hallazgos deben interpretarse como una base conceptual 210 
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que requerirá validación funcional y evaluación en condiciones de campo (Frieß et al., 211 

2023). 212 

El análisis in silico del gen dsx (AGAP004050) en A. gambiae s.s. permitió caracterizar 213 

comparativamente las isoformas canónicas RA y RB, evidenciando diferencias en su 214 

arquitectura génica y en la extensión de sus regiones codificantes. Estos hallazgos 215 

indican que la diversidad funcional de dsx depende de una organización transcripcional 216 

sexo-específica que impacta directamente el producto proteico. 217 

La concordancia entre los modelos génicos y las secuencias traducidas respaldó la 218 

integridad del marco de lectura de ambas isoformas, apoyando la confiabilidad del 219 

enfoque computacional utilizado. Además, la generación exploratoria de variantes 220 

teóricas de RB sugirió que modificaciones terminales pueden originar proteínas más 221 

cortas sin alterar dicho marco. 222 

En conjunto, los resultados refuerzan la relevancia de dsx como regulador central de la 223 

determinación sexual y como posible diana molecular para estrategias de control 224 

genético del vector. No obstante, por tratarse de un estudio exclusivamente 225 

computacional, estas observaciones deben considerarse preliminares y requieren 226 

validación experimental y transcriptómica futura. 227 
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