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RESUMEN

La inmunidad innata en invertebrados marinos se caracteriza por ser una respuesta
inmediata y no especifica que no requiere contacto previo con patogenos. Los péptidos
antimicrobianos (AMPs) constituyen componentes efectores criticos de esta defensa,
actuando mediante mecanismos principalmente fisicos que dificultan la adquisicion de
resistencia bacteriana. Las miticinas representan una de las familias mas diversas de
AMPs identificados en invertebrados marinos, constituyendo un pilar fundamental en el
sistema inmune innato del género Mytilus. Dentro de este, Mytilus chilensis, una especie
endémica de las costas del Pacifico sur posee una gran importancia econdmica para Chile
al ser el segundo productor mundial de mejillones y principal exportador global. Sin
embargo, el ambiente marino chileno enfrenta presiones ambientales Unicas que favorecen
la presencia de patdégenos como Vibrio spp., lo que provoca mortalidades catastroficas
para la acuicultura nacional. A pesar de su relevancia, el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares especificos de defensa antimicrobiana de M. chilensis
permanece fragmentado, lo que limita las estrategias preventivas adaptadas a la especie.
Este seminario caracterizo, a nivel molecular, las miticinas en M. chilensis mediante un
andlisis bioinformatico integrado (filogenético, predictivo de actividad antimicrobiana,
clivaje proteolitico, topologia membranal y localizacion celular) y evalud su expresion
génica en hemocitos bajo estimulos inmunolégicos con Vibrio anguillarum y con un
inhibidor de METTL3. Los resultados identificaron tres isoformas de miticinas (B, Cy C-

X1) con propiedades fisicoquimicas que pueden presentar actividad antimicrobiana.



ABSTRACT

Innate immunity in marine invertebrates is characterized as an immediate and non-specific
response that does not require prior contact with pathogens. Antimicrobial peptides
(AMPs) constitute critical effector components of this defense, acting through
predominantly physical mechanisms that make it difficult for bacteria to acquire
resistance. Myticins represent one of the most diverse families of AMPs identified in
marine invertebrates, constituting a fundamental pillar of the innate immune system of the
genus Mytilus. Within this genus, Mytilus chilensis, an endemic species from the south
Pacific coast, is of great economic importance to Chile as the world's second-largest
mussel producer and the principal global exporter. However, the Chilean marine
environment faces unique environmental pressures that favor the presence of pathogens
such as Vibrio spp., leading to catastrophic mortality in national aquaculture. Despite this
relevance, knowledge of the specific molecular mechanisms of antimicrobial defense
in M. chilensis remains fragmented, limiting the development of prevention strategies
tailored to the species. This seminar characterized myticins at the molecular level in M.
chilensis through integrated bioinformatic analysis (phylogenetic, antimicrobial activity
prediction, proteolytic cleavage, membrane topology, and cellular localization) and
evaluated their gene expression in hemocytes under immunological stimuli with Vibrio
anguillarum and an METTL3 inhibitor. Results identified three myticin isoforms (B, C,

and C-X1) with physicochemical properties that could confer antimicrobial activity.



1. INTRODUCCION

1.1. Inmunidad innata en invertebrados marinos

Los primeros organismos multicelulares surgieron en los océanos del mundo hace mas de
500 millones de afios, enfrentandose a una exposicion constante a una carga microbiana
extremadamente alta. Sin embargo, muchos de estos organismos no solo sobrevivieron,
sino que prosperaron sin desarrollar sistemas inmunologicos adaptativos como los que
caracterizan a los vertebrados y, en su lugar, evolucionaron mecanismos de inmunidad
innata muy sofisticados que han permanecido funcionales durante mas de medio milenio
(Rathinam et al., 2024). El estudio de estos sistemas inmunologicos ancestrales
proporciona, tanto una ventana historica hacia la evolucion de defensas biologicas, como
un recurso potencial sin explotar para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en

medicina moderna (Guryanova & Ovchinnikova, 2022).

La inmunidad innata en invertebrados marinos se caracteriza por ser una respuesta
inmediata y no especifica, la cual no requiere contacto previo con un patégeno para
manifestarse (Williams & Gilmore, 2022). En contraste con la inmunidad adaptativa de
los vertebrados, que se basa en la recombinacion somatica de genes y en la generacion de
memoria inmunoldgica a través de células T y B, los invertebrados marinos carecen por
completo de estos mecanismos especializados. Estos organizan sus defensas en torno a
barreras fisicoquimicas (membranas, mucosas, epitelio), factores humorales (péptidos
antimicrobianos, lectinas, proteinas del complemento) y respuestas celulares (hemocitos)
que operan segin patrones de reconocimiento evolutivamente conservados a través de

receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) (Figueras et al., 2021).

El sistema innato de reconocimiento de patdgenos en invertebrados marinos depende
fundamentalmente de los PRRs, como los “Toll-like receptors” (TLRs), cuyo origen
evolutivo se remonta a al menos 650 millones de afos. Estos receptores, caracterizados
por dominios ricos en leucina (LRR) para la union de patdégenos y dominios TIR para la
senalizacion intracelular, actian como vigilantes moleculares que detectan patrones

asociados a patogenos (PAMPs) y a dafio (DAMPs) (Rathinam et al., 2024). La activacién



de estos receptores desencadena cascadas de sefializacion que conducen a la activacion de
factores de transcripcion, como NF-«kB, que, a su vez, regulan la expresion de péptidos
antimicrobianos, citoquinas proinflamatorias y otras moléculas efectoras criticas para la

defensa inmunologica (Figueras et al., 2021).

Dados estos mecanismos de reconocimiento innato, los péptidos antimicrobianos (AMPs)
emergen como los componentes efectores mas importantes de esta estrategia defensiva. A
diferencia de los antibidticos convencionales que requieren mecanismos especificos de
resistencia genética para ser eludidos, los AMPs operan mediante mecanismos de accion
principalmente fisicos, como la disrupcion de membranas bacterianas, la formacion de
poros, la interferencia con la sintesis intracelular, que hacen mucho mas dificil la
adquisicion de resistencia bacteriana (Tincu & Taylor, 2004). Esta caracteristica,
combinada con su pequefio tamafio molecular que facilita su sintesis recombinante, ha
posicionado a los AMPs provenientes de invertebrados marinos como candidatos
prometedores para el desarrollo farmacéutico de nuevos antibidticos (Guryanova et al.,

2023).

1.2. AMPs

Los AMPs son moléculas polipeptidicas de pequefio tamafio, generalmente menores a 100
residuos de aminodcidos, que poseen actividad antimicrobiana directa o indirecta contra
bacterias, hongos, virus y en algunos casos contra células parasitarias (Figura 2)
(Satchanska et al., 2024). Contrario a la percepcion de que estas moléculas constituyen un
mecanismo defensivo “primitivo”, el reconocimiento contemporaneo los posiciona como
componentes criticos y altamente especializados del sistema inmunoldgico innato,
presente de manera ubicua desde organismos acudticos simples hasta mamiferos,
sugiriendo una estrategia ancestral de defensa que ha sido seleccionada positivamente a
través de mas de mil millones de afios de evolucion (Huan et al., 2020). En la Figura 2 se
observa como los AMPs pueden atacar a los microbios mediante dos mecanismos
complementarios. El primero involucra una accion directa contra la membrana bacteriana

mediante interacciones electrostaticas que provocan la disrupcion membranal o la



inhibicion intracelular. El segundo mecanismo es indirecto, en el que los AMP actiian

como moléculas sefalizadoras que reclutan y activan células inmunitarias (neutrofilos,

monocitos, linfocitos T), modulan la inflamacién mediante receptores TLR y mejoran el

reconocimiento de patogenos (Zhang & Gallo, 2016).
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Figura 1: Representacion esquematica de la liberacion de AMPs tras™
bacteriana en M. galloprovincialis. (Costa Portela, 2008, Figura 8, p. 51).
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Figura 2: Funcion biologica de los AMPs (Zhang & Gallo, 2016).




Los AMPs exhiben una diversidad estructural notablemente mayor que la tipicamente
asociada a proteinas funcionales y se clasifican en varias categorias principales segiin su
estructura secundaria: péptidos a-helicoidales anfipaticos, péptidos con estructura de
lamina-B estabilizados por puentes de disulfuro, péptidos con composicion andémala
(extremadamente ricos en uno o dos aminoacidos especificos), péptidos ciclicos y
oligopéptidos (Huan et al., 2020). Esta diversidad estructural refleja las diversas
estrategias evolutivamente probadas para lograr actividad antimicrobiana. No existe una
unica estructura Optima, sino multiples soluciones funcionales adaptadas a diferentes

contextos ecoldgicos y roles bioldgicos (Lazzaro et al., 2020).

A pesar de sus variaciones en estructura y tamafio, estos suelen caracterizarse por su
naturaleza catidnica e hidrofobica, lo cual se considera crucial para la interaccion inicial
entre el péptido y la membrana bacteriana (Hancock & Chapple, 1999). Segin
investigaciones previas, su modo de accion era semejante a la formacion de poros o bien
a un efecto detergente, independientemente de la accion especifica (Destoumieux et al.,

2000).

Los AMPs intracelulares ejercen su actividad mediante la penetracion selectiva de
membranas bacterianas, sin causar disrupcidon membranal significativa, e ingresan al
citoplasma mediante transportadores bacterianos especificos que reconocen, a nivel
molecular, la estructura del AMP, lo que permite la translocacion a través de la bicapa
lipidica con un minimo dafio fisico a la membrana (Le et al., 2017). Una vez dentro de la
célula, estos AMPs ejercen mecanismos de accion multiples y simultdneos como la
inhibicion de la sintesis y la replicacion del ADN, la inhibicioén de proteinas bacterianas,
la inhibicion de chaperonas proteicas y la modulacion de la topologia de acidos nucleicos

(Sneideris et al., 2023).

Desde una perspectiva evolutiva, la adopcion de AMPs como estrategia defensiva confiere
multiples ventajas adaptativas a los organismos que los producen (Zhang et al., 2025). En
primer lugar, los AMPs presentan un bajo costo energético de sintesis debido a su tamafio
reducido, lo que permite que los organismos produzcan grandes cantidades de estas

proteinas con una minima inversion metabdlica, confiriéndoles una eficiencia energética



que los posiciona como una solucion 6ptima para la inmunidad innata ante presiones de

recursos limitados (Sadeeq et al., 2025).

En segundo lugar, los AMPs ofrecen una capacidad de respuesta inmediata sin requerir la
sintesis de novo cuando se almacenan constitutivamente en granulos citopldsmicos de
hemocitos y otras células efectoras, lo que les permite liberarse rdpidamente durante una
activacion inmunolodgica y generar una respuesta defensiva en minutos en lugar de las
horas requeridas para la sintesis de novo de proteinas de defensa (Shandala & Brooks,

2012).

Adicionalmente, los AMP exhiben una especificidad de accion selectiva que minimiza el
dafio colateral a la microbiota simbiotica del hospedero (Lei et al., 2021). En contraste
con los antibidticos convencionales, que tipicamente matan bacterias comensales
beneficiosas, los AMPs pueden disefiarse para exhibir selectividad diferencial entre
patégenos y comensales, mediante mecanismos de discriminacién basados en la
composicion de la membrana bacteriana, patrones de reconocimiento de patdgenos o

expresion de receptores especificos (Ostaff et al., 2013).

Ademas, exhiben resistencia practica a la adquisicion de resistencia bacteriana frente a
antibioticos convencionales, ya que mientras las bacterias adquieren resistencia a los
antibioticos de mecanismo Unico, tipicamente en escalas de meses a afios bajo presion
selectiva, la adquisicion de resistencia a AMPs es lenta y de magnitud limitada (Spohn et

al., 2019).

Estas caracteristicas integradas convierten a los AMP en candidatos excepcionales para el
desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas en contextos en los que los antibidticos
convencionales han perdido eficacia (Zhang et al., 2025). Los AMP resultan efectivos
contra infecciones causadas por bacterias multirresistentes, en las que la combinacion de
resistencia antimicrobiana ha desactivado el arsenal de antibidticos disponibles
(Guryanova et al., 2023). También, el uso de AMPs en sinergia con antibioticos que han
perdido su efectividad abre la posibilidad de que estos puedan recuperar sus capacidades
antimicrobianas, que los caracterizaban como farmacos abandonados (Gongalves et al.,

2025).



1.2.1. Caracterizacion molecular de los AMPs

La caracterizacion molecular de los AMP constituye un esfuerzo interdisciplinario que
integra herramientas de bioinformatica, biologia molecular, protedmica y ensayos
funcionales. Este enfoque integrado es necesario, ya que la identificacion de una sola
secuencia peptidica no es suficiente para comprender sus propiedades estructurales,
mecanismos de accion, regulacion génica y potencial de aplicacion (Suarez-Ulloa et al.,
2013). En el contexto especifico de bivalvos como Mytilus chilensis, la caracterizacion
molecular de AMP es particularmente desafiante, dado que muchas de estas moléculas no
tienen homologos bien caracterizados en bases de datos disponibles, lo que requiere

combinaciones de busqueda de homologia, modelado de novo y validacidon experimental.

Los métodos bioinforméaticos constituyen el punto de entrada natural para la identificacion
de AMPs en genomas y transcriptomas recientemente secuenciados. El enfoque clésico
combina busquedas de homologia BLAST contra bases de datos de AMPs conocidos
(como APD3 o AMPDB) con andlisis predictivos que utilizan machine learning para
identificar secuencias con propiedades tipicas de AMPs incluso con ausencia de
homologia (Duwadi et al., 2018). Herramientas como iAMPCN utilizan redes neuronales
profundas entrenadas con proteinas conocidas para predecir tanto la probabilidad de que
una secuencia sea un AMP como su actividad antimicrobiana probable, lo que permite la

identificacion de candidatos novedosos (Yan et al., 2023).

La secuenciacion de ARN (RNA-seq) ha revolucionado el estudio de la expresion génica
de AMPs en bivalvos, permitiendo cuantificar con precision los niveles de transcripcion
bajo diferentes condiciones, como el estrés, los desafios inmunolédgicos y los cambios
ambientales, entre otros. A diferencia de otras técnicas, esta proporciona informacion
tanto de genes conocidos como la capacidad de descubrir transcriptos completamente
novedosos (Gerdol et al., 2014). Por ejemplo, el andlisis transcriptdmico de hemocitos de
Mpytilus galloprovincialis estimulados con diferentes patdgenos ha revelado que distintas
familias de AMPs se inducen diferencialmente en respuestas a bacterias gram positivas

versus negativas, o frente a estimulos virales, sugiriendo mecanismos de reconocimiento



y respuesta mas sofisticados de lo previamente sospechado (Moreira et al., 2020; Philipp

et al., 2012).

1.2.2. Modelos para interpretar mecanismos de accion en AMPs

Se han propuesto tres modelos para interpretar los mecanismos de accidn; el modelo de
barril de duelas (barrel-stave pore model), el modelo toroidal (toroidal pore model) y el
modelo tipo alfombra (carpet model) (Figura 4) (Cheng-Hua et al., 2009). Los tres
modelos se basan en la presuncion de que los AMPs podrian interactuar inicialmente con
la membrana citoplasmatica bacteriana mediante una unién electrostatica entre el péptido
catidonico y los componentes cargados negativamente presentes en la envoltura externa
bacteriana, tales como los grupos fosfato de los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram
negativas o los 4cidos presentes en las superficies de las bacterias gram positivas (Cheng-

Hua et al., 2009).

El modelo de barril de duelas consiste en que los péptidos unidos se agregan e insertan en
la bicapa de la membrana de modo que las regiones hidrofobicas de este se alineen con la
region del nacleo lipidico mientras que las regiones hidrofilicas del péptido forman la
region interior del poro, permeabilizando la membrana por poros transmembrana
compuestos por un haz de hélices anfipaticas (Figura 3B) (Shai, 2002). En el modelo de
poro toroidal los lipidos se intercalan entre las hélices orientadas perpendicularmente a la
superficie de la membrana, de modo que las caras polares de las hélices y las cabezas
polares de los lipidos constituyen el revestimiento del poro, resultando en que ambas capas
de la membrana formen una superficie continua que permita la libre difusion de lipidos

entre la capa externa e interna de la membrana (Figura 3A) (Benfield & Henriques, 2020).

El modelo tipo alfombra fue propuesto debido a que hay AMPs que no se insertan en el
nucleo hidrofébico de la membrana para formar canales transmembrana, sino que tras
unirse a la superficie bacteriana los AMPs se reorientan de manera que su cara hidrofobica
queda orientada hacia los lipidos y la cara hidrofilica hacia los grupos fosfato de las
cabezas de los fosfolipidos. Cuando los péptidos alcanzan una concentracion umbral, estos

entran en contacto con los grupos de fosfolipidos durante la formaciéon de poros



transitorios, lo que finalmente conduce a la desintegraciéon de la membrana (Figura 3C)

(Shai, 2002).
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Figura 3: Modelos propuestos de mecanismos liticos de membrana mediados por AMP.
(A) Modelo de poro toroidal: la agregacion en cascada de mondmeros de péptido en la
membrana provoca que las porciones lipidicas se plieguen hacia el interior, formando un
canal continuo. (B) Modelo de barril de duelas: los mondémeros del péptido se disponen
paralelos a los fosfolipidos de la membrana, formando un canal de transmembrana
hidrofilico. (C) Modelo tipo alfombra: la acumulacion de péptidos en la superficie induce
debilidades locales y descompone las bicapas en pequeias areas revestidas por unidades
de péptido, dando un aspecto de alfombra (Le et al., 2017).

1.2.3. AMPs en moluscos bivalvos

Para la acuicultura, donde cepas bacterianas multirresistentes emergentes causan
mortalidades catastroficas, la oportunidad de derivar AMPs de organismos acudticos
locales y aplicarlos sin contribuir a un reservorio global de resistencia bacteriana
representa una ventaja sustancial frente a los antibioticos convencionales (Guryanova et

al., 2023).



Los moluscos bivalvos representan uno de los linajes de invertebrados marinos mas
productivos en términos de diversidad de péptidos antimicrobianos (Cheng-Hua et al.,
2009). Estos organismos, que combinan la exposicion extrema a patdégenos propios del
ambiente marino filtrante con la ausencia de inmunidad adaptativa, han desarrollado un
arsenal notablemente complejo de AMPs especializados. A diferencia de otros
invertebrados como artropodos que delegan la sintesis de AMPs a drganos especializados,
los moluscos bivalvos producen sus AMPs principalmente a través de hemocitos
circulantes, células que simultdneamente realizan funciones de fagocitosis y secrecion

coordinada de factores antimicrobianos (Cheng-Hua et al., 2009).

Las familias de AMPs identificadas en bivalvos son estructural y funcionalmente diversas,
lo que refleja una larga historia de especializacion adaptativa (Greco et al., 2020). Hasta
ahora se han identificado nueve familias de AMPs en mejillones tales como las defensinas
(Hubert et al., 1996), mitilinas (Mitta et al., 2000), mitimicinas (Sonthi et al., 2011), big
defensinas y mitimacinas (Gerdol et al., 2012), myticucinas (Liao et al., 2013),
mitiquitinas (Qin et al., 2014), miticalinas (Leoni et al., 2017) y miticinas (Mitta et al.,
1999). Algunos de estos AMPs presentan una extraordinaria diversidad en su estructura 'y
funcion, lo que podria estar relacionado con una defensa mas especifica y eficaz frente a

los patdgenos (Rey-Campos, Moreira, et al., 2020).

1.3. Miticinas

Las miticinas representan una de las familias mas sofisticadas y diversas de AMPs
identificados en invertebrados marinos, constituyendo un pilar fundamental en el sistema
inmune innato del género Mytilus. Estructuralmente, se caracterizan por ser péptidos
catidnicos ricos en cisteina, sintetizados inicialmente como preproteinas que incluyen un
péptido sefial altamente conservado, una region pro-secuenciada de longitud variable y un
péptido maduro en el segmento C-terminal, que exhibe la mayor variabilidad en la
secuencia (Mitta et al., 1999). Estas moléculas maduras suelen presentar un peso
molecular que oscila entre 4 y 6 kDa y un punto isoeléctrico (plI) elevado, generalmente

superior a 9.0, lo que les confiere una gran carga neta positiva crucial para su interaccion



con las superficies celulares anidnicas bajo condiciones fisiologicas marinas (Mitta et al.,
2000). La presencia de multiples residuos de cisteina en la region madura permite la
formacion de puentes de disulfuro intramoleculares (generalmente cuatro), que confieren
a la molécula una estructura terciaria rigida y compacta, esencial para mantener su
estabilidad y actividad biologica en la alta fuerza ionica caracteristica del medio marino

(Roch et al., 2008).

La clasificacion de las miticinas se ha establecido tradicionalmente en tres grupos
principales; Miticina A, B y C, basandose en su secuencia de aminoacidos y su patron de
puentes de disulfuro (Pallavicini et al., 2008). Recientemente, el advenimiento de técnicas
de secuenciacion masiva ha permitido identificar nuevas variantes que expanden este
repertorio clasico, sugiriendo la existencia de isoformas adicionales (como la mitocinas D
y E en ciertas poblaciones) que podrian responder a presiones selectivas locales
especificas, aunque su caracterizacion funcional permanece en etapas preliminares (Vera

etal., 2011).

Las miticinas A y B fueron las primeras en ser caracterizadas, destacdndose por su potente
actividad antimicrobiana directa. Ambas isoformas han demostrado eficacia inhibitoria
frente a un amplio espectro de bacterias gram positivas y gram negativas, asi como contra
ciertos hongos filamentosos (Mitta et al., 2000). Su mecanismo de accidn se atribuye a su
carcter anfipatico y a su carga neta positiva, lo que facilita la interaccion electrostatica
con los fosfolipidos anionicos de las membranas microbianas, provocando su
desestabilizacion y la consecuente lisis celular, o la interferencia con procesos

intracelulares vitales (Sonthi et al., 2011).

Tabla 1: Comparacion entre Miticina A y B, versus Miticina C

Caracteristica o Miticina Ay B Miticina C

funcion

Actividad Potente actividad Actividad antibacteriana moderada

antimicrobiana antimicrobiana directa. con propiedades antivirales y
quimiotacticas excepcionales
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negativas, asi como contra

ciertos hongos filamentosos.

Actividad Actividad inhibitoria frente a Moderada
antibacteriana gram positivas y gram

negativas, asi como contra

ciertos hongos filamentosos
Eficacia Eficacia inhibitoria frente a Eficacia inhibitoria frente a virus
inhibitoria gram positivas y gram de bivalvos y herpesvirus

humanos (HSV-1/HSV-2)

Impacto en la

salud humana

Sin aplicaciones clinicas

reportadas

Inhibir la replicacion de virus
humanos, como el virus del herpes

simple (HSV-1/2)

Impacto en la

acuicultura

Potencial como agente protector

en cultivos

Inhibir la replicacion de virus
patdgenos de gran impacto en la

acuicultura

Aplicacion en

biotecnologia

Defensa estandar definida de

AMPs.

Regeneracion tisular, acelerando
el cierre de heridas mediante la
activacion de genes relacionados
con el citoesqueleto y la migracion

celular,

Sin embargo, la miticina C ha revelado un paradigma funcional mas complejo,

trascendiendo la definicion clasica de antibidtico natural. A diferencia de las isoformas A

y B, la miticina C exhibe una actividad antibacteriana mas moderada, pero posee

propiedades antivirales y quimiotacticas excepcionales (Rey-Campos, Moreira, et al.,

2020). Estudios funcionales han demostrado que la miticina C puede inhibir la replicacion

de virus patdégenos de gran impacto en la acuicultura y de virus humanos, como el virus

del herpes simple (HSV-1/2), actuando no solo mediante el bloqueo directo de la entrada
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viral, sino también interfiriendo en etapas intracelulares del ciclo viral (Novoa et al.,
2016). Ademas de sus propiedades de defensa inmunolédgica, se ha descubierto que la
miticina C posee propiedades de regeneracion tisular, acelerando el cierre de heridas
mediante la activacion de genes relacionados con el citoesqueleto y la migracion celular,
lo que abre nuevas vias para su aplicacion biotecnologica (Rey-Campos, Moreira, et al.,
2020). Adicionalmente, esta isoforma actia como una citoquina, promoviendo el
reclutamiento de hemocitos hacia los sitios de infecciéon y modulando la expresion de otros
genes inmunes, lo que sugiere que las miticinas han evolucionado para integrar las

funciones de defensa directa y regulacion inmunolédgica (Balseiro et al., 2011).

Desde una perspectiva evolutiva y genética, los genes que codifican las miticinas, en
particular la isoforma C, estan sujetos a una intensa presion selectiva. Esto se manifiesta
en un polimorfismo de secuencia extraordinariamente alto, que supera la variabilidad
neutra esperada. Este fenomeno se interpreta bajo la hipdtesis de la “Reina Roja”, segiin
la cual el hospedador diversifica continuamente su repertorio de péptidos defensivos para
contrarrestar la rapida evolucion de los factores de virulencia de los patdogenos marinos
(Padhi & Verghese, 2008). Esto explica la existencia de numerosas variantes alélicas
dentro de una misma especie y entre especies emparentadas como M. galloprovincialis y
M. chilensis. En el caso de M. chilensis, la identificacion de variantes especificas con
distintas caracteristicas moleculares y puntos isoeléctricos refuerza la idea de que la
diversidad de miticinas no es redundante, sino que proporciona un arsenal versatil capaz
de operar en diferentes condiciones fisioldgicas y frente a distintos tipos de agresores

biologicos (Nufiez-Acufia & Gallardo-Escérate, 2013).

1.4. Mejillon azul “Mpytilus chilensis”

M. chilensis, conocido cominmente como mejillon azul o chorito, es una especie
endémica de molusco bivalvo que habita exclusivamente en las costas del pacifico de
América del Sur, distribuida desde la region de Los Lagos en el sur de Chile hasta el norte
de Peru. Esta distribucion geografica restringida contrasta claramente con sus parientes
cercanos, Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis, 1o que sugiere una larga historia
evolutiva independiente bajo presiones selectivas particulares del ambiente costero

chileno (Gallardo-Escarate et al., 2022).
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La importancia economica de M. chilensis en la acuicultura y pesca nacional ha mantenido
un crecimiento sostenido en las Ultimas tres décadas, consolidando al pais como una
potencia alimentaria global al posicionarse como el segundo productor mundial de
mejillones cultivados, después de China, y el principal exportador global de este recurso
(SUBREI, 20205). Esta industria ha alcanzado una madurez productiva significativa,
registrando cosechas anuales superiores a 400.000 toneladas en los ultimos afios

(Sernapesca, 2025; AmiChile, 2025).

En Chile el mejillon chileno representa una fuente critica de proteina de bajo costo, empleo
rural y exportacion de valor agregado en regiones del sur del pais (Salazar et al., 2025).
Sin embargo, esta intensificacion productiva ha coincidido con la emergencia de
enfermedades graves, particularmente aquellas causadas por bacterias patdgenas del
género Vibrio, que han provocado mortalidades catastroficas en hatcheries, con
mortalidades larval superiores al 90% (Rojas et al., 2015), lo que ha impactado
significativamente la viabilidad econdmica de las operaciones acuicolas, especialmente

durante periodos de estrés ambiental (Dubert et al., 2017).

El ambiente marino chileno enfrenta presiones ambientales unicas que contribuyen a la
emergencia de patologias en la acuicultura. Los eventos de hipoxia costera son cada vez
mas frecuentes y severos como consecuencia del cambio climatico, lo que altera
drasticamente la composicion de las comunidades microbianas en aguas costeras (Mufioz
etal., 2025). Estos cambios selectivos favorecen la proliferacion de bacterias oportunistas,
particularmente de Vibrio spp., que normalmente permanecen en concentraciones bajas,
pero bajo estrés hipoxico, alcanzan densidades que generan infeccion sistémica en
bivalvos filtradores (Munoz et al., 2025). Adicionalmente, factores como la eutrofizacion
costera, la acidificacion ocednica progresiva y la contaminacion por plaguicidas agricolas
comprometen la capacidad inmunoldgica innata de M. chilensis, lo que amplifica la

susceptibilidad a patogenos (Baker-Austin et al., 2024; Dubert et al., 2017).
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1.4.1. Defensas en M. chilensis

A pesar de su alta relevancia econémica y epidemioldgica, el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares especificos de defensa antimicrobiana de M. chilensis
permanece fragmentado. Mientras que M. galloprovincialis ha sido intensivamente
caracterizada en el contexto europeo, generando datos sobre expresion génica, familias de
AMPs, y respuestas inmunologicas a patogenos especificos, la informacién comparable

para M. chilensis es muy baja (Gerdol et al., 2014; Moreira et al., 2020).

La ausencia de datos sobre los mecanismos especificos de defensa antimicrobiana de M.
chilensis conlleva importantes consecuencias para la sostenibilidad de la acuicultura
chilena. Esto limita la capacidad de seleccionar y desarrollar lineas de mejora genética
para una mayor resistencia a enfermedades, impidiendo que los productores identifiquen
individuos con mayores capacidades inmunologicas inherentes o genotipos optimizados
para patogenos locales. La falta de conocimiento sobre qué péptidos antimicrobianos
especificos expresa M. chilensis en respuesta a distintos patégenos compromete el
desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas adaptadas a la especie. Si bien se sabe
que M. galloprovincialis produce miticinas, mitilinas y otras familias de AMPs con
actividades diferenciales contra patégenos especificos (Gerdol et al., 2014; Moreira et al.,
2020), no se cuenta con una caracterizacion equivalente para la especie chilena, lo que
significa que cualquier intervencion inmunologica se basa en extrapolaciones de especies

europeas que pueden no reflejar la realidad biologica local.

Este vacio de informacion es particularmente critico considerando que M. chilensis
enfrenta un ambiente sanitario Unico, con presiones patogénicas que pueden diferir
sustancialmente de las del Mediterraneo, donde predominan especies de Vibrio diferentes,
patdgenos virales locales, y microambientes con variables fisicoquimicas distintas. Por lo
tanto, la falta de conocimiento sobre defensas especificas de M. chilensis aumenta la
vulnerabilidad de los cultivos a brotes de enfermedades emergentes no anticipadas

(Montafar-Romero et al., 2025)

Actualmente, aunque no se han reportado eventos masivos de mortalidad en bivalvos

asociados a patogenos en Chile, la industria opera sin conocimiento detallado de su
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potencial inmunoldgico basal ni de como las variantes locales de patdogenos como Vibrio
spp. Interactian con las defensas especificas de M. chilensis (Santibafiez et al., 2022).
Ademas, estresores ambientales crecientes, como la hipoxia, comprometen la microbiota
asociada a las branquias y glandulas digestivas de M. chilensis, causando disbiosis
microbiana con desplazamiento hacia patégenos oportunistas como Vibrio, Aeromonas'y
Arcobacter, lo cual perjudica la salud y supervivencia del hospedero al reducir funciones
microbianas criticas asociadas al metabolismo de nutrientes y al soporte inmunoldégico
(Montafar-Romero et al., 2025). Este fenomeno subraya la urgencia de caracterizar como
los sistemas de defensa especificos de M. chilensis responden a estas condiciones de estrés

multiple.

El estudio del sistema inmunolédgico de Mytilus spp. tiene raices que se remontan a cuatro
décadas aproximadamente (Figueras et al., 2019), comenzando con descripciones
generales de hemocitos y sus capacidades fagociticas, evolucionando progresivamente
hacia caracterizaciones moleculares detalladas del genoma, transcriptoma, y proteoma
inmunologico durante los Ultimos quince anos (Gerdol et al., 2020). Esta trayectoria
investigativa refleja tanto la mejora de las tecnologias disponibles como el reconocimiento
de la creciente importancia académica de estos organismos como modelos de inmunidad
innata en invertebrados. Mytilus galloprovincialis ha sido el foco principal de
investigacion inmunoldgica en los bivalvos. Un conjunto de articulos fundamentales ha
documentado la existencia de un repertorio complejo de genes relacionados a su
inmunidad innata, incluyendo multiples isoformas de receptores tipo Toll, lectinas,
proteinas de complemento y familias expandidas de genes que codifican péptidos
antimicrobianos (Philipp et al., 2012). Estudios posteriores sobre el estimulo
inmunologico revelaron patrones de expresion génica diferenciales, en los que diferentes
AMPs se inducen selectivamente en respuesta a distintos tipos de patdgenos, lo que
sugiere que el sistema inmunoldgico de estos organismos, aunque carente de un

adaptativo, es sofisticado en el reconocimiento de patdgenos (Moreira et al., 2020).

Desde una perspectiva evolutiva y filogenética, ciertos rasgos del sistema inmunologico
de M. galloprovincialis también podrian encontrarse en M. chilensis, aunque con

diferencias en isoformas especificas y en patrones de expresion adaptados a la ecologia
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local. En primer lugar, el repertorio de receptores de reconocimiento de patdgenos sugiere
que ambas especies, como bivalvos, probablemente poseen multiples isoformas de
receptores tipo Toll (TLRs) y lectinas, aunque la diversidad y funciones especificas entre
especies podrian diferir significativamente. M. galloprovincialis expresa multiples
variantes de TLRs y lectinas en hemocitos y tejidos epiteliales; M. chilensis, como especie
con historia poblacional distinta y aislamiento geografico, probablemente ha
evolucionado isoformas particulares de estos receptores adaptadas a su ecologia especifica

(Gerdol et al., 2020).

En cuanto a la diversidad de AMPs, M. galloprovincialis produce repertorios bien
caracterizados de miticinas, mitilinas, mitimicinas y otras familias de AMPs con
actividades diferenciales contra bacterias gram positivas, gram negativas, hongos y virus.
En contraste, aunque se ha documentado la presencia de péptidos antimicrobianos en M.
chilensis con aislamiento de miticinas en tejidos de branquias, la caracterizacion
molecular completa de todas las familias de AMPs y sus isoformas especificas no ha sido
descrita. Sin embargo, es plausible que M. chilensis posea un repertorio cualitativamente
similar de familias de AMPs, pero con variacion cuantitativa y de isoformas, lo que refleja
una adaptacion local a patdgenos especificos del ambiente chileno, donde prevalecen
Vibrio spp. diferentes a las del mediterraneo, creando presion selectiva diferencial para la

evolucion de actividades antimicrobianas especializadas (Dubert et al., 2017).

Por ultimo, las respuestas inmunoldgicas diferenciales frente a patogenos demuestran que
M. galloprovincialis presenta patrones de expresion génica especificos ante distintos
estimulos patogénicos (Moreira et al., 2020). Por analogia, M. chilensis probablemente
posee capacidades similares de discriminacion patogénica, aunque la magnitud y la
especificidad de tales respuestas podrian reflejar la composicion de los patdgenos

prevalentes en sus ecosistemas locales.

Un estudio transcriptomico integral identific6 20.306 polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) en genes relacionados con la inmunidad en una poblacion de M. chilensis,
incluyendo variaciones genéticas en genes de receptores tipo Toll, adaptadores de

sefializacion y posiblemente AMPs (Nufiez-Acufia & Gallardo-Escérate, 2013). Este
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trabajo sugiere que existe una considerable variabilidad genética en capacidades
inmunologicas entre individuos de la misma especie, pero este no procede a caracterizar
especificamente cuales AMPs se expresan, como se regulan bajo diferentes condiciones
de estrés, o como esta variabilidad genética se correlaciona con resistencia a patdgenos

(Nunez-Acufia & Gallardo-Escarate, 2013).

Un desarrollo relevante para el desarrollo de este trabajo fue la caracterizacion de
variabilidad genética en genes de miticinas en M. galloprovincialis, donde se documentd
que diferentes isoformas de AMPs varian significativamente entre individuos de
poblacion natural (Rey-Campos, Novoa, et al., 2020). Esta observacion sugiere con fuerza
que M. chilensis, como especie con historia poblacional distintiva y aislamiento
geografico, probablemente ha evolucionado isoformas particulares de AMPs adaptadas a
su ecologia especifica. La hipotesis de adaptacion local de AMPs es particularmente
plausible dado que diferentes Vibrio spp. prevalecen en aguas chilenas frente a
mediterraneas, creando una presion selectiva diferencial para la evolucion de actividades

antimicrobianas especializadas (Dubert et al., 2017).

Este vacio de conocimiento resulta particularmente notable, considerando que M. chilensis
enfrenta un ambiente sanitario Unico, con presiones patogénicas que pueden diferir
sustancialmente de las del Mediterraneo. La especializacion evolutiva de esta especie en
un ambiente particular durante cientos de miles de afos puede haber generado
adaptaciones inmunologicas especificas, no presentes en sus parientes europeos, asi como
AMP o patrones de expresion génica que reflejan respuestas optimizadas a patdgenos

locales (Gallardo-Escarate et al., 2022).

La convergencia de tres factores criticos tales como la importancia econdmica, desafios
sanitarios de magnitud creciente y vacio practicamente completo en caracterizacion
molecular de sus defensas antimicrobianas, crean una justificacion imperativa para una
investigacion urgente. Mientras que estudios de transcriptdémica han identificado
variabilidad genética en genes inmunologicos de M. chilensis, esta informacion se limita
a polimorfismos de secuencia sin caracterizacién funcional o bioquimica (Nufiez-Acuifia

& Gallardo-Escarate, 2013).
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1.5. HIPOTESIS
Las miticinas de M. chilensis presentan expresion diferencial en hemocitos ante estimulos
inmunologicos, y sus secuencias contienen regiones con propiedades fisicoquimicas

compatibles con actividad antimicrobiana.

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Objetivo general
Caracterizar, a nivel molecular, las miticinas en M. chilensis mediante analisis
bioinformaticos y evaluar su expresion génica en hemocitos bajo distintos estimulos

inmunologicos.

1.6.2. Objetivos especificos

1. Identificar y caracterizar, a nivel molecular, las miticinas presentes en M. chilensis
mediante andlisis filogenético y estructural, y la prediccion de su actividad

antimicrobiana.
2. Evaluar la expresion génica de miticinas caracterizadas en hemocitos de M.

chilensis sometidos a estimulos de Vibrio anguillarum y a un inhibidor de la

metiltransferasa STM2457.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de secuencias

Las secuencias de las miticinas B, C y C-X1 de M. chilensis fueron obtenidas del genoma
completo de la especie publicado por (Gallardo-Escarate et al., 2022). Las secuencias
fueron identificadas mediante busquedas BLASTn y BLASTp (Altschul et al., 1990),
utilizando como queries secuencias conocidas de miticinas de especies relacionadas
(Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis, Mytilus coruscus) disponibles en la base de
datos del National Center for  Biotechnology  Information (NCBI,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2. Analisis bioinformatico

2.2.1. Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético, se realizé una busqueda exhaustiva en la base de datos NCBI
para identificar secuencias homologas de miticinas B, C y C-X1 en especies de moluscos
bivalvos relacionados. Se recolectd un total de 21 secuencias de referencia de las
siguientes especies: Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis y Mytilus coruscus. Estas
fueron descargadas en formato FASTA y analizadas junto con las tres secuencias objetivo
del estudio, obteniéndose un total de 24 secuencias para el andlisis comparativo. El
alineamiento multiple de secuencias se realizé utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar,
2004) implementado en el software Geneious Prime v2024.0.4 (Biomatters Ltd.,
Auckland, Nueva Zelanda). Los pardmetros de alineamiento empleados fueron de 15
iteraciones. La construccion del arbol filogenético se llevd a cabo mediante el método
Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) con el modelo evolutivo de Tamura-Nei (Tamura
& Nei, 1993), que incorpora diferentes frecuencias de equilibrio de bases y considera tasas
diferenciales de transiciones y transversiones. El arbol resultante fue visualizado y editado

en Geneious Prime.
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2.2.2. Prediccion de actividad antimicrobiana (AMPA)

La prediccion de regiones con potencial actividad antimicrobiana en las secuencias
completas de miticinas B, C y C-X1 se realiz6 utilizando la herramienta bioinformatica
AMPA (Antimicrobial Peptide Database  predictor, disponible en

http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do) (Torrent et al., 2009). Los parametros de busqueda

empleados fueron; un score minimo de probabilidad de 0.5 y un analisis de propiedades
fisicoquimicas incluyendo momento hidrofébico, indice de Boman e indice alifatico.
2.2.3. Prediccion de sitios de procesamiento proteolitico (ProP)

Los sitios potenciales de clivaje por proteasas propeptidicas fueron predichos utilizando

el servidor ProP 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/ProP-1.0/) (Duckert et al.,

2004). Esta herramienta identifica sitios de reconocimiento para proteasas de la familia
proprotein convertase subtilisin/kexin (PCSK), que procesan precursores de péptidos
antimicrobianos en sitios con motivos basicos, tipicamente Arg-Lys o Arg-Arg. El andlisis
se realizo con un umbral de 0.5 para considerar un sitio probable de clivaje. Los resultados
se reportaron indicando la posicion del aminoacido en la secuencia, el score de

probabilidad y el contexto de la secuencia.

2.2.4. Prediccion de hélices transmembrana (TMHMM)
La presencia de dominios transmembrana fue evaluada mediante el servidor TMHMM 2.0
(Transmembrane prediction wusing Hidden Markov Models, disponible en

https://services.healthtech.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) (Krogh et al., 2001). Este

algoritmo predice hélices transmembrana mediante HMM entrenados con proteinas de

membrana cuya topologia se ha determinado experimentalmente.

2.3. Disefio experimental

2.3.1. Desafio de M. chilensis frente a V. anguillarum y STM2457.
Doce individuos de M. chilensis fueron recolectados en la regiéon de Los Lagos y

posteriormente transportados al Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica Acuicola
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(LBGA) de la Universidad de Concepcion, donde fueron inyectados con Vibrio.
anguillarum y STM2457, estando expuestos a la infeccion durante aproximadamente 12
horas. Se establecieron los siguientes grupos experimentales; control (s6lo hemolinfa), G1
(hemolinfa y V. anguillarum), G2 (hemolinfa, V. anguillarum y STM2457) y G3
(hemolinfa y STM2457). Estos especimenes, de 8 centimetros de longitud, fueron
conservados en hielo. Para la recoleccion de la hemolinfa, se perforé la concha de cada
individuo para extraer el liquido del musculo aductor utilizando una aguja de calibre 25 y
una jeringa de 1 mL. Una vez obtenida, la hemolinfa se colocé en tubos de centrifuga y se
centrifug6 a 600 g durante 10 minutos a 4 °C. Luego se descartd el sobrenadante (plasma)
y se lavo el pellet de hemocitos con PBS. Se resuspendi6 el pellet en 500 uL. de TRIzol
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), se homogeneiz6 mediante pipeteo y se almacend

a -80 °C hasta la extraccion del ARN.

2.3.2. Extraccion de RNA mediante TRIzol
La extraccion de ARN total de hemocitos se realizd mediante el método TRIzol
(Chomczynski & Sacchi, 1987), siguiendo el protocolo del fabricante, con modificaciones

optimizadas para moluscos bivalvos.

Se incubaron las muestras en TRIzol a temperatura ambiente durante 5 minutos, se le
adhirieron 200 pL de cloroformo por cada mL de TRIzol, se agit6 durante 15 segundo, se
incubd a temperatura ambiente durante tres minutos y se centrifugd a 12000 g durante 15
minutos a 4°C. Una vez centrifugado, se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo, se
agregaron 500 pL de isopropanol, se incubd durante la noche a -20 °C y se centrifug6 a
12000 g durante 15 minutos a 4 °C. Se volvié a descartar el sobrenadante y se lavo el
pellet con 1mL de etanol al 75%, se centrifugd a 7500 g durante 15 minutos a 4°C. Este
proceso se repitiod: se lavo y se seco el pellet a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
se resuspendio el ARN en 20-50 pL de agua libre de RNasas, se incub6 a 55°C durante
10 minutos y se almacen6 a -80°C. Para eliminar la contaminaciéon por ADN, el ARN

extraido fue tratado con DNase siguiendo el protocolo del fabricante.
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2.3.3. Sintesis de cDNA
La sintesis de ¢cDNA fue realizada utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA

Synthesis kit siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente fue diluido en

razoén 1 a 5 con agua libre de nucleasas y almacenado a -20 °C hasta su uso.

2.3.4. Diseiio de partidores

El disefio de partidores especificos para la amplificacion de los genes codificantes de las

miticinas B, C y C-X1 se realiz6 con el software Geneious Prime, que integra el algoritmo

Primer3 (Untergasser et al., 2012) para optimizar los parametros de disefio (Tabla 2). El

cual permiti6 amplificar las secuencias mediante la aplicacion de criterios rigurosos de

disefio, como la optimizacion de temperaturas de fusion (TM), contenido de GC y la

ausencia de estructuras secundarias problemadticas como horquillas y dimeros de

partidores.

Tabla 2: Secuencia forward y reverse disefiadas con Geneious Prime para los partidores
especificos de cada secuencia de miticina C, C-X1 y B.

Partidor Gen Secuencia 5°-3’ T° Alineamiento
(°C)
a-tub F a-tubulina GAGCCGTCTGCATGAGC 60
a-tub R a-tubulina | TGGACGAAAGCACGTTTGGC 60
MCHO004303.1 F | MiticinaC | GTGGGTTAGGTGGTTGCTCA 60
T
MCHO004303.1 R | MiticinaC | CTCGTTCACATTCCTAGCGC 60
MCHO004304.1 F | Miticina C- | CGGTTAATGTGTTGGGAGGC 60
X1
MCHO004304.1 R | Miticina C- | CTCTCGTGCAATTGACCAGT 60
X1 G
MCHO000946.1 F | MiticinaB | AGACTTTCCGAAAACCAGGG 57
AT
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MCHO000946.1 R | MiticinaB | TGAACTAGCGCGGCAAATA 57
G

Los criterios aplicados para el disefio de partidores fueron: longitud del amplicon entre 80
y 200 pares de base (pb) para la optimizacion en la eficiencia de qPCR, temperatura de
fusion (TM) entre 58 y 62 °C, contenido de GC entre 40 y 60 % y ausencia de estructuras
secundarias (hairpins) y dimeros. Se disefiaron dos pares de primers alternativos (F1-R1

y F2-R2) para cada gen, a fin de permitir la validacion de los resultados.

Para la estandarizacion de los partidores, se realizd una PCR convencional con gradiente
de temperatura (VeriFlex™) con el objetivo de determinar la temperatura de fusion (Tm)
optima de amplificacion. Se evaluaron tres temperaturas distintas (57, 60 y 63 °C) con tres
réplicas por cada miticina, ademas de un control negativo incubado a 60 °C, totalizando
12 reacciones. En cada tubo se dispensaron 10,5 pL de la mezcla de reaccion

correspondiente.

2.3.5. RT-qPCR y analisis de expresion

Para el andlisis de RT-qPCR de expresion de ARN de las miticinas en los grupos
descritos se utilizo el kit de PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), utilizando partidores descritos previamente y el cDNA
sintetizado Utilizando Termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Para determinar la cuantificacion relativa se utiliz6 como gen normalizador
a-tubulina gen procedente del LBGA.

2.3.6. Analisis estadistico

La cuantificacion relativa de expresion génica se realiz6 mediante el método 2”°(-AACt)
(Schmittgen, 2001), que permite normalizar los datos de expresion respecto a un gen de
referencia y comparar los cambios en esta entre diferentes condiciones experimentales.
Este método calcula primero los valores de ciclo de amplificacion (Ct), definidos como
el nimero de ciclos requeridos para que la fluorescencia de la reaccion de qPCR supere

el umbral de deteccion (threshold) establecido en la fase exponencial de amplificacion.

23




Los valores ACt para cada muestra fueron calculados como la diferencia entre el Ct del
gen de interés y el Ct del gen normalizador (ACt = Ct gen interés — Ct gen referencia).
Posteriormente, se calcularon los valores AACt normalizando cada tratamiento respecto
al grupo control (AACt = ACt tratamiento — ACt control), lo que permiti6 la comparacion
relativa de niveles de expresion entre los grupos experimentales. El calculo de expresion
relativa final fue obtenido mediante la férmula 2”(-AACt), generando un valor que
expresa cuantas veces se expresa el gen en la condicion de tratamiento respecto al grupo

control aproximadamente.

El andlisis estadistico formal se realiz6 con el software GraphPad Prism v10.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Se emple6 un analisis de varianza de una via (One-way
ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de Tukey HSD para comparaciones multiples
entre los cuatro grupos experimentales (control, G1, G2, G3). Se estableci6 un nivel de
significancia estadistica de o = 0.05, considerandose estadisticamente significativos los
resultados con p < 0.05. Los grados de significancia fueron reportados como: ns (no
significativo, p > 0.05), * (p < 0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.001), y **** (p <0.0001).
Los resultados fueron presentados como graficos de barras con desviaciones estandar
(SD) y valores individuales de puntos superpuestos, permitiendo una visualizacion clara

de la variabilidad dentro de cada grupo y de las diferencias entre tratamientos.
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis filogenético

Posteriormente, se realizd una busqueda exhaustiva en la base de datos NCBI para

identificar genes de la misma familia en especies de bivalvos relacionadas. Para

acompafiar la busqueda, se realiz6 un analisis BLAST para identificar secuencias

homologas (Tablas 3, 4 y 5), lo que permiti6 la construccion de un conjunto de datos

comparativos robusto (Figura 4). Se identificaron un total de 21 secuencias diferentes para

llevar a cabo el andlisis, estas fueron descargadas en formato fasta y procesadas para su

incorporacion en andlisis comparativos con las secuencias objetivo, haciendo un total de

24 secuencias (Figura 5).

Tabla 3: Resultados de BLAST de Miticina B.

%
Pairwise | Query
GN Descripcion Bitscore |E value |[%GC |identity |coverage
MCHO000946.1 | Miticina B
Mytilus
galloprovincialis
AF162336 mytilin B 180.721 | 1.24e-39 |43.9%| 97.2% | 591%
Mytilus
galloprovincialis
AF177540 mytilin B2 142.851 | 3.11e-28 |36.6%| 69.6% | 19.79%
Mytilus coruscus
FJ973154 mytilin B precursor 191.542 | 6.84e-43 |41.6%| 97.3% | 6.25%
Mytilus coruscus
GU324722 mytilin-7 146.457 | 2.55e-29 |46.4%| 83.3% | 7.63%
Mytilus coruscus
GU324721 mytilin-6 precursor 141.949 | 3.11e-28 |45.7%| 82.6% | 7.63%
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GU324722

Mytilus coruscus

mytilin-7 precursor

141.949

3.11e-28

47.1%

82.6

7.63%

HQ693567

Mpytilus chilensis mytilin

185.23

2.91e-31

43.9%

98.1%

5.91%

MNZ&83578

Mytilus
galloprovincialis

mytilin

167.196

7.81e-36

40.2%

94.4%

5.91%

Tabla 4: Resultados de BLAST de Miticina C.

GN

Descripcion

Bit score

value

%GC

%
Pairwise

identity

Query

coverage

MCHO004303.1

Miticina C

EU927446

Mytilus
galloprovincialis clone

G7.1 myticin C

1,751.46

30.8%

91.2%

100%

JF990645

Mytilus
galloprovincialis isolate

14 01 myticin C

2,096.8

30.8%

97.7%

100%

JF990646

Mytilus
galloprovincialis isolate

14 02 myticin C

1,609.89

31.4%

95.5%

80.59%

JF990653

Mytilus
galloprovincialis isolate

16 01 myticin C

2,079.67

30.3%

97.2%

100%

JF990692

Mytilus
galloprovincialis isolate

31 04 myticin C

1,599.07

31.0%

95.3%

80.59%

JF990707

Mytilus
galloprovincialis isolate

33 21 myticin C

1,784.82

30.6%

91.8%

100%
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Mytilus

galloprovincialis isolate

JF990709 33 23 myticin C 1,775.8 0 |30.9%]| 91.7% | 100%
Mytilus
galloprovincialis isolate

JF990710 33 52 myticin C 1,780.31 0 |30.7%]| 91.8% | 100%

Tabla 5: Resultados de BLAST de Miticina C-X1

%
GN E Pairwise | Query
Descripcion Bit score |value |%GC |identity |coverage

MCHO004304.1 | Miticina C-X1
Mytilus galloprovincialis

EU927417 clone G1.2 myticin C 1,581.94 0 30.7%)]| 88.6% 100%
Mpytilus galloprovincialis

EU927441 clone G2.1 myticin C 1,429.55 0 |31.5%| 91% 82.32%
Mpytilus galloprovincialis

EU927444 clone G5.1 myticin C 1,703.67 0 130.9%| 91.2% 100%
Mpytilus galloprovincialis

EU927445 clone G6.1 myticin C 1,423.24 0 |31.6%]| 90.8% | 82.32%
Mpytilus galloprovincialis

EU927448 clone G9.1 myticin C 1,420.54 0 |31.7%] 90.8% | 82.32%
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Tabla 6: Longitud de las secuencias utilizadas para anélisis filogenético.

n Nombre Longitud | n° Nombre Longitud de
° de la la secuencia
secuencia
- | M. chilensis miticina B 1809 10 | M. galloprovincialis 1007
miticina C clon G9.1
- | M. chilensis miticina C 1247 11 | M. galloprovincialis 1008
miticina C clon G6.1
- | M. chilensis miticina C 1165 12 | M. galloprovincialis 1017
X1 miticina C aislado 31
1 | M. chilensis mitilina 107 13 | M. galloprovincialis 1018
miticina C aislado
14 02
2 | M. galloprovincialis 107 14 | M. galloprovincialis 1211
mitilina B 2 miticina C clon G5.1
3 | M. galloprovincialis 107 15 | M. galloprovincialis 1224
mitilina M miticina C clon G1.2
4 | M. galloprovincialis 113 16 | M. galloprovincialis 1251
mitilina B 3 miticina C clon G7
5 | M. coruscus mitilina 6 138 17 | M. galloprovincialis 1249
miticina C aislado 14
6 | M. coruscus mitilina 7 138 18 | M. galloprovincialis 1252
miticina C aislado 16
7 | M. coruscus mitilina B 138 19 | M. galloprovincialis 1249
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miticina C aislado
33 21
8 | M. galloprovincialis 378 20 | M. galloprovincialis 1249
mitilina B miticina C aislado
33 23
9 | M. galloprovincialis 1007 21 | M. galloprovincialis 1249
miticina C clon G2.1 miticina C aislado
33 52
Consensus 1 5?0 1 CCU 1._"3‘30 2 000 2.5[)0 3, 300 3, 33:
Identity _IIITI.:‘T‘T’IIIIHIIII“IHHT THA T
chilensis myticin B 18]

chilensis myticin C

chilensis myticin C X1

chilensis mytilin

coruscus mytilin 6

coruscus mytilin 7

coruscus mytilin B

galloprovincialis myticin C clone G1.2

galloprovincialis myticin C clone G2.1

O M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1

12. M. galloprovincialis myticin C clone G7

13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1

14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14

15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02

16. M. galloprovincialis myticin Cisolate 16

17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21

19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23

20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52

21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M

333333333

“”nééé%éa%aéaéaé;éé

Figura 4: Alineamiento de las secuencias identificadas mediante analisis BLAST.

Para establecer las relaciones evolutivas, todas las secuencias se ingresaron en el programa
Geneious Prime para construir un arbol filogenético. Este analisis se realiz6 utilizando el
método Neighbor-Joining con el modelo evolutivo Tamura-Nei, que considera las
diferentes frecuencias de equilibrio de las bases y permite que las transiciones y las

transversiones ocurran a tasas distintas.
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M. galloprovincialis mytilin B
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0.0386 —0.0027 M. coruscus mytilin 7
0.0049 0.0147 M. coruscus mytilin B
0.0076 M. coruscus mytilin 6
—0.0223 M. galloprovincialis mytilin M
0.1834
0 M. chilensis mytilin
0.0238
0.0137 M. chilensis myticin B
0.0144 0.017
0.0142 |: M. galloprovincialis mytilin B 3
0 M. galloprovincialis mytilin B 2
0.0212 P ..
—————— M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
0.0065 0.0047 M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
0.0093 M. galloprovincialis myticin C isolate 31
0.0052 00097 M. galloprovincialis myticin C isolate 16
: 0.0053 0.0043 L
0.0056 M. chilensis myticin C
0.0104 M. galloprovincialis myticin C isolate 14
0.0033
—0:0227 M. chilensis myticin C X1
—0:.0016 M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
0.009 0.0198 0
4.42x10 M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
0.0012 M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
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0.0045 ] M. galloprovincialis myticin C clone G7
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0.0152 . M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
0.0015 4.45x10™

2.24x10 M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
0.0029

M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23

Figura 5: Arbol filogenético Miticinas B, C y C-X1. En rojo esta la secuencia obtenida de
M. chilensis.

El analisis filogenético arrojo una estructura con multiples nodos principales que separan
a las miticinas en linajes evolutivos distintos. La distancia evolutiva méxima observada
en la rama basal es de 0.2394, lo que indica una divergencia temporal significativa entre
los principales linajes de miticinas. El arbol agrupa preferentemente las secuencias por
tipo de miticina antes de origen taxondmico, lo que sugiere una divergencia funcional

temprana.

La miticina B de M. chilensis se ubica en una rama con distancia evolutiva de 0.0137
desde su nodo mas cercano, agrupandolos dentro de un cluster principal que incluye
multiples variantes de M. galloprovincialis. Esta posicion refleja una relacion de ortologia

con las miticinas B de otras especies de Mytilus. Los pequefios valores de diferencia entre

30



M. chilensis y sus ortdlogos de M. galloprovincialis (0.0 a 0.0076) indican una alta
conservacion de la secuencia y una divergencia reciente en términos evolutivos. La
miticina C de M. chilensis ocupa una posicion basal en el arbol con una distancia de 0.0043
desde su nodo asociado. Esta ubicacion mas cercana a la raiz sugiere que esta miticina
representa una forma ancestral mas antigua que la anterior. Las distancias evolutivas
reducidas entre miticina C de distintas especies (0.0 a 0.0056) demuestran una mayor
conservacion de la secuencia a lo largo del tiempo evolutivo, lo que indica una presion

selectiva més fuerte para mantener esta variante.

Ambas muestran patrones de divergencia evolutiva diferenciados. La miticina B presenta
una distribucion mas dispersa en el arbol, asociada con distancias evolutivas mayores,
hasta 0.0137, mientras que la miticina C, en conjunto con su isoforma, muestra una

concentracion mas cerrada, con distancias menores (0.0043).

El agrupamiento de miticinas de M. chilensis con multiples secuencias de M.
galloprovincialis en ramas equivalentes confirma que estos péptidos divergieron por
especiacion, en lugar de duplicacion génica. La presencia de miticinas de M. coruscus en
posiciones intermedias sugiere que estos organismos comparten un ancestro comun
reciente con M. chilensis y M. galloprovincialis.

Tabla 7: Comparacion de distancias evolutivas y conservacion entre isoformas de
miticinas. Miticina C muestra mayor conservacion, indicando presion selectiva mas
restrictiva. Miticina B presenta variabilidad. Miticina C-X1 muestra un patrén intermedio

Caracteristica Miticina B Miticina C Miticina C-X1

Distancia evolutiva maxima 0.0137 0.0043 0.0089

Rango de distancias entre grupos | 0.0 -0.0076 0.0 —0.0056 0.0 - 0.0082

Posicion en el arbol filogenético Dispersa Basal Central
Implicacion funcional Variabilidad Conservada Intermedia
evolutiva
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3.2. Analisis antimicrobiano

3.2.1. Prediccion de actividad antimicrobiana

AMPA utiliza un algoritmo basado en modelos ocultos de Markov (HMM) para identificar
segmentos peptidicos con caracteristicas fisicoquimicas tipicas de AMPs, incluyendo
carga neta positiva, hidrofobicidad, anfipaticidad y tendencia a formar estructuras a-hélice

o B-lamina.

Su analisis para miticina B (Figura 6A) revel6 un perfil de indice antimicrobiano
caracterizado por fluctuaciones pronunciadas a lo largo de toda la secuencia. El indice
antimicrobiano promedio oscil6 entre 0.150 y 0.325, con una linea de umbral establecida
en 0.225. Se identificaron multiples regiones con indice antimicrobiano superior al
umbral, distribuidas de manera uniforme a lo largo de la secuencia completa. El pico mas
prominente de toda la secuencia se situa en 0.325, aproximadamente en las posiciones 275
a 325, lo que indica la region con mayor probabilidad de actividad antimicrobiana directa
y se propone como el candidato principal para un péptido maduro activo. Sin embargo,
cada pico de indice antimicrobiano sobre el umbral probablemente corresponde a un

fragmento peptidico funcional liberado durante el procesamiento post-traduccional.

La miticina C (Figura 6B) mostr6 un perfil con caracteristicas distintivas respecto a la
miticina B, con un indice antimicrobiano que oscildé entre 0.125 y 0.300. Entre las
posiciones 200-300 se presenta el valor més alto por sobre el umbral con valores entre
0.250 a 0,275, sugiriendo que esta region representa el candidato principal para el péptido
maduro activo de esta miticina. Comparativamente, el perfil de miticina C muestra una
menor amplitud de fluctuacién que el de miticina B, con picos aproximadamente un 10 %

mas bajos.
Para miticina C-X1 (Figura 6C) revelo un perfil de indice antimicrobiano con

caracteristicas que la distinguen de las otras miticinas, con un indice antimicrobiano entre

0.10 y 0.40. Entre las posiciones 75-125, se observo el pico mas prominente de todas las
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miticinas analizadas (0.40), lo que constituye un punto de actividad antimicrobiana

excepcional dentro de la familia de miticinas de M. chilensis.

Miticina B
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Miticina C-X1
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Figura 6: Analisis de AMPA de las secuencias completas de miticinas de M. chilensis. Se
presenta el indice antimicrobiano promedio (eje Y) en funcidn de la posicion aminoacidica
(eje X) para miticina B (A), miticina C (B) y miticina C-X1 (C). La linea horizontal
punteada indica el umbral de actividad antimicrobiana (0.225). Valores por encima del
umbral indican regiones con caracteristicas fisicoquimicas compatibles con actividad

antimicrobiana directa.

Tabla 8: Sintesis de predicciones estructurales.

Propiedad Miticina B Miticina C Miticina C-X1
AMPA score 0.30 0.32 0.40
Localizacion de ) i
. o Region central (250- | Region central (75-
puntaje AMPA mas Distribuido
300) 125)
alto.
Distribuido (N- . '
o ) ) Concentrado (regiéon | Concentrado (region
Clivaje ProP 1.0 terminal hacia
central) central)
central)
Dominio
Si posee No posee No posee
transmembrana
pl 9.73 10.01 9.46
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Defensa directa, se Actividad
Mecanismos de Regulador del sistema
inserta en la antimicrobiana
accion (Prediccion) inmune, antiviral o
membrana especializada

3.2.2. Analisis ProP-1.0

El andlisis ProP 1.0 de miticina B (Figura 7A) revel6 un perfil de prediccion de clivaje
con multiples sitios de clivaje. La linea horizontal magenta representa el umbral de
probabilidad (0.5), por encima del cual los sitios se consideran probables de clivaje. La
linea azul claro en la region N-terminal corresponde a la prediccion de clivaje de péptido
senal, lo que identifica el probable sitio de eliminacion de la secuencia post-translocacion
en el reticulo endoplasmatico. El patron de distribucion de sitios de clivaje de propéptido
mostroé una concentracion predominante en dos regiones principales, la N-terminal y la
region central, con la region posterior presentando una menor densidad de sitios predichos,
aunque no logran superar el umbral. Este modelo de procesamiento moderado es
coherente con los hallazgos del analisis AMPA previo, en el que se identificaron multiples

picos de actividad antimicrobiana de magnitud moderada, distribuidos uniformemente.

El analisis ProP 1.0 de miticina C (Figura 7B) mostré un perfil diferente al de miticina B,
lo que refleja una estrategia de procesamiento mas extensa y compleja. Se observd una
densidad moderada en la region N-terminal temprana, que aumenta significativamente
hacia la region central, donde, entre las posiciones 250 y 350, se observa el patron mas
relevante del analisis, alcanzando un valor cercano a 1.0. Esto se correlaciona con el
incremento de la actividad antimicrobiana observado en el analisis AMPA de la regién

central.

El andlisis ProP 1.0 de miticina C-X1 (Figura 7C) comienza con densidad moderada en
los sitios de clivaje en su region N-terminal, similar al patron observado en miticina C,
aumentando la densidad de sitios de clivaje en la region central con una probabilidad de
clivaje entre 0.6 a 0.8, y disminuyendo para la region posterior. Al igual que miticina B,

esta no supera el umbral.
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Miticina B
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Miticina C-X1

ProP 1.0: predicted propeptide cleavage sites in MCHO04304.1chromosome Oganslation, furin-specific predic
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Figura 7: Analisis de sitios de clivaje de proteasas predichos por ProP 1.0 en miticinas de
M. chilensis. Se presentan graficos del potencial de clivaje de propéptido (eje Y) en
funcioén de la posicion aminoacidica (eje X) para miticina B (A), miticina C (B) y miticina
C-X1 (C). La linea horizontal magenta representa el umbral de probabilidad (0.5) para la
prediccion de clivaje. Las barras azul claro representan el clivaje de la péptido senal,
mientras que las barras azul oscuro representan predicciones de clivaje de propéptido.

3.2.3. Analisis TMHMM-2.0

El anélisis proporcion6 el numero de hélices transmembrana predichas, posiciones de
inicio y término de cada segmento transmembranal, el numero esperado de aminoacidos
en regiones transmembrana versus regiones extra e intracelulares, la probabilidad de
orientacion del extremo N-terminal y una representacion grafica de la probabilidad

posterior de que cada residuo se encuentre en la region transmembranal.

Para la secuencia de Miticina B (Figura 8A) se observa un pico prominente de
probabilidad transmembranal que alcanza un valor aproximado a 1.0. Este se ve definido
y localizado, indicando la presencia de una primera hélice transmembranal en los primeros
30 aminoacidos de la secuencia. Luego, en la region central, se observan picos moderados
con una distribucion no uniforme, sugiriendo la presencia de posibles dominios

transmembranales débiles o parciales, en contraste con la mayor probabilidad en la region
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N-terminal. Estos patrones disminuyen a medida se avanza a la region posterior de la

secuencia.

Para miticina C (Figura 8B) se presenta un patrén mucho mas simple y distinto comparado
al de miticina B. Se observan picos discretos y muy pequefios de probabilidad
transmembranal, con maximos aproximados de so6lo 0.05 a 0.08, practicamente
imperceptibles. En el grafico se observa que la region N-terminal es completamente

extracelular, prediccion que se mantiene a lo largo de la secuencia.

Para miticina C-X1 (Figura 8C) se mostr6 un patrén similar al de miticina C, reflejando
las caracteristicas compartidas entre estas dos isoformas. La diferencia se encuentra en la

estructura de la péptido sefial que se presenta de forma mas evidente al comienzo de la

secuencia.
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Miticina C
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Figura 8: Andlisis predictivo TMHMM de las secuencias completas de M. chilensis. Se
presentan graficos de probabilidad posterior para cada estado topologico (eje Y) en
funcién de la posicion aminoacidica (eje X) para miticina B (A), miticina C (B) y miticina
C-X1 (C). Las barras moradas representan probabilidad de dominio transmembranal,
barras azul claro representan probabilidad de region intracelular (inside) y las barras
naranjas representan la probabilidad de secretar a regiones extracelulares (outside).
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3.2.4. Analisis DeepLoc-2.1

El andlisis DeepLoc-2.1 fue empleado para validar y ampliar las predicciones de
localizacion obtenidas mediante TMHMM, proporcionando informacion sobre estrategias

de distribucion y retencion celular de cada miticina.

Para Miticina B (Figura 9A) se identificd un patréon caracteristico de una péptido sefial,
pero débil. La visualizacion muestra seis paneles separados correspondientes a diferentes
regiones de la secuencia, comenzando por el primer panel donde se observa una coloracion
inicial mayormente naranja y roja, con unos puntos azules dispersos. La coloracion de la
secuencia aminoacidica indica la probabilidad de pertenencia a una region de péptido

sefial (azul) o region en ausencia de esta sefial convencional (naranja y roja).

Para miticina C (Figura 9B) se mostré un patrén mas definido que en Miticina B y se
observan 6 paneles correspondientes a la secuencia completa. Se observa un patron
mayormente naranja y rojo en las posiciones iniciales, seguido por una zona con puntos
azules dispersos. A diferencia de la miticina anterior, en esta se puede ver una tendencia
ligeramente mayor de coloracién azul en esta region inicial, sugiriendo la presencia de
residuos catidnicos e hidrofobicos ligeramente mejor organizados. Por lo tanto, se observa

una péptido sefial mas notable que en miticina B.

Miticina C-X1 (Figura 9C) refleja diferencias en su region N-terminal y se observan 4
paneles correspondientes a la secuencia completa. Se observa un patron predominante de
naranja y rojo en posiciones iniciales consistentes con las miticinas B y C. Sin embargo,
entre las posiciones 20-60 se observan multiples puntos azules distribuidos, indicando la
presencia de residuos con caracteristicas de péptido sefial. En las posiciones 50-60 se
puede observar un alza de densidad en componentes azules. Para la seccion final de esta
secuencia se vuelve a observar una concentracion de residuos azules, probablemente

correspondientes al punto de clivaje anteriormente identificado en el analisis ProP 1.0.
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Miticina C
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Miticina C-X1
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Figura 9: Analisis de prediccion de péptidos senal mediante DeepLoc-2.1 en miticinas de
M. chilensis. Se presentan graficos de prediccion de péptido sefial para miticina B (A),
miticina C (B) y miticina C-X1 (C). La coloracion de la secuencia aminoacidica indica la
probabilidad de pertenencia a una region de péptido sefial (azul) o region en ausencia de
esta sefial convencional (naranja y roja).

3.3. Caracterizacion fisicoquimica

El andlisis fisicoquimico realizado con la herramienta ProtParam (Tabla 7) revela
diferencias notables en el tamaio de las variantes estudiadas en M. chilensis. La miticina
B se distingue por ser la isoforma mas extensa y pesada, compuesta por 557 aminoacidos
y con una masa molecular de 66,7 kDa. En contraste, las variantes miticina C y C-X1
presentan dimensiones mas reducidas y similares entre si, con longitudes de 389 y 367
residuos y pesos moleculares de 46,4 y 44,1 kDa, respectivamente. No obstante, todas las
proteinas comparten un perfil béasico, evidenciado por sus puntos isoeléctricos tedricos
(pl) elevados, que oscilan entre 9,46 y 10,01, siendo la miticina C la que exhibe el mayor

caracter catidnico.
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Tabla 9: Composicion fisicoquimica de Miticinas B, C 'y C-X1 en M. chilensis.

Miticina B Miticina C Miticina C-X1
Numero de Aminoacidos 557 389 367
pI teérico 9.73 10.01 9.46
Peso molecular 66652.06 46442.26 44128.22

Tabla 10: Composicion aminoacidica de Miticina B, C y C-X1 en M. chilensis.

Aminoacidos Miticina B Miticina C Miticina C-X1
Ala (A) 11 2.0% 12 3.1% 5 1.4%
Arg (R) 25 4.5% 20 5.1% 15 4.1%
Asn (N) 38 6.8% 27 6.9% 29 7.9%
Asp (D) 9 1.6% 4 1.0% 13 3.5%
Cys (O) 26 4.7% 14 3.6% 11 3.0%
GIn (Q) 18 3.2% 10 2.6% 22 6.0%
Glu (E) 16 2.9% 13 3.3% 12 3.3%
Gly (G) 11 2.0% 7 1.8% 5 1.4%
His (H) 28 5.0% 15  3.9% 17 4.6%
Ile (I) 58 10.4% 35 9.0% 30 8.2%

Leu (L) 47 8.4% 34 8.7% 35 9.5%
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Lys (K) 52 9.3% 44 113% 32 8.7%
Met (M) 15 2.7% 9 2.3% 13 3.5%
Phe (F) 51 9.2 35 9.0% 25 6.8%
Pro (P) 14 2.5% 10 2.6% 10 2.7%
Ser (S) 40 7.2% 23 5.9% 30 8.2%
Thr (T) 28 5.0% 27 6.9% 21 5.7%
Trp (W) 5 0.9% 3 0.8% 2 0.5%
Tyr (Y) 31 5.6% 21 5.4% 25 6.8%
Val (V) 34 6.1% 26 6.7% 15 4.1%
Pyl (O) 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0%

La composicion aminoacidica de las tres miticinas proporciona una perspectiva sobre
coémo cada isoforma adquiere su caracter basico y su especializacion funcional. Miticina
C exhibe 44 residuos de lisina (K, 11,3%) y 20 de arginina (R, 5,1%), lo que suma un total
de 64 residuos cationicos en su secuencia de 389 aminoacidos. En contraste, miticina B
presenta 52 lisinas (9,3%) y 25 argininas (4,5%), con un total de 77 residuos cationicos en
557 aminoécidos, lo que da como resultado una menor proporcion relativa de carga
positiva por residuo (aproximadamente 13,8% de carga positiva total en miticina B versus

14,4% en miticina C).

Miticina C-X1, por su parte, presenta 32 residuos de lisina (8,7%) y 15 residuos de
arginina (4,1%), con una densidad de carga cationica similar a miticina B

(aproximadamente 12,8%). Sin embargo, la disposicion especifica de estos residuos
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sugiere que miticina C-X1 podria ser un producto de protedlisis selectiva que retiene uno

o varios dominios funcionales criticos de la proteina parental (Clark et al., 2021).

Miticina B contiene 58 isoleucinas (10,4%), 47 leucinas (8,4%) y 51 fenilalaninas (9,2%),
lo que suma 156 residuos hidrofobicos (27,9% de la secuencia). Miticina C presenta 35
isoleucinas (9,0%), 34 leucinas (8,7%) y 35 fenilalaninas (9,0%), con un total de 104
residuos hidrofobicos (26,7% de la secuencia). Miticina C-X1 contiene 30 isoleucinas
(8,2%), 35 leucinas (9,5%) y 25 fenilalaninas (6,8%), lo que suma 90 residuos

hidrofébicos (24,5% de la secuencia).
3.4. Evaluacion de la expresion génica de miticinas en hemocitos de M. chilensis

Se evalud la expresion génica relativa de las tres miticinas identificadas en hemocitos de
M. chilensis bajo multiples condiciones experimentales. Los tratamientos incluyeron un
grupo control sin estimulacion solo hemolinfa; un grupo G1: Hemolinfa y desafio con V.
anguillarum; grupo G2: Hemolinfa y desafio con V. anguillarum y STM2457 y finalmente
un grupo G3: Hemolinfa y desafio con STM2457. Los hemocitos fueron extraidos después
de la estimulacion, se aisld ARN total, se sintetizo cDNA y se realizd una cuantificacion

de expresion génica mediante qPCR.

El andlisis de expresion génica de miticina C (Figura 10A) en el grupo control indic6 una
expresion basal detectable, pero reducida, en hemocitos no estimulados. Al ser estimulada
con V. anguillarum (G1), se observo un incremento en la expresion de miticina C. Al
observar la expresion del grupo G2, se identificé el nivel de expresion més elevado. Este
incremento es altamente significativo estadisticamente, donde la combinacion de
estimulacion bacteriana en conjunto con STM2457 produce un efecto potenciador sobre
la expresion de miticina C. Para el grupo G3 la expresion disminuye notablemente,
indicando que este tratamiento no mantiene la induccion de miticina C esperada y

observada en los grupos anteriores.

El analisis de expresion génica de miticina C-X1 (Figura 10B) demostrd, en el grupo
control, un nivel de expresion similar al observado anteriormente, lo que predice que esta

proteina es sintetizada a bajo nivel basal. La estimulacion con G1 produjo un incremento
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moderado en expresion siendo estadisticamente significativo (p < 0.05, indicado por *).
El resultado del desafio del grupo G2 mostr6 un nivel de expresion elevado, lo que sugiere
que este gen presenta una gran inducciéon ante la combinacidon de estos estimulos.
Finalmente, en el grupo G3, la expresion disminuy6 significativamente en comparacion

con los grupos anteriores.

La expresion génica de miticina B (Figura 10C) reveld un patron distinto a las miticinas
C y C-X1. Su grupo control se mantuvo expresado a condiciones bajas, sin embargo, los
resultados cambian para los grupos G1 y G2. Para G1 se observo un incremento descrito
solo para esta miticina, siendo el grupo con mayor expresion en comparacion con las
anteriores. En el grupo G2 se observd una disminucion notable en comparacion con los
grupos anteriores en la expresion génica de esta proteina, mientras que en los grupos
anteriores se observo una alta expresion. Esto sugiere que, bajo condiciones como las
propuestas en un desafio inmunoldgico intenso, los hemocitos reducen la sintesis de
miticina B. Para el grupo G3 la expresion aumenta ligeramente, sugiriendo una
recuperacion parcial entre la respuesta del grupo anterior. Miticina B fue la Uinica proteina

con un patroén de expresion distinto a las otras dos.
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Figura 10: Expresion relativa de mRNA de Miticina B, C y C-X1 en hemocitos de M.
chilensis bajo diferentes estimulos inmunoldgicos. Se presentan graficos de barras de
expresion relativa de ARNm (eje Y) para las miticinas propuestas bajo cuatro condiciones:
Grupo control (s6lo hemolinfa), grupo G1 (hemolinfa + V. anguillarum), grupo G2
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(hemolinfa + V. anguillarum + STM2457) y grupo G3 (hemolinfa + STM2457). Los
asteriscos indican la significancia estadistica comparativa entre condiciones: ns (no
significativo), * (p < 0.05), *** (p <0.001) y **** (p <0.0001).
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4. DISCUSION

El andlisis filogenético de las miticinas en M. chilensis reveld patrones de divergencia
evolutiva que proporcionan informacion crucial sobre la historia de esta familia de
péptidos antimicrobianos. La distancia evolutiva maxima observada en miticina B fue de
0.0137, comparada con la de miticina C, de 0.0043, lo que sugiere diferencias
significativas en el tiempo de divergencia desde el ultimo ancestro comiin compartido

entre M. chilensis y sus parientes cercanos del género Mytilus (Padhi & Verghese, 2008).

La mayor conservacion de miticina C, reflejada en su menor distancia evolutiva, indica
que esta isoforma ha estado bajo una presion selectiva restrictiva mas fuerte a lo largo del
tiempo evolutivo, lo que sugiere un rol funcional fundamental y conservado que es critico
para la supervivencia del hospedador (Leoni et al., 2017). Esta diferencia sugiere que la
miticina C ha experimentado cambios acumulativos menores en su secuencia a lo largo
de la evolucion, posiblemente debido a restricciones funcionales mas estrictas o a una

mayor importancia en la defensa antimicrobiana.

Este patron de conservacion diferencial es consistente con lo observado en otros estudios
sobre la evolucion de péptidos antimicrobianos, donde se ha documentado que la presion
selectiva puede variar de forma constante entre miembros de la misma familia génica
(Lazzaro et al., 2020). La menor diversidad nucleotidica en miticina C podria reflejar una
funcion inmunoldgica mas critica y menos tolerante a cambios, mientras que la mayor
variabilidad observada en miticina B sugiere una funcion que puede acomodar mas

variaciones sin perder su eficacia (Rey-Campos, Novoa, et al., 2020).

La observacion de que miticina C ocupa una posicion mas basal en el arbol filogenético
similar con M. galloprovincialis (distancia de 0.0043-0.0056), sugiere que esta es la forma
ancestral de miticina que ha sido preservada a través de multiples eventos de especiacion,
la cual puede ser encontrada en su sorprendente variabilidad de la secuencia y los niveles
de expresion de las miticinas en los mejillones, confirmando el papel fundamental de estos

antibioticos naturales en la antigua interaccion huésped-patdégeno de estrategias de
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inhibicion mutua, evasion y adaptacion (Pallavicini et al., 2008). Esto reconoce a miticina

C como una forma de AMP altamente polimoérfica con un largo historial evolutivo.

En contraste, miticina B, con su mayor distancia evolutiva (0.0076 a 0.0137), podria
representar una forma que ha divergido entre las especies de Mytilus. Esta diferencia
sugiere que M. chilensis ha desarrollado versiones especializadas de miticina B para que
sean adaptadas a su ambiente marino en especifico, mientras que miticina C mantiene una
forma ancestral compartida estrechamente con sus parientes europeos (Ver tabla 2) (Kireta

et al., 2025).

Los analisis bioinformaticos de la estructura predicha revelaron diferencias fundamentales
entre las tres isoformas de miticinas presentadas, con implicaciones importantes para sus
funciones bioldgicas. El analisis AMPA mostré6 que miticina C-X1 posee un score de
actividad antimicrobiana de 0.40, miticina C uno de 0.32 y miticina B uno de 0.30. Este
hallazgo, considerando que la miticina C-X1 es la mas compacta de las tres, sugiere que
esta miticina podria representar una version mas refinada evolutivamente, con una mayor
densidad de propiedades antimicrobianas por unidad de masa molecular (Torrent et al.,
2009). Esta ultima isoforma podria presentar actividad antimicrobiana directa y potente,
potencialmente mediante una interaccion mas eficiente con las membranas bacterianas

(Duwadi et al., 2018).

Los patrones de procesamiento proteolitico predichos por ProP 1.0 revelaron estrategias
diferenciadas de maduracion de péptidos entre las isoformas, en el caso de la Miticina B
mostro sitios de clivaje distribuidos a lo largo de la secuencia, con concentraciones
particulares en la region N-terminal y region central. Este patron es consistente con el
andlisis comparativo realizado por (Rey-Campos, Novoa, et al., 2020) en M.
galloprovincialis, quienes caracterizaron 106 variantes de péptidos antimicrobianos ricos
en cisteina e identificaron sitios de clivaje altamente conservados en posiciones criticas
del precursor proteico. Estos sitios son reconocidos especificamente por convertasas de
proteina y generan el péptido maduro catidnico a partir de una region anidnica de
extension C-terminal, revelando estrategias de procesamiento enzimatico diferenciadas,

especificas de cada isoforma.
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Por otro lado, (Domeneghetti et al., 2015) caracterizaron estructuralmente multiples
isoformas de miticina C sintetizadas en forma reducida y oxidada en M. galloprovincialis,
demostrando que fragmentos que incluyen elementos B-estructurales especificos resultan
en diferentes rangos de inhibicion contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
estos hallazgos sugieren que la densidad y distribucion de sitios de clivaje proteolitico
predichos por ProP 1.0 en miticina B (concentrados en regiones N-terminal y central)
pueden generar multiples péptidos bioactivos secundarios durante el procesamiento post-

traduccional, ampliando su arsenal antimicrobiano.

En contraste, tanto miticina C como miticina C-X1 mostraron un patréon de clivaje mas
concentrado, con sitios de clivaje principalmente en la region central de la secuencia. Este
patron diferencial sugiere que miticina B podria generar multiples fragmentos peptidicos
potencialmente activos mediante procesamiento proteolitico por proteasas, mientras que
las miticinas C y C-X1 podrian producir péptidos maduros mas definidos (Duckert et al.,
2004). Este mecanismo diferencial de procesamiento podria contribuir a la capacidad de
miticina B de actuar rdpidamente ante una amenaza inmediata, generando multiples
variantes activas simultdneamente. Esta estrategia de respuesta rdpida es consistente con
la expresion constitutiva y altamente localizada de miticinas en hemocitos de las branquias

de M. galloprovincialis, el primer tejido en contacto directo con patdgenos potenciales.

Adicionalmente,(Balseiro et al., 2011) proponen que la presencia masiva de hemocitos
expresando miticinas en la base de los pliegues branquiales podria sugerir un papel
especifico de estas isoformas en una respuesta inmunologica rapida. Experimentalmente,
miticina B representa una de las respuestas génicas mds rapidamente inducidas en
hemocitos cuando se activa la cascada de respuesta antimicrobiana, siendo
significativamente regulada en tiempos tempranos post-estimulacion inmunologica, lo
que indica su potencial como mediador de defensa innata rdpida y coordinada en la linea

defensiva branquial de los mejillones.

El andlisis de topologia de membrana utilizando TMHMM 2.0 revel6 la diferencia
funcional mas critica entre las isoformas: la presencia de un dominio transmembranal

predicho prominentemente en miticina B en comparacion con la ausencia de éste en las
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miticinas C y C-X1. Este hallazgo representa una diferencia estructural fundamental que
podria explicar, en parte, las estrategias de procesamiento proteolitico diferenciadas
observadas en cada isoforma y sus respectivos mecanismos antimicrobianos.
Especificamente, miticina B mostrd una probabilidad estimada de 0.85-0.95 de poseer al
menos un dominio transmembrana, mientras que las miticinas C y C-X1 mostraron

probabilidades inferiores a 0.1 de presentar helicoides transmembranales.

Un dominio de estas caracteristicas en miticina B sugiere que esta molécula estd
optimizada para una insercion directa en membranas bacterianas, lo cual es consistente
con un mecanismo de accién que forma poros o perturba la integridad membranal
(Hancock & Chapple, 1999; Le et al., 2017). En contraste, la ausencia de dominios
transmembranales en miticinas C y C-X1 sugiere que estos péptidos actian
principalmente en el citoplasma bacteriano o funcionan como moléculas sefializadoras sin

requerir insercion en la membrana del patdgeno (Verbeke et al., 2017).

Esta interpretacion es respaldada por una investigacion que documenta que miticina C
actia como una citoquina importante en la modulacion de la respuesta inmunologica,
reclutando hemocitos y activando genes de inmunidad (Balseiro et al., 2011). El
mecanismo de accion de citoquina no requeriria insercion transmembranal, sino mas bien
interacciones con receptores en la superficie de esta. La miticina C también ha sido
documentada como poseedora de propiedades antivirales (Novoa et al., 2016),
participacion en la regeneracion de tejidos y propiedades quimiotacticas (Balseiro et al.,
2011), todas las funciones consistentes con una molécula soluble que actia a través de

receptores celulares especificos en lugar de disrupcion fisica de membranas (Ver tabla 3).

La combinacién de herramientas como TMHMM vy DeepLoc-2.1 permite validar e
integrar predicciones de topologia de membrana con analisis mas sofisticados de
localizacion y distribucion celular, proporcionando una comprensién mas completa de las
estrategias de secrecion y retencion intracelular de proteinas y péptidos (Almagro

Armenteros et al., 2017)

Los resultados del analisis DeepLoc-2.1 para miticina B revelan un patrén caracterizado

por un péptido sefial débilmente definida, con una coloracion predominantemente naranja
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y roja distribuida a lo largo de la secuencia aminoacidica inicial, intercalada con puntos
azules dispersos. Esta coloracion, donde el azul indica probabilidad de pertenencia a una
region de péptido sefial y el naranja/roja indica ausencia de caracteristicas convencionales
de péptido sefial, sugiere una arquitectura de N-terminal ambigua (Almagro Armenteros
et al., 2017). La débil sefializacion predicha para miticina B es consistente con hallazgos
anteriores que documentan que esta miticina posee actividades antimicrobianas directas
contra bacterias gram positivas y gram negativas, pero presenta una menor sofisticacion

en su arquitectura de sefal peptidica comparada con otras miticinas (Gerdol et al., 2014).

Esta caracteristica estructural podria reflejar una estrategia de defensa clasica, donde el
péptido se sintetiza como pre-proteina pero requiere procesamiento proteolitico menos
complejo para alcanzar su estado funcional. La débil prediccion de péptido senal en
miticina B podria indicar que, aunque es sintetizada para su secrecion, su region N-
terminal carece de las caracteristicas de hidrofobicidad concentrada tipicas de péptidos
sefal canonicos bien definidos (Petersen et al., 2011; von Heijne, 1990). Este débil péptido
senal sugiere una localizacion intracelular en hemocitos, donde miticina B podria ejercer
sus funciones antimicrobianas de manera mas local o constitutiva, actuando como primera
linea de defensa directa contra patdgenos bacterianos sin requerir una secrecion sistémica

altamente eficiente.

La coloracion azul, ligeramente mas predominante en las posiciones iniciales de miticina
C que en miticina B, indica una mejor organizacion de residuos catidonicos e hidrofobicos
en su region N-terminal, sugiriendo la presencia de un péptido sefial mas robusta y

optimizada (Almagro Armenteros et al., 2017).

Esta diferencia estructural es particularmente significativa considerando que miticina C,
a diferencia de miticina B, posee funciones inmunorreguladoras ademas de actividad
antimicrobiana directa. Se ha documentado que miticina C actia como molécula
quimiotactica y reguladora inmunologica, capaz de modular la expresion de otros péptidos
antimicrobianos en respuesta a estimulos patogénicos (Balseiro et al., 2011). Este tipo de
péptido senal podria reflejar la necesidad de secrecion y procesamiento mas eficiente,

dado que miticina C debe ser liberada en la hemolinfa para ejercer sus funciones
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quimiotacticas y reguladoras del sistema inmune, lo que requiere un sistema de transporte
mas elaborado que el requerido para péptidos con funciones locales o constitutivas. El
patron de coloracion azul mas pronunciado sugiere que esta miticina posee una maquinaria
de reconocimiento y secrecion mas sofisticada, permitiendo una distribucion sistémica
que amplifica su alcance bioldgico y su capacidad de coordinar respuestas inmunolédgicas

a través de la hemolinfa del hospedero (Moreira et al., 2020).

Miticina C-X1 presenta un perfil de prediccion que refleja diferencias significativas en su
region N-terminal respecto a las miticinas B y C. El andlisis demuestra un patréon que
comienza con naranja/roja en posiciones iniciales, pero se diferencia en las posiciones 20-
60, donde se observa una distribucion multiple de puntos azules que indica la presencia
de residuos con caracteristicas de péptido sefial dispersa a lo largo de esta region
intermedia. Este patron sugiere una estructura de sefializacion fragmentada o modular
(Almagro Armenteros et al., 2017), en la que los elementos de reconocimiento de senal
no se concentran en una region compacta, sino que se distribuyen a lo largo de la
secuencia. La concentracion de residuos con caracteristicas de péptido sefial en su region
intermedia podria corresponder a un sitio secundario de procesamiento, donde tales
regiones frecuentemente se asocian a sitios de clivaje de proteasas convertasas, enzimas
que reconocen motivos de aminodcidos basicos multiarginicos como (K/R)-X-X-(K/R) y
son responsables del procesamiento de precursores de neuropéptidos y AMPs en el aparato

de Golgi (Colon & Bhave, 2016; Duckert et al., 2004).

El andlisis bioinformatico también revela una concentracion de residuos azules al final de
la secuencia de miticina C-X1, que corresponde al punto de clivaje predicho por ProP 1.0.
La coincidencia entre la concentracion de prediccion azul en DeepLoc-2.1 (indicativa de
caracteristicas tipo péptido sefial o de procesamiento) y los sitios predichos por ProP 1.0
sugiere que estos puntos corresponden a sitios funcionales de proteolisis, donde proteasas
del hospedero o serina proteasas antimicrobianas inherentes al péptido podrian liberar el
dominio maduro funcional del precursor (Van den Steen et al., 2002). Esta estructura
sugiere una estrategia evolutiva en la que un Unico transcrito de preproproteina puede
generar multiples péptidos bioactivos, maximizando la diversidad funcional y permitiendo

flexibilidad en la respuesta inmunologica (Petersen et al., 2011).
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Las propiedades fisicoquimicas de los AMPs representan determinantes criticas de su
funcién bioldgica, afectando mecanismos de accion, especificidad contra patdégenos y
potencial terapéutico. Caracteristicas como el peso molecular, la carga neta y el punto
isoeléctrico (pl) no son meramente descriptivas, sino que son funcionalmente relevantes
para la interaccion de estos péptidos con membranas bacterianas y su distribucion celular
(Osorio et al., 2015). El andlisis fisicoquimico realizado mediante la herramienta
ProtParam nos permite interpretar las estrategias moleculares empleadas por diferentes

miticinas de M. chilensis en su funcion defensiva.

La miticina B se distingue por ser la isoforma més extensa y pesada, compuesta por 557
aminoacidos y con una masa molecular de 66,7 kDa. En contraste, las variantes miticina
C y C-X1 presentan dimensiones reducidas y similares entre si, con longitudes de 389 y
367 residuos y pesos moleculares de 46,4 y 44,1 kDa, respectivamente. Esta disparidad
de tamafio, de aproximadamente un 30 % mayor para miticina B que para las otras dos

variantes, sugiere estrategias funcionales fundamentalmente distintas.

El mayor tamafio de estas miticinas despierta interés considerando que la mayoria de
péptidos antimicrobianos reportados en la literatura cientifica oscilan entre 12 y 100
residuos (Zhang & Gallo, 2016), con longitudes Optimas generalmente entre 20 y 40
aminoacidos (Osorio et al., 2015). La presencia de una miticina B con 557 residuos sugiere
que esta proteina no representa un AMPs en el sentido convencional, sino que
probablemente sea un precursor de pro proteasas o una proteina multidominio de la que
pueden derivarse péptidos maduros mas pequefios mediante procesamiento proteolitico
(Couture et al., 2011). Esta interpretacion es congruente con el andlisis anterior de
prediccion de péptidos senal mediante DeepLoc-2.1, que sugeria multiples sitios de clivaje

en estas miticinas.

En contraste, el compacto tamafio de miticinas C y C-X1 (389 y 367 residuos) se alinea
mejor con proteinas multidominio pequefias o péptidos maduros derivados de prote6lisis
limitada, los cuales siguen siendo mas grandes que los AMPs canonicos clasicos, pero
mas pequefios que miticina B, sugiriendo que estas isoformas pueden representar

productos de procesamiento proteolitico parcial o proteinas estructuralmente distintas
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optimizadas para funciones especificas sin requerir proteolisis adicional para alcanzar una

Optima actividad antimicrobiana (Kireta et al., 2025).

A pesar de sus diferencias en tamafo, todas las proteinas comparten un perfil basico
evidenciado por sus puntos isoeléctricos tedricos (pl) elevados, que oscilan entre 9,46 y
10,01. Miticina C exhibe el mayor caracter catiénico con un pl de 10,01, seguida por
miticina B con un pl de 9,73 y miticina C-X1 con un pl de 9,46. Los valores de pl
superiores a 10 son muy caracteristicos de péptidos antimicrobianos naturales, reflejando
una abundancia de residuos cationicos basicos (lisina y arginina) que confieren carga neta
positiva incluso a pH fisioldgico (Osorio et al., 2015). La carga positiva que resulta de
este alto pl es determinante de una actividad antimicrobiana, ya que facilita la atraccion
electrostatica hacia las membranas bacterianas cargadas negativamente (Lopez Cascales

etal., 2018).

El analisis de la composicion aminoacidica de las tres isoformas de miticinas reveld
patrones distintivos que reflejan diferencias funcionales especializadas. Aunque todas
exhiben cardcter cationico marcado, tipico de péptidos antimicrobianos, la densidad
relativa de carga positiva varia. Miticina C exhibe la proporcion mas alta (14,4% residuos
catidnicos), seguida por miticina B (13,8%) y miticina C-X1 (12,8%). Estas diferencias
sugieren que cada isoforma estd optimizada para diferentes estrategias de interaccion
membranal.

En cuanto a contenido hidrofébico, miticina B exhibe la mayor densidad (27,9% residuos
hidrofobicos), seguida por miticina C (26,7%) y miticina C-X1 (24,5%). La composicion
diferencial de residuos catidnicos e hidrofobicos entre isoformas, combinada con su

disposicion especifica en la secuencia, sugiere especializacion funcional divergente.

Un hallazgo particularmente relevante es que las tres miticinas mantienen un balance
relativamente consistente de carga cationica versus hidrofobicidad, con radios de
aproximadamente 12-14% residuos cationicos versus 25-28% residuos hidrofobicos. Esta
proporcion cae dentro del rango 6ptimo conocido para eficacia antimicrobiana (Lopez
Cascales et al., 2018). Estudios previos han demostrado que el equilibrio entre residuos

cationicos e hidrofobicos es critico, ya que un exceso de carga catidonica (>14-16%) puede
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reducir la actividad antimicrobiana al aumentar la tendencia del péptido a precipitar o a
ser repelido por cambios electrostaticos en la membrana bacteriana, mientras que la
deficiencia de residuos cationicos (<8-10%) resulta en una atraccion electrostatica

insuficiente para iniciar la interaccion membrana-péptido (Oniate-Garzon et al., 2017).

La presencia de multiples residuos de cisteina también es importante, miticina B contiene
26 cisteinas (4,7%), miticina C contiene 14 (3,6%), y miticina C-X1 contiene 11 (3,0%).
La presencia de estos residuos en proporciones elevadas (3-5% de la secuencia) es
caracteristico de AMPs derivados de invertebrados marinos como bivalvos (Gerdol et al.,
2012). Los puentes disulfuro formados por cisteinas no solo estabilizan la estructura de
estas proteinas, sino que también confieren resistencia a proteolisis, permitiendo que
miticinas mantengan actividad incluso en ambientes de pH variable o presencia de
proteasas, como los de la hemolinfa marina donde experimentan condiciones de hipoxia,

estrés salino, y presencia de bacterias proteoliticamente activas (Novoa et al., 2016).

Cuando el pH del medio ambiente iguala el pl de una proteina, la proteina tiende a
precipitar y perder funcion biologica (Osorio et al., 2015). Las miticinas con pl cercano a
10, son basicas y permaneceran cargadas positivamente en practicamente todos los
ambientes bioldgicos fisioldgicos (pH 5,5-8,5). Esta caracteristica asegura maxima
solubilidad en los ambientes donde funcionan hemolinfa (pH ~7,8), granulos hemoliticos
(pH variable pero tipicamente neutro a levemente acido), y potencialmente dentro de
vesiculas acidas tras ingestion por células inmunoldgicas, sin embargo, en ambientes
acidos el pH podria aproximarse a valores donde estas proteinas podrian modular su carga,
mejorando su interaccidon con membranas como se ha documentado para miticina C de M.

galloprovincialis (Novoa et al., 2016).

La cuantificacion mediante qPCR de la expresion relativa de genes que codifican AMPs
en hemocitos proporciona una ventana molecular directa hacia como estos organismos
discriminan y responden a desafios patogénicos especificos. El presente analisis de
expresion génica de miticinas B, C y C-X1 en hemocitos de M. chilensis bajo desafios con
Vibrio anguillarum y tratamiento con STM2457, un inhibidor selectivo de METTL3

(methyltransferase-like 3), revela estrategias especializadas de regulacion inmunolédgica y
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potenciales roles de la metilacion del ARN (m6A) en la organizacion de defensas
antimicrobianas. Miticina C mostr6 un incremento significativo (p < 0.0001) en el grupo
desafiado con Vibrio anguillarum y STM2457 (G2), lo que representd el nivel de
expresion maximo entre todos los tratamientos evaluados. Esta alza de expresion en G2
sugiere un efecto potenciador en el que la inhibicion de METTL3 amplifica la respuesta
transcripcional a la estimulacion bacteriana (Cao et al.,, 2024). En contraste, la
disminucion en el desafio con STM2457 (G3) indica que la inhibicidon de metilacion m6A
no sostiene la induccion previamente observada, sugiriendo que la via de METTL3/m6A
requiere activacion simultanea de receptores de reconocimiento de patogenos (TLRs,
especificamente TLR4 por lipopolisacaridos bacterianos de Vibrio) para mantener su

efecto potenciador (Cao et al., 2024; Pallavicini et al., 2008).

Miticina C-X1 presentd un patron de expresion similar, con un incremento en el grupo G1
(p < 0.05) y una alta expresion en G2 (p < 0.0001), confirmando que ambas isoformas C
responden a la combinacién de estimulacion bacteriana e inhibicion a la metilacion de
mo6A. Sin embargo, miticina B exhibi6 un patrén distinto, siendo esta la tinica proteina
que alcanzdé su maxima expresion en respuesta a Vibrio anguillarum (G1), con una
pronunciada supresion en el grupo G2 donde las miticinas C y C-X1 alcanzaron su
maxima expresion. Esto sugiere que miticina B y sus homologos podrian estar sometidas
a regulaciones epigenéticas opuestas en el contexto de la metilacion de m6A, consistente
con estudios recientes que documentan roles divergentes de m6A en la regulacion de

distintos mediadores inmunologicos (Liang et al., 2023; Zhang et al., 2021).

La inhibicion selectiva de METTL3 mediante STM2457 actia como herramienta
molecular para interrogar el papel especifico de la regulacion epigenética dependiente de
mo6A en la expresion diferencial de miticinas (Bedi et al., 2023). Los cambios observados
en los niveles de expresion sugieren al menos dos estrategias regulatorias distintas
operando en paralelo (Zaccara et al., 2019). La primera estrategia es llevada a cabo a través
de liberacion por desmetilacion, hecha por ambas isoformas de miticina C. La regulacion
positiva de ambas isoformas de miticina C en el grupo G2, se inhibi6 METTL3 bajo
desafio con V. anguillarum, sugiere un mecanismo en el cual estas isoformas podrian estar

sometidas a represion epigenética basal dependiente de m6A. De ser asi, la inhibicion de
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METTL3 con STM2457 reduciria los niveles de m6A globales y alteraria selectivamente
la estabilidad de mRNA relacionados inmunolégicamente, permitiendo que genes
especificos de Miticina C y C-X1 fueran regulados de forma positiva (Sun et al., 2024).
Este patron seria consistente con modelos donde lectores de m6A como YTHDEF2
reconocen marcas de m6A en la region cercana al codon de parada de los transcritos,
reclutando un complejo que mediaria la degradacion del mRNA (Wang et al., 2014) .
Cuando STM2457 reduce la metilacion m6A mediada por METTL3, se elimina esta
marca represiva, evitando el reconocimiento por YTHDF2 y aumentando la estabilidad
del mRNA (Du et al., 2016). La presencia de V. anguillarum (G2) amplia este efecto
mediante activacion de PRRs, que convergen sobre vias de activacion transcripcional que
cooperan con el cambio epigenético para generar una maxima induccion (Lou et al., 2021).
De este modo, la liberacion por desmetilacion de miticinas C y C-X1 sugiere que estas
isoformas estan optimizadas para una respuesta inmunoldgica sostenida bajo estrés

multiple, donde la represion basal es removible contextualmente.

La segunda estrategia consiste en la expresion diferencial de Miticina B, que sugiere un
mecanismo inverso al anterior. La expresion maxima de Miticina B en el grupo Gl
(desafiado solo con V. anguillarum) contrasta con su supresion en el grupo G2, sugiriendo
que el mRNA precursor de miticina B contiene marcas de m6A que promueven su
traduccion rapida bajo condiciones bacterianas agudas. Esto es consistente con el modelo
de lectores YTHDF1, que al estar asociado a marcas de m6A cercanas al codon de parada
o en sitios de splicing especificos, reclutan complejos de traduccién y factores de
estabilizacion, permitiendo traduccion eficiente y reclutamiento de ribosomas (Chen et
al., 2023; Du et al., 2016; Patil et al., 2018). Cuando METTL3 es inhibido (G2), se reduce
la metilacion de m6A del transcrito de miticina B mediante eliminacion de la actividad
del complejo metiltransferasa (Karandashov et al., 2024), lo que resultaria en la pérdida
de estas marcas facilitadoras para la traduccion. La rapida respuesta de miticina B a V.
anguillarum con expresion maxima en G1 sugiere que el transcrito de miticina B es un
objetivo directo de estabilizacion y traduccion dependiente de m6A que ocurre en tiempos

muy cortos post-estimulacioén (Sun et al., 2024). Por lo tanto, miticina B representa una
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defensa antimicrobiana rapida y optimizada epigenéticamente para una respuesta

inmediata.

Una posible interpretacion de los patrones de expresion observados es que podrian ser
compatibles con roles funcionales distintos para cada isoforma de miticina, tal como se ha
propuesto en otros sistemas regulados por m6A. Miticina B con su estructura que sugiere
un procesamiento proteolitico distribuido e insercion transmembranal segin el analisis
bioinformatico previo, aparenta comportarse como un efector de respuesta rapida que
requiere traduccion coordinada para generar multiples fragmentos bioactivos capaces de
actuar sinérgicamente en la formacion de poros durante la fase aguda de la respuesta
inmunologica. El hecho de que su expresion disminuya cuando se inhibe METTL3 es
consistente con un escenario en el que la metilaciéon de m6A facilitaria la traduccion de
miticina B, aunque este mecanismo no fue evaluado directamente en este trabajo y

permanece como una hipdtesis a contrastar en estudios futuros (Zhang et al., 2021).

En contraste, el comportamiento de miticinas C y C-X1 sugiere una dindmica con mayor
compatibilidad a una respuesta sostenida y especializada, en la que la acumulacion
progresiva de transcritos bajo la inhibicion de METTL3 podria indicar algin tipo de
regulacion epigenética flexible, potencialmente asociada a mecanismos de represion y
liberacion dependientes de m6A descritos en otros modelos (Chen et al., 2023; Wang et

al., 2014).

En conjunto, los perfiles de expresion en respuesta a V. anguillarum sugieren una posible
estrategia de discriminacion patdgena, donde miticina B participa preferentemente en una
fase de respuesta rapida, mientras que miticinas C y C-X1 contribuirian a una respuesta
prolongada y moduladora. Esta idea es coherente con antecedentes que muestran la
expresion constitutiva de miticina C en hemocitos de branquias de M. galloprovincialis,
asociada a la vigilancia frente a patogenos (Balseiro et al., 2011), pero en M. chilensis la
contribucion de mecanismos dependientes de m6A sigue siendo especulativa y requerira
estudios especificos a nivel de metilacion para ser confirmada. Sin embargo, el analisis en
M. chilensis muestra que, bajo estimulacion activa con V. anguillarum, la regulacion

depende de moA.
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5. CONCLUSION

La intensificacion de la acuicultura ha generado una crisis de salud global debido a la
sobrecarga de antibidticos convencionales en sistemas de produccion intensiva, lo que
acelera la emergencia de bacterias multirresistentes que se transfieren entre entornos
acuaticos, sistemas terrestres y poblaciones humanas. En el ambiente acuatico, los genes
de resistencia antimicrobiana se transfieren de forma horizontal entre patdgenos,
comensales y la microbiota ambiental, constituyendo un reservorio critico para la
diseminacion global de la resistencia. Para los bivalvos, particularmente mejillones y
ostras, los cuales representan 20 millones de toneladas anuales de produccion global
aproximadamente, la presencia de patdogenos como OsHV-1, Vibrio spp., norovirus y
bacteriofagos ha impulsado una busqueda urgente de alternativas a los antibidticos que
sean sostenibles, ecoldgicamente amigables y eficaces. En este contexto, los péptidos
antimicrobianos endogenos, como las miticinas, emergen como una solucion
intrinsicamente adaptada al ambiente marino, capaz de reforzar la bioseguridad de los
sistemas de cultivo sin incrementar la carga de resistencia antimicrobiana en los
ecosistemas costeros. De este modo, el estudio de la inmunidad innata de M. chilensis se
alinea directamente con las prioridades globales en resiliencia sanitaria y con el enfoque

One Health, integrando salud humana, animal y ambiental en un mismo marco conceptual.

El presente seminario ha confirmado la presencia de miticinas en M. chilensis, con
expresion diferencial en hemocitos frente a estimulos inmunologicos. El andlisis
filogenético confirmd la existencia de tres isoformas ortdlogas de miticinas en M. chilensis
y establecid su relacion evolutiva con homologos de M. galloprovincialis y M. edulis. La
prediccion multidimensional mediante AMPA, ProP 1.0, TMHMM 2.0 y DeepLoc-2.1
demostr6 que todas las isoformas propuestas exhiben propiedades fisicoquimicas
distintivas de AMPs funcionales tales como puntos isoeléctricos elevados (9,46-10,01),
contenido de cisteinas caracteristico (3,0-4,7%) y una péptido sefial conservado. Miticina
B presenta procesamiento proteolitico distribuido e insercion transmembranal predicha,
lo que sugiere la generacion de multiples fragmentos bioactivos para la formacion de

poros. Miticinas Cy C-X1 exhiben dominios mas compactos compatibles con funciones
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moduladoras. En conjunto, estos resultados integran coherentemente la evidencia
evolutiva, estructural y topoldgica, consolidando a las miticinas de M. chilensis como un
sistema de modelo en el que es posible vincular, de manera directa, variaciones de

secuencias, organizacion de dominios y funciodn inmunolodgica.

Su composicion aminoacidica revel6 una especializacion funcional diferenciada. Miticina
C exhibe la mayor densidad de carga catidnica (14,4% residuos K y R), seguida por
miticina B (13,8%) y C-X1 (12,8%), optimizando interacciones electrostaticas con
membranas bacterianas. Miticina B presenta una alta hidrofobicidad (27,9% de residuos
I, L y F), facilitando insercién membranal, mientras que las miticinas C (26,7%) y C-X1
(24,5%) balancean hidrofobicidad con flexibilidad estructural. La distribucion espacial de
residuos criticos sugiere que miticina C-X1 podria representar un fragmento proteolitico
funcional, ampliando diversidad desde un repertorio génico limitado. Este modelo
caracterizado por sus nucleos catidonicos e hidrofobicos redistribuidos en cada isoforma,
respalda la idea de un disefio evolutivo fino en el que pequefias modificaciones en la
secuencia permiten ajustar la especificidad frente a distintos patogenos y ambientes. En
particular, la compacidad de miticina C-X1 la posiciona de manera prometedora para el
disefio racional de péptidos sintéticos o recombinantes, en los que se pueda maximizar la

potencia antimicrobiana y minimizar el costo energético de sintesis para el hospedero.

Los ensayos de qPCR demostraron una expresion diferencial genuina de miticinas en
hemocitos frente a V. anguillarum. Miticina B alcanzé su maxima induccion en el grupo
G1, lo que confirma su rol como efector primario de la respuesta aguda. Parad6jicamente,
las miticinas C y C-X1 presentaron su maxima expresion en el grupo G2, lo que sugiere
una regulacion epigenética completa. Estos resultados validan la hipdtesis central y

revelan un escenario previamente no documentado para M. chilensis.

El hallazgo mas significativo fue la evidencia indirecta de dos estrategias regulatorias
dependientes epigenéticamente de METTL3. Miticina B mostr6 una gran dependencia de
esta para su maxima expresion en hemocitos, lo que sugiere que la metilacion de m6A
facilita la traduccion rapida requerida para una respuesta inmunoldgica aguda. En

contraste, las miticinas C y C-X1 exhibieron represion basal removible mediante la
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inhibicion de METTL3, lo que indica una regulacion negativa dependiente de m6A que
se desactiva bajo estrés inmunologico multiple. M.chilensis demuestra asi una
discriminacion patogénica sofisticada; una defensa inmediata seguida de una modulacion
sostenida. La incorporacion explicita de la metilacion de ARN en la interpretacion de la
respuesta inmune de M. chilensis abre una nueva dimension de estudio en inmunologia de

invertebrados marinos.

Aunque se confirmaron una estructura molecular y una expresion diferencial, ningun
péptido maduro fue aislado, purificado ni evaluado funcionalmente mediante
espectrometria de masas o ensayos MIC/MBC. La interpretacion de los mecanismos de
mo6A permanece especulativa, sin validacion directa. Estas limitaciones restringen las
conclusiones sobre una actividad antimicrobiana real y sobre mecanismos regulatorios

moleculares precisos.

En un contexto de crisis global ante una creciente resistencia antimicrobiana, donde
organismos como los bivalvos producen cerca de 20 millones de toneladas anuales
enfrentandose a patdgenos como Vibrio spp y OsHV-1, las miticinas propias y nativas de
estos ofrecen alternativas sostenibles y ecoldgicamente visibles a los antibidticos
convencionales. Para la industria acuicola chilena, esta caracterizacion molecular habilita
multiples estrategias practicas de aplicacion inmediata, como la seleccion de organismos
con genotipos de alta expresion de miticinas para generar hatcheries resistentes, una
optimizaciéon de condiciones ambientales que maximicen la expresion basal sin una
intervencion farmacologica, desarrollo de dietas funcionales enriquecidas con precursores
aminoacidicos especificos (lisina, arginina, isoleucina, leucina, fenilalanina) que
potencien la sintesis de estas proteinas bajo estrés ambiental, y establecimiento de
biomarcadores pasados en qPCR para monitoreo inmunoldgico continuo de poblaciones

en cultivo.

Desde una perspectiva biotecnologica, las miticinas representan candidatos prometedores
para sintesis recombinante dad su alta carga catiénica (pl > 9,4), facilitando una

produccion en sistemas bacterianos. Ademas, su potencial de sinergia con antibidticos
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excluidos por generar resistencia abre posibilidades de recuperacion terapéutica en un

contexto donde las opciones farmacoldgicas se reducen progresivamente.

M. chilensis se posiciona como modelo emergente de inmunidad innata sofisticada,
demostrando que los invertebrados marinos pueden poseer una amplia diversidad
funcional desde repertorio génicos limitados mediante regulacion epigenética compleja.
Las variantes genéticas de miticinas identificadas proveen herramientas moleculares
innovadoras para evaluar resiliencia poblacional frente a hipoxia costera, acidificacion
ocednica y patogenos emergentes, informacion critica para el manejo sostenible de

recursos genéticos tanto silvestres como acuicolas.

La agenda de investigacion prioritaria incluye aislamiento proteico y caracterizacion
estructural mediante HPLC, ensayos funcionales MIC/MBC contra Vibrio spp., y otros
patdgenos locales, validacion directa de mecanismos de m6A mediante m6A-RIP,
MeRIP-seq o metatrasncriptomica, analisis de variacion poblacional para identificar
alelos resistentes, y estudios comparativos de expresion espacial entre hemocitos
branquiales, digestivos y gonadales. Este trabajo establece asi la plataforma molecular
para la optimizacion sostenible de la industria acuicola chilena, posicionando las miticinas
de M. chilensis como paradigma emergente de bioseguridad acuicola en la era de la
resistencia antimicrobiana global. Adicionalmente, la integraciéon futura de estas
herramientas moleculares con programas de seleccion genética, dietas funcionales y
estrategias de manejo no farmacoldgicas permitira disefiar esquemas de produccion en los
que la robustez inmunolédgica de M. chilensis sea un atributo central, y no un subproducto,
del sistema productivo. La generacion de paneles de biomarcadores basados en la
expresion de miticinas y su regulacion por m6A podria traducirse en sistemas de
monitoreo temprano del estado inmunolégico de los cultivos, facilitando decisiones de

manejo preventivo frente a brotes infecciosos y eventos de estrés ambiental extremo.
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ANEXOS

1.1. Extraccion de ARN

. Limpiar y esterilizar gabinete de bioseguridad

Preparar ImL de TRIzol en un tubo eppendorf de 2mL, agregar esfera de cerdmica
estéril y rotular.

Sobre una placa de Petri, cortar entre 30-100 mg de tejido del cual se extraera ARN
y llevarlos a el tubo eppendorf previamente preparado.

Homogenizar en Tissuelyser y configurar su frecuencia a 24 oscilaciones, durante 10
minutos.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.
Centrifugar durante 5 minutos a 4°C a una velocidad de 12000g.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 2mL, descartar pellet, rotular y retirar
esfera de ceramica.

Dentro del gabinete de bioseguridad afiadir 200pL de cloroformo al tubo nuevo,
voltear manualmente 15 veces y dejar incubar en hielo durante 3 min.

Centrifugar durante 15 minutos a 4°C a una velocidad de 12000g.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5mL y rotular.

Dentro del gabinete de bioseguridad anadir 500uL de isopropanol, voltear
manualmente e incubar durante minimo 40 min a -20°C o -80°C.

Retirar de incubadora y manejar muestra sobre recipiente con hielo, centrifugar
durante 10 min a 4°C a una velocidad de 12000g.

Descartar sobrenadante y afiadir ImL de etanol al 75%

Aplicar vortex hasta lavar pellet.

Centrifugar durante 5 min a 4°C a una velocidad de 7500rpm.

Repetir paso 13 y 14

Descartar la cantidad méxima de sobrenadante posible, utilizar spin de ser necesario.

Secar el tubo sobre hielo durante 10 min.
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19.

20.
21.

22.

En base a la cantidad de pellet, utilizar entre 20-50uL de agua BM (Grado biologia
molecular), homogenizar en vortex durante 20 segundos y spin.

Cuantificar en Nanodrop (Analizar concentracion 260/280 y 260/230)

Finalmente determinar la integridad mediante electroforesis en gel MOPS 1.2% (Gel
MOPS: 4uL gel Red, 900uL formalina, 5S0mL MOPS y 0,6g de agarosa) por pocillo
afiadir 4puL (2pL de azul y 2uL de muestra).

Una vez analizada la integridad y pureza, en un nuevo tubo de 1,5 mL rotulado

concentrar la muestra a 200ng/puL, utilizando RNA y agua BM.
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1.2. Sintesis de cDNA
1. Enun tubo estéril de 0,2 mL anadir:

a. 1uL de RNA (200ng/uL).
b. 1puL de Random Primer u Oligo (dt), segun se requiera.
c. 10pL de agua BM.
d. Dar vortex y mezclar con micropipeta.
e. 4uL de Buffer reaction (5X).
f. 1uL de inhibidor de RNasa Ribolock (20U/uL)
g. 2uL de ANTP Mix
h. Agregar 1uL de transcriptasa inversa RevertAid H Minus (200 U/pl)

Reactivo Reaccion 1X (10pL) | Reaccion 1X (20pL)
Random Primer / Oligo (dt) 0.5 1
Buffer reaction (5X) 2 4
Agua BM 4.5 9
Ribolock (20U/uL) 0.5 1
dNTP Mix 1 2
RevertAid H Minus (200 U/pul) 0.5 1

2. Homogenizar en vortex, luego aplicar spin.

3. Ubicar tubo en el termociclador Esco Swift Maxi, utilizando el siguiente

programa:
Temperatura (°C) Tiempo (min)
Ciclo 25 5
Ciclo 42 60
Ciclo 70 5
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4. Una vez finalizado el programa anadir 80uL de agua BM y almacenar muestras

segun sea necesario (maximo una semana a -20°C o 5 afios a -80°C)
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1.3. qPCR SYBR Green

1. Descongelar las muestras de cDNA sobre un recipiente con hielo sin aplicar vortex

0 spin.

2. Esterilizar en gabinete de bioseguridad materiales a utilizar: guantes, micropipetas,
puntas de micropipeta, agua BM, gradilla, placa de qPCR, film optico de placa,
soporte de placa, recipiente de puntas, lapiz y tubos eppendorf, utilizando el filtro

UV de la camara de bioseguridad durante 15 minutos.

3. Configurar el programa a utilizar y la placa en el computador y encender el
termociclador QuantStudio 3,

4. Enun tubo eppendorf de 1,5 mL preparar mix de reaccion a trabajar.

Reactivo Reaccion 1X (uL)
Agua BM 1,75
PowerUp SYBR Green Master Mix (2X) 5
Primer Forward 0,625
Primer Reverse 0,625
cDNA 2
Volumen final 10

5. En cada pocillo de la placa cargar 8 pL. de mix sin cDNA, evitando la formacion de

burbujas

6. Luego, se toman 2 uL. de cDNA homogenizando con la micropipeta y repetir la misma

maniobra de manera exacta por cada muestra.

7. Sellar la placa con film 6ptico y dar spin para eliminar las posibles burbujas que se

puedan haber formado. En caso de encontrar burbujas, repetir.

8. Ubicar placa en el termociclador y continuar

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

50 2 min Hold
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95 2-10min 1

95 15 seg 40

Tm = 60 1 min 40

Para curva de melting utilizar los valores por defecto

50 2 min Hold

95 2-10 min 1

95 15 seg 40
Tm 55-60 1 min 40

Para curva de melting utilizar los valores por defecto
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1.4. Alineamiento ampliado

Consensus
Identity

1. M. chilensis myticin B

2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2

.M.

.M.

galloprovincialis mytilin B 3
galloprovincialis mytilin M

Consensus
Identity

1. M. chilensis myticin B

galloprovincialis mytilin B 3
galloprovincialis mytilin M

2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2

.M.

.M.

. galloprovincialis mytilin B 2
. galloprovincialis mytilin B 3
. galloprovincialis mytilin M

Consensus
Identity
1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

.M

.M

.M

1'60 |?0 |§0 |?0 290 2!0 Z%D Z%D 2?0 2?0 2§0 2?0 Z'BO 2'90 390
AEEAGGATETTTTATTTAAGALTT CATTTTARALG CEA GTATTTT CETATATATTT GAAAATT GGEATARAAAAGAT CATACAT TTATAATTEAAGATATATETT GTTTTTATAAAGTAAATE TTATGGTATAARTATTT GGAAAGETAGH

ACCAGGGATCTTTTATTTAAGACTTGATTTTAAACGGCAGTATTTTGC TACACATTTGAAAATTGGCATAAAAAAGATGATACATTTACAATTCAAGATATATCTTGTTTTTATAAAGT AAATCTTATGGTATAAATATTTGGAAAGCTAGH

! 10 20 20 40 50 60 70 8 % 100 110 120 130 140 150
AT GAAGGEA GEARTTATTETGGETATT GETETT GTAGEARTTATT GEAGGTAT GTT GTTAETTTTATTTAAA GTAATATTAAAT GTTTTARAKEEAGA GY GARRT GTTAT G GTETT GTY GEGTTT GEATATTATACTTATTTAA GAETTTE

ATGAAGGCAGCAATTATTCTGGCTATTGCTCTTGTAGCAATTATTGCAGGTATGTTGTTACTTTTATTTAAAGTAATATTAAATGTTTTAAAACCAGAGTGARATGTTATGGTC TTGTTGCGTTTGCATATTATACTTACTTAAGACTTTC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 490 410 420 430 440 450
ETGTAAAAGTTGEAAAATTTGGTT GAATAGATAAGGATTTTAGACT GGTATTETGACACCTTTAT GAAAATTACAAAGEAGGTAT GACCAGATATETATTT GEC GE GETAGTTEATAT GAACTTAAAAAATCTETATATTATAATCATGTT

CTGTAAAAGTTGCAAAATTTGGTTGAATAGATAAGGATTTTAGACTGGTATTCTGACACCTTTATGAAAATTACAAAGCAGGTATGACCAGATATCTATTTGCCGCGCTAGTTCACATGAACTTAAAMAAATCTCTATATTATAATCATGTT
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460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 ‘

Consensus GTTATACEGTATTAAAAATTTCATETEGAAAAAAA GACAAGAAAAATATTE TTATTTET GTEGCGAAATATAGECATGTTTTATGGTTTTCTECATTTTAL
Identity |
1. M. chilensis myticin B TTACAAAAATTCAAAGTAAAATTGCTCTATATATTTCTAACTATTTGATGAAGTTATACCGTATTAAAAATTTCATCTCGAAAAARAGAC AAGAAAAATATTCTTATTTCTGTCGGAAATATAGCCATGTTTTATGGTTTTGTCCATTTTAC
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3
.M.

galloprovincialis mytilin M

510 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 7%
Consensus IGTTRAT GATGER G g d
Identity
1. M. chilensis myticin B GTTCATGATGCCGAAATCATAACTAAATGACTTCTAAAAAAACACAATTAATTTAATGCGGC TAAAGAAATAAATGTATGTTAACTATGGAAAC TAAGGAAACCAATGTTTTAATCTCAGCGAGAGAAACTAAGTGAAATGT TTAAACTAT
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3
24. M. galloprovincialis mytilin M
50 770 780 7% 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
Consensus FTAATTTAGCATEAAAAGATACAT GT GTTACETAATA GACTEAAT ACTAT GTTAGTEATATTT G GECATAACTATTTATATTTCAAGTTT GTGETATTETTTTT GTGGTEAGT GTTTETACAT GACAAAAACTTAAATA GTT GT CTEAARAC
identity ]
1. M. chilensis myticin B ITAATTTAGGATCAAAAGATACATGTGTTACC TAATAGACTCAATACTATGTTAGTCATATTTGGCCATAACTATTTATATTTCAAGTTTGTGCTATTCTTTTTGTGGTCAGTGTTTCTACATGACAAMAACTTAAATAGTTGTGTCAAAAC
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3
24. M. galloprovincialis mytilin M

! 920 930 940 950 960 970 980 990 1.000 1010 1020 1030 1,040 1,050 1,060
Consensus AAAAATTACG GEGT GGATATACAT GAGATAACG GTTECATTAMTATTAACAAATAT GAAATTTAACCTTTACETATCAAAGETEAAGE GETGTAATT G GTTACATETAT GETETTTT GTTTTAGTTEACEA
Identity

chilensis myticin B IAAAAATTACGGCGTGGATATACATGAGATAACGGTTCCATTAAATATTAACAAATATGAAATT TAACCTTTACC TATCARAGCTCAAGCGCTGTAATTGGTTACATCTATGC TCTTTTGTTTTAGTTCACCAGGCTGAGAGTGTAGTTACT
chilensis myticin C

chilensis myticin C X1

chilensis mytilin

coruscus mytilin 6

coruscus mytilin 7

coruscus mytilin B

. galloprovincialis myticin C clone G1.2

. galloprovincialis myticin C clone G2.1

VONOUNBWN=
zzzzzzzzx

10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7

13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M
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Consensus
Identity
1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis m;
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3

.M.

galloprovincialis mytilin M

Consensus
Identity
1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3

.M.

galloprovincialis mytilin M

galloprovincialis mytilin B 2
galloprovincialis mytilin B 3
galloprovincialis mytilin M

Consensus
Identity
1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myticin C X1
4. M. chilensis mytilin
S. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

.M.

.M.

. M.

1,070 1080 1,090

FTGTGGTTCATTATGTAAAGCGCATTGCACATTTAGAAAATGTGGGTATTTTATGTCAGTCCTCTATCATGGACGTTGCTACTGCAGATGTCTGCTTTGTGCCAGTGAACATGCCATGAAATTTCCTGTAAATGAAGGGTATGTTGCAATT)

1230 1,250 1,260 1270 1,280 1,290 1310 1330 1,340 1,350
AAAATAATAATAAATTAAGTATTATCTTACT GACTTAT GTATTTTATTCATACATCAGTGGACAGGATTT GAAATTAGGTT GATTT GTAAAT GTTGGTTTGGTAACT GEAAT GTAATAAATAL G GAACAATT GTTAACAT GTATATAATAA

AAAATAATAATAAATTAAGTATTATCTTACTGACTTATGTATTTTATTCATACATCAGTGGACAGGATTTGAAATTAGGTTGATTTGTAAATGTTGGTTTGGTAACTGCAATGTAATAAATACGGAACAATTGTTAACATGTATATAATAA,

I.SIHO |,3.90 |.100 |,‘§V0 I,?ZU ‘,‘230 |.4.4D 1,150 |,4I60 |,4I70 |,4IEO 1,5.00 ‘,5.10
GECTTETCAAACATATACATT GTATTTAGAATCCTTAATTAGTCARAAL GAGTETT GAGT GTTTETTACTAACATTCAAAA GATACATT GAAGAATTAATTTARAAGATATTTTT GEATCAGATAAAACAATTTE GATTETT GATECTACK

GCCTTCTCAAACATATACATTGTATTTAGAATCCTTAATTAGTCAAAACGAGTCTTGAGTGTTTCTTACTAACATTCAAAAGATACATTGAAGAAT TAATTTAAAAGATATTTTTGCATCAGATAAAACAATTTCGATTCTTGATCCTACC
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1,520 1,530 1,540 1,550 1,560 1570 1,580 1,590 1,600 1610 1,620 1,630 1,640 1,650 1,660

Consensus ETTGAACT GGTETTETTTTAGTAAAACCTEAACET GTTATTTACATAGTTGACAATAGTETT GACAACAGT GACAAACAC TTEAGGTETATEAGECT GAGATTT GTACTACAATCAACTTECTAGH Gl

\GECATAATTACTACAGTTATTTETTTC
Identity |

1. M. chilensis myti CTTGAACTGGTCTTCTTTTAGTAAAACCTCAACCTGTTATTTACATAGTTGACAATAGTCTTGACAACAGTGACAAACAC TTCAGGTCTATCAGCCTGAGATTTGTACTACAATCAACTTCCTAGCCATAATTACTACAGTTATTTCTTTC(
2. M. chilensis myticin C

3. M. chilensis myticin C X1

4. M. chilensis mytilin

5. M. coruscus mytilin 6

6. M. coruscus mytilin 7

7. M. coruscus mytilin B

8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2

9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1

10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7

13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M

1670 1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 179 1800 1810
Consensus T E T e T AT T TE T TE T AT TANTTTTTACATEATETEEATET GACAT GATGEEACA GAT GAAT GAAAAT GAGAREAET CARTTE G TEA CGACAT GEEEATA G GAGAAAEE GAACAAGGTGAAALT G GEATAT GAA G GEAAE:
Identity
1. M. chilensis myticin B CTTTCTTTCTTTATTTCTTTCTTTATTTAATTTTTAGATCATC TCCATCTGACATGATGCCACAGATGAATGAARATGAGAACAC TGAATTCGGRICAIGACATGCCCACAGGAGAAACCGAACAAGGTGAAACTGGCATATRIA
2. M. chilensis myti ATGAAGGCAACG]
3. M. chilensis myti ATGAAGGCAACG]
4. M. chilensis mytilin GATCATCTCCATCTGACATGATGCCACAGATGAATGAAAATGAGAACACTGAATTCGICAGGACATGCCCACAGGAGAAACCGAACAAGGTGAAACTICATATIA
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 ATGAAGGCAACG]
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 ATGAAGGCAACG]
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7 ATGAAGGCAACH]
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14 ATGAAGGCAACG]
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16 ATGAAGGCAACG]
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21 ATGAAGGCAACG
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23 ATGAAGGCAACG]
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52 ATGAAGGCAACG]
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2 GATCATCTCCATCTGACATGATGCCACAGAT GAATGAAAATGAGAACACTGAATTCGGTCAGGACATGCCCACAGGAGAAACCGAACAAGGTGARACTGGCATRTA
23. M. galloprovincialis mytilin B 3 TTTTTAGATCATCTCCATCTGACATGATGCCACAGATGAATGAAAATGAGAACAC TGAATTCGGTCAGGACATGCCCACAGGAGARACCGAACAAGGTGARACTGGCATRTRIA
24. M. galloprovincialis mytilin M GATCATRTCCATCTGACATGATGCCACAGATGAATGAAAATGAGAACACTGAATTCAITCAGGACATGCACAGGAGAAACCGAACAAGGTGAAACTGGIIATATIIA

1820 1830 1,840 1,850 1.860 1870 1880 1890 1,900 1910 1920 1930 1940 1950 1960
Consensus
Identity
1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C ATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGAIAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATAGATCCARCATT TTRTANGATAABATACGGCAGACCGACT TR AR GRENGHG ANI
3. M. chilensis myticin C X1 ATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATBT TTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTAAGATCCABCATTTTBTABGATAABATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
4. M. chilensis mytilin
5. M. coruscus mytilin 6
6. M. coruscus mytilin 7
7. M. coruscus mytilin B
8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 SATCTTGTTAGHBGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTAAATATATCTGTGTGTACGTATIT === === === == === Amsmemen memes TA== = ATACGGCAGACCGACTTT T N ARAIINIE GRNNATIG ARAR
9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1
10. M. galloprovincialis myticin C clone GS.1 ATCTTGTTAGCTGTTGTBGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATBGATCCAGCATTTT TAGGATAAATATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7 SATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATBGATCCAGCATTTT TAGGATAAATATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14 SATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGAAGTCATTGTTGGAGGT AAATATCTTTATTGAAATATATCTAIGTGTACGTAT TTTAGAAGTATAGATCCABCAT TTTT ANGATAAABATACGGCAGACCGACT TR CHN AN GRENCHG NI
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16 SATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGAAGTCATTGTTGGAGGT AAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATAGATCCABCATTTTRT ANGATAAABATAC GAAGACCGACT TR I AN GRS GG N
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31
18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21  5ATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATAGATCCAGCATTTT TAGGATAMTATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 3323  sABCTTGTTAGCTGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATAGATCCAGCATTTT TAGGATAAATATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33752  5ATCTTGTTAGCTGTTGTAGTGGCAGTCATTGTTGGAGGTAAATATCTTTATTGAAATATATCTGTGTGTACGTATTTTAGAAGTATAGATCCAGCATTTT TAGGATAAATATACGGCAGACCGACTTTTCTGA A
21. M. galloprovincialis mytilin B
22. M. galloprovincialis mytilin B 2
23. M. galloprovincialis mytilin B 3
24. M. galloprovincialis mytilin M
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Consensus
Identity

1. M. chilensis myticin B

2. M. chilensis myticin C

3. M. chilensis myticin C X1

4. M. chilensis mytilin

5. M. coruscus mytilin 6

6. M. coruscus mytilin 7

7. M. coruscus mytilin B

8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2

9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1

0. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1

1. M. galloprovmclalls myticin C clone G6.1

2. M. galloprovincialis myticin C clone G7

3. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M

1
1
1
1

Consensus
Identity

1. M. chilensis myticin B
2. M. chilensis myticin C
3. M. chilensis myti
4. M. chilensis mytilin

5. M. coruscus mytilin 6

6. M. coruscus mytilin 7

7. M. coruscus mytilin B

8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2

9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1

10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7

13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33723
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33752
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M

Consensus
Identity

1. M. chilensis myticin B

2. M. chilensis myticin C

3. M. chilensis myticin C X1

4. M. chilensis mytilin

5. M. coruscus mytilin 6

n7

. coruscus mytilin B

. galloprovincialis myticin C clone G1.2

. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1

0. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1

1. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1

2. M. galloprovincialis myticin C clone G7
3.M. galloprovmcnalls myticin C clone G9.1
14. M. gallop! Cisolate 14
15. M. galloprovmaahs myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovmaalls myticin C isolate 16~
myticin C isolate 31

18. M. galloprovmcnalls myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_23
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M

a
=4
c
G
A
2
G
3
'S

Y R

2,010 2020 2,040 2,060 2070 2,080 2,090 2100 2110 21

- | ATARTAACTGTTTTAAGTAAGA AAGTTGTTAAT GTTTACAACT CARATATGTTTTCITATT AAAATTAAATEATTEARATATTCARACAAATA
‘SATATTE GEATATTAT GIEA 1A 1ACTRC T 17T TGERRIRAT 177 TCAT T
AATTRTACTRCTTTAT TGRERER TG TTTTCATTG

ATAATAACTGTTTTAAGTAAGA AARTTGTTIATGTTTACAACTGAAATATRTTTTGTTATTAAAATTAAATCATTCAAATATTCAAACAAATA
ATAATAACTGTTTTAAGTAAGA AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAAATCATTCAAA

I GRNRANEAR GIRN R 167 ACTRCTTTAT TGN T TTTTCATTR ATAARBACTGTTTTARGTAAGARAART TGTTAATGTTTACAARTGAAATATGTTTTGTTATTAAAAT TAATCATTCAAATATTCAAACAAATAL
TTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTOTTAAAATTAAATCARTCAAATARTCAAACAAATA

ATAATAACTGTTTTAAGTAAGA AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAGATCATTCAAATATTCAAACAAATA
TTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTETTAAAATTAAATCABTCAAATABTCAAACAAATA

A AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAGATCATTCAAATATTCAAACAAATA
TTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTETTAAAATTAAATCARTCAAATATCAAACAAATA
ATAATAACTGTTTTAAGTAAGA AABTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAAATCATTCAAATATTCAAACAAATA
TTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAAATCARTCAAT AR TCAAACAAATA

I G G - A 7 T8 T ACTHCTTTAT TGN T T T AT THEMA TAATAACTGTTTTAAGTAAGA AATTGTTAATGTTTACAARTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAAATCATTCAAATATTCAAACAAATA
TTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAAATCARTCAATARTCAAACAAATA

~TAATAACTGTTTTAAGTAAGA AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTABATCATTCAAATATTCAAACAAATA
~TAATAACTGTTTTAAGTAAGA AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTABATCATTCAAATATTCAAACAAATA
AAGTTGTTAATGTTTACAACTGAAATATGTTTTGTTATTAAAATTAGATCATTCAAATATTCAAACAAATA

AATTTTACTRCTTTATT- - T TTTTTCATTG
AATTTTACTECTTTATT- - SEBTTTTTTCATTG  ATAATAACTGTTTTAAGTAAG)

RTINS GEATATTAT GITA 1787 AC TRCTTTATTGRRRTRRT T 77TCATTE

AATTTTACTRCTTTATT - - ST TTTTTCATTCR
AATTTTACTRCTTTATT- - ST TTTTTCATTAR
AATTTTACTECTTTATT- - SRRTTTTTTCATTAR

~TAATAACTGTTTTAAGTAAGA

2120 2130 2140 2150 2210 2,220 2230 2240 2,250 2,260

AATA TRTTTTRTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTGT -
~-AGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTETC

~TTTTTTTCTCCT- TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTAAGATAATARATGTCCCTGTGGTATAT
=TT TTTCTRCTTTTTTGCCATARCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTARGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT)

AATARTTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCRGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATARTGTTGTTTGTC  ==TTTTTTCTCCTT TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTAGTTTCAACGTARGATAATAAATGTRCCTGTGGTATAT]
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC BT TTTTTTTCTCCTHTTTTTGCCATGGCGTTGTAGT TTATTTTCAACTTARGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT]
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTITTC TTITTTTTTCTCCT= TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTARTTTCAABT TAAGATAATAAATGTIRCCTGTGGTATATY
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTCHITTTTTTTTCTCCTHRTTTTTGCCATGGCGTTGTAGTTTATTTTCAACTTARGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT]
TITTTTTTCTCCT- TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTARTTTCAAGTTAAGATAATAAATGTRCCTGTGGTATATI
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGT TTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC BT TTTTTTTeTcCr T TTTTGCCATGOCGTTGTAGT TTATTTTCAACT TARGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT]
AATA TRTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTG= -GTTTGT -
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATRCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTE -
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATRCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC
AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC

AATA TTTTTTCTTTATACGTGTTGTTCAGTTCGTAGTTTTCTATGCTATGCTTTGTATACTGTTGTTTTTC

TITTTTTTCTCCTT TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTAAGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT
TITTTTTTC TR T TTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTARGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT
STTTTTTTCTCCTT TTTTTCCATGGCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTAAGATAATAAATGTCCCTGTGGTATAT
STTTTTTTCTART T TTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTATTTTCAACTTABRGATAATARATGTCCCTGTGGTATAT]
TITTTTTTCTCCT= TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTANTTTCAABT TAAGATAATAAATGTRCCTGTGGTATATY
TTITTTTTTCTCCT= TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGT TTARTTTCAABT TAAGATAATAAATGTRCCTGTGGTATAT]
TITTTTTTCTCCT TTTTTGCCATGGCGTTGTCAGTTTARTTTCAABT TAAGATAATAAATGTRCCTGTGGTATATY
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ITAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAAT TTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCARTIMICT TGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGG TRIGETGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGAIATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTAIGGAAGCCCAATCAGTABICTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA

ITAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTBATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCARTIIICTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTIATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTABATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG= = ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGETCA
TTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTIATTTTTCTACTTATTCAGT TCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTABATCATACTACTGTAGTAAGT TCTGBGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG= - ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGT TCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
TTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTIATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTBGCTTGTABATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCARTIIC TTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTRGBTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG= = ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCARTIBIC TTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
TTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCGTRATTTGTITCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCARTIIC TTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
TTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG==ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAAT TTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGT TCAGGAAGCCCAATCARTIMICT TGTACATCATACTACTGTAGTAAGT TCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG= = ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTAGC TTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG- - ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATTTTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
FTAGCCTCTCTCTAAGACAGGCATCG= = ATTTGTGTCGAAACTTAAGCAATTTTATTCATIITTATTTTTCTACTTATTCAGTTCAGGAAGCCCAATCAGTAGCTTGTACATCATACTACTGTAGTAAGTTCTGTGGGTCTGCTGGTTGCTCA
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1. M. chilensis myticin B

2. M. chilensis myticin C

3. M. chilensis myticin C X1

4. M. chilensis mytilin

5. M. coruscus mytilin 6

6. M. coruscus mytilin 7

7. M. coruscus mytilin B

8. M. galloprovincialis myticin C clone G1.2

9. M. galloprovincialis myticin C clone G2.1

10. M. galloprovincialis myticin C clone G5.1
11. M. galloprovincialis myticin C clone G6.1
12. M. galloprovincialis myticin C clone G7

13. M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
14. M. galloprovincialis myticin C isolate 14
15. M. galloprovincialis myticin C isolate 14_02
16. M. galloprovincialis myticin C isolate 16
17. M. galloprovincialis myticin C isolate 31

18. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_21
19. M. galloprovincialis myticin C isolate 33723
20. M. galloprovincialis myticin C isolate 33_52
21. M. galloprovincialis mytilin B

22. M. galloprovincialis mytilin B 2

23. M. galloprovincialis mytilin B 3

24. M. galloprovincialis mytilin M
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\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCRGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTIGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGAGRAGAACAANIGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGABAAAATTTAITACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGACAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA

\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGIAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCATGTAAGTACTCAATA
TTATATGGATGTTACHRACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACHIACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA
TTATATGGATGTTACHRACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCRGAAAAAT TTGCTACTGCCTTCATTGTIIGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGAGRAGAACAABIGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTIIGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGAGRAGAACAAIIGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCIGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTIGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTC TGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGAGAGAACAANIGAGATGAICAACTCTCCAGTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCRGAIGAAAT TIGCTACTGCCTTCATTGTIGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGAGRAGAACAANGAGATGGACAACTCTCCAGTGTAAGTACTCABTA
\TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGCTAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA
\TTATATGGAGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGC TGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA
TTATATGGATGTTACAAACTTCATCCTGGAAAAATTTGCTACTGCCTTCATTGTAGCAGAGCTGAGTCTCCATTGGCACTTTCTGGAAGCGC TAGGAATGTGAACGACAAGAACAACGAGATGGABAACTCTCCARTGTAAGTACTCAATA

ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAAATTTAAAAAAAARAGTTTTCTICATGCCAACATATAT TGTAATBAAGGTGTTTACCAAT TTTTGAAACAGATAAT TTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAAATTTGGAAAAAAA BGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATGT TTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/

ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAABCAGATAATTTGATTTTTTRTTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTRAAT/
ACTAGATTTCGTTACACABTATAAACATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATIICCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATRTTAATTCART/
ACMAGATTTCGTTACACAATATAAA-ATTTAAAAATTTGGAARAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACABTATAAACATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATIICCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATRTTAATTCART/
ACHAGATTTCGTTACACAATATAAA-ATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACABTATAAACATTTAAAAATTTGGAARAAAA AGTTTTCTACATIICCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATRTTAATTCART/
ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAA-TTTG- - AAAAAABAGTTTTCTIICATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATHAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAA=TTTG==AAAAAARAGTTTTCTIICATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACAATATAAA-ATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACTAGATTTCGTTACACAATATAAACATTTAAAAATTTG==AAAAAARAGTTTTCTIICATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTT == =TTTTTRTTTAAATAAAATATTTCATITTAATTCAAT/
ACHAGATTTCGTTACACAATATAAA=ATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACHAGATTTCGTTACACAATATAAA-ATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/
ACHAGATTTCGTTACACAATATAAA-ATTTAAAAATTTGGAAAAAAA AGTTTTCTACATGCCAACATATATTGTAATTAAGGTGTTTACCAATTTTTGAAACAGATAATTTGATTTTTT TTTAAATAAAATATTTCATCTTAATTCAAT/

2720 2730

2810
GEAAGAGAAGG: GATGEY

2820 2830 2840 2850 2.860

ATGCAGTCATTGAAAAAAANATAAACABCTGAACTACTCCTGCAABAGAAGGAAGGGATGTT TTTTTCTTAGATCGGTTAATGTGBTGGGAGGCAGATAAGATATCTTRTAGTG
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCBGAACTACTCCTGCAAGAGAABGAARGGATGTTRTTTTTCTEARATCGGTTAATGTGTTGGGAGGCAGATAAGATATCETRTARGG

FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT

ATGCAGTCATTGAAAAAAAIIATAAACACCTGAACTACTCCTGCAAGAGAAIGAAGGGATG== TTTTTCTIIAGATCGGTTAATGTGTTGGGAGGCAGATAAGATATCTTCTAGTGT
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTIAACTBCTCCTGCAAGAGAABGAAGGGATGT - TTTTTCTAGATCGGTTAATGTGETGGGACCAGATAAGATATCTTCTAGTG]
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTGAARTACTCCTGCAAGAGAAGGAARGGATGTT TTGTTCTTAGATCGGTTAATGTGTTGGMAGGRAGATAAGATATCTTCTAGTGT
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTIIAACTECTCCTGCAAGAGAABIGAAGGGATGT - TTTTTCTIAGATCGGTTAATGTGETGGGAACAGATAAGATATCTTCTAGTG]
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTGAARTACTCCTGCAAGAGAAGGAARRGGATGTT TTBTTCTTAGATCGGTTAATGTGTTGGEAGGRAGATAAGATATCTTCTAGTG]
rCARTATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTIIAACTECTCCTGCAAGAGAABIGAAGGGATGT = TTTTTCTIAGATCGGTTAATGTGETGGGACCAGATAAGATATCTTCTAGTG]
TCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT ATGCAGTCATTGAAAAAANNATAAACACCTGAACTACTCCTGCAABAGAAGGAAGGGATGT - TTTETRTTARATRGGTTAATGTGTTGGGAGGCAGATAAGATATCTTCTAGTG]
FCAATATGTCGTTATCGTRTGAATCGTAT TRIBMGRATGCAGTCATTGAAAAAANATAAACACCTGAACTACTCCTGCAAGAGANGAAGGGATGTT TTTTTCTTAGATANGTTAATGTGTTGGGAGGCAGATAAGATATCTTCTAGTGT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT ATGCAGTCATTGAAAAAAA ~TAAACARTGAACTACTCCTGCAAAGAAGGAAGGGATGTT TTTTTCTIIAGATCGGTTAATGTGETGGGAGGCAGATAAGATATCTTRTAGTGY
FCAATATGTCGTTATCGTRTGAATCGTAT TSGR AT GCAGTCATTGAAAAAAAIATAAACACCTGAACTACTCCTGCAAGAGANBGAARGGATGTTRTTTTT- TTAGATANGTTAATGTGTTGGGAGGCAGATAAGATATR TTRTAGTGT
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTGAARTACTCCTGCAAGAGAAGGAARGGATGTT TTBTTCTTAGATCGGTTAATGTGTTGGAGARAGATAAGATATCTTCTAGTG]
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTGAARTACTCCTGCAAGAGAAGGAARRGGATGTT TTBTTCTTAGATCGGTTAATGTGTTGGEAGGRAGATAAGATATCTTCTAGTG]
ATGCAGTCATTGAAAAAAA ATAAACACCTGAABRTACTCCTGCAAGAGAAGGAARGGATGTT TTGTTCTTAGATCGGTTAATGTGTTGGMAGARAGATAAGATATCTTCTAGTGT

MRAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCARTATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
rCARTATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT

FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT
FCAATATGTCGTTATCGTCTGAATCGTATT

2910 2920

AAAATAACACCACATATAAGARAACAT
CTGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAABAACBCCACATATAAGAGARCAT

TGTCTCTCAARTATTTACATTCAAAAACA  BTTTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAAAAAAA ICTGTTATATBAAACGTTTTAATTGAATTTGTG

TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACA  =TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAAAARAA

BCTGTTATATBAAACGTTTTAATTGAATTTGTG ~ AAAATAACACCACATATAAGABAACAT
CTGTTATATAAAACGTTTTABTTGAATTTGTGE AAAABAACBCCACATATAAGAGAACAT
~TGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTGRAAAAAACBCCACATATAAGAGAACAT
CTGTTATATAAAACGTTTTARTTGAATTTGTGE AAAABAACBCCACATATAAGAGAACAT
~TGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTGRMAAAAAACGCCACATATAAGAGAACAT

TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACARITTTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAAAAAAR
TGTCTCTCAATTATTTACATTCARAAACA — TTTTTTBTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAATAGTCAGAARAAAA
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAARACA =~ TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAATAGTCAGAAAAAAR
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACA  TTTTTTBTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAATAGTCAGAAAAAAA
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACA = TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAATAGTCAGAAAAAAR
TGTCHCTCAATTATTTACATTCARAAACA  TTTTTTBTACATARATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAATAGTCAGAARAAAA  CTGTTATATAAAACGTTTTARTTGAATTTGTCE AAAABAACBCCACATATAAGAGAACAT
TGTCTCTCAATTATTTACATTCBAAAACA  TTTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAARARAA  CTGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAAATAACACCACATATAAGAGAACAT
TGTCTCTCAARTATTTACATTCAAAAACARTTTTTTTTACATRAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAAAAAAANICTGTTABATEAAACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAAATAACACCACATATAAGAGAACAT
TGTCTCTCAARTATTTACATTCAAAAACAR BT TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGAGIAGTCAGAAAAARA  CTGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTG - AAAATAACACCACATATAAGAGAACAT
TGTCTRTCAARTATTTACATTCAAAAACABII T TTTTTTTACATRAATCGATCACTGGTCAATTGCACGAGABTAGTCAGAAAAAAARIIC TGTTATATBAAACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAAATAACACCACATATAAGABAACAT
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACA — =TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACAGAATAGTCAGAAAAAAANl  CTGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTG AAAATAACACCACATATAAGABAACAT
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAAAAACA  ~TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACRAGAATAGTCAGAAAAAAR  CIGTTATATAARACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAAATAACACCACATATAAGABAACAT
TGTCTCTCAATTATTTACATTCAMAACA  =TTTTTTTACATAAATCGATCACTGGTCAATTGCACHAGAATAGTCAGAAMAAML  CTGTTATATAAAACGTTTTAATTGAATTTGTG  AAAATAACACCACATATAAGABAACAT
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CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATGGAAAATTTGGACCAAGA ~AATGGATATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATGGAAATTTGGACCAAGA  AATGGATATGTTCTAG

TTGTERTTCANRGTCA- - - - ARHARTCRRGAGCAAGARIRGT GGATATIR TG TECAGTC TTAIATCGTGGGCGTTGC TACTGCAGATGTCTTCGTTGTGCCAGTGAGCATACCATGAAATTCCC TGAAAATGAAGG
TTGTATTCARGTGlA- - - - AR AR TG GAGCAAG ARG TGGATATER TG TR AR TCTTCTATCGTGGGCGTTGCTACTGCAGATGTCTTCGTTGTGCCAGTGAGCATACCATGAAATTCCCTGAAAATGAAGG
TTGTERTTCARATCA- - - - A G TGRGAGCAAG ARG TGGATATER TG TAICAGTC TTC TATCGTGGGCGTTGC TACTGCAGATGTCTTCGTTGTGCCAGTGAGCATACCATGAAATTCCCTGAARATGAAGG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGBTGGARAATTTGGACCAAGA - AATGGATATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATGGAAATTTGGACCAAGA  AATGGABATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAATGAATGAGBTGGAAAATTTGGACCAAGA  AATGNATATGTTCTAG
CTACTTTGT - TTCAGGATGAATGAGATGGAAATTTGGACCAAGA - AATGGABATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAMATGAATGAGETGGAAATTTGGACCAAGA ~ AATGATATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATGGAAATTTGGACCAAGA  AATGGABATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGBTGGABAATTTGGACCAAGA  AATGGATATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATHGAAAATTTGGACCAAGA  AATGNATATGTTCTAG
CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGATGGAAAATTTGGACCAAGA — AATGGABATGTTCTAG
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CTACTTTGT  TTCAGGATGAATGAGBTGGAAAATTTGGACCAAGA — AATGGATATGTTCTAG
TTGTCRTTCRGAT A - - - ARG AR TG TRGAGCAAG ABGERGTGGATATIR TG TABCAGTCR

GGGCGTTGCTACTGCABATGTCTTCGTTGTRCCAGTGAGCATIICCATGAAATTCCCTGAAAATGAAGGGTAT
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ATGTTGAACTTGEAATT GAAATAAT GATTT GTTTTGT GITTTTGTETT GETETT GTATAGT GGTCAATATATTTETTACATAATT G CATAGGATTTTATCTTEAGGTTGATTTCAGAT GTTAATT G GETAACAAL GT GTAACATAAAGA GE/

ATGTTGAACTTGCAATTGAAATAATGATTTGTTTTGTGTTTTTGTCTTGCTCTTGTATAGTGGTCAATATATTTCTTACATAATTGGATAGGATTTTATGTTCAGGTTGATTTCAGATGTTAATTGGCTAACAACGTGTAACATAAAGAGC|
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ATTGGATAGGATTTTATGTTCAGGTTGATTTCAGATGTTAATTGGCTAACAACGTGTAACATAAAGAGCATACCGCTAACATATACAAGTGTAAGTCGTTTAAAAACATATGTAGTGGATTGAGCACCCGTAATTAGTCCAAACGAGTCT
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1.5. Porcentaje de identidad de alineamiento

M. chilensis myticin B | M. chilensis myticin C | M. chilensis myticin C X1 M. chilensis mytilin M. coruscus mytilin 6 M. coruscus mytilin 7 M. coruscus mytilin B M. galloprovincialis myticin C clone G1.2
M.chilensis myticin B 75.0 75.0 98.1 0.0 0.0 0.0 75.0
M. chilensis myticin C 75.0 88.3 75.0 53.3 53.3 53.3 92.2
M. chilensis myticin C X1 75.0 88.3 75.0 51.7 51.7 53.3 85.9
M. chilensis mytilin 98.1 75.0 75.0 0.0 0.0 0.0 75.0
M. coruscus mytilin 6 0.0 53.3 51.7 0.0 98.6 97.8 51.7
M. coruscus mytilin 7 0.0 53.3 51.7 0.0 98.6 97.8 51.7
M. coruscus mytilin B 0.0 53.3 53.3 0.0 97.8 97.8 51.7
M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 75.0 92.2 85.9 75.0 51.7 51.7 51.7
M. galloprovincialis myticin C clone G2.1 0.0 93.8 90.9 0.0 50.0 50.0 51.7 94.4
M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 75.0 90.6 90.8 75.0 50.0 50.0 50.0 89.0
M. galloprovincialis myticin C clone G6.1 0.0 93.6 90.7 0.0 50.0 50.0 51.7 94.2
M. galloprovincialis myticin C clone G7 75.0 90.7 90.8 75.0 50.0 50.0 50.0 89.1
M. galloprovincialis myticin C clone G9.1 0.0 93.7 90.7 0.0 50.0 50.0 51.7 94.3
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 75.0 97.6 88.2 75.0 53.3 53.3 53.3 91.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 02 0.0 95.5 89.2 0.0 50.0 50.0 50.0 94.3
M. galloprovincialis myticin C isolate 16 75.0 97.2 88.3 75.0 51.7 51.7 51.7 92.1
M. galloprovincialis myticin C isolate 31 0.0 95.0 88.8 0.0 53.3 53.3 53.3 93.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 21 75.0 91.2 90.8 75.0 51.7 51.7 51.7 89.3
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 23 75.0 91.0 90.6 75.0 51.7 51.7 51.7 89.1
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 52 75.0 91.1 90.8 75.0 51.7 51.7 51.7 89.2
M. galloprovincialis mytilin B 0.0 58.3 56.7 0.0 88.4 88.4 89.1 56.7
M. galloprovincialis mytilin B 2 97.2 50.0 50.0 97.2 0.0 0.0 0.0 50.0
|M.galloprovincialis mytilin B3 97.3 50.0 50.0 97.2 0.0 0.0 0.0 50.0
M. galloprovincialis mytilin M 94.4 75.0 75.0 94.4 0.0 0.0 0.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C clone G2.1 M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 | M. galloprovincialis myticin C clone G6.1 | M. galloprovincialis myticin C clone G7 | M. galloprovincialis myticin C clone G9.1
M.chilensis myticin B 0.0 75.0 0.0 75.0 0.0
M. chilensis myticin C 93.8 90.6 93.6 90.7 93.7
M. chilensis myticin C X1 90.9 90.8 90.7 90.8 90.7
M. chilensis mytilin 0.0 75.0 0.0 75.0 0.0
M. coruscus mytilin 6 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
M. coruscus mytilin 7 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
M. coruscus mytilin B 51.7 50.0 51.7 50.0 51.7
M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 94.4 89.0 94.2 89.1 94.3
M. galloprovincialis myticin C clone G2.1 95.1 99.8 95.1 99.8
M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 95.1 94.9 99.9 94.9
M. galloprovincialis myticin C clone G6.1 99.8 94.9 94.9 99.6
M. galloprovincialis myticin C clone G7 95.1 99.9 94.9 94.9
M. galloprovincialis myticin C clone G9.1 99.8 94.9 99.6 94.9
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 93.9 90.7 93.8 90.8 93.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 02 93.6 93.5 93.4 93.5 93.5
M. galloprovincialis myticin C isolate 16 94.7 90.7 94.5 90.8 94.6
M. galloprovincialis myticin C isolate 31 92.7 92.3 92.5 92.3 92.6
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 21 95.0 98.8 94.8 98.8 94.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 23 94.8 98.5 94.6 98.6 94.6
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 52 94.9 98.7 94.7 98.8 94.7
M. galloprovincialis mytilin B 55.0 53.3 55.0 53.3 55.0
M. galloprovincialis mytilin B 2 0.0 50.0 0.0 50.0 0.0
|M.galloprovincialis mytilin B3 0.0 50.0 0.0 50.0 0.0
M. galloprovincialis mytilin M 0.0 75.0 0.0 75.0 0.0

M. galloprovincialis myticin Cisolate 14 | M. galloprovincialis myticin C isolate 14 02 | M. galloprovincialis myticin Cisolate 16 | M. galloprovincialis myticin C isolate 31 | M. galloprovincialis myticin C isolate 33 21

M.chilensis myticin B 75.0 0.0 75.0 0.0 75.0
M. chilensis myticin C 97.6 95.5 97.2 95.0 91.2
M. chilensis myticin C X1 88.2 89.2 88.3 88.8 90.8
M. chilensis mytilin 75.0 0.0 75.0 0.0 75.0
M. coruscus mytilin 6 53.3 50.0 51.7 53.3 51.7
M. coruscus mytilin 7 53.3 50.0 51.7 53.3 51.7
M. coruscus mytilin B 53.3 50.0 51.7 53.3 51.7
M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 91.8 94.3 92.1 93.8 89.3
M. galloprovincialis myticin C clone G2.1 93.9 93.6 94.7 92.7 95.0
M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 90.7 93.5 90.7 92.3 98.8
M. galloprovincialis myticin C clone G6.1 93.8 93.4 94.5 92.5 94.8
M. galloprovincialis myticin C clone G7 90.8 93.5 90.8 92.3 98.8
M. galloprovincialis myticin C clone G9.1 93.8 93.5 94.6 92.6 94.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 95.2 96.5 94.0 91.1
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 02 95.2 95.1 97.9 94.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 16 96.5 95.1 94.3 91.3
M. galloprovincialis myticin C isolate 31 94.0 97.9 94.3 93.1
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 21 91.1 94.0 91.3 93.1

M. galloprovincialis myticin C isolate 33 23 90.9 93.8 91.0 92.9 99.8
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 52 91.0 93.9 91.2 93.0 99.9
M. galloprovincialis mytilin B 58.3 55.0 56.7 58.3 56.7
M. galloprovincialis mytilin B 2 50.0 0.0 50.0 0.0 50.0
M. galloprovincialis mytilin B3 50.0 0.0 50.0 0.0 50.0
M. galloprovincialis mytilin M 75.0 0.0 75.0 0.0 75.0
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M. galloprovincialis myticin C isolate 33 23

M. galloprovincialis myticin C isolate 33 52

M. galloprovincialis mytilin B

M. galloprovincialis mytilin B2

M. galloprovincialis mytilin B3

M. galloprovincialis mytilin M

M.chilensis myticin B 75.0 75.0 0.0 97.2 97.3 94.4
M. chilensis myticin C 91.0 91.1 58.3 50.0 50.0 75.0
M. chilensis myticin C X1 90.6 90.8 56.7 50.0 50.0 75.0
M. chilensis mytilin 75.0 75.0 0.0 97.2 97.2 94.4
M. coruscus mytilin 6 51.7 51.7 88.4 0.0 0.0 0.0
M. coruscus mytilin 7 51.7 51.7 88.4 0.0 0.0 0.0
M. coruscus mytilin B 51.7 51.7 89.1 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C clone G1.2 89.1 89.2 56.7 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C clone G2.1 94.8 94.9 55.0 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C clone G5.1 98.5 98.7 53.3 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C clone G6.1 94.6 94.7 55.0 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C clone G7 98.6 98.8 53.3 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C clone G9.1 94.6 94.7 55.0 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 14 90.9 91.0 58.3 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin Cisolate 14 02 93.8 93.9 55.0 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 16 91.0 91.2 56.7 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 31 92.9 93.0 58.3 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 21 99.8 99.9 56.7 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 23 99.7 56.7 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis myticin C isolate 33 52 99.7 56.7 50.0 50.0 75.0
M. galloprovincialis mytilin B 56.7 56.7 0.0 0.0 0.0
M. galloprovincialis mytilin B 2 50.0 50.0 0.0 100.0 95.3
M. galloprovincialis mytilin B 3 50.0 50.0 0.0 100.0 95.3
M. galloprovincialis mytilin M 75.0 75.0 0.0 95.3 95.3
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