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e a n b e u s e d t o i d e n ti fy t h e t h r e e m a i z e l i n e s
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C a n d C M S
一

E S

e y t o P la s rn s
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P o ly Pe P t id e s s P e e i if e to

C M S e y t o P la s m s a r e i n d i e a t e d b y a rr o w s
.

F i g
.

2
.

P o l y Pe P t i de s y n th e s i s I n v l tor b y m i t o
-

e ho n dr ia fr o m th r e e a l l o P l a s m i e m a i z e l i n e s in th e

P r e s e n e e o f C
一

t o x in
.

N a n d C r e P er s e n t th e

P o ly P e P t id e s s y n th e s i z e d fr o m n o r m a l a n d C M S
一

C

m i t o e h o n d ir a
,

r e s P e e t iv e ly
.

N 3 a n d C 3 in d ie a t e th e

Po l y P e P t i d e s s y n th e s i z e d in th e P r e s e n e e o f 0 3 % o f

C
一

t o x in
.

T h e r e s t i l l u s t r a t io n s a r e t h e s a m e a s in if g
.

1
.

(111) T h e t o x i n i n c r e a s e s t h e P e rm
e a b i l i ty o f c e l l u l a r m e m b r a n e o f m a i Z e l e a f r a P i d l y

.

OT fu r t h e r

l o c a t e th e P o s s ib le P a t h o g e n ic s i t e o f t h e t o x i n
,

w e m e a s u r e d t h e l e a f e l e e tr i c c o n d u c t i v i t y a ft e r th e

t o x i n t r e a tm e n t
.

C h a n g e s o f t h e e o n d u c t i v i t y r e fl e e t th e P emr
e a b il i t y a l te r a t io n s o f e e l l u l a r m e m b r a n e s

.

T h e e e l lu la r m e m b r a n e s o f t h e l e a v e s fr o m t h e t h r e e a l l o P l a s m i e l in e s d i s P l a y e d d i ffe
r e n ti a l

Pe r m e a b i l i t ie s in w a t e r ( if g
.

3 ( a ) )
.

T h e P r o g r e s s i v e e h a n g e o f e o n d u e t i v it y w a s d e t e e t e d
.

D u r i n g t h e

if r s t s h
,

th e e o n d u e ti v i t y i n e r e a s e d r a Pi d l y
,

b u t a
fet

r s h
,

i t d i d n o t c h a n g e m a r k e d ly
.

I n t e r e s t i n g l y
, a

d r o P w a s d e t e e et d d u r i n g t h i s P e r io d
, r e fl e e t in g a r a Pi d d e c r e a s e o f fr e e i o n s in t h e s o lu t i o n

.

14 h l a te r,

th e e o n d u e ti v i ti e s o f a l l ht e th r e e li n e s s h o w e d a n i n e er a s e w i th th e bi g g e s t i n e r e a s e fo u n d i n th e

CM S
一

C l i n e
.

O v e r a l l
,

th e P e rm e a b i li ty o f c e l l u l a r m e m b r a n e s o f th e C M S
一

C m a i z e s h 0 W e d a s tr o n g e r

a n d q u i e k e r c h a n g e
, s u g g e s ti n g th a t i t s c e l l u l a r m e m b r a n e 15 m o r e fr a g i l e a n d l e s s s t a b l e

.

T h e c o n d u e t iv i t y o f i n ta e t I e a v e s t r e a t e d w it h a 0
.

3% t o x i n s o lu t i o n fr o m t h e t h r e e a l lo P l a s m i e

li n e s s h o w e d a r a P id g r o w th i n o n e h o u r ,

in d i c a t i n g t h a t t h e i r e e l lu la r m e m b r a n e s w e er d a m a g e d ( if g
.

3 (b ) )
.

T h e to x i n s o l u ti o n s w i t h th e le a v e s fr o m th e th r e e l i n e s d i d n o t s h o w a e o n ti n u o u s r i s e i n

e o n d u c t iv it y
.

A l l o f th e m s h o w e d a d r o P a ft e r s h
,

w h i c h a g a in r e fl e c t e d a r a P id e h a n g e i n fr e e

e o n d u c t iv e i o n s
.

T h e l e a v e s w e r e a l s o tr e a te d w i th a 0
.

0 5% t o x i n s o lu t i o n
.

T h e l o w c o n C e n t r a t io n t o x i n

a PP e a er d t o h a V e a n e g a t i v e e

ffe
c t o n t h e Pe rm e a b i l it y o f c e l l u l a r m e m b r a n e s

( if g
.

3 (
c ) )

.

A t t h i s

e o n c e n t r a t io n o f ht e to x in
,

t h e l e a f e e l l s fr o m t h e li n e s w it h N
,

C o r E S e y t o P l a sm s d i d n o t d i s P l a y a

m a r k e d i n e r e a s e i n th e c o n d u e ti v i t y w i th i n a P e r i o d o f 13 h
.

H o w e v e r ,

th e N a n d E S l e a v e s d i s P l a y e d a

d r o P in th e c o n d u c t i v i ty
.

13 h l a t e r, a l l o f th e

htr
e e li n e s s h o w e d a s u d d e n r i s e i n th e c o n d u c ti v i t y

.

N o

5 ig n iif c a n t d i ffe
r e n e e w a s of u n d b e t w e e n N a n d E S

,

w h i le C s h o w e d a s l i g h t d iffe er n c e fr o m N a n d E S
.

T h e s e r e s u lt s i n d i e a t e d t h a t C s h o w e d a h i g h e r s u s c e P t i b i l it y to ht e t o x in t h a n N a n d E S
.

I n s u m m a r y
,

th e 0
.

3% to x in c a u s e d a r a P i d i n e re a s e o f t h e P e r m e a b i l i ty o f e e ll u la r m e m b r a n e o f

t h e l e a v e s b u t h a s n o e

ffe
c t o n m i to e h o n d ir a , s u g g e s ti n g th a t t h e le a f c e l l u la r m e m b r a n e s a re ht e

P r im a ry a e ti o n s it e o f t h e to x in
.
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.
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声

膨洲漱1
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网
5 ( )卜ǎ岁à会
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八口né自ù八曰门4
气、
21

T im e /h

0 1 3 5 7 9 1 1 14 2 0

r

r i盆n e /h T lm e /h

f
了一9

.

3
.

C h a n g e s o f th e e le e t r i e e o n d u e t i v i t y o f in ta e t Ie a v e s fr o m th e a l ]o P la s m ic m a i z e li n e s
.

(a ) C o , l d u e l l v 一t y

e h a n g e s o f th e Ie a v e s fr o m th e m a i z e l in e s w i t h N
.

C M S
一

C o r C M S
一

E S e y t o Pl a s m s i n w a t e r
.

( b ) T h
e e

ffe
c t ( ) f

3% t o x 一n o n th e e o n d u e t i v i t y o f th e le a v e s

for m th e a l l o P l a s m i c m a i z e l i n e s
.

( e ) hT
e e

ffe
c t o f ( ) ( )5% t o x i ,1 、 , n

t he e o n d u c t iv i ty o f t h e l e a v e s fr o m th e a l l o P l a s m i e n l a i z e l一n e s
.

一 N :

—
,

C :
-

一
,

国 E S

3 D i s c u s s io n

B
.

m a 夕d i s r a e e C e li e i t s s t r o n g l e a f b l ig h t o n s e v e r a l m a i z e li n e s
.

In th i s s tu d y
,

w e h a v e s h o w l l th a t

a v a r i a b l e s y m P t o m 15 i n d u c e d b y t h e C
一
t o x i n o n t h e t h re e a l lo P l a sm i c l i n e s

(N
,

C a n d E S ) a n d t h e

P r i m a r y e
旋

e ti v e s i te o f th e t o x i n 15 o n e e l l u l a r m e m b r a n e s r a th e r th a n m i to c h o n d r ia
.

T h i s if n d i n g

im P li e s t h a t t h e w o

呷 ab o u t a s P e c i if c t o x i e i t y o f B
.

m a 夕d i s r a e e C t o CM S
一

C m a i z e i s u n of u n d e d
.

P a t h o g e n e s i s o f B
.

m叮d i s r a c e C t o C M S
一

C m a i z e d i ffe
r s fr o rn th e r a e e T t o C M S

一

T m a i z e
.

T h e

T
一
t o x i n s h o w s a s P e e i if e t o x i c i t y to CM S

一

T m a i z e a n d i n d u e e s m i to c h o n d r i a fr o m T e y to P la s m t o s w e l l
.

CM S
一

T m i ot e h o n d r ia e a n e n c o d e a u n i q u e P r o t e i n U R F 13
,

w h i c h 15 a h y d r o P h o b i e P o ly P e P ti d e ht a t

r e s id e s i n t h e i n n e r m i to e h o n d r i a l m e m b r a n e a s a n o l i g o m e r U R F 1 3 15 a li g a n d
一

g a t e d
,

P o r e 一 of r m i n g

r e e e P to r t h a t b i n d s th e T t o x i n
.

W h e n t h e to x i n b i n d s t o t h e U R F 13
, a P o r e 15 of r m e d i n t h e i n n e r

m i to e h o n d r i a l m e m b r a n e , r e s u lt i n g i n ht e di s s i P a t i o n o f t h e m e m b r a n e Po te n ti a l a n d u n e o u P l in g o f
o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n IS ]

.

P r e v i o u s s t u d i e s s u g g e s t e d t h a t m it o e h o n d r i a fr o m e M s
一

e e y t o p l a s m

w e r e t h e P r im a r y e

ffe
e t i v e s i t e s o f t h e C

一
t o x in

.

hT
e r e s u l t s P r e s e n t e d h e re s h o w e d th a t B

.

m a y d i
`

犷 r a c e C

to x i n do e s n o t s P e e iif e a ll y a
ffe

e t CM S
一

C m a i z e , a n d th e P a t h o g e n i e s i te o f C
一
t o x i n l i e s o n e e l lu l a r

m e m b r a n e i n s t e a d o f m i t o e h o n d r ia
.

T h e r e of r e ,

th e P o s s i b i l i ty o f a w i d e
一 s P r e a d o f r a e e C s i m i l a r t o th a t

o f r a e e T 15 m i n im i z e d
.

H o w e v e r, a s th e r a e e C 15 Pa th o g e n i c o n n o

mr
a l m a i z e ,

P r o P e r e o n tor l o f th e

r a e e C s h o u l d b e i m P l e m e n te d
.

W己 ( ) b s e r v e d th a t th e r a e e C i n fe c te d m a i z e l e a v e s fr o m t h e s t o m a s o f th e i n fe e t i o n s i t e o r d i r e e t ly

th r o u g h t h e i n et r c e ll u l ar s P a e e
.

T h e C
一
t o x in s e e r e t e d b y th e fu n g u s s Pr e a d a l o n g th e l e a f v e i n

, a n d

s u b s e q u e n tl y
,

m a n y w il t i n g s P o t s e m e gr e o n th e s u r fa e e o f le a v e s
.

T h e C
一
t o x i n e a u s e s a n i n c r e a s e o f

P e r m e a b i l i ty o f e e l l u la r m e m b r a n e s a n d i n c r e a s e s th e o u t fl u x o f e e l l u l a r s o l u te s
.

T h e fu n g i th e er b y

a 、 、 im i l a te n u t r i e n t s fr o m t h e s o l u et s
.

T h e m o r e s u s c e P t i b l e t o ht e ot x in a le a f e e ll 15
,

th e m o r e r aP i d l y

th e e e ll u l a r s o l u te s fl o w o u t w a r d
, a n d t h e fa s te r fu n g a l if l a m e n t s e x t e n d

, r e s u l t in g i n l a gr e r w i lt i n g s P o t s
.

A s i m il a r P a ht o g e n e s i s P r o e e s s w a s a l s o fo u n d d u r i n g h o s t i n fe e ti o n o f C e cr o sP o ar b e t i `
、

0 1` 2
.

N o n 一

Pe P r id e fu n g a l to x i n s e o u l d i n e o pr o r a et th e m s e l v e s in t o tr a n s m e m b r a n e P o r e s in th e P er s e n c e o f

M g Z十 ,

w h i e h r e s u lt s i n a n i n e r e a s e i n e o n d u e ta n e e o f bi o l o g i e a l m e m b r a n e s
.

T h i s e h a n n e l
一

li k e a e ti v i t y

io n i e a n d e l e e t r ie a l g r a d i e n t s

n o rm a l e e l lu l ar s i g n a li n g f6 ]

e o n d u e ti v i t y o f t h e s o l u ti o n

ofohflte
m g̀ h `
艳月下

,a ` e d
, `0 `h气“

e è ` e r ò u s

户ffe
c `

.

分` htf 瞥
`
吵

` o u g
卜只

“ 0 ,,叩
Se

a c r̀ ) 5 5 D 1 0 10 g l c a l m e m D r a n e s 1 0 g e l n e r w l t n a 七 a I n l l u x a n a u l s r u P t l o n

W h e n th e l e a v e s w e r e tr e a te d w i t h th e h i gh e o n e e n t r a t i o n t o x i n
,

e 〔) n t a i n i n g t h e m e h a n g e d d r a m a t i e a l ly
.

T h e e h a n g e s m a y b e c a u s e d b y e e l l b r e ak d o w n s a t d i f fe r e n t t im e

P ( ) in ts
.

T h e i n i ti a l r i s e o f t h e e o n d u e ti v i t y e o u l d b e g e n e r a te d b y th e b r e a k d o w n o f a fe w s u r fa e e e e l ls
.

T h e 10 一1 5 r e l e a s e d e a n n o t m a i n t a i n t h e i r fr e e s t a tu s b e e a u s e s o m e o f th e m a er q u i e k l y n e u t r a l i z e d o r

a b s ( ) r b e d
,

r e s u lt i n g in a s u b s e q u e n t 10 5 5 o f t h e e o n d u e t i v i ty
.

T h e s e e o n d r i s e o f ht e e o n d u e t i v i t y a P P e a r s

1 7 9 0 C力in e s e S iC e 月 C e B U lle t泊 V O I
.

4 5 N O
.

1 9 O C t o b e r 2 0 0 0



. O T E S

t o e o m e fr o m th e b re a k d o w n o f th e c e l l s b e n e a t h th e s u r fa e e
.

A ft e r b e i n g b o il e d fo r 2 0 h
,

th e l e a v e s

w i l l r e le a s e a ll ht e i r i o n s
.

T h e le a -f c o n ta i n i n g w a te r s h o w e d a s h a pr i n e r e a s e i n e o n d u c t i v i ty
,

w h e er a s

th e c o n d u e t iv i t y o f t h e l e a -f c o n t a in i n g to x in s o l u t io n s h o w e d l i t tl e e h a n g e s , s u g g e s t in g t h a t ht e m aj o r i yt
o f th e e e ll s fr o m ht e t o x i n

一
tr e a t e d l e a v e s w e er d e a d w iht l o s i n g ht e a b i l i t y t o r e l e a s e i o n s

.

T h e lo w e o n c e n t r a t i o n t o x i n (0
.

0 5% ) d i d n o t c a u s e a r a P i d c h a n g e i n th e P e rm e a b i l iyt o f t h e

c e l lu l a r m e m b r a n e ,

b u t a d e e r e a s e o f t h e e o n d u e t i b l e i o n s w a s d e te c te d o v e r a s h o rt Pe r i o d o f t im e
.

O n e

P o s s i b i li t y 15 t h a t e e l l s d e et e t t h e e x i s t e n e e o f ht e to x in a n d i n i ti a et a d e fe n s iv e r e s P o n s e b y c l o s i n g t h e ir

e e l l u l a r P o r e s
.

hT
e l o w c o n e e n t r a t i o n to x in m i gh t n o t b e e n o u g h to o P e n th e P o r e s

.

A n o th e r P o s s i b l e

e x P l a n a ti o n 15 th a t ht e t o x i n i n c l u d e s a s u b s t a n e e th a t e a n n e u tr a l i z e th e e l e e t ir e c h a gr e o f i o n s ,

P r o d u c i n g fer
e e o n d u e t i b l e i o n s r e s u l t i n g i n a 10 5 5 o f e l e c t r i e e o n d u e t i v i ty

.

N o o b v i o u s d iffe
r e n e e i n

er s P o n s e t o t h e h i g h e r e o n e e n tr a t i o n t o x i n (0
.

3% ) w a s fo u n d a m o n g t h e a l lo P l a sm i e m a i z e l i n e s
.

T h e

v a r i a b le s u s e e P t ib i l i ty a ft e r Ie a f s u r fa c e i n o e u la t io n o f t h e t o x in m a y b e e o rr e l a t e d to a d i ffe er n ti a l

s t a b i li t y o f e e l lu la r m e m b r a n e s in e o n n e e ti o n w i th d i ffe
r e n t c y t o P l a sm s

.

P r e v i o u s w o
kr

o n ht e i s o l a t e d C
一
t o x i n in d i e a t e d th a t i t 15 o f a m ix ut r e e o n t a i n i n g s e v e r a l

c o m p o n e n
t
s t o x i e to le a f e e l l s

.

O n e o f th e t o x i e e o m p o n e n t s w a s p or v e n to b e a l ip id w i th a s

utr
e t u er

s im i l a r to s e s q u i t e印 e n o i d s l7 1
.

M a n y 加 n g a l t o x i n s e o n t a in 山15 e l a s s o f s u b s t a n e e s ,

w h i e h e a n i n d u e e

l e a v e s t o fo mr w i l t sP o t s
.

H o w e v e r, h o w th e to x i n s a

ffe
e t th e l e a f e e l l s 15 s ti l l u n e le a r

.

S o m e t o x i n s a r e

of u n d ot b e Po t e n ti a l i n h i b i to r s o n Por t e i n s y n th e s i s o r a e t a s a k e y to a e e ll u l a r e h a n n e l
.

vA
a i l a b le

e v i d e n e e s h o w s ht a t ht i s e l a s s o f s e s q u i te pr e n o i d s 15 n o t h o s t s P e e i if e to x i n s h o w i n g P a ht o g e n i e i ty t o

b o th h o s t a n d n o n一 h o s t ls l
.

仆
e i s o l a te d e

一
t o x i n l i k e l y e o n ta i n s a d e r iv a t iv e

orr m 小 e s e s q u i te甲 e n o i d s
.

In s u m m a
yr,

o u r er s u l t s s u g g e s t th a t th e a l} o Pl a sm i e m a i z e li n e s d i s P la y a d i ffe er n e e i n th e

s ta b i li t y o f ht e i r e e l lu l a r m e m b r a n e s
.

B e e a u s e t h e c o m Po n e n ts o f ht e c e ll u l ar m e m b r a n e a er g e n e r a l l y

e n e o d e d by n u e l e a r g e n e s, w e P o s ut l a t e th a t a n u e l e a r g e n e ( s ) P l a y s a n im P o rt a n t or l e i n P a th o g e n e s i s

o f B
.

m 口y口15 ar e e C o n CM S
一

C m a i z e
.

F u r t h emr
o r e ,

m i to c h o n d ir a l g e n e s c a n m o d i fy th e e x P re s s i o n o f

n u e l e a r g e n e s
.

T h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n n u c l e a r a n d c y ot P l a sm i e g e n e s m a y g e n e r a t e th e d i ffe re n e e i n

t h e

th e

s t a b i l i ty o f e e l l u la r m e m b r a n e s o f t h e m a i z e li n e s e v e n t u a ll y le a d i n g t o t h e v a ir a b l e s u s e e P t ib il i t y t o
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