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RESUMEN

La endocitosis es un mecanismo fundamental para la fisiologia de las células eucari-
ontes. En plantas, el estudio de la endocitosis se ha desarrollado a partir de la car-
acterizacién de mutantes, el uso de técnicas bioquimicas, microscopicas y por medio
del uso de agentes quimicos que actlan sobre la maquinaria endocitica, tipicamente
inhibidores del proceso endocitico. Utilizando estas metodologias ha sido posible
explorar la endocitosis en plantas, y subsecuentemente ha permitido entender la
importancia de este proceso y agilizar su caracterizacion a nivel molecular y celular.
En esta revisién se resumen los agentes quimicos mas utilizados para el estudio de
la endocitosis en plantas, y se explica su origen, su efecto y la importancia de su uso
para continuar la investigacion en esta area de la biologia vegetal.

ABSTRACT

Endocytosis is a fundamental mechanism for the physiology of eukaryotic cells. In
plants, the study of endocytosis has been developed from the characterization of
mutants, the use of biochemical, microscopic techniques and using chemical agents
that act on the endocytic machinery, typically inhibitors of the endocytic process.
Using these methodologies, it has been possible to explore the endocytosis in plants,
and subsequently it has allowed to understand the importance of this process and
to speed up its characterization at the molecular and cellular level. This review
summarizes the most commonly used chemical agents for the study of endocytosis
in plants, and explains their origin, their effect and the importance of their use to
continue research in this area of plant biology.
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INTRODUCCION

La endocitosis es el proceso por el cual las células
eucariontes internalizan componentes de la mem-
brana plasmatica (MP) y/o material del espacio
extracelular al citosol, a través de la invaginacién
de la bicapa lipidica, lo cual da lugar a una estruc-
tura tipo fosa, que posteriormente culmina en la
formacion de vesiculas endociticas. Estas vesiculas,
una vez liberadas, se fusionan con compartimen-
tos intracelulares llamados endosomas, los cuales
permiten dirigir las moléculas endocitadas o cargos
hacia su degradacién o reciclaje (1, 2). El proceso
de endocitosis se observé por primera vez en el ano
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de 1866, por Metchnikoff, quien reportd la toma
de material extracelular y su posterior degradacion
en diferentes especies de invertebrados infectados
por hongos (1). A partir de este reporte y de la pu-
blicacion de una gran cantidad de investigaciones,
se ha logrado definir a la via endocitica como un
mecanismo molecular fundamental para mantener
la homeostasis celular. Actualmente, se sabe que
la endocitosis es un proceso que controla la com-
posicion de la MP, mantiene la polaridad celular,
participa en la absorcion de nutrientes, en la res-
puesta celular a toxinas y a patégenos y ademas
funciona como una plataforma de sefalizacion,
debido a que regula la cantidad de receptores y
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ligandos presentes en la MP, los cuales una vez
que se endocitan activan cascadas de sefalizacion
(2). Mucho del conocimiento sobre la endocitosis
se ha desarrollado utilizando levaduras y células
animales (3). En las células animales, por ejem-
plo, se han reportado diferentes vias endociticas,
como la fagocitosis o aquellas dependientes e
independientes de clatrina, caveolina y/o balsas
lipidicas, las cuales difieren en el tamafio del ma-
terial que se endocita, la maquinaria molecular
implicada y la regulacidén necesaria para que estas
vias funcionen (1, 3). El estudio de la endocitosis
en plantas en un inicio era cuestionable debido a
la presencia de la pared celular y a la alta presion
de turgencia que mantienen estas células, lo que
sugeria el impedimento de la invaginacion de la
MP. Sin embargo, Hilmer y cols, utilizando conju-
gados de lectina y oro demostraron que el proceso
de endocitosis si ocurre en las células vegetales y
paralelamente se demostré que la endocitosis en
plantas es energéticamente posible, incluso en las
células guarda que tienen altos indices de presion
de turgencia (4). Durante los ultimos afios, se ha
logrado identificar a la endocitosis en plantas como
un proceso fundamental que depende del tipo ce-
lular y que responde a moléculas de sefializacion
y a estimulos medioambientales tales como la luz,
los nutrientes y el estrés bidtico y abiotico (2, 5).
Mucho de este conocimiento, se ha logrado gra-
cias al uso de mutantes y compuestos quimicos o
agentes farmacologicos, que inciden en un punto
especifico durante el proceso de endocitosis (2, 5,
6). Ademas, la capacidad de marcar a proteinas
implicadas en la endocitosis con moléculas fluores-
centes ha sido importante para la visualizacion de
la endocitosis por medio de microscopia confocal.
Aunado a esto, la combinacién de la microscopia
confocal con los compuestos quimicos que afec-
tan el proceso endocitico, ha permitido mejorar
el entendimiento de la endocitosis en plantas, en
los ultimos afios. En esta revision se resumen los
ultimos avances en el area y la importancia del
uso de estos agentes para la caracterizacion de la
endocitosis en plantas.

METODOLOGIAS PARA ESTUDIAR LA ENDO-
CITOSIS EN PLANTAS

Para estudiar la regulacion temporal y espacial de
la endocitosis en plantas, se han utilizado plantas
mutadas en alguno de los genes implicados en la
endocitosis (2, 5). La mayoria de estos analisis
utilizaron mutantes por insercion de T-DNA, por
ejemplo, las mutantes clc-2, chcl y chc2 utiliza-
das para caracterizar funcionalmente las cadenas
ligeras (CLC) y pesadas (CHC) de clatrina (para
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mayor detalle ver “Endocitosis en plantas induci-
da por factores bidticos, abioticos y hormonas”).
Otros ejemplos de mutantes que fueron claves
para elucidar la funcion de algunos genes en la
endocitosis son bakl1, epsinl, snx2b y trs1, o las
mutantes de gnomR5 y bor1-1 generadas por me-
dio de etil-metano-sulfonato (2). Si bien, el uso
de mutantes ha permitido conocer mas acerca de
la maquinaria endocitica en plantas, se ha repor-
tado que mutaciones en genes importantes para
el trafico celular, en ocasiones producen fenotipos
letales ya sea en los embriones o en estados tem-
pranos de la germinacion. Por otro lado, debido a
la alta redundancia genética en plantas, la pérdida
de funcion por una mutacion ocasionalmente no
produce fenotipos claros y provoca la necesidad
de crear dobles o triples mutantes para el analisis
de un gen, lo cual requiere largos periodos de
analisis (6).

Metodologias alternativas a la mutacion de genes
para el estudio de la endocitosis, se desarrollaron
a partir de la caracterizacion y el aislamiento del
gen de la proteina verde fluorescente (GFP), y su
posterior expresion en Arabidopsis thaliana (6).
Realizando fusiones traduccionales entre la GFP
o sus variantes fluorescentes y las proteinas que
participan en la endocitosis, es posible marcar in
vivo y visualizar el proceso endocitico y el sistema
endomembranal de las células vegetales. Utili-
zando esta tecnologia ha sido posible seguir a las
proteinas residentes VHA1, RabA2 y RabA3 en la
red del trans-Golgi (TGN, por sus siglas en inglés,
Trans-Golgi Network) que en plantas también
tiene la funciéon de endosoma temprano (EE, por
sus siglas en inglés, Early Endosome). Asi mismo,
el cuerpo multivesicular (MVB, por sus siglas en
inglés, Multivesicular Body) que en plantas funcio-
na como endosoma tardio (LE, por sus siglas en
inglés, Late Endosome) se ha estudiado por medio
de los marcadores RabF2a, RabF2b y ESCRT (2, 6).
Aunado al uso de proteinas fluorescentes, se han
utilizado ampliamente técnicas bioquimicas como
el fraccionamiento subcelular, la inmunoprecipita-
cion y el analisis protedmico para la identificacion
y caracterizacion de los componentes implicados
en la endocitosis y sus efectos en las proteinas
cargo, que regula esta via celular (5).

La microscopia de fluorescencia es una de las
técnicas mas recurridas, ya que permite la visuali-
zacion in vivo del proceso endocitico. Las técnicas
microscopicas, como la microscopia confocal de
barrido (LSCM, por sus siglas en inglés, Laser Scan-
ning Confocal Microscopy) es una de las técnicas
de microscopia de fluorescencia mas utilizada, ya
que permite visualizar y analizar la dinamica a nivel
subcelular de la molécula marcada fluorescente-
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mente, ademas, también permite hacer ensayos de
co-localizacién entre dos 0 mas moléculas marcadas
(2). Para analizar la dinamica de las vesiculas en-
dociticas y del sistema endosomal, la microscopia
confocal de disco giratorio (SDCM, por sus siglas
en inglés, Spinning-Disk Confocal Microscopy) ha
ayudado a reducir el tiempo en la adquisicion de
datos y ha aumentado la resolucion espacial, dos
aspectos favorables en el estudio de la dinamica
endocitica, sin causar dafo foto-toxico a la mues-
tra (5). Metodologias complementarias a LSCM y
SDCM se pueden encontrar en la microscopia de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRFM, por
sus siglas en inglés, Total Internal Reflection Fluo-
rescence Microscopy) y su variante, la microscopia
de epifluorescencia de angulo variable (VAEM, por
sus siglas en inglés, Varible Angle Epifluorescence
Microscopy), las cuales permiten observar eventos
moleculares Gnicos y muy cercanos a la superficie
celular. Por ello, estas metodologias son ideales
para la observacion y estudio de la endocitosis. Otro
tipo de técnica microscopica util para el analisis
molecular de la endocitosis es la recuperacion de
la fluorescencia después del fotoblanqueamien-
to (FRAP, por sus siglas en inglés, Fluorescence
Recovery After Photobleaching). El fotoblanqueo
es la destruccion irreversible de un fluoréforo por
una excesiva exposicion a la luz. En FRAP, el fo-
toblanqueo se realiza en un punto muy especifico
de una célula en estudio dandole seguimiento a
la recuperacion de la fluorescencia en ese punto
especifico, generalmente por difusion del fluoroforo
que se encuentra aledafio al punto de fotoblanqueo.
Por lo tanto, FRAP permite determinar la dinami-
ca y la difusion de proteinas (cargo fluorescente)
localizadas en la MP. (2). A la par de las técnicas
microscoépicas disponibles en la actualidad, se han
desarrollado plataformas computacionales para
el analisis cuantitativo de los datos obtenidos por
estas tecnologias microscépicas (5).

BIOLOGIA QUIMICA Y SU USO EN EL ESTUDIO
DE LA ENDOCITOSIS EN PLANTAS

Mucho del conocimiento que se tiene sobre la endo-
citosis (para mas detalles ver la revision “Endocitosis
en plantas (parte i): inducida por factores abioticos,
bioticos y hormonas”), se ha desarrollado gracias
al uso de compuestos quimicos que inciden en el
proceso endocitico (6). Estos compuestos se pueden
categorizar como (Fig. 1 y Tabla 1): a) marcadores
fluorescentes, b) inhibidores del trafico vesicular, c)
inhibidores del citoesqueleto, y d) inhibidores de la
endocitosis dependiente de clatrina o CME. A con-
tinuacion, se explica el efecto de estos compuestos
sobre la endocitosis en las células vegetales y las

aportaciones que se han logrado por medio de su
uso.

La biologia quimica describe el uso de compues-
tos quimicos para evaluar fendmenos bioldgicos por
diferentes técnicas de analisis, y representa una
forma de analisis alternativa a las metodologias
que utilizan la mutacién de genes (6). En contraste
a la bioquimica, que estudia la quimica de las bio-
moléculas y sus vias de regulacion en las células, la
biologia quimica consiste en aplicar compuestos que
permiten estudiar un proceso bioldgico. El uso de la
biologia quimica ha sido significativo para entender
los mecanismos de transporte y de regulacién a
diferentes niveles del sistema endomembranal (2,
6). Por ejemplo, usando un compuesto que inhibe
el proceso endocitico, se pueden realizar analisis
rapidos, dosis-dependientes y reversibles, lo cual
evita los problemas de letalidad y de redundancia
genética. Ademas, combinando la biologia quimica,
con las técnicas microscopicas como LSCM y SDCM,
ha sido posible observar y caracterizar in vivo los
efectos de estos compuestos en las células vege-
tales y realizar el analisis de proteinas de interés
(2). Muchos de estos compuestos se comenzaron a
utilizar debido a que se conocia su efecto en células
animales y levaduras. A continuacion, se recapitulan
los compuestos que han permitido el avance del
estudio de la endocitosis en plantas.

a) Marcadores fluorescentes de la endocitosis.

Los marcadores recurrentemente utilizados para
seguir el proceso de endocitosis son los colorantes
fluorescentes anfipaticos y selectivos de membrana
FM4-64 (N-(3-trietilamoniopropil)-4-(6-(4-dietila-
mino fenil hexatrienil) dibromo piridinio) y FM1-43
(N-(3-trietilamoniopropil)-4-(4-dibutilamino estire-
nil) dibromo piridinio). Estos compuestos fueron de-
sarrollados por Betz y col, a partir de DASPMI (siglas
de Dimetilaminoesterilmetilpiridinoamido) quienes
los nombraron FM por la derivacion del nombre Fei
Mao, uno de los cientificos que trabajaron en su
desarrollo (7). Estos compuestos lipofilicos estan
formados por una cabeza di-catidnica, dos colas
lipofilicas y un nuicleo aromatico. Son moléculas no-
fluorescentes en medio acuoso, pero al unirse a la
cara externa de la MP a través sus colas lipofilicas,
un medio hidrofdbico, se tornan fluorescentes. Una
vez que se unen a la capa lipidica, estos colorantes
se internalizan por la via endocitica y se distribuyen
por el sistema endosomal. Estas propiedades han
sido cruciales para visualizar in vivo tanto la endoci-
tosis como el trafico vesicular asociado a FM1-43 y
FM4-64 ya que difieren en su espectro de absorcion
y emision, 502 nmy 625 nm para FM1-43; y 560 nm
y 767 nm para FM4-64, lo cual esta definido por las
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Figura 1. Descripcion del efecto de los inhibidores de la endocitosis sobre el trafico vesicular en las
células vegetales. Se muestran los diferentes componentes celulares implicados en el trafico vesicular, MP,
membrana plasmatica, MVB/LE/PVC, cuerpo multivesicular/endosoma tardio/cuerpo prevacuolar; TGN/EE, red
trans Golgi/endosoma temprano; AG, aparato de Golgi; RE, reticulo endoplasmatico; CCV, vesicula con cubierta
de clatrina; MT, microtubulos. Los inhibidores se muestran en abreviaturas, Wm, wormanina; BFA, brefeldina A;
Conc A, concanamicina A; IKA, Ikarugamicina; TryA23, tirfostina A23; ES9, endosidina 9, CHX, cicloheximida,
LatB, latrunculina B; citocalasina D, Cyt-D. Las flechas (=¢p) indican la direccionalidad del tréfico endocitico, y las
barras tipo (=4 ) indican el proceso de inhibicién directa o indirecta sobre la endocitosis.

propiedades quimicas del nucleo de la molécula. El
uso de estos compuestos como marcadores endoci-
ticos es dependiente de tiempo y temperatura, pero
no de pH (8). La caracterizacion de estos compues-
tos, que originalmente fueron desarrollados como
sensores del potencial de membrana, se inicié en
neuronas y en terminaciones presinapticas. Su uso
fue fundamental para caracterizar el reciclaje de las
vesiculas presinapticas en cultivos de células del hi-
pocampo Yy en terminaciones nerviosas de anfibios.
El uso de los marcadores FM en células vegetales fue
crucial para la descripcién de la endocitosis en plan-
tas, debido a que utilizando el FM4-64 se describid
que la endocitosis dependiente de clatrina ocurre en
plantas y que es fundamental para la internalizacion
de los transportadores de auxinas PIN (8, 9). Ade-

mas, utilizando este compuesto junto con ensayos
de co-localizacion, fue posible identificar que el
TGN funciona como el EE en células vegetales, ya
que es el primer sitio celular que recibe el material
endocitado desde la MP (6, 10).

b) Inhibidores para evaluar el trafico vesicular
en plantas:

Brefeldina A

Brefeldina A (BFA) es una toxina lipofilica de ori-
gen fungico que tiene como estructura quimica
una lactona macrociclica. Fue aislada de manera
independiente por diferentes grupos de investi-
gacion entre los afios de 1958 a 1970. Su interés
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TABLA 1
Inhibidores directos e indirectos y su efecto en el proceso endocitico en células vegetales.
Inhibidor Blanco molecular | Efecto del inhibidor sobre el proceso endocitico | Referencia
BFA GNOM Indirecto. Produce un conglomerado intracelu- | 2, 5, 6, 11,
lar, denominado cuerpo de BFA. Bloquea el trafi- 12
co vesicular tanto de secrecion como endocitico.
Conc A Subunidad c de la Indirecto. Deforma el AG e induce la acumu- 2,13, 14,
porcion V, de las V- lacion de material recién endocitado, también 15
ATPasas bloquea el transporte de cargos hacia el MVB/LE/
PVC y la vacuola.
Wm Subunidad catalitica Indirecto. Induce la fusion homotipica y el 2,9,16, 17
de PI3K* abultamiento de MVB/LE/PVC, y la agregacién y
la estabilizacién de las fosas de clatrina en la MP.
Evita el transporte hacia la vacuola.
Latrunculina | Actina monomeérica Indirecto. Inhibe la polimerizacién de nuevos 2,18
B filamentos de actina.
Citocalasina | Extremo barbado y | Indirecto. Inhibe la asociacion y disociacion de 2
D filamentos de actina | la actina monomeérica y globular al filamento de
en crecimiento actina.
Oryzalina Tubulina Indirecto. Se une y forma complejos con tubuli- | 2, 11, 20
na, evitando la polimerizacién de los microtubu-
los. Afecta el movimiento lateral de las fosas de
clatrina en la MP.
IKA No se conoce Directo. Evita la maduracion de CCVs vy altera la 2,21, 22
morfologia del AG.
TryA23 Subunidad p del Directo. Bloquea la interaccidon entre la subuni- | 2. 5, 23, 24
AP2 dad p del complejo AP2 y el motivo YXX@, pre-
sente en cargos internalizados por CME e inte-
rrumpe la asociacién a la MP de la subunidad TCP
del complejo TPLATE. También induce cambios en
el pH intracelular.
ES9 No se conoce Directo. Actla como un protonéforo y provoca la | 2, 5, 16, 25
acidificacién del citoplasma.

*PI3K, cinasa de fosfatidil-inositol 3-fosfato

inicio por su efecto como anti-fingico, antibiético
y fitotéxico (2, 6). Posteriormente se observé que
BFA es un inhibidor del transporte intracelular de
proteinas entre el reticulo endoplasmatico (RE) y
el aparato de Golgi (AG) (Fig. 1). La incubacion de
las células animales con BFA altera la morfologia
y funcion del AG, provocando la fusién del AG con
el RE, lo que subsecuentemente conduce a un
bloqueo en el transporte de proteinas entre estos
dos compartimentos celulares (2). Desde esta
observacion, diversos estudios se realizaron para
conocer el modo de accidn de este compuesto sobre
la sintesis y transporte de proteinas a lo largo del
sistema endomembranal. El efecto bioactivo del
BFA se debe a que se une al dominio Sec7 de un
intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF, por

sus siglas en inglés, Guanine-nucleotide Exchange
Factor) especifico de factores de ribosilacion de
ADP (ARF, por sus siglas en inglés, Adenosine di-
phosphate Ribosylation Factor), factor que cambia
el GDP unido al ARF-GEF (forma inactiva y soluble)
por GTP (forma activa y asociada a la membrana).
La uniéon de BFA al dominio Sec7 del ARF-GEF
provoca la inhibicion del intercambio GDP-GTP vy,
por ende, inhibe la actividad de las GTPasas tipo
ARF, las cuales participan en el trafico intracelular
de vesiculas y en la senalizacién celular (11). En
células animales y levaduras los ARF-GEF sensibles
a BFA estan localizados en el AG y funcionan en
el trafico vesicular entre el AG y el RE, ademas
participan en la formacion de las vesiculas COP1
y CCV en la membrana del AG, por lo cual BFA se
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ha utilizado por excelencia como el inhibidor del
trafico vesicular asociado al AG (2). En células ve-
getales, uno de los blancos moleculares de BFA es
el ARF-GEF conocido como GNOM, el cual funciona
en el trafico de proteinas entre endosomas y MP,
y también en el reciclaje de cargos endociticos.
GNOM posee un dominio homologo a Sec7 de ARF1,
blanco caracteristico de BFA (6). El tratamiento con
BFA en plantas produce un conglomerado intrace-
lular de TGN/EE, denominado cuerpo de BFA, el
cual contiene tanto el material recién sintetizado,
como también el endocitado (12). Por medio de la
induccion de la formacidén de los cuerpos de BFA
en células vegetales fue posible determinar que
los transportadores PIN se movilizan de manera
constitutiva entre la MP y los compartimentos
endosomales. De hecho, la estrategia de visuali-
zacion de proteinas marcadas fluorescentemente
y asociadas a los cuerpos de BFA en las células
tratadas con el inhibidor de sintesis de proteinas,
cicloheximida (CHX), ha sido ampliamente utilizada
para analizar el proceso de endocitosis en plantas
(5). También utilizando BFA se ha identificado que
el complejo TPLATE es necesario para la CME (5).
Sin embargo, la interpretacion del efecto del BFA en
células vegetales es controversial, lo cual se debe a
que las células vegetales poseen diversos tipos de
ARF-GEF que estan implicados en diferentes rutas
de trafico endomembranal provocando entonces
la inhibicidon paralela de la via endocitica y de las
vias de transporte proteico entre el RE y el AG,
asi como del TGN al MVB que puede dirigir cargos
hacia la degradacion o hacia la via de reciclaje.
Por lo tanto, el BFA posee un amplio espectro de
blancos moleculares, ademas en plantas existen
ARF-GEF insensibles al efecto de BFA (12). Estas
caracteristicas dificultan en ocasiones la caracteriza-
cion especifica de ciertos blancos de la maquinaria
endocitica o cargos de esta via celular. Por ello,
el desarrollo y estudio de compuestos bioactivos
mas selectivos de la via endocitica, constituyen
una alternativa para el estudio de este proceso en
células vegetales.

Concanamicina A

Concanamicina A (Conc A; Fig. 1) es un antibidtico
utilizado como inhibidor del trafico vesicular, su
estructura quimica consta de un anillo macrocicli-
co de lactona de 18 residuos. Este antibidtico fue
aislado de Streptomyces diastatochromogenes y
nombrado por su actividad como inhibidor de la
proliferacion de células T estimuladas con la lectina
concanavalina A (2, 13). Posteriormente se encontro
que Conc A es un compuesto que inhibe la funcion
de las H*-ATPasas vacuolares (V-ATPasas), las
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cuales son transportadores primarios presentes en
todos los eucariontes, importantes para energizar
las membranas celulares y mantener el pH en el
sistema endomembranal (14). Estos complejos
multi-enzimaticos estan conformados por la porcion
V; (subunidades A a H) catalizadora de ATP, y la
porcion V, (subunidades a, c, ¢’, c”, d, €) unida a
la membrana y translocadora de protones. Conc A
se une a la subunidad c de la porcidn V, inhibiendo
la rotacion del complejo y por lo tanto la trans-
locacion de protones. El uso de Conc A como un
inhibidor del trafico vesicular en plantas, inicid al
analizar la localizacién subcelular de la subunidad
a de la V-ATPasa (VHA-al) (14). En este estudio,
se identifico que la VHA-al se localiza tanto en la
membrana de la vacuola, como en TGN. Por medio
del uso de Con A se demostrd que en plantas TGN
también funciona como el EE ya que es el sitio
celular donde las vias endociticas y de secrecion
convergen en las células vegetales (14). Conc A
bloguea el transporte de protones en la porcién V,
de la V-ATPasa, produciendo la deformaciéon del
AG, también induce la acumulacion de material
recién endocitado y sintetizado en el TGN, lo cual
bloquea su transporte hacia la vacuola o hacia la
MP, respectivamente. Asi mismo, utilizando Conc
A fue posible determinar que el TGN madura para
formar el MVB (15). Por lo tanto, el uso de este
inhibidor permitié elucidar aspectos relevantes del
funcionamiento del sistema endomembranal en las
células vegetales y constituye, asi como la BFA,
una herramienta para inhibir de manera indirecta
la via endocitica.

Wortmanina

Wortmanina (Wm) es un metabolito esteroideo ais-
lado de diferentes especies de hongos, entre ellos
Penicillium wortmanni, Talaromyces wortmannin,
Myrothecium roridum y Fusarium oxysporum (2,
16). Se identificd como un inhibidor especifico que
se une covalentemente a la subunidad catalitica
de la cinasa de fosfatidil-inositol 3-fosfato, enzima
que produce el fosfatidil-inositol 3-fostato, a partir
de fosfatidil-inositol 4, 5-bifosfato (2, 17). Debido
a que el fosfatidil-inositol 3-fostato es un lipido
caracteristico de las membranas endosomales, se
analiz6 su efecto en la via endocitica en mamife-
ros, donde se observd que inhibe la endocitosis.
El uso de Wm para el estudio de la endocitosis en
plantas inicio con el trabajo de Emans y col (9),
quienes utilizaron este inhibidor para caracterizar
los marcadores fluorescentes FM como indicadores
de endocitosis en plantas y observaron que, al tratar
a las células vegetales con este compuesto la toma
de FM1-43 se inhibe (9). En la actualidad, se conoce
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qgue el tratamiento con Wm en células vegetales
induce la fusion homotipica y el abultamiento del
compartimento prevacuolar (PVC, por siglas en
inglés, Pre-Vacuolar Compartment). Ademas de
funcionar como MVB o LE (Multivesicular bodies
en plantas, PVC es el sitio celular donde las rutas
de sintesis y de endocitosis convergen para diri-
girse hacia la vacuola (2). A partir de estos datos,
el uso de Wm para analizar la ruta endocitica ha
permitido demostrar, que este inhibidor bloquea la
CME por medio de la agregacion y estabilizacion
de las fosas de clatrina en la MP, lo que detiene
la formaciéon de CCV. Simultaneamente, debido
a que el TGN madura a MVB/LE/PVC y este, a su
vez, esta implicado en el trafico de proteinas hacia
la vacuola, Wm interfiere de manera global en la
ruta endosomal de muchas de las proteinas que
son endocitadas (2, 15) ( Fig. 1). Asi mismo, Wm
ha sido utilizada para caracterizar la endocitosis
promovida por estrés salino en la raiz de A. thalia-
na, y para analizar la endocitosis dependiente de
ligando del receptor de flagelina, FLS2 (2).

En resumen, BFA, Conc A y Wm inhiben de
manera indirecta la endocitosis, ya que los tres
compuestos detienen el trafico subcelular entre
los endosomas (TGN/EE y MVB/LE/PCV), debido
a que el flujo normal de vesiculas endociticas se
detiene. Este efecto resulta util al momento de
analizar proteinas de interés, ya sea para carac-
terizar su participacion en la endocitosis o como
cargo endocitico.

c) Inhibidores del citoesqueleto y su efecto
en la endocitosis: latrunculina B, citocalasina
D y oryzalina.

El proceso de endocitosis no solo depende de las
sefiales y las proteinas implicas en la formacion
de las vesiculas endociticas, sino que también re-
quiere la movilizacién de las vesiculas. Para ello,
es necesaria la participacion del citoesqueleto, el
cual provee las vias moleculares por las cuales
las vesiculas endociticas son guiadas a lo largo
del sistema endomembranal (18). En las células
eucariontes existen tres diferentes tipos de elemen-
tos del citoesqueleto, los filamentos de actina, los
microtubulos (MTs) y los filamentos intermedios.
De estos, los filamentos de actina y los MTs se han
identificado como elementos que participan en la
endocitosis en mamiferos, levaduras y también
en plantas (2, 18). En plantas, la funcién de los
filamentos de actina en el proceso de la endoci-
tosis se ha estudiado ampliamente por medio del
uso de toxinas como latrunculina B y citocalasina
D, ambos inhibidores de la polimerizacién de los
filamentos de actina (2) (Fig. 1). Latrunculina B

es una toxina que fue aislada de la esponja roja
de mar, Latrunculia magnifica, mientras que las
citocalasinas son metabolitos aislados de hongos
como: Aspergillus, Phomopsis, Penicillium y Xyla-
ria, entre otros (2). Ambos compuestos inhiben la
polimerizacion de los filamentos de actina, aunque
su mecanismo de accién difiere. Citolalasina D se
une al extremo barbado y de crecimiento rapido
de los filamentos poliméricos de actina evitando la
asociacion o disociacion de la actina monomérica
y globular al filamento. En cambio, latrunculina
B se asocia solo a la actina monomérica lo que
provoca la inhibicion de la polimerizacion de nue-
vos filamentos (19) (Fig. 1). Utilizando estos dos
inhibidores fue posible determinar la importancia
de los filamentos de actina en el proceso de endo-
citosis, por ejemplo, al agregar latrunculina B se
inhibe la endocitosis del marcador Lucifer Yellow y
de pectinas de la pared celular en el meristemo de
la raiz en maiz. También se inhibe la endocitosis
de proteinas de membrana del tubo polinico en
Nicotiana tabacum. Por su parte, citocalasina D
inhibe el transporte endocitico de esteroles en A.
thaliana (2). Por lo tanto, el uso de estas toxinas
permite estudiar la dependencia de la endocitosis
a los filamentos de actina y como estos influyen
en el trafico de las proteinas endocitadas.

La funcion de los MTs dentro de la via endocitica
en las células vegetales, ha sido investigada utili-
zando el herbicida oryzalina, el cual se caracteriza
por ser un agente despolimerizante de MTs, ya que
se une y forma complejos con tubulina, evitando
su polimerizacion (20). El efecto de este inhibidor
sobre la endocitosis se ha analizado en células de la
epidermis de A. thaliana, en donde se observd que
oryzalina afecta el movimiento lateral de las fosas
de clatrina en la MP. La oryzalina también inhibe
la endocitosis del receptor FLS2 en respuesta a su
ligando y al transportador PIN1 durante la forma-
cion de la placa celular (11, 2). Ademas, oryzalina
inhibe la endocitosis dependiente de flotilina, ya
que el tratamiento, restringe la movilidad de las
vesiculas de flotilina en la MP en células de la raiz
de A. thaliana. Asimismo, como la endocitosis es
un proceso que provee muchos de los componen-
tes que se necesitan para la formacion de la placa
celular en células en divisidn, ya que la funcion
de los MTs junto con la actina cortical, indican el
lugar donde se formara la placa celular (2, Fig. 1).
Se ha utilizado, oryzalina para determinar que los
MTs son las vias moleculares mas importantes para
dirigir el material endocitado al sitio de formacion
de la placa celular en las células en division, lo que
difiere en las células en interfase, donde la via mas
importante para la movilizacién de las vesiculas
endociticas son los filamentos de actina (2).
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d) Inhibidores de la endocitosis dependiente
de clatrina.

Ikarugamicina

Ikarugamicina (IKA) es un antibidtico con actividad
antiprotozoaria aislado de Streptomyces phaechro-
mogenes sp. ikaruganensis. El efecto de la IKA
sobre la CME se descubrié al analizar la internali-
zacion de versiones oxidadas de lipoproteinas de
baja densidad en macrofagos (2, 21). En un estudio
posterior, se encontro que en células monociticas
el tratamiento con IKA inhibe la endocitosis de
CD4 inducida por la fosfoproteina Nef del virus del
VIH (22). El modo de accién de IKA sobre la CME
no se tiene bien definido, pero se conoce que la
presencia de IKA provoca la redistribucion de la
CHC y del complejo hetero-tetramerico adaptador
de clatrina 2 (AP2), claves para la formacion de
las CCV, del citoplasma a la MP. El tratamiento
con IKA conlleva e a la agrupacién proteica no
funcional que evita la maduracion a CCVs vy altera
la morfologia del AG, el cual se observa mas des-
organizado y vesiculado (22). Su uso en plantas
inicid al estudiar la endocitosis en protoplastos de
tabaco y en los tubos polinicos, lo cual permitid
esclarecer que IKA es un compuesto que también
inhibe la CME en plantas (Fig. 1), ademas de que
permitié elucidar que en el tubo polinico existen
dos zonas endociticas activas, la zona apical y la
zona lateral y la presencia de un mecanismo de
endocitosis independiente de clatrina, el cual es
insensible a IKA (2, 22). Debido a que no se conoce
el blanco molecular de IKA, su uso para estudiar
la CME en plantas, debe ser cuidadoso y utilizando
los controles necesarios para permitir ver su efecto
dentro del sistema con el que se esta trabajando.

Tirfostina A23

Tirfostina A23 (TyrA23), un inhibidor de la CME, es
un analogo estructural a la fosfotirosina (2) (Fig. 1).
Este inhibidor fue inicialmente desarrollado como un
sustrato competitivo de cinasas de tirosina. Poste-
riormente se observo que inhibe la endocitosis del
receptor de transferrina en células de mamifero,
ya que bloquea la interaccion entre la subunidad
u del AP2 y el motivo citosolico YXX@ (donde Y es
tirosina, X cualquier aminoacido y @ representa un
aminoacido hidrofébico), presente en muchos de los
cargos internalizados por CME (23). La inhibicion
de esta interaccién provoca que los cargos que
contienen el motivo YXX@ no puedan incorporarse
a las CCVs, inhibiendo asi su endocitosis. El uso del
TyrA23 en células vegetales, inicié al caracterizar la
expresion heterdloga del receptor de transferrina de
mamifero en protoplastos de A. thaliana tratados
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con FM4-64 y TyrA23 donde se observo que TyrA23
inhibe la endocitosis de este receptor (24). A partir
de este estudio muchos grupos de investigacion
han utilizado TyrA23 como un inhibidor de la CME,
para analizar la regulacion de la endocitosis de
proteinas de membrana involucradas en procesos
tales como: la absorcion de nutrientes, la defensa
a patégenos y en la respuesta a estrés abidtico. En
plantas, se demostrd que TyrA23 no solo inhibe la
asociacion de la subunidad y a MP sino también de
las subunidades a y o del complejo AP2. Ademas,
interrumpe la asociacién a la MP de la subunidad
TCP del complejo TPLATE, que participa en la for-
macién de CCVs y en la CME (2). Recientemente se
encontrd que, ademas de los efectos ya descritos,
TyrA23 produce la acidificacion del citoplasma en
células de A. thaliana vy, al parecer, cambios en el
pH intracelular conllevan a efectos negativos en la
maquinaria implicada en la CME (5).

Endosidinas

Las endosidinas (ES) son un grupo de compuestos
organicos que forman parte de grandes colec-
ciones o librerias (aproximadamente 60,000) de
compuestos bioactivos (interfieren con funciones
bioldgicas) comercializados por Chembridge Corp.
y MicroSource Discovery Systems Inc. Las ES fue-
ron identificadas por tamizaje de estas librerias
buscando moléculas que afectan la endocitosis y
la funcidon endosomal (25). El blanco funcional o
molecular de algunas de las endosidinas ha sido
caracterizado. Por ejemplo, la endosidina 5 (ES5),
inhibe el reciclamiento de proteinas a MP (16).
Las ES1, ES2 y ES16 afectan el trafico post-Golgi
y la funcidon endosomal (2, 5). Particularmente,
ES9 inhibe la CME del receptor de transferrina en
células animales y de FM4-64 en células vegetales.
Actualmente se conoce que el modo de accion de
ES9 es parecido al efecto de TyrA23, ya que actla
como un protonoéforo y provoca la acidificacion del
citoplasma (5) (Fig. 1).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El conocimiento sobre la via endocitica en plantas
ha permitido definirla como un proceso fundamental
para el desarrollo, la respuesta a estimulos y la
sefializacion vegetal. Hoy en dia sabemos que la
endocitosis de proteinas provoca una respuesta a
nivel celular que impacta en la homeostasis general
de toda la planta. Es por esto que resulta importante
caracterizar la maquinaria molecular implicada en
este proceso. En los ultimos afios se han realizado
muchos esfuerzos para comprender, a nivel molecu-
lar, el funcionamiento de la endocitosis en plantas.
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Esto se ha podido lograr, no solamente mediante
el analisis de las proteinas que forman parte de la
maquinaria y los cargo endociticos, sino en buena
parte gracias al uso de inhibidores de la endocitosis
(Tabla 1). El uso de estos compuestos ha permitido
elucidar la dinamica, eficiencia y selectividad del
sistema endomembranal en las células vegetales.
Ademas, la investigacion acerca del efecto de es-

tos compuestos y su clasificacion como moléculas
que actlan de manera directa o indirecta sobre la
endocitosis resulta importante para continuar con
la investigacion de este proceso. Asi mismo, la
identificacion de mas compuestos que inhiban de
manera directa la endocitosis a diferentes niveles
es una necesidad para continuar la investigacion
en esta area de la biologia vegetal.
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