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¿Por qué estudiar los metales en plantas?
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La deficiencia de Fe en plantas: clorosis férrica

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Deficiencia de Fe
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control 10 µM Cd 100 µM Cd

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Toxicidad de metales

Efectos del Cd en la parte aérea de tomate

López-Millán et al. (2011) Env Exp Bot
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Efectos de la toxicidad de Zn en la parte aérea de remolacha

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Toxicidad de metales

1.2 µM Zn 100 µM Zn 300 µM Zn

Sagardoy et al. (2009) Plant Biol
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Efectos del Cd en la raíz de tomate

control 10 µM Cd 100 µM Cd

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Toxicidad de metales

Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 

Proteomics
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La deficiencia de Fe en plantas: clorosis férrica

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Deficiencia de Fe
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Abadía et al. (2011) Plant Physiol Biochem

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Deficiencia de Fe
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Abadía et al. (2011) Plant Physiol Biochem

¿Por qué estudiar los metales en plantas? Deficiencia de Fe
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Conocimientos sobre la adquisición, transporte 
y utilización de Fe

¿Por qué estudiar los metales en plantas?
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La adquisición y transporte de Fe son 
procesos muy complejos

Deficiencia de Fe
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Genes

Proteínas

Metabolitos

26.500 >40.000

>200.000 metabolitos (10.000 primarios) Pichersky and Lewinsohn, Ann 
Rev Plant Biol 2011

¿Hasta qué punto el sistema es complejo?

PTMs

Proteínas

Complejos
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Análisis de expresión génica Microarray chips Genes

Buckhout et al. (2009) BMC Genomics

Arabidopsis Affymetrics Chips 

60 a 6 h

79 a 24 h

22.500 probe sets
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Análisis de expresión génica Perfiles transcriptómicos: RNAseq
Schmidt's Lab, Academia Sinica, Taiwan

Solexa II Genes

Total RNA

cDNA

secuenciación

Rodríguez-Celma et al., en preparación

Medicago truncatula
roots

Control

0 µM Fe, pH 5,5
vs.

Activación de rutas

Desactivación de rutas

jueves 1 de diciembre de 11



Análisis de expresión génica Perfiles transcriptómicos: RNAseq
Schmidt's Lab, Academia Sinica, Taiwan

Solexa II Genes

Rodríguez-Celma et 
al., en preparación

Control

0 µM Fe + CaCO3, pH 7.7

vs.

Medicago truncatula
roots

Activación de rutas

Desactivación de rutas

Miles de datos: bioinformática

47.800 genes en bases de datos
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De uno en uno

Muchos:

Dentro de una clase:

Análisis de metabolitos

MetabolitosCitrate

Análisis metabolómico "untargeted" y 
"high throughput" (GC-MS)

Análisis "targeted" (HPLC-MS)

Sabemos que es importante, 
vamos a por ello

"Pescando" cambios 
desconocidos  
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Los ácidos orgánicos en xilema aumentan con la clorosis
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Citrato

Análisis de metabolitos (de uno en uno) Metabolitos
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Tiempo (HPLC)

relación masa/carga
MS (ESI/TOF)

m/z única para cada compuesto:
fórmula molecular

Separación por técnicas 2-D

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos

el compuesto se puede romper 
por MS/MS:

estructura molecular
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Rellán-Álvarez et al. (2008) Rapid 
Commun Mass Spectrom

resolucion isotópica

fórmula molecular 

estado redox del metal

huella dactilar del metal

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos

Separación por técnicas 2-D
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Carboxilatos

Rellán-Álvarez et al. (2011) J Agric Food Chem

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos

m/z única para cada compuesto:
fórmula molecular

se usan marcajes con isótopos estables 
para calibración
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Carboxilatos

Rellán-Álvarez et al. (2011) J Agric Food Chem

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos

Calibración: límites de detección y 
cuantificación

Técnica cuantitativa
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Carboxilatos

Rellán-Álvarez et al. (2011) J Agric Food Chem

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos

Repetibilidad: Intra-día, inter-día

Recuperaciones 
cercanas al 100%%
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Carboxilatos

Rellán-Álvarez et al. (2011) 
J Agric Food Chem

Perfiles metabólicos

Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)

HPLC-MS

Metabolitos
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

Metabolitos

"Pescando" cambios 
desconocidos  
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS
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Miles de datos: bioinformática
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>200.000 metabolitos (10.000 primarios) Pichersky and Lewinsohn, Ann 
Rev Plant Biol 2011

1.013 metabolitos 
Fiehn's database <10%

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos

Hay que ser conscientes 
de las limitaciones
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos

Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

En busca de cambios 
consistentes
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Rellán-Álvarez et al. (2011) 
Frontiers Plant Sci

Xilema
tomate/lupino/melocotonero

253/233/251 resueltos
77/83/77 identificados

11/3/1 aumentan
32/16/5 descienden

Hoja
tomate/remolacha/melocotonero

254/113/239 resueltos
65/82/92 identificados

12/29/4 aumentan
8/4/3 descienden

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos

<3%
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Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

Componentes principales:
se diferencian bien

control y deficiente en Fe

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos
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Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

Cambian las relaciones 
entre metabolitos

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos
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Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

Se diferencian bien
control, deficiente en Fe y 

fertilizados con Fe a distintos 
tiempos

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

Metabolitos

GC-MS
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Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos

Cambios consistentes
en tres especies 

vegetales

Activación de rutas
Desactivación de rutas
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)

GC-MS

Metabolitos

Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci

Información nueva
sobre reciclaje de 

compuestos de N en 
deficiencia de Fe
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Fuente laser

IonizaciónDesorción

Matriz sobre 
el corte

Iones moleculares

Laser imagingOtras Técnicas

MS

Metabolitos

Limitación:
resolución de unas 20 µm
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Laser imagingOtras Técnicas

MS

Metabolitos

Peukert et al. 
(2011) New Phytol

Aplicado a granos de cereales

Aplicado a cortes de raíz

Problema: cómo obtener secciones 
de raíz
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Laser imagingOtras Técnicas

MS

Metabolitos

Peukert et al. 
(2011) New Phytol

Hay que diferenciar espectro de 
analito y de la matriz
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Laser imagingOtras Técnicas

MS

Metabolitos

Peukert et al, 
New Phytol 2011

Se aprecia localización específica 
de metabolitos en partes del 

grano

Se puede utilizar para 
localización de proteínas

Problema: falta de software 
adecuado
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Laser imagingOtras Técnicas

MS

Metabolitos
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Otras técnicas

Técnicas HPLC-MS

Técnicas 2-DE IEF-SDS/PAGE

Label free shotgun proteomics

Blue native (PAGE-SDS/PAGE)

iTraq

DIGE

Image analysis

Proteínas

Análisis de proteínas: proteómica

"Pescando" cambios 
desconocidos  

ICAT
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Proteínas

IEF-SDS/PAGE
Técnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE

¿Se extractan todas?

¿Se solubilizan todas?

¿No se modifican?

Extracción de proteínas

Fracciones 
subcelulares

Proteínas

Dominios 
dentro de las 
fracciones
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Santos Susín, 1994, Tesis Doctoral UZ

IEFpI

SDS-PAGE

kDa

23 cm BioImage

No existía la posiblidad de
identificar "spots"

Técnica muy laboriosa: 
IEF en tubo

membrana plasmática

Problemas de 
reproducibilidad

Historia en nuestro labo

IEF-SDS/PAGE
Técnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE
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Elena González-Vallejo, 1999, Tesis Doctoral UZ

IEF

SDS-PAGE

pI

kDa

23 cm BioImage

puntas de raíz de remolacha

Alguna identificación por anticuerpos, 
amino terminal bloqueado

Problemas de 
reproducibilidad

Técnica muy laboriosa: 
IEF en tubo

¿Se pierden en la separación?

¿Cuánta proteína hay que 
cargar?

¿Qué diseño estadístico hay que 
utilizar para el experimento y el 

análisis?

Historia en nuestro labo

¿Cuál es la mejor tinción?

IEF-SDS/PAGE
Técnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE
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IEF-SDS/PAGE
Técnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE2-DE: strips IEF y geles 
7 cm, Coomasie coloidal

dirty dozen 1ae0u4_LCA_1-F,3_03_1173.d: TIC ±All MSn
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nHPLCCortador de 
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MALDI-TOF UPM/INIA J. Kehr

Identificación 
de "spots"
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Details of the MSMS spectrum of TVMOxENFVAFVDK (BSA)

High mass accuracy for protein identification

Digestión 
con tripsina

Digestión 
con tripsina
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Andaluz et al. (2006) 
Photosynth Res

IEF

SDS-PAGE

+ Fe - Fe

28 aparecen
27 aumentan
10 disminuyen
1 desaparece

Beta vulgaris tilacoides

66 cambian
46 identificados 

(70%)

110 spots 140 spots

IEF-SDS/PAGE
Técnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE
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control 10 µM Cd 100 µM Cd

López-Millán et al. (2009) Environ Exp Bot

Solanum lycopersicum
Hidropónico

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

2-DE
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Solanum lycopersicum
Hidropónico

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

Muy importante: conocer el material

López-Millán et al. 
(2009) Environ Exp 

Bot

decrease in growth
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IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

2-DE

Solanum lycopersicum
Hidropónico

control 10 µM Cd 100 µM Cd

Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 
Proteomics
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5 tandas (réplicas biológicas) con los 3 tratamientos

1 gel (7 cm BioRad) por réplica biológica (5 reps. biol. x 3 tratamientos, 15 geles en total)

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

2-DE

"Spots" consistentes: 
en 80% de los geles en 

al menos un 
tratamiento

Diferencias 
significativas: t-test 

p<0,10
cambio >2 veces

Diseño experimental para proteómica diferencial 
2-DE IEF-SDS/PAGE
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Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 
Proteomics

Control 10 µM Cd 100 µM Cd

6 aparecen
22 aumentan
7 disminuyen
1 desaparece

2 aparecen
9 aumentan
24 disminuyen
6 desaparecen

36 cambian
27 identificados 

(75%)

41 cambian
33 identificados 

(80%)

121 spots 145 spots 93 spots

Solanum lycopersicum

raíces

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

2-DE

Proteínas solubles mayoritarias, 
pocas de membrana
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Rodríguez-Celma et al. (2010) J Proteomics

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

2-DESolanum lycopersicum

raíces
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Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 
Proteomics

aparecen
aumentan
disminuyen
desaparecen

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Toxicidad de 
metales

2-DE
Solanum lycopersicum

raíces

Activación de rutas

Desactivación de rutas

10 µM Cd 100 µM Cd
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Medicago truncatula
Hidropónico

Control 0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7,7

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DE
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Rodríguez-Celma et al. (2011) J Proteome Res

IEF

SDS-PAGE

pI

kDa

Control 0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7.7

323 spots 341 spots 345 spots

13 aparecen
19 aumentan
26 disminuyen
11 desaparecen

8 aparecen
12 aumentan
8 disminuyen
3 desaparecen

31 cambian
21 identificados 

(68%)

Medicago truncatula
raíces

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DE

69 cambian
51 identificados 

(74%)
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Rodríguez-Celma et al. (2011) J Proteome Res

aparecen
aumentan
disminuyen
desaparecen

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DE
Medicago truncatula

raíces

Activación de rutas

Desactivación de rutas

0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7,7
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Rodríguez-Celma et al., en preparación

Muestreo de tallos

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DEMedicago truncatula
Hidropónico
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Rodríguez-Celma et 
al., en preparación

IEF

SDS-
PAGE

pI

kDa

Medicago truncatula
tallos

Control 0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7.7

268 spots 270 spots 274 spots

0 aparecen
7 aumentan
9 disminuyen
2 desaparecen

5 aparecen
24 aumentan
11 disminuyen
3 desaparecen

18 cambian
16 identificados 

(89%)

43 cambian
39 identificados

(91%)

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DE
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Medicago truncatula
tallos

IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

2-DE

0 µM Fe + CaCO3, pH 7.70 µM Fe, pH 5.5

63

4

0

6

1
4

12

1

3

1

0

4
3 4

1 5

Rodríguez-Celma et al., en preparación
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IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

Proteínas

Deficiencia de Fe

"spots" "spots" con cambios 
significativos

Geles 7 cm 200-350 18-69

Geles 20 cm 1000-1300 bastante 
similar

      Número de "spots" por gel

¿Cuál es la razón?
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IEF-SDS/PAGETécnicas 2-DE
EEAD-CSIC, Zaragoza

pI

kDa

3-10

10-100

300 "spots"

Proteínas

Deficiencia de Fe

     Número de "spots" En un sistema dado

pI

kDa

5-6

20-30

300 "spots"
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Andaluz et al. (2006) 
Photosynth Res

Beta vulgaris tilacoides

SDS-PAGE

kDa

Blue nativeBlue native

EEAD-CSIC, Zaragoza
ProteínasOtras Técnicas 2-DE Blue Native 2-DE

2-DE

Complejos 
proteicos

Información sobre 
complejos

Mejor para proteínas 
de membrana
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EEAD-CSIC, Zaragoza
ProteínasOtras Técnicas 2-DE

DIGE

No muy optimizado para 
plantas
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Marcaje distinto para cada 
tratamientoiodoacetamida-marcador ligero-biotina

iodoacetamida-marcador pesado-biotina

ICAT (marcaje isotópico)Otras Técnicas HPLC-MS Proteínas

HPLC-
MS
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Marcaje distinto para cada 
tratamiento

iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS Proteínas

HPLC-MS
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iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS
Schmidt Lab, Academia Sinica, Taiwan

Proteínas

HPLC-
MS

Lan et al (2011) Plant Physiol
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iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS
Schmidt Lab, Academia Sinica, Taiwan

Proteínas

HPLC-
MS

Lan et al (2011) 
Plant Physiol

"clustering" de proteínas que 
responden a Fe

4.454 
identificadas

2.882 
cuantificadas
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Mezcla compleja

nano rp-LC-MS/MS

Identificación y 
cuantificación de proteínas

Fraccionamiento de proteínas
SDS-PAGE, IEF, rp-HPLC, FFE

Digestión con tripsina

"Shotgun proteomics"Otras Técnicas HPLC-MS Proteínas

HPLC-
MS

Digestión con tripsina

IEF, SCX, rp-HPLC, FFE, m/z in MS
Fraccionamiento de péptidos
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"Shotgun proteomics"Otras Técnicas HPLC Proteínas

HPLC-
MS

> 2.000 proteínas

> 40.000 péptidos

Problema: falta de software 
adecuado
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Proteínas

Complementariedad de métodos proteómicos
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Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe

Rellán-Álvarez et al., 
(2010) BMC-Plant Biol

13 aparecen
29 aumentan
13 disminuyen
6 desaparecen

141 spots 148 spots

+Fe -Fe

61 cambian
22 identificados (36%)

Beta vulgaris puntas de raíz
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Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe

Rellán-Álvarez et al. 
(2010) BMC-Plant Biol

326 metabolitos
77 identificados

62 cambian
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Rellán-Álvarez et al. 
(2010) BMC-Plant Biol

aparecen
aumentan
disminuyen
desaparecen

Activación de rutas

Desactivación de rutas

aumentan RFOs (rafinosa, etc.)

aparece DMRL

Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe
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Rellán-Álvarez et al. 
(2010) BMC-Plant Biol 

Genes

Proteínas

Metabolitos

Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe
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