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Denominacion (espaiiol) | Técnicas Instrumentales Avanzadas

Denominacion (inglés) | Advanced Instrumental Techniques

Titulaciones Grado en Bioquimica
Centro Facultad de Veterinaria
Médulo 4. Métodos Instrumentales
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Profesorado
Nombre Despacho Correo-e
Lauro Gonzalez Fernandez N® 6 Anexo lgonfer@unex.es

Investigacion
(Facultad de
Enfermeria)
Patricia Gomez Suaga Despacho 1D10
(Institutos
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Area de conocimiento | Bioquimica y Biologia Molecular

Departamento Bioquimica y Biologia Molecular y Genética

Profesor coordinador Lauro Gonzalez Fernandez

Competencias

Competencias Basicas

CB1. Que los estudiantes hayan demostrado poseer y comprender conocimientos en
un area de estudio que parte de la base de la educacién secundaria general, y se suele
encontrar a un nivel que, si bien se apoya en libros de texto avanzados, incluye también
algunos aspectos que implican conocimientos procedentes de la vanguardia de su
campo de estudio.

CB2. Que los estudiantes sepan aplicar sus conocimientos a su trabajo o vocacién de
una forma profesional y posean las competencias que suelen demostrarse por medio
de la elaboracion y defensa de argumentos y la resolucién de problemas dentro de su
area de estudio.

CB3. Que los estudiantes tengan la capacidad de reunir e interpretar datos relevantes
(normalmente dentro de su area de estudio) para emitir juicios que incluyan una
reflexion sobre temas relevantes de indole social, cientifica o ética.

CB4. Que los estudiantes puedan transmitir informacion, ideas, problemas y soluciones
a un publico tanto especializado como no especializado.
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CB5. Que los estudiantes hayan desarrollado aquellas habilidades de aprendizaje
necesarias para emprender estudios posteriores con un alto grado de autonomia.

Competencias Generales

CG1. Saber identificar la organizacion y funcién de los sistemas bioldgicos en los
niveles celular y molecular, siendo capaces de discernir los diferentes mecanismos
moleculares y las transformaciones quimicas responsables de un proceso biolégico.

CG2. Saber aplicar los conocimientos de Bioquimica y Biologia Molecular a la practica
profesional y poseer las competencias y habilidades intelectuales necesarias para
dicha practica, incluyendo capacidad de: gestion de la informacion, analisis y sintesis,
resolucién de problemas, organizacion y planificacion y generacion de nuevas ideas.

CG3. Ser capaces de reunir e interpretar datos, informacion y resultados relevantes,
obtener conclusiones y emitir informes razonados en temas relevantes de indole
social, cientifica o ética en conexion con los avances en Bioquimica y Biologia
Molecular.

CG4. Saber transmitir informacién, ideas, problemas y soluciones en el ambito de la
Bioquimica y Biologia Molecular a un publico tanto especializado como no
especializado.

CGS5. Desarrollar aquellas estrategias y habilidades de aprendizaje necesarias para
emprender estudios posteriores en el area de Bioquimica y Biologia Molecular y otras
areas afines con un alto grado de autonomia.

CG6. Adquirir habilidades en el manejo de programas informéticos incluyendo el
acceso a bases de datos bibliograficas, estructurales o de cualquier otro tipo utiles en
Bioquimica y Biologia Molecular.

Competencias Transversales

CT1. Tener compromiso ético y preocupacion por la deontologia profesional.

CT2. Saber utilizar las herramientas informaticas basicas para la comunicacion, la
busqueda de informacion, y el tratamiento de datos en su actividad profesional.

CT3. Tener capacidad de analisis, sintesis y razonamiento critico en la aplicacién del
método cientifico.

CT4. Tener capacidad de aprendizaje y trabajo autbnomo (capacidad de analisis, de
sintesis, de visiones globales y de aplicacion de los conocimientos a la
practica/capacidad de tomar decisiones y adaptacion a nuevas situaciones).

CT5. Tener capacidad comunicativa (capacidad de comprender y de expresarse
oralmente y por escrito, dominando el lenguaje especializado).

CT6. Tener capacidad creativa y emprendedora (capacidad de formular, disefar y
gestionar proyectos).

CT7. Tener capacidad de trabajo en equipo (capacidad de colaborar con los demas y
de contribuir a un proyecto comun/capacidad de colaborar en equipos interdisciplinares
y en equipos multiculturales).

CT8. Tener capacidad de desenvolverse con seguridad en un laboratorio.

Competencias Especificas

CE13. Conocer las técnicas basicas de cultivos celulares, asi como las de
procesamiento de células y tejidos para obtener preparaciones de organulos
subcelulares.
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CE15. Poseer las habilidades “cuantitativas” para la experimentacion en Biociencias,
incluyendo la capacidad de preparar reactivos para experimentos de manera exacta y
reproducible.

CE16. Capacidad para trabajar de forma adecuada utilizando el material bioldgico y
quimico, incluyendo seguridad, manipulacion, eliminacién de residuos bioldgicos y
quimicos, y registro anotado de actividades.

CE17. Saber aplicar protocolos experimentales de laboratorio dentro del area de las
Biociencias.

CE18. Poseer las habilidades matematicas, estadisticas e informaticas para obtener,
analizar e interpretar datos, y para entender modelos sencillos de los sistemas vy
procesos bioldgicos a nivel celular y molecular.

CE20. Adquirir la capacidad para transmitir informacion dentro del area de las
biociencias, incluyendo el dominio de la terminologia especifica

CE28. Conocer los principios y aplicaciones de los principales métodos
experimentales e instrumentacion utilizados en Bioquimica y Biologia Molecular, con
énfasis en las técnicas de aislamiento y caracterizacién de macromoléculas bioldgicas.

CE31. Adquirir la formacién basica necesaria para el desarrollo de proyectos de
investigacion en el area de la Bioquimica y Biologia Molecular, incluyendo saber
plantear las preguntas apropiadas, poder formular hipotesis y disefar los
experimentos adecuados para contrastarlas, asi como poder interpretar, con rigor
cientifico, los resultados experimentales.

Contenidos

Descripcion general del contenido:

Cultivo de células animales. Transferencia de ADN a células animales. Purificacion de
ADN y ARN. Marcaje de sondas e hibridacion molecular. Sintesis de cDNA y rtPCR.
gPCR y PCR digital en diagndstico molecular y en estudios de expresion génica.
Inmunoprecipitacion de proteinas. Microscopia y citometria de flujo. Técnicas de
fecundacion in vitro. Técnicas de aislamiento de vesiculas extracelulares.

Temario

TEMA 1. Introduccion al cultivo de células animales.

Normas de trabajo, equipamiento y material del laboratorio de cultivo. Tipos de
cultivos celulares. Pase y crio-conservacion. Ventajas y limitaciones del cultivo de
células de mamiferos.

Actividades practicas de este tema: Practica 1.
TEMA 2. Cultivos primarios y lineas celulares.

Tipos de cultivos primarios. Cultivos secundarios: transformacion. Lineas celulares
continuas.

TEMA 3. Transferencia de ADN a células animales.

Conceptos basicos. Tipos de transfeccion. Métodos de transfeccion: quimicos, fisicos
y bioldgicos. Marcadores de seleccion y expresion.

TEMA 4. Reprogramacion celular.

Introduccioén a la generacion de células madre pluripotentes inducidas diferenciadas
y a la transdiferenciacién a partir de células adultas. Caracterizacion. Ejemplos.

TEMA 5. Aplicaciones del cultivo celular en bioquimica y biomedicina.
Ejemplos.
TEMA 6. La inmunoprecipitacion y sus aplicaciones.
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Principios basicos. Método directo e indirecto. Tipos de inmunoprecipitacion:
inmunoprecipitacion de proteinas individuales (IP), inmunoprecipitacion de complejos
proteicos (Co-IP). Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). Inmunoprecipitacién de
ARN (RIP). Pull-down. Aplicaciones.

Actividades practicas de este tema: Practica 2.

TEMA 7. Microscopia de fluorescencia, confocal, multifotén y super-resolucién.
Principios basicos de la fluorescencia. Fluordforos y aplicaciones: moléculas
organicas, puntos cuanticos y proteinas fluorescentes. Funcionamiento basico de un
microscopio de fluorescencia: fuentes de excitacion, filtros, emision y captacion de las
sefales. Objetivos: caracteristicas y usos. Grabacion de imagenes: camaras, tipos y
uso. Microscopia de barrido laser confocal, principios y aplicaciones. Microscopia
espectral. Microscopia multifotén, principios y aplicaciones. Microscopia de super-
Resolucién: tipos, principios y aplicaciones.

TEMA 8. Citometria de flujo.

Introduccidn. Principios fisicos de la citometria de flujo: la luz, la fluorescencia y la toma
de datos, fuentes luminicas, filtros 6pticos y detectores. Captacién de las sefales,
visualizacion y analisis de los datos. Aplicaciones de la citometria de flujo:
metabolismo, ciclo celular, viabilidad, expresion de proteinas, etc. Tipos de citdmetros
de flujo: espectral, citometro de imagen, sorter, citometria fotoacustica. Mantenimiento
de un citémetro.

Actividades practicas de este tema: Practica 3.
TEMA 9. Técnicas de fecundacion in vitro.

Conceptos basicos. Fecundacion in vitro convencional. Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSl). Clonacién. Crio-preservacion de gametos y embriones.
Vitrificacion. Liofilizacion. Aplicaciones.

TEMA 10. Técnicas de obtencion, aislamiento y caracterizacion de vesiculas
extracelulares.

Conceptos basicos. Métodos de obtencion. Técnicas de aislamiento: Ultra-
centrifugacion, filtracion, cromatografia de exclusién, captura inmuno-magnética.
Caracterizacion de vesiculas extracelulares: microscopia electrénica criogénica (Cryo-
EM), analisis de rastreo de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA),
fraccionamiento por flujo de campo (FFF), exoELISA. Aplicaciones.

TEMA 11. Aislamiento del ADN y del ARN.
Etapas del proceso. Métodos de purificacion. Aislamiento de ADN plasmidico.
TEMA 12. Marcaje de sondas e hibridacion molecular.

Técnicas basadas en la hibridacién de los acidos nucleicos en soporte solido:
Southern y Northern blotting. Hibridacién fluorescente in situ (FISH). Sondas: Tipos.
Marcaje. Sintesis.

TEMA 13. Sintesis de cDNA y rtPCR

ADN polimerasas dependientes de ARN. Cebadores para la sintesis del cDNA. rtPCR
en un paso y rtPCR en dos pasos.

TEMA 14. PCR cuantitativa (QPCR) y PCR digital.

Fundamentos de la gPCR. Métodos de analisis. Fundamentos de la PCR digital.
Aplicaciones de la RT-qPCR: diagndstico molecular y en estudios de expresion génica.

Practicas de laboratorio (20 horas):
Practica 1. Introduccion a los cultivos celulares (6 horas).
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Practica 2: Inmunoprecipitacion de proteinas mediante bolas magnéticas (10 horas).

Practica 3: Estudio de la viabilidad celular mediante citometria de flujo.
Funcionamiento basico de un citdbmetro-separador celular (4 horas).

Las practicas de laboratorio se realizaran en la franja horaria establecida por la
Facultad de Veterinaria y que se publicara en el siguiente enlace:
http://www.unex.es/conoce-la_uex/centros/veterinaria/informacion academica/horarios

Actividades formativas

Horas de trabajo del Horas - o Actividad de No
alumno/a por Jtema ;—:apll Actividades practicas seguimiento | presencial
Tema Total GG CH L (0] S TP EP
1 8 2 6 5
2 8 2 5
3 8 2 5
4 8 2 5
5 9 1 6
6 12 5 10 8
7 10 4 6
8 9 3 4 6
9 8 4 6
10 10 3 6
11 8 3 5
12 9 3 6
13 8 2 5
14 10 2 6
Practica 1 7 6 3
Practica 2 9 10 4
Practica 3 7 4 3
Evaluacion 2 2
TOTAL 150 40 20 90

GG: Grupo Grande (85 estudiantes).

CH: Actividades de practicas clinicas hospitalarias (7 estudiantes)

L: Actividades de laboratorio o practicas de campo (15 estudiantes)

O: Actividades en sala de ordenadores o laboratorio de idiomas (20 estudiantes)
S: Actividades de seminario o de problemas en clase (40 estudiantes).

TP: Tutorias Programadas (seguimiento docente, tipo tutorias ECTS).

EP: Estudio personal, trabajos individuales o en grupo, y lectura de bibliografia.

Metodologias docentes

Las actividades programadas para la consecucion de las competencias especificas
propuestas son:

Programa teérico

Metodologia Expositiva-participativa. Clases magistrales en pizarra y/o con apoyo de
medios audiovisuales en grupo grande. El material audiovisual utilizado en las sesiones
estara disponible en el aula virtual de la asignatura. Actividades participativas en el aula,
en las cuales los alumnos seran divididos en grupos para trabajar un contenido
especifico. Uso de herramientas de gamificacion para aprendizaje activo, tipo Kahoot,
Wooclap, Quizz, etc. Competencias especificas a desarrollar: CE13, CE17, CE18, CE20,
CE28, CE31.
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Programa Practico de Laboratorio

Metodologia Expositiva-participativa. Las practicas de laboratorio se realizaran en
grupos reducidos que permitan el acceso de todos los alumnos al material de trabajo.
El profesor presentara los objetivos, orientara el trabajo, planteara cuestiones
relacionadas con los apartados tedricos ya explicados y realizara el seguimiento de la
experimentacion. El alumno debera realizar sus experimentos siguiendo los guiones de
practicas disenados, consultara dudas tanto tedricas como metodoldgicas y presentara
al profesor los resultados obtenidos cuando éste se lo solicite. Competencias a
desarrollar: CE13, CE15, CE16, CE17, CE18, CE20, CE28, CE31.

Actividad no presencial de aprendizaje
El alumno estudiara la materia, realizara analisis de documentos y elaborara las
memorias de practicas.

Resultados de aprendizaje

Como resultado de cursar la asignatura, el alumno debera:

Saber utilizar el cultivo celular para el estudio de los procesos bioquimicos. Tener un
buen conocimiento tedrico y practico de los procesos de transferencia de ADN a células
animales en cultivo. Tener un buen conocimiento tedrico y practico de la
inmunoprecipitacion de proteinas. Saber disefar y ejecutar los protocolos necesarios
para estudiar la funcion celular mediante citometria de flujo. Saber disefar y ejecutar
los protocolos necesarios para la purificacion de los distintos tipos de acidos nucleicos,
especialmente el ADN gendmico y el ARN. Saber llevar a cabo los métodos de
identificacion de secuencias basados en separacion electroforética, transferencia y
deteccion mediante sondas moleculares o anticuerpos especificos. Saber realizar la
sintesis de cADN. Saber disenar técnicas de PCR, incluyendo la gPCR, aplicandolo al
diagnostico molecular y a los estudios de expresion génica. Tener un buen
conocimiento tedrico de las técnicas de fecundacion in vitro.

Sistemas de evaluacion

El alumno sera evaluado teniendo en cuenta las competencias y habilidades adquiridas.
Para superar la asignatura sera necesario obtener una calificacion final minima de 5
puntos.

Teniendo en cuenta la Normativa de Evaluacion de los Resultados de Aprendizaje y de
las Competencias Adquiridas por el Alumnado en las Titulaciones Oficiales de la
Universidad de Extremadura (DOE del 3 de noviembre de 2020), el alumno puede ser
evaluado de una forma continua o de una forma global. La eleccion de la modalidad
de evaluacion global corresponde a los estudiantes, que podran llevarla a cabo a través
de un espacio especifico creado para ello en el Campus Virtual donde el profesorado
gestionara estas solicitudes. En caso de ausencia de solicitud expresa por parte del
estudiante, la modalidad asignada sera la de evaluacion continua. La eleccién de la
modalidad de evaluacién global supone la renuncia al derecho de seguir evaluandose
de las actividades de la modalidad de evaluacion continua que resten y a la calificaciéon
obtenida hasta ese momento en cualquiera de las que ya se hayan celebrado.

Sistema de Evaluaciéon Continua

Convocatoria de evaluacion ordinaria

Instrumentos de evaluacion y porcentaje de cada apartado sobre la calificacion final
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A. Los conocimientos tedricos adquiridos por el alumno se evaluaran mediante la
realizacion de un examen escrito compuesto de preguntas y/o de tipo test. La
calificacion obtenida en esta parte supondra el 75 % de la calificacion final de la
asignatura. No obstante, para superar la asignatura sera requisito que la calificacion
obtenida por el alumno supere la calificacion de 5 sobre 10.

B. Las practicas de laboratorio se evaluaran mediante la valoracién de la participacion
y el trabajo experimental realizado durante las mismas, asi como la elaboracion de
cuestionarios y/o informes acerca de los resultados obtenidos en el laboratorio. La
asistencia a las clases practicas y la realizacién de los cuestionarios y/o informes es
obligatoria. La calificacion obtenida en esta parte supondra el 15 % de la calificacion
final de la asignatura. Para superar la asignatura sera requisito que la calificacion
obtenida por el alumno supere la calificacion de 5 sobre 10.

C. Realizacion de trabajos y participacion en actividades de aprendizaje activo.
Actividades de aprendizaje activo: el alumno debera buscar informacion, elaborar,
exponer y defender en el aula el trabajo realizado. Ademas, se realizaran cuestionarios
en clase tipo Kahoot, Wooclap o similares como refuerzo positivo para su formacion. La
calificacion obtenida en esta parte supondra el 10 % de la calificacion final de la
asignatura. Las actividades de evaluacion continua son de caracter no recuperable.

Criterios de Evaluacién

La calificacion final obtenida en la evaluacion sera la suma de las valoraciones
numeéricas de los dos apartados descritos anteriormente.

Competencias a evaluar

Todas las recogidas en el plan docente de la asignatura
Convocatoria de evaluacion extraordinaria

Aquellos estudiantes que no hayan superado la asignatura por curso (evaluacion
ordinaria) podran ser evaluados mediante un examen extraordinario que incluira la
evaluacion del programa tedrico. La calificacién obtenida supondra el 75 % de la
calificacion final de la asignatura y para superar la asignatura sera requisito que la
calificacion obtenida por el alumno supere la calificacion de 5 sobre 10. EI 25 % restante
corresponde a las actividades que deben haber sido evaluadas durante el curso
(practicas de laboratorio y la realizacion de trabajos y participacion en actividades de
aprendizaje activo).

Competencias a evaluar
Todas las recogidas en el plan docente de la asignatura.

Sistema de Evaluacion Global

Los alumnos que se hayan acogido al sistema de evaluacion con una uUnica prueba final
de caracter global seran evaluados mediante una unica prueba que constara de dos
partes claramente diferenciadas, una parte correspondiente al programa tedérico y otra
al programa practico, que computaran con el 80% y 20% de la calificacién final,
respectivamente.
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Competencias a evaluar

Todas las recogidas en el plan docente de la asignatura.
Las convocatorias de evaluacion ordinaria y extraordinaria de la asignatura se
publicaran en el siguiente enlace:

https://veterinaria.unex.es/informacion-academica/examenes/

Bibliografia (basica y complementaria)

Bibliografia basica

- Culture of animal cells. A manual of basic techniques and specialized applications. (8th
Edition, 2021). R. lan Freshney. Editorial. Wiley- Blackwell. ISBN 978-1-119-51304-9.

- Molecular cloning: a laboratory manual, 4th Edition. Green, M.R.; Sambrook, J. 2012.
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

- Quantitative Real-Time PCR: Methods and Protocol. Biasoni, R; Raso, A (eds). 2012.
Springer. Real-time PCR. Dorak, M.T. (ed.). 2006. Taylor & Francis Group.

- Gene transfer to animal cells. Twyman R. 2004. Routledge, Taylor and Francis.

- RNA Methodologies. 4th edition. Farrel RE. Elsevier 2010
(http://www.sciencedirect.com/science/book/9780123747273)

- Confocal Microscopy for Biologists, Alan R. Hibbs, Kluwer Academic, New York, 2004.
- Confocal and Two-Photon Microscopy: Foundations, Applications and Advances,
Alberto Diaspro, Ed., 2001.

- Fluorescence Microscopy, Kenneth R. Spring, chapter in: Encyclopedia of Optical
Engineering (DOI: 10.1081/E-EOE 120009628), Marcel Dekker, Inc. New York, 2003.

- Introduction to Flow Cytometry - Cambridge Books Online — J. Watson, 2004.
(ebooks.cambridge.org/ebook.jsf?bid=CB0O9780511565090).

- Flow Cytometry Protocols, Hawley, Teresa S., Hawley, Robert G. (Eds.), Methods in
Molecular Biology, Springer, 2011.- In Vitro Fertilization. A Textbook of Current and
Emerging Methods and Devices. 2019. ISBN: 978-3-319-43011-9.

- Cryopreservation of Mammalian Gametes and Embryos. Methods and Protocols. 2017.
ISBN: 978-1-4939-6828-2.

- Intracytoplasmic Sperm Injection. Indications, Techniques and Applications. 2018.
ISBN: 978-3-319-70497-5.

Bibliografia complementaria

- Conceptual and technical aspects of transfection and gene delivery. Lars Kaestner,
Anke Scholz, Peter Lipp. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 25 (2015) 1171-
1176.

- Strategies for multigene expression in eukaryotic cells. Maysam Mansouri, Philipp
Berger. Plasmid 75 (2014) 12-17.

- Physical Methods for Intracellular Delivery: Practical Aspects from Laboratory Use to
Industrial-Scale Processing. J. Mark Meacha, Kiranmai Durvasula, F. Levent Degertekin,
and Andrei G. Fedorov. J Lab Autom. 2014 February; 19(1): 1-18.
doi:10.1177/2211068213494388.

- Role of ChIP-seq in the discovery of transcription factor binding sites, differential gene
regulation mechanism, epigenetic marks and beyond. Rasika Mundade, Hatice Gulicin
Ozer, Han Wei, Lakshmi Prabhu & Tao Lu. Cell Cycle, 13:18, 2847-2852.
http://dx.doi.org/10.4161/15384101.2014.949201.
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- Identifying novel protein interactions: Proteomic methods, optimisation approaches
and data analysis pipelines. Daniel Gongalves Carneiro, Thomas Clarke, Clare C. Davies,
Dalan Bailey. Methods 95 (2016) 46-54.

- Mapping Transcription Regulatory Networks with ChIP-seq and RNA-seq. Joseph
T.Wade. Adv Exp Med Biol. 2015; 883:119-34. doi: 10.1007/978-3-319-23603-2_7.

- Chromatin Immunoprecipitation (ChIP). Carey MF, Peterson CL, Samale T. Cold Spring
Harb protocol. doi10.1101/pdb.prot5279.

- Practical Flow Cytometry, 4th Edition - Howard M. Shapiro, Wiley, 2004.

- Confocal Microscopy: Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology) 2nd
Edition, Stephen W. Paddock (Editor), 2011.

Otros recursos y materiales docentes complementarios

Aula Virtual de la Universidad de Extremadura:
http://campusvirtual.unex.es/portal
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	- Cryopreservation of Mammalian Gametes and Embryos. Methods and Protocols. 2017. ISBN: 978-1-4939-6828-2.

