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Apertura y creacion de experimentos

Open projects Acquisition

B B » B & /R 5=

crear nuevo experimento Abrir un experimento previamente guardado
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Open projects Acquisition
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Establecimiento de condiciones para un nuevo experimento:

¥ Acquisiion Mode

Xyz v

Ill

El comando “seq” abre el panel “sequential scan”

¥ Sequential Scan

Seq. 1

Between Frames

Between Stacks

Se pueden cargar o crear diferentes “scan” o canales de fluorescencia. Al seleccionar
“Between stacks”, se captan todas las imagenes de un canal antes de pasar al
siguiente
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Parametros a ajustar para cada uno de los canales seleccionados

AOTF: seleccionar el laser de
excitacion de interés y su
intensidad (a mayor intensidad
mayor de fotoblanqueo de la
muestra)
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Parametros a ajustar para cada uno de los canales seleccionados
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Ajuste de la barra espectral: para determinar las longitudes de onda de
emision captadas por el sistema. Debe ajustarse en funcion de los espectros de
los fluorocromos empleados
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Parametros a ajustar para cada uno de los canales seleccionados

v TLD

D PMT Trans: | OFF

Canal de transmision: seleccionar y activar cuando sea necesario
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Parametros a ajustar para cada uno de los canales seleccionados

Ajustar Gain: factor amplificador de la sefal

Ajustar Offset: factor que determina el fondo de la imagen
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Parametros a ajustar para cada uno de los canales seleccionados

* Pixeles azules = saturacion.
Ajustar el “gain” hasta que solo se vean unos pocos pixeles saturados.

*Pixeles = ausencia de senal.
Ajustar el “offset” hasta que en el fondo se vean pixeles verdes



Captacion y optimizacion de la imagen

Parametros de adquisicion de la imagen

Open projects Acquisition

¥ Acquisition Mode

Xyz ¥

v XY: 512x512 | 400 Hz | 1.50 | 1.00 AU

~ Format: 512x512 +

Speed :
Bidirectional X :

Zoom Factor :
Zoomin: .
Image Size : 1164 pm * 1164 ym
Pixel Size : 227.79 nm * 227.79 nm
Optical Section : 0.896 ym ©
Pixel Dwell Time : 1.44 ps Frame Rate: 0.735/s

Frame Average :

Frame Accu:

Auto Gain
Pinhole
Unit:
Pinhole : (@)
Emission A [nm]: 580 12735 pm = 1.00AU

" Formato: 512 x 512, 1024 x 1024, etc.
= \Velocidad: 400 Hz (recomendada), 600 Hz, etc.

* Pinhole: seleccionar airy 1 para obtener la maxima
confocalidad

" Frame average: indica el numero de pasadas que
el laser realiza sobre la muestra

= /00m

* En funcion del tipo de muestra y de lo que se
quiera observar, el investigador podra modificar
estos parametros
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Para capturar una imagen de un solo plano, abrir el panel

“Z stack”, seleccionar aquel de interés y pulsar “capture Capture Image

image”

v Z-Stack: 42.39um | 143 Steps

Begin » End #»
Begin :
v egin [um] ;
= 324 (<
End [um] :
-39.15 |5
Z Position [um] :
-3915 (<
Z Size [um] :
4239 | <

Re-Center

Stack Direction (Z) :
4 4

@ 0

Nr. of Steps

Z-Step Size
System Optimized

Para hacer imagenes de diferentes planos:

1- Seleccionar los planos superiores y los
inferiores de la muestra en los comandos
llbegin” y llendll-

2- Determinar el nimero de planos y su grosor

en los comandos “Nr. Of steps” y “Z-step
size”

A continuacion, pulsar “start”
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v Z-Stack: 42.39um | 143 Steps

Begn ® End #
Begin [um] :
324 |2

End [um]: En muestras gruesas se corre el riesgo
-39.15 | < de que el laser no llegue con Ia
Z Position [um] : suficiente intensidad a los planos mas

-39.15 | < inferiores
Z Size [um] :
4239 |3

Re-Center

Stack Direction (Z) :
K . .
& o Para evitar esto se dispone de Ia

opcion de “compensacion”, basada

Nr. of Steps 4 en el aumento gradual de Ia

Z-Step Size intensidad del laser conforme va

System Optimized incidiendo sobre los planos mas

inferiores

4 Z-Compensation:

Travel Range [um] :
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Optimizacion de la imagen para obtener una buena relacion sefial/ruido (SNR)

v’ La utilizacién de objetivos con mayor apertura nimerica mejoran la SNR

v Un valor de “gain” muy elevado aumenta el ruido de la imagen

v’ El aumento de la intensidad del ldser puede ayudar a no tener un valor de
gain elevado, pero corremos el riesgo de fotoblanqueo de la muestra

v A mayor velocidad de toma de imagen, mayor ruido

v" A mayor valor de average menor ruido tendrd la imagen, aunque puede
aumentar el fotoblanqueo de la muestra
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Optimizacion de la imagen segun el criterio de Nyquist

El criterio de Nyquist indica el tamafio que deberia tener el pixel (eje XY) o el
voxel (eje Z) para que la imagen tuviera la maxima resolucion que permite el
microscopio.

Para el eje XY establece que el tamafio del pixel debe ser entre 1/2 y 1/3 de la
resolucion lateral (en XY) del objetivo que estamos utilizando.

Para el eje Z establece que el tamafio del voxel (grosor de plano) debe ser entre
1/2 y 1/3 de la resolucién axial (en Z) del objetivo que estamos utilizando.
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éDdénde podemos ver la resolucion axial y lateral de nuestro objetivo?

Configuration Acquire Process

¥ Objective Attributes

Type: 5 . Resolution XY(488nm) : 394 Phase Ring :
Magnification : Resolution Z{488nm) : IC Prisms :

Numerical Aperture : 14 Free Working Distance : Technique :

USB Panel Objective Immersion : Focus Depth : Cond. Prism DIC:

Coverglass : Focus Offset : Order Number :

Resolucién lateral =139 nm 5 El pixel deberia tener un valor comprendido
entre los 46,3y los 69,5 nm

Resolucion axial =236 nm —— El véxel o grosor de los planos deberia estar
comprendido entre 78,66 y 118 nm.



Captacion y optimizacion de la imagen

¢Como podemos reducir el tamaio del pixel?

v' Aumentando el formato de la imagen (pasando de 512x512 a 1024x1024)

v'Aumentando el zoom éptico.

Hay que tener en cuenta que:

O Cuanto mas cerca estamos de cumplir el criterio de Nyquist, ganamos
resolucidon espacial pero la muestra se expone mas al laser y el tamafno del
archivo de la imagen puede ser excesivamente grande

O Cuanto mas lejos estamos de cumplir el criterio de Nyquist, perdemos
resolucidn pero evitamos el fotoblanqueo de la muestra.



