Manual de uso microscopio confocal SP8

1. Seleccionamos la carpeta Open Project y abrimos nuestro experimento.

e
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' Open Project...
4 2709190  (9-+ wiu)

» RPV (9.4 MB)

2. Seleccionamos una imagen y aplicamos las condiciones.

(@)
Open projects ProcessTools

E R ¥® Al um

i
4 5-10-200iF  (302.2408) Apply (=)

4 arabidopsis (302,3 MB)
4 PerlA-3+GFP-CESA3 (113,0 MB)
Series001 (8,4 MB, xyz)
Series002 (8,4 MB,

3. Si no tenemos un experimento guardado o queremos usar otros fluorocromos,
iremos al Dye Assistant y seleccionaremos los fluorocromos que nos interesen.

(Preguntar a los técnicos)
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Una vez seleccionados, aplicamos (Apply)

4. Ponemos la muestra en el microscopio. Al tratarse de un microscopio invertido,

recordad que las muestras fijadas se colocan con el cubre hacia abajo.

5. En la pantalla del microscopio seleccionamos el objetivo:

T —. I en
.[_:J . Aumento tota J

QOculares  200.00x

Puerto: Oculares 100%w
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| 10) Cambiador de aumentos SCAN
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6. Seleccionamos la fuente de iluminacién y el filtro correspondiente para

visualizar y localizar la zona que nos interesa.

Transmitida Incidente Combi

FLUO FLUO-DIC ¢
S 4

DIC . 4 ——y
POL 4
x| Z
y —

Obturador-IL. @

Bloque de filtros FLUO

DAPI LP FITC_LP RHOD_LP
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7. Enfocamos la muestra. Para ello utilizaremos el macrométrico-micrométrico,

una vez enfocada definimos la posicion

Q Mando de enfoque ﬁ

‘e ( L Microscopio
e M =

b2
@l Posicion i
— actual:
Z o

-3.602 mm |
= L5
L >

Definir/Borrar

Si usamos aceite de inmersidn o cambiamos de muestra bajaremos el objetivo

E , luego volveremos a la posicién definida inicialmente = %

Para mover la muestra usaremos el mando:

Plano Z (enfoque fino)
sl Plano X (derecha-izquierda)

Plano Y (arriba-abajo)

Una vez localizada y enfocada la zona de interés pasaremos a la captura de la imagen.
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8. Para capturar la imagen:

A

o TCSSPE v

En la pestafia de acquisition:

IPRCGUTEGRIVIGHS: X2, X7
* Acquisition Mode

e EERE . 2. XY: Format: 512 x 512, 1024 x 1024...

Open projects Acquisition

XY: S12x512 | 400 Hz | 1.00 | 1.00 AU O Seleccionamos la mejor opcidn para nuestro

@ Format : 512x512 v+ © experlmento.
Speed 400 v ©

Bidirectional X : .
Zoom Factor: O 1.00

Zoom in .
e: 581.25 pm * 581.25 pm

1.4 pm * .14 ym

102.38 ps
Line Average : 19
Line Accu 1~
Frame Average : 1
Frame Accu : 1
Rotation :

Pinhole

¥ Sequential Scan
Seq. 1 Seq. 2

Between Lines
Between Frames

Between Stacks

Autotocus i

Una vez seleccionados los paramétros activamos

Con el panel de mandos, ajustamos la ganancia (1) y el plano Z (2).
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° s Configuration ocess Quantify
n projects

" Load | Save | Roi

single setting : Leica Settings * RO Set Background : [l Bleachpoint : [l
¥ Acquisition Mode

Optical S

Pixel Dwell Time

Frame /

Fram

l' Objective HCPLFLUOTAR  5x/0.15DRY %

Pinhol Fluo Turret Scan-BF
v Z-Stack - Specimen
Begin - v Internal

650 0 800

Offset [%] TRITC +

I
I.I

Gain [V] 10975

©

Focusdrive z-Galvo ¥

s modes First channel only +

Optimized for Contrast Based Metho +
Capture range:  (microns)

Precision
Sequential Scan
Seq.1
Between Lines

Load

Save

Autofocus apture Image

Una vez ajustados procedemos a capturar la imagen :

Capture Image Para un canal

Para varios canales
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9. Para salvar las imagenes:

o TCS SP8 Configuration

Open projects Acquisition v Load | Save | Roi

=T ] Load/Save single setting :

@‘@Bbﬁ:ﬁ 1]

4 16-06-21 Nacho.lif (54.5 MB) 405
4 NSC34-C (4.2 MB)
Series004 (4.2 MB, xyz)

NSC34-R  (12.6 MB)
NSC34-1 (8.4 MB) Save All Ctrl+Shift+S

Close Project Ctrl+W

Save Project Ctrl+S

NSC34 I+R (8.4 MB) Save as..
U87-C (4.2 MB)
US7T-R (4.2 MB)
U87-1 (4.2 MB)
U87-1+R (8.4 MB) BElaE

Create Collection

Delete

Export

Open file location

Append to 3D Image Analysis Images
Open in MMAF

Close All

Fluo Turret :

Nos ponemos encima de la carpeta y al activar el botdn derecho del ratén > Save

Project.

Finalmente, tienes que enviarte las imagenes mediante consigna, ya que no se permite

conectar dispositivos externos.
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