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A. Observacion de la muestra en el microscopio e ot e
1. Seleccionamos el objetivo en los mandos a la izquierda
del microscopio o en la ventana de Microscope Control.

. . Objective Lens -
2. Seleccionamos el filtro fluorescente. e |
3. Activamos la fluorescencia con el boton o la luz | el ‘
-, . 7 [
transmitida con el boton ‘I del programa. — | T | oo ||

4. Enfocamos la muestra con el microscopio. Debajo del  condenser
control del foco tenemos el botdén F/C que pasa el foco pic#  DIC1o
de modo macrométrico a micrométrico. Dic20 | DICG0

5. Desactivamos la fluorescencia y la luz transmitida para | M ;
adquirir imagenes con el confocal. N = =

DICT | --- TEXAS...

ey sesx
Focus Handle -

NOTA: Para cambiar de muestra es necesario apretar ‘o™ ™ 3|
previamente el boton ESC del microscopio para llevar el objetivo a una
posicién segura. Hay que tener especial cuidado cuando se trabaja con los
objetivos de inmersion.

| Image Acquisition Control
: Focus x2 ‘. @
Focus x4 | XyRepeat | xy 1 /1| Stop (,Ago
Lambda| Depth | Time | I~ Bleach start-stop by Key
% f Ch Visible ‘
PN -1 |- M= ™
o Ao For 047 [~ ——
%’ HV _Gain Offsel | HV Gmn Offset | HV Gain Offset| HV Gain Offset| A || Lamp
Laday a|[[a] o a(|[a] a| ||[2]_ | a]||C=3| =3
VBF [ ‘
Ty [ |
e R R | (R R e | Swrfliwef e =eaiill ) el ifd seea]
795 1 19 | 790 1 9| 685 1 9| 109 1 10 80 um 30V
v X % v X % X % v X 9
Laser Laser °
3.0% =[53s <] 13.0% <{[s50 ~] 18.0% = | auto

~Hard Disk Recording Setting

i~ Filter Mode - | #+ Analog Int
» /v Kalman  ( Line (" Frame IZ __,:]  Photon Crit Hard Disk Recording OFF

[ Sequential ;FiIeName :f User iquetiLiquer .. ||

0%
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B.

1.

wdEO

wnhdEog

Preparacion de la adquisicion
Abrimos la ventana de Dye List
vamos a utilizar con en confocal.
Activamos el barrido con el boton 2= Esta adquisicion continua nos permite
ajustar los parametros de adquisicion. Podemos hacerlo mas rapido este barrido
con los botones Focus x2 y Focus x4.

para seleccionar los fluoroforos que

Ajustamos el foco con el control de z del microscopio. & Acq -
Ajustamos la ganancia y el cero de cada uno de los canales, | M

. = @I\ +
parametros HV y Offset respectivamente. Para ello es muy =t EJ =

[
‘ <<Fast 2.0us/Pixel Slow >>

atil utilizar las teclas CTRL+H que cambian la paleta de el Ny _J

colores de tal forma que se ajusta la ganancia para QUE  pzous LoG2soms F6.493s  S:6.494s

aparezca un poco el color rojo y el cero para que aparezca [ o c 45 - abiay
un poco el azul. x &f ——— |— »lw2amyfi02i -]

3 EGAL 1

En la ventana de Acquisition Setting podemos ajustar  area :
B . R » Y £ 2|+ Rotation Zoom
parametros como velocidad de barrido, resolucion, area de 00 o -l

. - , PanX
barrido (zoom) y la potencia de los laseres. "m0 j Y
7 .| PanY =
Detenemos el XY Repeat con el botdn @ e _,J—l 4oum of 115 1]
- , Stop
Seleccionamos el nimero de pasadas que vamos a hacer en | Laser :
. i v 188 <l > 30% i
la adquisicion para realizar el promedio r o515 a > 50%
- Filter Modle N - o £l X 180 %
—— > - ~ 504 4« »| 510 %
v Kalman (+ Line fj Frame |2 _% 5 635 11- _!_' e j

. Adquisicién de una imagen

Ajustamos los pardmetros de adquisicién como se describe en el apartado B
Capturamos la imagen XY con el boton

. XY
La imagen tomada aparece en una ventana nueva y se guarda.

. Adquisicién de una serie XYZ

Ajustamos los pardmetros de adquisicion como se describe en el apartado B.
Activamos el boton Depth.

Con el XY Repeat activado movemos el micrométrico
del microscopio para seleccionar la Z de inicio de la
serie y apretamos el botén SET (Start). Repetimos la
operacion para seleccionar la Z final y hacemos click en
SET(End).

Tras fijar los limites de la serie debemos indicar el
tamafo de paso (Stepsize) o el nimero de imagenes que
queremos que tenga la serie (Slices).

Capturamos la serie con el boton

HA

TimeScan

XY G
Interval| FreeRun  Num| 10 ?ﬂg C;‘i
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NOTA: EIl boton SET 0 sitta el cero de la escala Z en la posicion actual, sin
embargo los valores de las posiciones START y END no se recalculan. ES
IMPRESCINDIBLE PULSAR EL BOTON CLEAR START/END. Limpiando
las posiciones start y end evitaremos que el objetivo pueda moverse
accidentalmente a posiciones donde podria chocar con la muestra y dafarse.

. Adquiscion de una serie XYT
Ajustamos los pardmetros de adquisicion como se describe en el apartado B.
Activamos el boton Time.
En el apartado TimeScan definimos el nimero e intervalo de tiempo entre
adquisiciones. El tiempo entre medidas debe ser igual o superior al tiempo de
adquisicién. Este experimento se puede combinar con una serie en Z (apartado
C) y generar una serie XYZT.

w N Em

Recuperar pardmetros de adquisicion

Abrimos una imagen antigua con el experimento que queremos reproducir.
Abrimos la ventana 2D Control Panel ‘((

Apretamos el botdn ‘ @ para cargar todos los parametros con los que se
adquirié dicha imagen.

w N ET

NOTA SOBRE SEGURIDAD: Por tratarse de un microscopio invertido se han de
extremar las precauciones, no se debe mirar directamente la muestra cuando se
esta iluminando con la luz UV o con los laseres.
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