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EQUIPOS DEL SERVICIO
EQUIPOS NO INCLUIDOS EN EL CATALOGO DEL CSIC
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MICROSCOPIO OLYMPUS BX-60 MICROSCOPIO LEICA DMRE
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EQUIPOS DEL SERVICIO

EQUIPOS INCLUIDOS EN EL CATALOGO DEL CSIC

MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA LEICA MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS
DM6000B FLUOVIEW FV3000
p— OLYM PUS CCCCCC cal Laser Scanning Microscope
Vour Vision, Our Future FV3000

FLUGVIEW
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MICROSCOPIO LEICA DM6000B

» Concesion FAS2020: 17.000 €

o WORKSTATION: Window 10 64-BITS, procesador
Intel de ultima generacién, 64 GB de RAM, dos
discos duros uno SSD 512GB y otro HDD de 4TB,
tarjeta grafica NVIDIA QUADRO P1000 4G 4MDP

o SOFTWARE LASX: de captura y analisis.

o Aumento numero de cubos fluorescencia:
= + A4 (DAPI)
= + L5 (FITC)
= + TX2 (TEXAS-RED)
= Y7 (CY7)
= YFP
= CFP
= A (DAPILP)
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MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS FLUOVIEW FV3000:
CONFIGURACION

Categoria: microscopio confocal laser espectral de barrido

Microscopio Invertido Olympus IX-83: permite ZDC (Z-Drift compensation) y
facilita la manipulacién de las muestras.

Cambio de objetivo automatico y platina motorizada en X, Y y Z: permite
guardar posiciones, MAP, Macro to Micro.

6 laseres: 405 nm, 446 nm, 488 nm, 514 nm, 545 nmy 633 nm.

4 fotodetectores: 2 HSDy 2 SD

Maddulo de barrido hibrido: Galvanométrico (16 fps) y Resonante (438 fps).
Libre rotacién (360°)

Capacidad Deep-Imaging: objetivo 30x de silicona alta penetrancia.

Super-resolucidn: objetivo 60X 1.5 AN y deconvolucion (3D TruSight™)
resolucién lateral de hasta 120 nm.

Técnologia TruSpectral™: Separacidn espectral hasta 2 nm. Algoritmo Spectral
Unmixing. N

YMPUS
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MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS
FLUOVIEW FV3000

> Macro to Micro

Objetivo 4x Objetivo 10x

Pistilo de Arabidopsis clarificado y tefiido con aniline blue en cian (depdsitos de calosa) y la AUTFL de la clorofila en rojo.
Imagen cortesia de Javier Pérez- Hormaeche.
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MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS
FLUOVIEW FV3000

> Macro to Micro

Raices de Arabidopsis (IP) inoculadas con esporas de Fusarium
Imagen cortesia de Irene Garcia y Pablo Diaz
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MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS
FLUOVIEW FV3000

» Imagen tomada con objetivo 30x de silicona

Raiz (verde) colonizada con cianobacterias (roja).
Imagen cortesia de Vicente mariscal y Consolacién Alvarez.
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MICROSCOPIO CONFOCAL OLYMPUS
FLUOVIEW FV3000

» Imagen de Super-resolucion

Cloroplastos de Marchantia.
Imagen cortesia de Fran Romero y Marcos Ramos
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EQUIPOS DEL SERVICIO

SOLICITUD DE UN NUEVO CONFOCAL

» Convocatoria del Plan Estratégico Estatal de Infraestructura 2025:
800.000 €

Observacion de procesos vivos
Con rapidez y sensibilidad en 4D.

Técnologia lightsheet / lightfield

Desarrollo de flores de Arabidopsis. Cortesia del laboratorio Riha, CEITEC, Universidad de

Masaryk, Brno, Republica Checa (Lightsheet de Zeiss)
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS Y APLICACIONES
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS

Principio de confocalidad

I Detector

eeeees ||/ essssss  Diafragma

(pinhole)
Fuente de iluminacion I Espejo dicroico
Microscopia de Flurescencia: a, cy e Luz en foco
Microscopia confocal: b, dy f Objetivo
Luz fuera de foco
Plano focal
Especimen

Tanto la iluminacion como la deteccion estan
enfocados en la muestra en el mismo punto
focal.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS

laser

espejo pinhole detector
dicroico

espejos
de barrido
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS

La imagen se forma punto a punto

y seccion a seccion.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
FUNDAMENTOS TEORICOS

Secciones xy a distintas z Proyeccion maxima

Raiz de Arabidopsis (IP) infectada con Trichoderma expresando GFP.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» RECONSTRUCCIONES 3D: escaneado xyz
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

> PROYECCIONES ORTOGONALES XZ/YZ: escaneado xyz

Raices de Arabidopsis (IP) infectada con Fusarium expresando GFP.
Imagen cortesia de Irene Garcia y Pablo Diaz.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Estudios de expresion celular mediante fusiéon de promotores con genes
reporter de proteinas fluorescentes (GFP, YFP,CFP.,...).

Células vegetativas Heterocistos

/Y/-

1

Imagenes cortesia de Alicia Muro
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Localizacion subcelular de proteinas in vivo mediante el uso de fusiones con
proteinas fluorescentes (GFP, YFP,CFP....)

Proteina mitocondrial =GFP, proteina plastidica-RFP, proteina nuclear-CFP.
Localizaciones en lineas Kaleidocell de Arabidopsis (Kato et al., 2008)
Imagenes cortesia Teresa Ruiz.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

> Deteccion de marcajes inmunocitoquimicos e inmunohistologico.

Cortex cerebral de rata. Marcaje de Microtubulos (Alexa Fluor 488),
Nurofilamentos (Alexa Fluor 568) y Nucleos (DRAQ 5).
Imagen cortesia de Olympus Corporation.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Determinacion del espectro de fluorescencia (Lambda scan): escaneado xyA

Anabaena expresando GFP
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Experimentos de Time-lapse: escaneado xyt o xyzt

Expresion diferencial espacio temporal de dos TF
fusionados a las proteinas fluorescentes (NeoGreen
o mScarlet) en endodermis de raiz de Arabidopsis.

Imagen cortesia de Javier Pérez-Hormaeche.
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MICROSCOPIA CONFOCAL |
APLICACIONES

» Seializacion por Ca**: escaneado xyt

Medida del cambio de la concentracidon de Ca** por medio del sensor GECO.
Imagen cortesia de Javier Pérez-Hormaeche
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Deteccion de cambios de pH o de estados redox reportados por proteinas
fluorescentes sensibles a dichos cambios.

Excitacion a 488 nm Excitacion a 405 nm Autofluorescencia

Imdagenes cortesia de M2 Cruz Gonzalez.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

> Analisis de Colocalizacion.

Derecha : células marcadas Cys2 y Cys3. Izquierda: citofluorograma.
Imagen cortesia Dio-Photonic Microscopy Facility.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Interacciones entre proteinas mediante BIFC (Biomolecular Fluorescence
Complementation)
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Interaccién proteina-proteina en cloroplastos.
Imagenes cortesia de Sandy Raynaud.
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MICROSCOPIA CONFOCAL
APLICACIONES

» Estudios de mecanismo fisiolégicos tales como: comunicacién celular,
movilidad de componentes de membranas, cambios conformacionales de
proteinas, etc, mediante FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer),
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) y FLIP (Fluorescence
Loss in Photobleaching.)

FRET Detection of in vivo Protein-Protein Interactions InteraCC|0n PrOtelna-PrOtelna N UCIea res
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Figure 2 Intermolecular Association

Experimento de FRET
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Imagenes cortesia de Gloria Gutiérrez.

Estudio de transporte usando Fluoresceina

Experimento de FRAP

Antes del photobleaching Después del photobleaching Recuperacion del photobleaching
Imégenes cortesia de Mercedes Nieves
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iMUCHAS GRACIAS POR VUESTRA ATENCION!
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