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CAPÍTULO 1

Capítulo 1

Motivación y Objetivos

La presente tesis ha sido realizada en la unidad de biología estructural del Centro de In-

vestigación Cooperativa en biociencias (CIC bioGUNE) en colaboración con el Grupo

de Control Automático (GCA) del departamento de Ingeniería de Sistemas y Automáti-

ca de la Universidad de País Vasco (UPV/EHU). Como se verá en el Capítulo 2, gracias

a diferentes avances tecnológicos durante los últimos años, la técnica de reconstrucción

tridimensional de complejos biológicos en un estado conformacional muy cercano al fi-

siológico, conocida como cryo-EM (Frank, 2006), ha revolucionado la biología estruc-

tural consiguiendo resoluciones muy cercanas a la atómica (Callaway, 2015; Kühlbran-

dt, 2014). Esta revolución se ha conseguido gracias al desarrollo de nuevas cámaras que

detectan directamente los electrones, y a nuevos procedimientos de procesamiento de

vídeo que corrigen la distorsión producida en las imágenes por el movimiento de las

macromoléculas, embebidas en el hielo, durante el tiempo de exposición (Bai et al.,

2015; Bammes et al., 2012; Campbell et al., 2014; McMullan et al., 2014; Ruskin et al.,

2013). Para explotar el potencial de la técnica cryo-EM y obtener resolución atómica es

necesario conseguir una gran cantidad de imágenes de la mejor calidad posible en las

sesiones en modo imagen con un microscopio electrónico de transmisión (TEM), lo que

hace necesario el uso de nuevos equipos cada vez más estables, más automatizados y de

alto rendimiento. 

Para automatizar la adquisición de datos en un TEM es necesario seguir un esquema de

control determinado. En un sistema real tan complejo como es el TEM no se puede uti-

lizar un modelo matemático, luego es necesario construir esquemas de control basados
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1.  MOTIVACION Y OBJETIVOS

en el conocimiento de un experto junto con datos de referencia de entrada y salida que

permitan modelar el sistema. Esta tesis se centra en el desarrollo de un nuevo esquema

de control inteligente utilizando diferentes algoritmos de inteligencia artificial para au-

tomatizar la adquisición de datos en un TEM dedicado a experimentos de cryo-EM. Este

trabajo ha sido realizado utilizando el equipamiento de la plataforma de microscopía

electrónica del CIC bioGUNE, especializada en el análisis de muestras a temperaturas

criogénicas (cryo-TEM) con el TEM modelo JEM-2200FS/CR de la compañía Jeol. A

continuación se explica el estado del arte de los equipos TEM y se describen las caracte-

rísticas fundamentales del TEM del CIC bioGUNE junto con cada uno de sus compo-

nentes más importantes, para de esta forma comprender mejor los objetivos principales

perseguidos en esta tesis.

 1.1 Estado del arte de los TEM

El primer microscopio electrónico de transmisión (TEM) fue desarrollado por Max

Knoll y Ernst Ruska en 1931 (Ruska, 1987; Ruska & Knoll, 1931) basándose en los

mismos principios ópticos que la microscopia convencional. La principal diferencia ra-

dica en que en vez de utilizar fotones y lentes de vidrio como un microscopio óptico tra-

dicional, un TEM utiliza electrones y lentes electromagnéticas para formar la imagen

(Egerton, 2007). 

El criterio de Rayleigh establece que la menor distancia que puede ser medida en un mi-

croscopio (i.e. la resolución máxima δ) está limitada por la longitud de onda de la for-

ma,

δ= 0.61⋅λ
μ⋅sin (β)

(1.1.1)

donde λ es la longitud de onda de una señal monocromática incidente, μ es el índice de

refracción del medio, y β es el semi-ángulo de las lentes de magnificación que viene de-

terminado por la elección de la apertura numérica de las lentes de objetivo y condensa-

dora (Williams & Carter, 2009). Dado que μ⋅sin ( β) se puede aproximar a uno en un

microscopio óptico, la máxima resolución puede ser medida como 0.61⋅λ . Para luz

visible, la longitud de onda más corta es de λ≃4000 Å , luego el límite de resolución

de un microscopio óptico es de δ≃200 nm . El TEM utiliza electrones para analizar la
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CAPÍTULO 1

muestra y dado que los electrones tienen una longitud de onda mucho menor que la de

la luz, pueden medir distancias mucho más pequeñas. 

A comienzos del siglo XX, Louis de Broglie sugirió que los electrones tenían caracterís-

ticas de onda, con una longitud de onda (λ, nm) relacionada con su energía (E, eV) de la

forma,

λ=1.22

E1 /2  (1.1.2)

Por ejemplo, los electrones de un haz monocromático acelerados con una energía de 200

keV tienen una longitud de onda de λ=0.0025nm , la cual es menor que el diámetro

de un átomo (~1 Å). Por tanto, la menor distancia teórica que podría resolverse por un

microscopio de electrones ideal sería,

δ=1.22⋅λ
β

 (1.1.3)

Si tenemos en cuenta solamente la aberración esférica producida en la lente de objetivo

(OL) del TEM el cálculo de la resolución sería de la forma,

δ=0.67(C s⋅λ3)1 /4     (1.1.4)

Teóricamente por tanto, es posible medir distancias en una escala inferior a la atómica

(en el rango de sub-angstrom) mediante un TEM. No obstante, en la práctica, la resolu-

ción real obtenida está limitada por otros muchos factores como describiremos a lo lar-

go de este capítulo. Entre ellos destacan el tipo de muestra en estudio, la función de en-

volvente producida por la dispersión de energía del haz (junto con la aberración cromá-

tica de la lente OL) o diferentes factores de inestabilidad a lo largo de la columna del

TEM. 

Entre los diferentes tipos de interacciones y diferentes señales de salida que pueden ser

utilizadas para obtener información complementaria sobre la muestra (ver figura 1.1),

en este trabajo nos centraremos en el modo imagen (TEM mode), en el cual se utiliza un

haz de electrones paralelo que incide sobre la muestra. De esta manera, la imagen es

formada por la interacción entre los electrones dispersados y no dispersados que atravie-
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1.  MOTIVACION Y OBJETIVOS

san la muestra. Para ello, la muestra tiene que ser lo suficientemente fina para que un

número suficiente de electrones la atraviesen.

Figura 1.1: Esquema de diferentes interacciones y señales generadas por un haz de electrones

incidente sobre una muestra en un microscopio de electrones. Imagen adaptada de Williams &

Carter, 1996

En la actualidad el TEM es aplicado en diferentes áreas de la ciencia. Por ejemplo, se

utiliza en ciencias de materiales para estudiar la estructura atómica de la interacción en-

tre diferentes materiales cristalinos o como herramienta de control de calidad en la pro-

ducción de semiconductores o nano-partículas. En ciencias de la vida el TEM destaca

principalmente en tres campos diferentes: cristalografía de electrones, tomografía, y

análisis de partículas individuales (cryo-EM) para el estudio de la estructura 3D de com-

plejos biológicos. En este capítulo se hará una introducción del estado del arte de los

TEM y se analizarán cada uno de los principales componentes a controlar. A continua-

ción se detallarán los aspectos más importantes a tener en cuenta en un TEM dedicado a

experimentos cryo-TEM en biología estructural como es el mecanismo de formación de

imagen y los diferentes protocolos más habituales utilizados en este tipo de experimen-
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CAPÍTULO 1

tos. Finalmente se presentarán las especificaciones del TEM utilizado en este trabajo de

modo que los componentes a controlar descritos son exactamente los utilizados por el

TEM del CIC bioGUNE.

Desde la invención del primer microscopio electrónico se ha invertido un gran esfuerzo

en la mejora de cada uno de sus componentes. En particular hay que destacar los gran-

des avances en dispositivos dedicados a corregir las diferentes aberraciones (principal-

mente la cromática y esférica) que se producen en el sistema de lentes de un microsco-

pio convencional, el blindaje dedicado a evitar la inestabilidad producida por diferentes

factores externos y finalmente, el gran avance realizado en los detectores de electrones

(Li et al., 2013; McMullan et al., 2009; Ruskin et al. 2013). Hoy en día, la mayoría de

los TEM de última generación tienen instalado un cañón de emisión de campo (FEG) o

emisión Schottky, el cual genera un haz de electrones de mayor coherencia espacial que

una fuente de electrones termoiónica (Zhou & Chiu, 1993). Estos microscopios tienen

un voltaje de aceleración de entre 200 kV y 300 kV y pueden alcanzar resoluciones pr-

óximas a los ~2 Å. En nuestro caso, un TEM configurado con una pieza polar ferromag-

nética diseñada para experimentos de cryo-TEM, la resolución máxima punto a punto es

de ~2.8 Å.

En la actualidad también existen dispositivos que corrigen la aberración esférica del

TEM. Los correctores de aberraciones generalmente están formados por lentes en forma

de hexapolo adicionales que introducen simetría no-rotacional a la trayectoria de los

electrones. En un TEM que trabaje en modo imagen (TEM mode) son necesarios dos

grupos de lentes correctoras antes y después de la muestra. La aberración cromática se

puede reducir utilizando fuentes de electrones con una mínima dispersión de energía. En

ciencias de materiales, donde no hay límite de dosis sobre la muestra, los correctores de

aberración esférica han resultado fundamentales para alcanzar resolución atómica de

forma rutinaria. Actualmente, es posible resolver 0.08 nm con un TEM operado a 200

kV. Un ejemplo de este tipo de instrumento es el microscopio JEM-ARM200F (Jeol, Ja-

pan), que incluye un corrector de aberración esférica en forma de doble hexapolo, un ca-

ñón de emisión de campo de cátodo frío (CFEG) mejorado (el cual genera un haz de

electrones monocromático con muy poca dispersión de energía) y una columna total-

mente blindada que protege a las lentes de interferencias ambientales (lo cual ofrece una

estabilidad mecánica y eléctrica total). Sin embargo existen estudios que demuestran
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1.  MOTIVACION Y OBJETIVOS

que para las muestras biológicas, la corrección de aberración esférica no mejora la cali-

dad de las imágenes significativamente (Ziegler et al, 2009).

Como se ha introducido anteriormente, el límite de resolución teórico de un TEM a 200

kV es menor a 1Å (ver ecuación 1.1.4). En los TEM actuales, con correctores de aberra-

ciones y dedicados a materiales no sensibles a la radiación es posible llegar a resolución

atómica. En cryo-TEM de muestras biológicas por el contrario, existen factores adicio-

nales que limitan la resolución (Chandler & Roberson, 2009). Como veremos a lo largo

del Capítulo 2, al realizar experimentos de cryo-TEM hay que tener en cuenta el bajo

contraste de amplitud producido por las muestras biológicas, su alta sensibilidad a la ra-

diación, o el movimiento de las macromoléculas biológicas durante el tiempo de exposi-

ción entre otros factores. 

En ciencias de la vida, el TEM mejor diseñado a día de hoy para experimentos de cryo-

TEM es el modelo Titan Krios de la compañía FEI (FEI, The Netherlands). Este micros-

copio ofrece un rendimiento óptico excelente en experimentos de cryo-TEM gracias a

(i) una gran estabilidad térmica y mecánica por el blindaje de su columna (que aísla las

lentes del microscopio de factores externos), (ii) su sistema robotizado de carga automá-

tica de 12 rejillas vitrificadas libre de contaminación (Autoloader), (iii) el sistema de

iluminación en paralelo mejorado usando un sistema de tres lentes de condensadora, (iv)

el sistema de auto-recarga de nitrógeno líquido, (v) una deriva térmica mínima gracias a

una nueva tecnología de lentes (ConstantPower) que optimiza el cambio entre baja

magnificación (LM) y alta magnificación (HM), (vi) el diseño de lentes con baja histé-

resis y, (vii) un detector directo de electrones de alta velocidad y sensibilidad entre otras

características.

 1.2 Características del TEM instalado en el CIC bio-

GUNE

El TEM instalado en la unidad de biología estructural del CIC bioGUNE es el modelo

JEM-2200FS/CR de la compañía JEOL (JEOL Inc., Tokyo, Japan). Este microscopio

está equipado con un cañón FEG de tipo Schottky, con un cátodo formado por

ZrO/W(100) en la punta del filamento, y acelera los electrones con una energía de 200

keV. En la lente de objetivo del TEM se sitúa la pieza polar modelo CR diseñada para
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CAPÍTULO 1

experimentos cryo-TEM permitiendo alto contraste y altos grados de inclinación. Inte-

grado en la columna del TEM se encuentra el filtro de energía Omega (Tsuno et al.,

1999), el cual permite generar imágenes sin pérdida de energía (ZLI) al eliminar los

electrones inelásticos utilizando una abertura después del filtro. Esto ofrece imágenes

más nítidas y con mejor contraste. El goniómetro de este TEM está controlado por un

controlador piezo-eléctrico lo que permite movimientos más suaves para buscar campos

de visión a nivel atómico, sobre todo necesario a altas magnificaciones. Las especifica-

ciones de este TEM se encuentran resumidas en la siguiente tabla 1.1.

Configuración de la pieza polar Cryo - CR

Resolución
      Point image
　   Lattice image

0.27 nm
0.14 nm

Resolución de energía 0.8 eV（ zero-loss FWHM）

Voltaje de aceleración
　   Minimum step size
      Energy shift

160 kV (Standby mode)， 200 kV (Working mode)
50 V

3,000 V maximum (in 0.2 V steps)

Fuente de electrones (FEG)
      Emitter
      Brightness
      Vacuum

ZrO/W(100) Schottky emitter
> 4×108 A/(cm2sr)

×10-8 Pa

Estabilidad de potencia
　   Acc. Voltage
      OL current
      Filter lens current

< 2×10-6／ min
< 1×10-6／ min
< 1×10-6／ min

Lente de Objetivo
      Focal length
      Spherical aberration
　   Chromatic aberration
      Minimum step

 2.8 mm
 2.0 mm
 2.1 mm
2.6 nm

Spot Size (diámetro)
      TEM mode 2 to 5 nm

Magnificación
      MAG mode
      LOW MAG mode

×1.5k to 1000k
×50 to 1.5k

Dispersión de energía EELS
      On energy-selection slit
      On final image plane (film)

1.2 μm/eV at 200 kV
50 to 400 μm/eV at 200 kV

Specimen chamber
      Specimen shift (X, Y / Z) 
      Specimen tilt angle (X)

2 mm／ 0.4 mm
±80°

Tabla 1.1: Especificaciones del TEM de Jeol modelo JEM-2200FS/CR
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Los principales componentes del TEM, tales como el sistema óptico, el goniómetro o al-

guna de las válvulas, son totalmente controlados por PC. Esto permite crear un sistema

automático que controle cada uno de los componentes del TEM. Para controlar este

TEM desde Matlab se utiliza el software JEM-toolbox (TEMography.com, Japan), el

cual dispone de más de 100 funciones dedicadas a controlar cada uno de los componen-

tes del microscopio. 

Para poder obtener imágenes digitales, se emplea una cámara CCD de 16 megapíxeles

modelo 895 US4000 (4096 x 4096 píxeles) de la compañía GATAN (Gatan, Pleasanton,

CA) (Booth et al., 2006). En este tipo de cámaras, los electrones se transforman a luz

(fotones) a través de una fina película de emulsión de fósforo y los fotones son guiados

a través de fibra óptica a un chip CCD, que los detecta y los vuelve a transformar en

electrones. Las imágenes se obtienen trabajando en condiciones de mínima dosis gracias

al software DigitalMicrograph™ (Gatan, Pleasanton, CA).

Es importante subrayar que la plataforma de microscopía del CIC bioGUNE dispone de

un microscopio que ofrece 2.8 Å de resolución máxima, pero que este poder de resolu-

ción no es aprovechado en su totalidad. El sensor CCD instalado tiene una DQE muy

ineficiente (sobre todo a altas frecuencias) lo cual limita a ~10 Å la resolución final de

los mapas de densidad 3D que se pueden obtener utilizando técnicas de procesamiento

cryo-EM (ver Capítulo 2). Mas recientemente se han desarrollado cámaras de detección

directa de electrones ultra-rápidas (en las cuales no es necesaria la conversión de elec-

trón a fotón) que permiten obtener resoluciones cuasi-atómicas (~3-4 Å) de forma ruti-

naria, que esperamos formen parte del equipamiento de la plataforma en un futuro pr-

óximo.

 1.3 Componentes del TEM instalado en el CIC bio-

GUNE

En la figura 1.2 se muestra un esquema básico de los diferentes componentes que for-

man el TEM instalado en el CIC bioGUNE. El microscopio se compone básicamente de

una fuente de electrones que emite un haz de electrones con la menor dispersión de

energía posible. Posteriormente, las lentes de condensadora pre-muestra crean un haz lo

más paralelo posible que atraviesa la muestra. La lente de objetivo los enfoca para for-
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mar una imagen, la cual es magnificada por las lentes post-muestra y finalmente es pro-

yectada en un detector para crear una imagen digital. Se utilizan lentes electromagnéti-

cas para crear campos magnéticos que dirigen y enfocan el haz de electrones. Todos los

microscopios electrónicos cuentan con un sistema detector que registra o muestra en

vivo la imagen que se produce en la OL del TEM. 

Figura 1.2: Componentes visibles y esquema básico de las lentes del TEM JEM-2200FS/CR

A continuación se detallarán cada uno de los componentes del TEM utilizado en esta te-

sis, destacando algunas de sus limitaciones que lo hacen no ideal para un esquema auto-

mático no supervisado. Estos factores limitantes hacen necesario nuevos esquemas de
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control para poder automatizar la adquisición de datos de forma eficiente y adaptable a

los posibles inconvenientes.

Sistema de vacío

El sistema de vacío es una parte fundamental del TEM dado que los electrones son fuer-

temente absorbidos y desviados por las moléculas de aire. El interior de la columna de

un TEM tiene que tener un vacío casi total, de forma que el camino óptico del TEM y

todos los componentes del microscopio estén inmersos dentro de un alto vacío evitando

de esta forma los efectos negativos de la contaminación en la muestra, en las aperturas,

lentes, cañón de electrones, detector, etc. 

El sistema de evacuación de un TEM incluye la cámara del cañón de electrones, la co-

lumna, la cámara de la muestra y la cámara del detector. Para conseguir el vacío neces-

ario se utiliza una combinación de diferentes bombas, tubos de vacío y un juego de vál-

vulas que funcionan de forma automática, siguiendo un esquema de diferentes etapas

como se ve en el esquema de la figura 1.3. Entre estas bombas de vacío las más utiliza-

das son las bombas rotatorias (100 L/min), difusoras (420 L/s), iónicas (20/150 L/s) y

turbomoleculares (450 L/s) (Jeol, 2009). El FEG tiene integradas dos bombas iónicas

(SIP) que consiguen un alto vacío, necesario para su buen funcionamiento y durabili-

dad. Los sensores de vacío son 5 medidores de conductividad térmica de gases Pirani y

un medidor cátodo-ánodo Penning (CCIG) de más precisión. Al insertar el porta-mues-

tras dentro de la columna del TEM a través del goniómetro, las bombas rotatorias co-

mienzan el ciclo de vacío. Después el sistema de vacío del TEM sigue un protocolo es-

pecífico en el que intervienen varias válvulas, las bombas difusoras, la bomba turbo-

molecular, y la junta de vacío del porta-muestras. Este sistema de vacío permite insertar

las rejillas desde una presión atmosférica ( 105 Pa ) hasta el vacío final dentro de la co-

lumna de ~ 2×10−5 Pa medido por el sensor Penning. El usuario solamente puede

controlar alguna de estas válvulas, como es la válvula que separa la fuente de electrones

FEG de la columna del TEM.
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Figura 1.3: Esquema del sistema de vacío del TEM JEM-2200FS/CR

Fuente de electrones

Los electrones en un TEM son generados y acelerados por un cañón de electrones. Este

puede ser tanto un elemento termoiónico (Tungsteno o un cristal de LaB6) o un mono-

cristal orientado recubriendo una punta de Tungsteno (W), como es el caso de una con-

figuración FEG. Este tipo de cañones produce un haz altamente coherente y de alto bri-

llo necesario para producir imágenes de alta resolución. Existen dos tipos de FEG, el de

tipo cátodo frío y el térmicamente asistido como es el tipo Schottky. Un FEG emite

electrones a partir de una punta muy afilada de un cátodo aplicando un campo eléctrico

fuerte. 

En el TEM de la plataforma del CIC bioGUNE, el cañón de electrones es de tipo Scho-

ttky, no de emisión de campo ya que no se produce efecto túnel. El efecto Schottky es

un fenómeno que ocurre cuando la barrera potencial de una sustancia disminuye en pre-
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sencia de un fuerte campo eléctrico y ayuda a generar la emisión térmica de electrones.

En un cañón de electrones de tipo Schottky, la punta emisora está hecha de tungsteno

(W), con la superficie cubierta con una fina capa de óxido de Circonio (ZrO) que hace

la emisión de electrones más fácil reduciendo la función de trabajo de la punta

( ΔΦ≈2.8eV ) , como puede verse en la figura 1.4.

Figura 1.4: Descripción del efecto Schottky en un material conductor para la extracción de elec-

trones reduciendo la función de trabajo en un valor ΔΦ. Imagen de Egerton, 2007

En un cañón de tipo Schottky la punta es un cátodo respecto a dos ánodos. El primer

ánodo extrae los electrones de la punta del cátodo y el segundo los acelera a 200kV (ver

figura 1.5). El primer ánodo es una lente electrostática de extracción y la segunda de

aceleración. El haz de electrones emitido por el cátodo converge gracias a esta segunda

lente electrostática de aceleración y forma la mínima sección transversal delante del cá-

todo, conocida como “crossover” o fuente virtual, donde todas las trayectorias de los

electrones emitidos se juntan virtualmente (en un punto) por la extrapolación de la tra-

yectoria de los electrones. El brillo del cañón de electrones se refiere al generado en el

crossover. El brillo electrón-óptico de la fuente es una medida de la densidad de co-

rriente por unidad de ángulo sólido, el cual indica la calidad de una fuente de electrones,

y se puede calcular de la forma,
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β=
J e

Ω
= I⋅[π (d

2
)
2 ]

−1

⋅ (πα2)−1  (1.3.1)

donde J e es la densidad de corriente y en un emisor de tipo Schottky es

J e≈107 A/m2 en la superficie. Ω es el ángulo sólido sobre el cual se emiten los

electrones, I es la corriente del haz, d es el diámetro del haz y α es el semi-ángulo de

convergencia. Si el sistema óptico está libre de aberraciones el brillo se mantiene cons-

tante en todas las etapas del recorrido. 

Los filamentos de tipo Schottky son calentados a una menor temperatura ( ~1800 K )

en comparación con los termoiónicos, y la dispersión de energía de este emisor de elec-

trones es ~ 0.5eV . Un FEG de emisión Schottky a 200kV genera un haz altamente

coherente y con alto nivel de brillo β≈1011 Am−2 / sr−1 (Bahm et al., 2011). El tamaño

de la fuente virtual producida es >10 nm. El cañón de tipo Schottky es ampliamente

usado gracias a la alta estabilidad de su corriente de emisión, frente a los cañones de

efecto campo de cátodo frío (CFEG) que sí utilizan el efecto túnel, su haz es más cohe-

rente (menor dispersión de energía) pero sufren más contaminación por gases residuales

porque trabajan a temperatura ambiente, lo cual les hace fluctuar (Egerton, 2007). 

Figura 1.5: Esquema de la extracción y aceleración de electrones en un FEG

El valor del voltaje de aceleración del haz de electrones generado por la fuente de elec-

trones de un TEM determina el poder de penetración de los electrones en la muestra. El

recorrido libre medio (MFP) de los electrones elásticamente dispersados depende del

voltaje de aceleración y el material de la muestra y está típicamente en el rango entre

100-1000 nm. Por ejemplo, en hielo vitrificado, el MFP está en el rango de ~200 nm

para un voltaje de 120 keV y en el rango de ~350 nm para voltajes de 300 keV (Feja &

Aebi, 1999; Grimm et al., 1996). Por tanto, mayores voltajes de aceleración permiten

analizar muestras más gruesas pero producen menor sección transversal de dispersión
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(SCS), que es la probabilidad de interacción entre un electrón y los átomos en la mues-

tra. En consecuencia, podrían no producir suficiente contraste en muestras con bajo po-

der de dispersión de electrones como son las biológicas.

Lentes para el control de la iluminación

En un TEM, las lentes electromagnéticas condensadoras son usadas para afinar el haz,

definir su tamaño y el nivel de convergencia. En el caso del modo imagen en un TEM se

encarga de dirigir un haz de electrones paralelo hacia la muestra. Las lentes electromag-

néticas tienen la función de converger el haz de electrones utilizando un campo magné-

tico controlado por un imán solenoide. La alteración de la corriente eléctrica continua a

través de éste produce cambios en la longitud focal y magnificación de estas lentes. 

Para trabajar en modo imagen en un TEM el sistema de condensadoras crea un haz pa-

ralelo para iluminar la muestra. El esquema típico se basa en un sistema de dos lentes

condensadoras: mientras la lente condensadora 1 (CL1) controla el tamaño del punto

“spot size” del haz, la condensadora 2 (CL2) controla el tamaño del haz sobre la mues-

tra, lo cual determina la intensidad obtenida en la imagen creada. Nuestro TEM utiliza

una tercera lente de condensadora conocida como mini-lente condensadora (CM), que

permite cambiar el ángulo de convergencia del haz, ver figura 1.6. La primera lente CL1

reduce el tamaño del crossover o fuente virtual de electrones generada por el cañón a ～

1/10 veces su tamaño hasta el denominado “spot size 5”. La segunda lente CL2 transfie-

re este haz reducido en el plano de la muestra (la cual se encuentra inmersa dentro de la

lente objetivo) con una ampliación de ~ 1×. 

El tamaño del haz que irradia la muestra es un parámetro importante en el sistema de

iluminación dado que determina el grado de inclinación del haz sobre la muestra. Para

controlar el área de iluminación sobre la muestra se modifica la fuerza del campo mag-

nético de la lente CL2, que controla la extensión del haz sobre la muestra a una magnifi-

cación determinada. La tercera lente de condensadora, conocida como mini-lens (CM),

se sitúa entre la lente de condensadora (CL2) y la lente objetivo (OL) para producir un

haz de electrones con un ángulo de convergencia apropiado, que dependerá del modo de

trabajo elegido en el TEM. Las “mini lens” no tienen pieza polar en el interior dado que

la función de la pieza polar es reforzar el campo magnético, como en la lente OL. De-

pendiendo de la excitación de esta lente CM se converge el haz a un nano-área (para los
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CAPÍTULO 1

modos analíticos como EELS, STEM o CBED), o se genera una iluminación paralela

del haz de electrones sobre la muestra para trabajar en el modo imagen.

Para poder minimizar al máximo el tiempo de exposición en el detector manteniendo las

condiciones de mínima dosis, así como un haz lo más paralelo posible es necesario ajus-

tar convenientemente los diferentes parámetros del sistema de iluminación. Cambiando

la fuerza del campo magnético de la lente CL1 se cambia el spot size. Para el microsco-

pio Jeol existen 5 “spot size” disponibles, donde el “spot size 5” corresponde al punto

más pequeño posible, luego es el que ofrece mejor resolución espacial, pero también es

el que ofrece la menor intensidad de los 5. Lo ideal en nuestro TEM es utilizar el “spot

size 5” si genera suficiente intensidad en el haz paralelo de electrones sobre la muestra.

El objetivo es utilizar un tiempo de exposición lo menor posible en el detector, lo cual

disminuye la influencia de la deriva en la formación de imagen. El cañón de electrones

en un TEM se cambia cada ~4-5 años. Recién instalado ofrece suficiente intensidad

como para poder trabajar con el “spot size 5”, pero a medida que se va agotando y dis-

minuye el brillo generado por el filamento es necesario disminuir el spot size a 4, o in-

cluso a 3, de forma que empeora la resolución espacial pero se consigue más intensidad.

Figura 1.6: Esquema del sistema de lentes condensadoras de un TEM en modo imagen

15
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La configuración de las lentes condensadoras también determinan el ángulo de conver-

gencia del haz. En este modo de trabajo existe un parámetro conocido como alpha (α)

que depende de la lente CM y es necesario ajustar dependiendo de la magnificación de

trabajo, como se puede ver en la figura 1.6. Con el TEM configurado en modo imagen

el haz debería ser lo más paralelo posible para obtener una iluminación óptima de la

muestra. Una iluminación no-paralela (como es un haz convergente o divergente) puede

producir cambios de foco locales y variaciones de magnificación en diferentes áreas de

la misma imagen. Esto se produce porque la lente de objetivo no es perfecta y siempre

producen aberración esférica en las imágenes. Normalmente todos los parámetros de las

lentes de iluminación son configuradas previamente a una sesión en el TEM, con el ob-

jetivo de obtener las mejores condiciones dependiendo de la magnificación de trabajo,

la sensibilidad de la muestra, el estado del FEG, la intensidad necesaria sobre la mues-

tra, etc. 

Lentes para la formación de imagen

El sistema de lentes para la formación de imagen en un TEM incluye la lentes de objeti-

vo (OL), la mini-lente de objetivo (OM), las intermedias (IL) y las proyectoras (PL). La

lente principal para la formación de imagen es la OL, cuyo núcleo formado por una pie-

za-polar ferromagnética rodeado de una bobina de hilo de cobre exterior permite modi-

ficar el poder de convergencia del campo magnético de la OL. Esto permite controlar

los electrones que pasan a través de la lente. Una pieza polar es un polo magnético he-

cho de un material magnético blando (e.g. hierro puro) el cual concentra el flujo magné-

tico producido por una bobina electromagnética de hilo de cobre que la rodea, como

puede verse en la figura 1.7. El fuerte campo magnético producido en el estrecho canal

del centro de la pieza polar permite enfocar el haz de electrones y formar imagen. Una

bobina de longitud l, sección S, un número de espiras N y por la que circula una corrien-

te eléctrica i(t) induce un flujo magnético Φ(t) definido como,

Φ (t)=B(t )⋅S=µ0⋅
N
l

i (t )⋅S=µ0⋅
NS
l

⋅i (t)   (1.3.2)

donde B(t) es la inducción magnética producida por la corriente i(t) y µ0 es la cons-

tante magnética.
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Este campo puede ser usado para controlar el camino recorrido por los electrones dentro

de las lentes, simplemente variando la corriente i(t). Cuando una corriente continua pasa

a través de la bobina, se modifica el campo magnético concentrado en el centro del ca-

nal de la pieza polar. Cuando se enfoca, lo que se ajusta es la corriente a través de la bo-

bina de la OL. En un TEM, la pieza polar de la OL debe ser mecánicamente perfecta

aunque esto es imposible por lo que siempre existen aberraciones. El diseño de la pieza

polar de la lente de objetivo determina la configuración final del microscopio.

Dado que la OL es la lente más importante para formar la imagen, su rendimiento deter-

mina la calidad de la imagen (resolución, contraste, etc.). Para obtener mayor resolución

se utiliza una OL con un coeficiente de aberración esférica ( C s ) lo más pequeño posi-

ble. Para poder reducir el valor de este coeficiente se reduce la distancia entre los dos

polos magnéticos de la pieza polar, reduciendo el diámetro del orificio donde se inserta

la muestra. La compañía Jeol dispone de diferentes configuraciones para la pieza polar;

desde las que ofrecen muy alta resolución (UHR, HR) con un coeficiente de aberración

esférica muy pequeño C s⩽0.5 , hasta las que ofrecen alto contraste (HC) y altos án-

gulos de inclinación del goniómetro (HT), aumentando el hueco entre los dos polos de

la pieza polar. Esto produce un aumento del valor de C s . También existe una confi-

guración de pieza polar diseñada para experimentos de cryo-TEM, denominada modelo

CR. Se emplea para favorecer el contraste de fase con una C s=2 mm alta. Está a su

vez diseñada para permitir altos ángulos de inclinación, perfectos para experimentos de

cryo-tomografía.

Figura 1.7: Sección transversal de una lente electromagnética en un TEM donde una pieza polar

está rodeada por una bobina controlada por una corriente continua. Imagen de Egerton, 2007
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1.  MOTIVACION Y OBJETIVOS

El control del enfoque utilizando la lente de objetivo (OL) es esencial para controlar el

contraste y el contenido en frecuencia de la imagen adquirida dado que los objetos bio-

lógicos, formados principalmente por átomos ligeros (e.g., H, O, C, y N)  producen un

contraste de amplitud muy débil respecto al fondo (background). Esto es debido a su

mala eficiencia de dispersión de electrones, muy parecida a la del hielo amorfo. Además

la densidad de las proteínas está en el rango de los ~1.4 g cm−3 (Fischer et al., 2004)

mientras que la densidad del hielo amorfo es de ~ 0.94 g cm−3 . Esta pequeña diferen-

cia de densidades produce un contraste muy débil entre ellos, haciendo difícil o imposi-

ble visualizar macromoléculas biológicas más pequeñas que 200 kDa de peso molecu-

lar. Para mejorar el contraste en las imágenes de baja dosis en experimentos de cryo-

TEM, es necesario incrementar la diferencia de fase entre los electrones dispersados y

no dispersados, lo cual se consigue sub-enfocando con OL. El control de OL a lo largo

de una sesión es fundamental para obtener buena calidad en las imágenes adquiridas. El

proceso de formación de imagen por contraste de fase se analizara con mas detalle en el

Capítulo 2.

Lentes para el control de la magnificación

La minilente de objetivo (OM) es una lente sin pieza polar, con un campo magnético dé-

bil y situada debajo de la lente OL. Se utiliza para formar una imagen en modo de baja

magnificación (low mag) (~50× to 3,000×) desactivando el funcionamiento de la OL.

La magnificación de la OM es de 1× a 2×. Las imágenes pueden ser adquiridas en un

amplio rango de magnificaciones, desde magnificaciones bajas (low mag) hasta magni-

ficaciones altas (desde 3,000× hasta 1,000,000×). Una vez que el haz de electrones para-

lelo atraviesa la muestra, éste es enfocado por la lente objetivo para generar una imagen

de la región de la muestra expuesta al haz de electrones. Esta imagen es a continuación

magnificada y proyectada gracias a una configuración de lentes intermedias y proyecto-

ras, ver figura 1.8. 

En nuestro TEM las lentes intermedias son de 4 etapas y las lentes proyectoras de 2 eta-

pas. Este grupo de lentes es configurado de fábrica para ofrecer la magnificación nomi-

nal en el plano donde se insertan las películas analógicas (Kodak film), y cada una de

ellas tiene un rango de magnificaciones desde ~0.5× hasta ~100×. En la fábrica se guar-

da una lista de valores de corriente de este grupo de lentes (intermedias y proyectoras)
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para cada una de las diferentes magnificaciones y la entrada a una fila de esta lista en un

índice determinado cambiará el valor de corriente de este grupo de lentes, luego modifi-

cará la magnificación a la deseada. Este es el motivo de tener solamente acceso a unas

magnificaciones predefinidas (discretas) contenidas en esta tabla y no un valor de mag-

nificación arbitrario (analógico).

Cada lente proyectora tiene una magnificación fija de ~150×. y se encarga de formar la

imagen magnificada en el detector. Dado que la última lente es una proyectora y el de-

tector CCD se encuentra por debajo del plano de las películas analógicas, existe un fac-

tor de escala entre la magnificación nominal y la magnificación real en el plano de la cá-

mara. Este valor no es constante a lo largo de todas las magnificaciones luego es neces-

ario realizar una calibración de las magnificaciones en el plano de la CCD antes de po-

der utilizar las imágenes generadas en la CCD para hacer medidas. 

Figura 1.8: Esquema del sistema de lentes de magnificación y proyectoras de un TEM
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Al cambiar entre diferentes valores de magnificación se produce un fenómeno de histé-

resis (van Bree et al., 2010) dentro de las lentes electromagnéticas, lo que produce cierta

inestabilidad óptica. Esto hace difícil reproducir exactamente la misma posición en la

rejilla tras un cambio de magnificaciones sin mover el goniómetro. Para corregir este

efecto y aumentar la estabilidad óptica en los TEM se han desarrollado en la actualidad

lentes de doble bobina, donde una bobina trabaja a una corriente constante, mientras que

la segunda bobina es ajustable en incrementos muy finos. 

Lentes para el alineamiento del haz

Para realizar el alineamiento del haz de electrones a lo largo de la columna del TEM es-

tán disponibles diferentes lentes electromagnéticas deflectoras de dos etapas balancea-

das para realizar el desplazamiento e inclinación del haz (beam shift y beam tilt). El ali-

neamiento del haz de electrones a lo largo de todo el recorrido del TEM es de vital im-

portancia dado que el haz debería pasar a través del centro de cada lente con el objetivo

de minimizar las aberraciones. Para centrar el haz en diferentes puntos específicos de la

columna del TEM se utilizan diferentes lentes deflectoras, que constan de dos etapas de

bobinas perpendiculares entre sí, como puede verse en la figura 1.9 (A). El TEM de Jeol

está equipado con 3 sets de bobinas deflectoras dobles, un set en el cañón, otro por enci-

ma de la OL y el tercero forma las deflectoras de imagen por debajo de la OL. Las 2 bo-

binas de estas lentes deflectoras son capaces de realizar desplazamientos (shift) e incli-

naciones (tilt) independientes, permitiendo modificar de forma precisa la orientación y

dirección del haz de electrones. En la figura 1.2 se muestra la posición de cada una de

estas lentes deflectoras a lo largo de la columna de nuestro TEM. El alineamiento del

haz a lo largo de toda la columna del TEM se realiza justo antes de la sesión y normal-

mente es estable durante un gran periodo de tiempo (Bozzola & Russell, 1999). 

La lente de objetivo está formada por un núcleo en forma de pieza-polar y una parte ex-

terna que incluye una bobina. Dado que la pieza polar no puede ser construida a la per-

fección, los campos electromagnéticos generados no son siempre perfectamente circula-

res, lo que genera una pérdida de simetría rotacional del haz de electrones. En una direc-

ción la lente enfocará más fuerte que en la dirección perpendicular produciendo una asi-

metría llamada astigmatismo. Este defecto es corregido gracias a lentes dedicadas a co-

rregir el astigmatismo conocidas como stigmators. Estas están formadas por un sistema

de bobinas (cuadrupolo) ajustables que introducen ligeras variaciones en el campo mag-
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nético de la lente de objetivo y ayudan a compensar las imperfecciones, como puede

verse en la figura 1.9 (B).

Un TEM suele estar equipado con tres sets de stigmators, el stigmator de condensadora,

el stigmator de objetivo y el stigmator de diffraction. El primero se utiliza para obtener

un haz circular que ilumine la muestra. El segundo se utiliza para corregir el astigmatis-

mo axial relacionado con la formación de imagen en la OL. El astigmatismo axial se

puede caracterizar en el espacio de densidad espectral de potencia (PSD) como una va-

riación azimutal en la cantidad de sub-enfoque e introduce un alargamiento direccional

en las características de la imagen. El tercer stigmator se usa para corregir el astigmatis-

mo en el patrón de difracción y en las imágenes a baja magnificación (Xing & Lograsso,

2009). Dado que la cantidad de astigmatismo tiende a cambiar con el tiempo debido a

efectos de carga electrostática (producido por una apertura de objetivo contaminada o

por una muestra no conductora como es el hielo) e inestabilidad en las lentes, se debe

corregir periódicamente durante una sesión en el TEM, sobre todo a altas magnificacio-

nes.

Figura 1.9: Esquema de la distribución del campo magnético (electrostático) para (A) un deflec-

tor de haz simple o lente de alineamiento realizando una deflexión diagonal y (B) un corrector

de astigmatismo o stigmator. El eje óptico es perpendicular al plano de la página

Aperturas

Para controlar la colimación del haz, se utilizan aperturas fijas retráctiles que son intro-

ducidas en varias posiciones de la columna del TEM. En el microscopio JEM-2200FS

de Jeol en modo imagen se utilizan diferentes aperturas. La apertura de condensadora
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(CLA) determina el ángulo de divergencia de un haz de electrones y la dosis del haz in-

cidente. Se trata de una hoja con 4 agujeros en forma de disco (con diámetros entre 200,

100, 40 y 10 μm) que elimina los electrones más alejados del centro. Esta apertura se

sitúa justo después de la lente CL2 y se encarga de limitar el haz de electrones a los más

cercanos al eje central, dado que los electrones más alejados sufren más aberraciones, y

además un exceso de electrones irradia más la muestra de forma innecesaria. La apertu-

ra de objetivo (HCOA) consiste en una hoja con cuatro agujeros redondos de diferentes

diámetros (60, 40, 30 y 5 μm), insertadas dentro del hueco de la pieza polar, exactamen-

te en el “back-focal plane” de la lente objetivo y determina el ángulo de dispersión de

electrones que salen de una muestra. Esta apertura es la responsable de un aumento del

contraste, sobre todo de contraste de amplitud. El filtro de energía Omega (Ω) tiene una

apertura de entrada (ENTA) que consiste en una hoja con 4 agujeros en forma de disco

(de diámetro 120, 60, 40 y 20 μm). Esta apertura se utiliza en experimentos de espec-

troscopía EELS y no se suele utilizar en el modo imagen. Todas estas aperturas son mo-

torizadas y sus posiciones están precalibradas y guardadas en memoria. Es muy común

tener que recentrar una apertura a lo largo de una sesión con el TEM. 

Goniómetro

El goniómetro es uno de los mecanismos del TEM que más necesita la intervención del

usuario y su diseño varía entre fabricantes. Las muestras para microscopía son prepara-

das en pequeños discos metálicos (de 3 mm de diámetro y típicamente hechos de cobre

u oro con una fina capa soporte hecha de carbón amorfo) llamados rejillas (EM grids).

Estas rejillas son insertadas dentro de la columna del TEM utilizando un porta-muestras

diseñado para poder insertarlas desde el exterior a presión atmosférica hasta el alto va-

cío final en la columna del TEM, como puede verse en el esquema de la figura 1.10.

Hoy en día existen sistemas robotizados que cargan hasta 12 rejillas dentro del vacío del

TEM de forma automática, empleando para ello un portamuestras sin contacto al exte-

rior que centra las rejillas y las mueve a través del haz de electrones. 

A continuación se describirá el método de carga y movimiento de las rejillas basado en

un porta-muestras externo insertado en la columna a través de un goniómetro piezoeléc-

trico (Gale & Hale, 1962). En un porta-muestras estándar la rejilla es fijada en uno de

los extremos por un anillo metálico. Este extremo del porta-muestras se sitúa entre los

dos polos que componen la pieza polar de la OL. Gracias al goniómetro la muestra pue-
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de desplazarse bajo un haz de electrones centrado en una posición fija dentro de la co-

lumna del microscopio en los ejes ortogonales (X, Y / Z) en el rango (±1 mm / ±0.4

mm) y en nuestro TEM puede inclinarse en un eje de giro (α tilt) en el rango ±80º

(gracias a la configuración de pieza polar de tipo CR). Estos movimientos se realizan

mecánicamente por motores paso a paso o motores piezoeléctricos, como puede verse

en la figura 1.10.

El mecanismo de giro del goniómetro está mecánicamente diseñado y calibrado para in-

clinar la muestra sin sufrir un gran desplazamiento del área de interés. Esto se consigue

buscando la inclinación eucéntrica, desplazando la posición de la rejilla en la dirección

del eje Z hasta que la zona de interés coincida con la misma altura Z del eje de giro α

del goniómetro. Esta altura Z, conocida como altura eucéntrica, es fundamental en expe-

rimentos de tomografía y también se suele utilizar como altura de referencia dentro del

microscopio para realizar todos los alineamientos. El goniómetro está calibrado para

que utilizando el porta-rejillas más habitual, combinando un valor estándar de OL y si-

tuando la rejilla en el plano del eje Z que coincida con la altura eucéntrica, la configura-

ción coincida con un estado de sub-enfoque cero o plano focal (in-focus plane).

Figura 1.10: Esquema de la inserción del porta-muestras en la columna de un TEM a través del

goniómetro y esquema del mecanismo motorizado de un goniómetro

Filtro de energía en columna

Existen filtros de energía incluidos en la columna del TEM (Tsuno, 2004) que funcio-

nan como espectrómetros de energía capaces de separar y seleccionar los electrones con

un valor específico de energía cinética (Egerton, 2011). El TEM del CIC bioGUNE dis-

pone de un filtro de energía Omega (Ω) en columna que forma parte del sistema de len-
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tes para la formación de imagen y está diseñado para minimizar la distorsión. El filtro

omega se instala entre las lentes intermedias y proyectoras, y esta formado por 4 elec-

troimanes. La trayectoria de los electrones dentro del filtro tiene forma de Ω, como pue-

de verse en la figura 1.11. El campo magnético producido por el grupo de dos electroi-

manes superiores y los otros dos inferiores tiene sentido opuesto. 

Figura 1.11: Esquema del filtro de energía Omega (Ω) en un TEM

Con un filtro de energía es posible filtrar los electrones en función de su energía y gene-

rar imágenes sin pérdida de energía (zero-loss imaging), i.e., el filtro solamente permite

atravesar a los electrones que tengan una energía cinética cercana a la energía primaria

(incidente) (Schroder et al., 1990; Langmore & Smith, 1992). 

Otra aplicación del filtro de energía es la identificación de la composición química y la

cuantificación de los elementos químicos en la muestra, utilizando la información conte-

nida en los espectros de pérdida de energía y la teoría de EELS. Cuando la energía del

pico de absorción de un elemento específico es seleccionada y aislada del resto, es posi-

ble crear un mapa del elemento en la imagen (energy-loss image), como puede verse en

la figura 1.12. Luego para poder realizar un mapa de elementos se sitúa la apertura del

filtro de energía (energy slit) en la región del espectro de energía que aísla los electrones

inelásticamente dispersados que han excitado los electrones de un nivel del núcleo de un

átomo específico de ese elemento a una energía cuantizada (picos de ionización o core

loss energy o inner shell edge). Sin embargo, estos electrones inelásticos con un valor
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de pérdida de energía cuantizada constituyen sólo una pequeña fracción del haz total de

electrones (<1 %), por lo que para poder crear un mapa de elementos químicos en una

imagen la dosis total en la muestra tiene que ser muy alta. Esto limita el método a mues-

tras que no se dañen con una alta radiación de electrones (muestras inorgánicas o sec-

ciones de muestras biológicas embebidas en resina), y no se puede aplicar a muestras

biológicas vitrificadas (hidratadas-congeladas).

Figura 1.12: Ejemplo de un espectro de energía obtenido gracias a un filtro de energía

Detector de electrones

Los detectores digitales permiten una inspección instantánea de las imágenes y son nece-

sarios en esquemas de adquisición automática de datos (Stagg et al., 2006). El dispositi-

vo de captura de imagen digital puede ser una cámara CCD o una cámara de detección

directa. 

Una CCD es un dispositivo 2D digital de conversión fotoeléctrica basado en tecnología

de semiconductores. Para la detección del haz de electrones, los electrones son converti-

dos en luz (fotones) por una emulsión fosforescente (scintillator), que finalmente inciden

sobre un chip CCD. Cuando el chip CCD es irradiado con estos fotones, se acumulan

cargas de electrones en pozos de potencial, que son transferidos a sucesivos pozos y fi-

nalmente se utilizan como señal eléctrica, que contiene las cuentas de fotones detectados

(directamente relacionado con el número de electrones que indicen en el material fluo-
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rescente). Para eliminar la corriente oscura de la CCD se enfría el chip a -30ºC usando

un enfriador Peltier. La resolución del nivel de grises viene determinada por el número

de bits utilizados por pixel, que en nuestra cámara son 16 bits. El rango dinámico del de-

tector se define como la relación entre la señal máxima posible frente a la señal de ruido

total, y es equivalente al rango de contraste en una fotografía o capacidad de distinguir

entre luz/oscuridad. Para mejorar el rango dinámico de la CCD es necesario realizar pe-

riódicamente una calibración completa del detector (set bias levels) y una calibración de

ganancia (gain reference) justo antes de cada sesión con el TEM. Para muestras sensi-

bles a la dosis de electrones como son las muestras biológicas vitrificadas es de suma

importancia que el haz solamente ilumine la muestra durante el tiempo de exposición en

la adquisición de una imagen. Durante el resto del tiempo el haz debería ser desviado

(blanked) para evitar radiación innecesaria sobre la muestra. En el TEM del CIC bioGU-

NE el controlador de la cámara CCD de Gatan consigue realizar un blanking del haz,

conmutando la bobina de la lente de inclinación del cañón (gun tilt) a una configuración

en la que el haz se desvía lejos de la muestra. Para evitar que las imágenes finales no

sean sobre- ni sub-expuestas al haz de electrones, es necesario utilizar un rango de cuen-

tas predeterminado, de forma que las cuentas medidas en cada píxel del detector durante

una sesión deben estar en este rango de cuentas (las cuentas en las imágenes de una CCD

están directamente relacionadas con el número de electrones que detecta el sensor en

cada pixel). Las cuentas promedio en cada píxel pueden ser controladas ajustando el

tiempo de exposición del detector. Este tiempo de exposición debe ser ajustado en un

rango donde el efecto de deriva, y el efecto de manchado debido a tiempos de exposición

excesivamente cortos sean minimizados, evitando de esta forma la sobre- o sub-exposi-

ción. La dosis total sobre la muestra se define como la energía de radiación absorbida

por área de muestra y por tiempo, y se mide en electrones por área por segundo

e−1⋅Å 2⋅s . La dosis sobre la muestra depende de la configuración del sistema de ilu-

minación (spot size y brightness), de la magnificación (a mayor magnificación los mis-

mos electrones irradian un área menor) y del tiempo de exposición en el detector. En

nuestro TEM la medida de la dosis no se hace directamente sino que se utiliza un detec-

tor con una emulsión de fósforo que nos da una medida en pico-Amperios por área

pA/cm2 . La dosis de radiación en e−1⋅Å 2⋅s sobre la muestra se puede calcular

aproximadamente utilizando las curvas  que se muestran en la figura 1.13, las cuales de-

penden de  la magnificación nominal. 
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Figura 1.13: Gráfica para el cálculo de la dosis total de electrones sobre la muestra en función

de la magnificación

 1.4 Objetivos de la tesis

El objetivo principal de la tesis es el desarrollo de un nuevo esquema de control para la

adquisición automática de datos en el TEM del CIC bioGUNE, utilizados para experi-

mentos cryo-EM. Este esquema tiene que permitir el control remoto del microscopio y

monitorizar en tiempo real el proceso de la adquisición y el análisis de las imágenes en

una sesión cryo-TEM en modo automático. Para su consecución se han planteado los si-

guientes hitos:

• Integración del conocimiento de un experto en el esquema de control. Uno de

los objetivos de este proyecto es crear un nuevo esquema de control inteligente

que lleve a cabo la misma tarea y de forma similar a cómo lo realizaría un mi-

croscopista experto en sesiones cryo-TEM. Este nuevo esquema de control tiene

que poder realizar una navegación automática a través de una rejilla de micros-

copía con agujeros, identificando la posición de los mismos y moviendo el go-

niómetro automáticamente, sin necesidad de utilizar un atlas de toda la rejilla y

siguiendo al menos el mismo ritmo de trabajo que un usuario experto en el

TEM.

• Evaluación de las imágenes en tiempo real. El sistema de automatización debe

proporcionar un método efectivo para la adquisición de un gran número de imá-
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genes de alta calidad, pudiendo evaluar “in-situ” la validez y calidad de cada una

de las imágenes generadas en el microscopio. Hasta ahora no era posible evaluar

de forma automática y en tiempo real los datos adquiridos en sesiones cryo-

TEM, y en el caso de una sesión cryo-TEM no supervisada, el resultado podría

ser de muy mala calidad. La presencia de un exceso de contaminación, una mala

elección de la zona del agujero a irradiar, una mala elección del cuadrante de la

rejilla, un grosor de hielo inadecuado, áreas de la rejilla con agujeros vacíos de-

bido a la rotura de la capa de carbón, agregación, pobre concentración de partí-

culas, o muestras dañadas, podrían reducir drásticamente el tamaño final del set

de imágenes provechoso. Para realizar esto es necesario poder detectar automáti-

camente el número de partículas de contaminación y la distribución de las partí-

culas individuales válidas. Además se debe evaluar la CTF de cada una de las

imágenes para eliminar las que estén fuera de un rango de sub-enfoque predefi-

nido y las que tengan astigmatismo o deriva.

• Validación del esquema de control frente a un TEM no ideal. Los esquemas ba-

sados en atlas o en áreas preseleccionadas de la rejilla no siempre funcionan

bien con microscopios de la anterior generación como el instalado en el CIC bio-

GUNE. Estos TEM utilizan porta-rejillas externos, sufren histéresis en sus len-

tes, son sensibles a diferentes fenómenos ambientales y tienen goniómetros no

tan estables como los actuales. En este contexto, resulta esencial crear una estra-

tegia de control diferente y más inteligente, que imite el comportamiento de un

experto y sea capaz de tomar decisiones para superar cada una de las dificultades

que puedan surgir durante una sesión cryo-TEM en modo automático. 

• Integración en un sistema totalmente automatizado desde la adquisición de da-

tos hasta la reconstrucción 3D del complejo biológico en estudio. Ya sea para

hacer más accesible la técnica de cryo-EM a todo tipo de investigadores o para

ayudar a los investigadores expertos, resultaría de gran utilidad disponer de una

herramienta que automatice cada una de las etapas del proceso de reconstrucción

3D de un complejo biológico por cryo-EM, incluyendo la etapa de adquisición

automática de datos, la corrección de la CTF, la selección de las partículas indi-

viduales válidas, el alineamiento, la clasificación y la reconstrucción 3D de estos

complejo, utilizando por ejemplo “projection matching”.
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 1.5 Estructura de la tesis

La memoria de esta tesis se organiza en 6 capítulos y un anexo. Se ha incluido también

un glosario de abreviaturas y algunos términos en inglés que no son traducidos en el

texto.

En el Capítulo 1 se describen los detalles técnicos del TEM dedicado a experimentos cr-

yo-EM disponible en la actualidad en el CIC bioGUNE, poniendo énfasis en una des-

cripción exhaustiva de los diferentes componentes del microscopio electrónico y las

principales diferencias del equipo del CIC bioGUNE con los microscopios de última ge-

neración del mercado. Esto es necesario para describir los objetivos principales de esta

tesis.

En el Capítulo 2 se realiza una descripción de la técnica de cryo-EM para la reconstruc-

ción tridimensional (3D) de complejos biológicos, haciendo una breve introducción a la

biología estructural y explicando el estado del arte de esta técnica. Para una mejor com-

prensión del nuevo método de control inteligente descrito en esta tesis es necesario ex-

plicar en detalle un experimento completo de crio-microscopía electrónica para la re-

construcción 3D de un complejo biológico: desde la preparación de muestras, la forma-

ción de imagen por contraste de fase, la evaluación de la calidad de estas imágenes, la

selección de partículas individuales y el método de partículas individuales para la re-

construcción 3D de estos complejos biológicos. En este capítulo también se describe

brevemente uno de los métodos utilizados para la purificación de complejos biológicos

con el objetivo de explicar el origen de la heterogeneidad en una muestra purificada.

Además, se describirán los diferentes complejos biológicos utilizados en la parte experi-

mental de esta tesis para validar los diferentes módulos del nuevo esquema de control

(ribosomas eucariota, ribosomas procariotas y virus icosaédricos).

El Capítulo 3 está dedicado a la descripción de la teoría de los diferentes modelos mate-

máticos utilizados en este trabajo. Por un lado se hace una descripción de los diferentes

algoritmos de inteligencia artificial y los principios matemáticos que forman el sistema

experto desarrollado. Este sistema experto hace al esquema de control más inteligente, e

incluye un sistema de inferencia difusa (FIS) para tomar decisiones en tiempo real y di-

ferentes sistemas de inferencia neuro-difuso adaptativo (ANFIS) que conforman un sis-

tema de identificación de partículas. Por otro lado se realiza una introducción a la visión
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artificial describiendo en detalle los diferentes algoritmos de procesamiento digital de

imagen utilizados para la detección automática de objetos, como son los diferentes tipos

de filtros para la mejora de contraste y reducción de ruido, las diferentes estrategias de

segmentación de imagen utilizadas y la medición de características de los objetos detec-

tados en las imágenes segmentadas. 

En el Capítulo 4 se presenta el desarrollo del nuevo esquema de control para la automa-

tización de la adquisición de datos en el TEM de la compañía Jeol del CIC bioGUNE, y

el sistema para la evaluación de la calidad de las imágenes en tiempo real. Se presentará

un esquema del modo de trabajo de este novedoso esquema de control, describiendo los

diferentes módulos programados para las diferentes tareas a realizar durante una sesión.

En este capítulo se describirá por un lado la programación del sistema para la toma de

decisiones basado en un sistema de inferencia difusa, y por otro lado la programación y

entrenamiento de los diferentes sistemas de inferencia neuro-difuso adaptativo que for-

man parte del sistema de identificación de partículas individuales.

En el Capítulo 5 se mostrarán los resultados experimentales del esquema de control in-

teligente que incluye la toma de decisiones, junto con el diseño y la validación final del

sistema de identificación de partículas en tiempo real. Para el desarrollo y la validación

de este nuevo sistema automático de identificación de partículas se han utilizado dos

muestras diferentes estudiadas por el grupo de investigación en biología estructural del

biólogo Dr. Mikel Valle (CIC bioGUNE). Una de esas muestras ha surgido de la cola-

boración que mantiene el Dr. Mikel Valle con el grupo de investigación en homeostasis

de proteínas de la Dra. Rosa Barrio (CIC bioGUNE). Por otro lado los diferentes algo-

ritmos y los sistemas de inferencia difusa utilizados en el desarrollo de este nuevo es-

quema de control inteligente han sido supervisados por los físicos: Dr. Aitor Josu Garri-

do y la Dra. Izaskun Garrido (UPV/EHU). 

En el Capítulo 6 se reúnen las principales conclusiones extraídas a lo largo de las dife-

rentes etapas en esta tesis y se presentan las líneas futuras de investigación.

El Anexo recoge alguno de los programas en matlab para la automatización del TEM

del CIC bioGUNE. A continuación se numeran las publicaciones que han sido directa-

mente resultado de este trabajo y las relacionadas con la tesis. Finalmente se presentan

las referencias a publicaciones.
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Capítulo 2

Antecedentes: TEM en biología es-

tructural

Conocer la estructura tridimensional de las macromoléculas biológicas y la manera en

que interactúan entre ellas contribuye a entender el funcionamiento de los sistemas bio-

lógicos. En biología estructural convergen un amplio rango de técnicas mutuamente

complementarias que utilizan diferentes fenómenos físicos para caracterizar la muestra:

este enfoque multidisciplinario permite una descripción más completa y coherente de

los fenómenos biológicos a nivel molecular. Los principios básicos de las técnicas más

comúnmente empleadas en biología estructural (tales como la resonancia magnética nu-

clear (NMR), microscopía de fuerzas atómica (AFM) o la difracción de cristales por ra-

yos X) son compartidos por las bien conocidas herramientas de diagnóstico médico

como la tomografía axial computarizada por rayos-X, la imagen por resonancia magné-

tica (MRI) o la tomografía por emisión de positrones (PET). La microscopía electrónica

ha sido una rama emergente de la biología estructural que llena el vacío existente entre

la microscopía de luz (óptica) y la cristalografía de rayos-X. Se utiliza para estudiar una

amplia gama de procesos biológicos fundamentales incluyendo la síntesis de proteínas,

el transporte en membranas, la transducción de energía, el proceso de infección de un

virus, etc. Desde que a mediados del siglo pasado la microscopía electrónica revelase

por primera vez la arquitectura de las células (Palade, 1952; Porter et al., 1945) o los ri-

bosomas (Palade, 1955) de forma muy general, la técnica ha evolucionado de forma que

en la actualidad permite caracterizar macromoléculas biológicas con gran precisión. In-

dependientemente de la resolución, la microscopía electrónica se ha convertido en una
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técnica esencial en el área de la biología estructural para obtener información 3D de

múltiples complejos macromoleculares mediante técnicas tales como la reconstrucción

por tomografía, cristalografía 2D de proteínas de membrana por TEM o el análisis de

partículas individuales (cryo-EM). El estudio por microscopía electrónica ha sido histó-

ricamente complementario a otras técnicas de mayor resolución, como es la cristalogra-

fía de rayos X y RMN, y ha permitido estudiar grandes complejos macromoleculares

que no forman cristales 3D sin necesidad de utilizar grandes concentraciones de mues-

tra. A menudo ha sido la única técnica capaz de estudiar diferentes estados conforma-

cionales de algunos complejos biológicos debido a que una de sus virtudes principales

es que permite capturar y caracterizar eventos dinámicos. Como veremos en este capítu-

lo en la actualidad es posible resolver mapas de densidad 3D por cryo-EM con suficien-

te resolución para construir de novo el modelo atómico de las macromoléculas en estu-

dio. 

 2.1 Descripción de la técnica cryo-TEM

La técnica de cryo-TEM nació con el desarrollo de un nuevo método para inmovilizar

macromoléculas biológicas y mantenerlas dentro del alto vacío de un TEM en un estado

hidratado (Dubochet & McDowall, 1981; Dubochet et al., 1987). Mediante esta técnica,

las muestras son vitrificadas y después visualizadas en un TEM a temperaturas criogéni-

cas, lo que permite un análisis detallado de la nano-estructura de la muestra en un estado

nativo muy cercano al fisiológico.

En las imágenes obtenidas por cryo-TEM la muestra hidratada-congelada, embebida

dentro de una fina capa de hielo amorfo, ofrece muy bajo contraste en las imágenes por-

que las secciones transversales por dispersión elástica de los complejos biológicos y el

hielo amorfo son muy similares. Como se explica más adelante, se utiliza el contraste de

fase para la formación de imagen por cryo-TEM, por lo que es necesario sub-enfocar la

imagen para obtener suficiente contraste entre la proyección de la muestra y el hielo

(background). Además, las muestras biológicas son extremadamente sensibles a la ra-

diación de electrones (Egerton, 2012; Egerton et al., 2004) y es necesario utilizar dosis

de electrones mínimas (low electron dose imaging) durante la adquisición para minimi-

zar el daño por radiación. Las imágenes que se obtienen en sesiones de cryo-TEM a mí-

nima dosis pueden utilizarse para generar reconstrucciones 3D utilizando el análisis de
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partículas individuales, como se verá en la siguiente sección de este capítulo. En esta te-

sis el término cryo-TEM se refiere a la técnica de observación de una muestra vitrifica-

da en un TEM a temperatura de nitrógeno líquido y cryo-EM  a la técnica de reconstruc-

ción 3D (análisis de partículas individuales) que utiliza imágenes obtenidas mediante cr-

yo-TEM.

 2.1.1 Preparación de muestras para cryo-TEM

Las muestras biológicas consisten en un 70-80% de agua líquida, lo que implica que

para poder introducir estas muestras dentro del alto vacío de un TEM, el agua en la

muestra tiene que ser eliminada (tiñéndola usando sales de metales pesados), substituida

(embebida en plástico) o solidificada (vitrificada). De lo contrario el alto vacío inducirá

una evaporación inmediata del líquido (Bozzola & Russell, 1999). Una muestra prepara-

da para un TEM debe ser lo suficientemente fina (idealmente <500 nm ) para permi-

tir que suficientes electrones pasen a través de la muestra. Esto requiere que el soporte

sea lo más fino posible, de forma que maximice el espacio para la muestra. Para poder

preservar la muestra en un estado casi fisiológico, cercano al nativo en el solvente, se

utiliza una técnica de congelación ultra-rápida en etano líquido (vitrificación) (Dubochet

et al., 1988; Dubochet & Mcdowall, 1981). Una congelación ultra-rápida convierte el

agua líquida en hielo amorfo de baja densidad, comparable al vidrio, preservando la in-

tegridad de la muestra embebida. El grosor de la capa de hielo puede variar en la misma

rejilla desde 10 nm hasta 500 nm.

Las imágenes resultado de una sesión cryo-TEM contienen proyecciones 2D de una

muestra 3D. Si el objetivo de la sesión cryo-TEM es la reconstrucción 3D de muestras

biológicas resulta de vital importancia una buena preparación de muestra. Entre otros

factores, es necesario ajustar la concentración de la muestra para tener suficientes partí-

culas por imagen y a la vez una buena dispersión evitando que se agreguen. El hielo

también tiene que ser lo más fino posible pero que pueda contener la muestra, lo cual

dependerá de su tamaño (Orlova & Saibil, 2011). El grosor de hielo nunca debe superar

los 500 nm dado que en una capa de hielo más ancha se incrementan las dispersiones

múltiples e inelásticas de electrones, reduciendo drásticamente la relación señal/ruido

(SNR) en las imágenes. 
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Para vitrificar las rejillas se emplea el equipo Vitrobot Mark II de la compañía FEI, que

permite hacer más reproducible el proceso de vitrificación de rejillas para experimentos

cryo-TEM. Gracias a este equipo el proceso de criofijación se realiza en condiciones fí-

sicas y mecánicas constantes, como son temperatura, humedad relativa, condiciones de

uso del papel de filtro y velocidad de congelación. La criofijación de muestras hidrata-

das, manteniendo las rejillas en una atmósfera controlada, permite evitar la evaporación

y la transferencia de calor, lo cual podría producir artefactos causados por cambios de

concentración, pH, fuerzas iónicas, y/o de temperatura. Esto hace que al terminar el pro-

ceso tengamos la muestra vitrificada en una fina capa de hielo manteniendo su estado

original en disolución, sin alterar su nano-estructura (Bellare et al., 1988; Frederik &

Hubert, 2005; Friedrich et al., 2010).

Elección del tipo de rejilla

El soporte más común es una rejilla, normalmente de cobre, con forma de disco de 3

mm de diámetro y un patrón en forma de cuadrícula, cubiertas con una fina capa de car-

bón de un grosor entre 20-50 nm, ver figura 2.1. 

Las rejillas cubiertas con una cobertura de carbón completa sobre toda la rejilla son nor-

malmente empleadas en experimentos de tinción negativa o negative stain (NS) (Palade,

1952). La tinción negativa utiliza sales de metales pesados (como son tetróxido de os-

mio, molibdato de amonio o acetato de uranilo). La tinción cubre todas las áreas donde

no esté la muestra con una fina capa de la sal. Después de teñir y dejar secar la rejilla se

observa en un TEM a temperatura ambiente. Las imágenes muestran áreas no teñidas

que corresponden a las huellas del complejo macromolecular en el carbón. La tinción

negativa se suele utilizar como método de análisis de la calidad de la purificación de la

muestra, así como para verificar si la rejilla contiene una población homogénea de com-

plejos macromoleculares idénticos y aislados (partículas individuales). También se em-

plea para realizar  análisis preliminares 2D utilizando métodos de clasificación (Scheres,

2010; Sorzano et al., 2010). En NS la resolución viene limitada por el tamaño del grano

de la sal. La mayor desventaja de esta técnica es la exposición del complejo a condicio-

nes no-nativas durante el proceso de tinción, lo que produce aplastamiento y deforma-

ción en la estructura 3D de la muestra.
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Otro tipo de rejillas son las agujereadas irregulares (lacey) con orificios de desigual ta-

maño y menos carbón. En cryo-TEM, estas rejillas ofrecen en ocasiones una mejor dis-

tribución de la muestra, pero los métodos convencionales no permiten utilizarlas para

automatizar la adquisición de datos en un TEM. 

Las rejillas agujereadas (holey) por el contrario, tienen orificios idénticos de unas pocas

micras de diámetro (entre 1.2 – 3.5 μm) y regularmente espaciados por todo el carbón de

la rejilla. En estas rejillas la muestra se extiende a través de los agujeros donde son vitri-

ficadas y observadas utilizando el haz de un TEM, lo que evita la interferencia con el

fondo y ofrece mayor SNR. En ocasiones, la muestra no se extiende bien por los aguje-

ros y es necesario utilizar rejillas con una fina capa de carbón depositada por toda la re-

jilla.

Figura 2.1: Esquema básico de una rejilla y la preparación de muestras para cryo-TEM. Imagen

de Wang & Sigworth, 2006

Estas rejillas pueden ser hechas de una gran variedad de materiales y forma de agujeros,

pudiendo ser personalizadas dependiendo de la muestra (Ermantraut et al. 1998; Quispe

et al. 2007). El número de cuadrículas por disco (mesh size) puede variar normalmente

entre 100-400 mesh. Las rejillas comerciales más comúnmente utilizadas son rejillas de

cobre, níquel u oro de la compañía Quantifoil (Micro Tool GMBH, Jena, Germany):

Quantifoil grid (Cu/Ni/Au 200/300 mesh, R1.2/1.3, R 2/1, R 2/2, R2/4, R3.5/1). El mo-

delo R2/1 tiene agujeros circulares de 2 μm de diámetro y separados 1 μm entre ellos,

R2/2 tiene agujeros circulares de 2 μm de diámetro y separados 2 μm entre ellos, R3.5/1

tiene agujeros circulares de 3.5 μm de diámetro y separados 1 μm entre ellos, o el mode-

lo R1.2/1.3 con agujeros de diámetro 1.2 μm en todo el carbón de la rejilla y separados

1.3 μm entre ellos. También existen las rejillas modelo C-flat (Cu 200 mesh, CF-1.2/1.3,

CF-2/2, CF-2/1) que suelen producir un grosor de hielo más fino y regular, y se suelen

utilizar para analizar por cryo-TEM complejos de bajo peso molecular. En este trabajo
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se han empleado rejillas comerciales de la compañía Quantifoil R2/2 200 mesh. Para

disminuir el movimiento que sufren las macromoléculas vitrificadas en presencia del

haz de electrones, se están desarrollando en la actualidad nuevos tipos de rejillas mejo-

radas con agujeros más pequeños (Marr et al., 2014), o cubiertas por una fina capa de

grafeno adecuadamente tratado con un plasma (Pantelic et al., 2011; Russo & Passmore,

2014).

Protocolo de vitrificación

Debido a la presencia de una capa de carbón, la superficie de la rejilla es hidrofóbica, lo

que limita la adsorción de la muestra en suspensión. Con el objetivo de hidrofilizar las

rejillas se realiza una descarga de iones creando un plasma con el aire residual (Dawson

& Adkins, 1995). El aire es un gas compuesto por nitrógeno (78%), oxígeno (21%), y

otras sustancias (1%), como ozono, dióxido de carbono, hidrógeno y gases nobles

(como kriptón y argón). El aire es un gas aislante, donde la conductividad eléctrica es

extremadamente baja, pero si se aplica un campo eléctrico intenso los electrones del aire

se pueden separar de sus átomos, luego se ionizan, generando este nuevo estado de la

materia que es el plasma. 

Para conseguir la formación del plasma, la Plataforma del CIC bioGUNE dispone del

equipo MED-020 high-vacuum coating system (Bal-Tec, Liechtestein), en el cual el aire

se ajusta a un valor de 2×10−1 mbar y un campo eléctrico entre el cátodo y el ánodo

de 10 mA. Este campo eléctrico, a esa presión de aire, se aproxima al valor de rotura y

hace que los electrones libres alcancen una aceleración suficiente para crear electrones

libres adicionales mediante la colisión y la ionización de los átomos del aire. Este proce-

so es denominado rotura en avalancha (Aebi & Pollard 1987). El proceso de rotura for-

ma un plasma que contiene un número significativo de electrones móviles y de iones

positivos, por lo que se comporta como un conductor eléctrico. Las rejillas se hidrofili-

zan tratándolas con este plasma de aire ionizado durante 90 segundos.

Después de hidrofilizar las rejillas, una pequeña cantidad de muestra (normalmente 3.5-

4 μl), a una concentración de aproximadamente 0.1-2 mg/ml es adsorbida durante un mi-

nuto en una de estas rejillas dentro de la cámara del Vitrobot con la humedad y tempera-

tura controladas (normalmente se utilizan 4ºC de temperatura y 100% de humedad rela-

tiva) (Dubochet et al., 1982; Iancu et al. 2006; Grassucci et al. 2007). La mayor parte
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del líquido es eliminado por dos papeles de filtro (blotting) de forma que queda una fina

capa de muestra líquida en la rejilla (ver figura 2.2). Esta es rápidamente sumergida en

un recipiente metálico con etano líquido previamente licuado y enfriado con nitrógeno

líquido a una temperatura cercana al punto de fusión del etano, aproximadamente a -180

ºC. Gracias a la gran capacidad calorífica del etano la velocidad de congelación es muy

elevada y esto evita la formación de cristales de agua. La velocidad de enfriamiento ul-

tra-rápida del etano es más apropiada que la del nitrógeno líquido. 

  

Figura 2.2: Imagen y esquema del proceso de vitrificación con el Vitrobot del CIC bioGUNE

Transferencia de la rejilla vitrificada en el vacío del TEM

Después de ser vitrificadas las rejillas tienen que mantenerse a una temperatura de nitró-

geno líquido durante su transferencia, manipulación y análisis dentro del alto vacío de

un TEM. Para esto se requiere equipo especializado con el objetivo de manipular e in-

sertar dentro del TEM las rejillas vitrificadas. En esta Plataforma disponemos de varios

porta-rejillas de la compañía Gatan especialmente diseñadas para cryo-TEM, que con-

tienen un depósito (dewar) que debe ser llenado con nitrógeno líquido antes de cada se-

sión. Para cargar las rejillas en el porta-muestras se utiliza una plataforma diseñada para

mantener en todo momento las rejillas vitrificadas dentro de una atmósfera de nitrógeno

(lo cual evita que se descongelen o se contaminen), ver figura 2.3. Una vez que la mues-

tra es cargada en el porta-rejillas (previamente enfriado) se tapa con una cubierta metáli-

ca que rodea la rejilla para protegerla mientras es rápidamente insertada dentro de la co-
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lumna del TEM. Después, el porta-muestras es manualmente insertado a través del go-

niómetro del TEM para situar la rejilla en el eje central del haz de electrones, dentro de

la columna del TEM en condiciones de muy alto vacío. Antes de ser visualizada la

muestra en el TEM es necesario estabilizar la deriva térmica y mecánica, esperando a

que la temperatura del porta-rejillas se estabilice a Tª ≈−174 ºC dentro de la columna

del TEM. La temperatura de la rejilla vitrificada se mantiene gracias al depósito (dewar)

situado en el otro extremo del porta-muestras, el cual se debe mantener lleno con nitró-

geno líquido para enfriar la rejilla a través de una pieza metálica que lo conecta con la

punta donde ésta se sitúa.

Figura 2.3: Imágenes del proceso de transferencia de una rejilla vitrificada dentro del vacío del

TEM utilizando un porta-muestras Gatan con el dewar lleno de nitrógeno líquido

Una vez insertada la rejilla, y para evitar posibles depósitos de contaminación (hidrocar-

buros o contaminación de hielo) sobre la muestra vitrificada o cualquier tipo de prepara-

ción se utiliza un dispositivo conocido como dispositivo anti-contaminación (ACD). El

ACD está formado por una aleta fría (trampa), la cual está formada por dos pequeñas

aperturas en el extremo situado alrededor de la rejilla, mientras que el otro extremo se

enfría con nitrógeno líquido gracias a un contenedor situado en el exterior del TEM, que

es necesario rellenar periódicamente (cada ~3-4 horas). El ACD funciona gracias a la

acción de condensación de moléculas de gas sobre una superficie metálica expuesta al

38



CAPITULO 2

vacío (no perfecto) mediante enfriamiento de la superficie con nitrógeno líquido. El

ACD logra mejorar el vacío en la columna del TEM previniendo la contaminación sobre

la muestra.

 2.1.2 Formación de imagen en un TEM

Las aberraciones en la lente OL del TEM son el principal obstáculo para conseguir ma-

yor resolución. Existen dos aberraciones principales presentes en esta lente, la aberra-

ción cromática y la aberración esférica. La aberración cromática ocurre cuando la res-

puesta de las lentes es dependiente de la longitud de onda de los electrones. La aberra-

ción esférica se produce cuando la respuesta de la lente varía a través de ella y significa

que los electrones que incidan en diferentes zonas serán enfocadas a puntos diferentes. 

Contraste de amplitud 

En ciencias de materiales, las muestras compuestas por material inorgánico no sensible

a la radiación de electrones se pueden analizar utilizando una dosis muy alta de electro-

nes. Esto produce valores de SNR muy altos y grandes cambios de fase debido a los nú-

meros atómicos altos que forman estos materiales. En este caso las imágenes son produ-

cidas principalmente por contraste de amplitud. Debido a que la amplitud normalizada

de la función de transferencia de contraste (CTF) a bajas frecuencias espaciales es cer-

cano a 1 (gracias a que el contraste de amplitud es un término coseno), se puede ajustar

el sub-enfoque muy cerca del cero (in-focus) y aún así tener suficiente contraste. 

El valor de foco que proporciona la máxima respuesta en frecuencia en muestras que

ofrecen un alto contraste de amplitud se conoce como foco Scherzer (Scherzer, 1949) y

se define como,

∆ f Sch≈− √ 4
3

C s λ              (2.1.1)

donde λ es la longitud de onda de los electrones y C s es el coeficiente de aberración

esférica de la OL del TEM. Nuestro TEM está diseñado para cryo-TEM luego el valor

de esta aberración es alto ( C s=2mm ). Para un voltaje de aceleración de 200 kV,

λ=0.0025nm=2.5 pm , el foco de Scherzer tiene un valor de ∆ f Sch=−85 nm , re-
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presentado por el primer cero (zero-crossing) de la CTF. Cuando se trabaja con mues-

tras que ofrecen mucho contraste de amplitud las imágenes se deben producir en condi-

ciones de foco muy cercanas al foco de Scherzer. Ajustando la lente OL a este valor de

foco se crea una banda ancha de frecuencias espaciales, que también contiene las bajas

frecuencias (el contraste), las cuales son transferidas con una fase similar. Por lo tanto

se maximiza el contenido de información de la imagen no afectado por los ceros de la

CTF, ver figura 2.5 (A).

Contraste de fase

En ciencias de la vida las muestras biológicas son altamente sensibles al daño por radia-

ción. Éstas deben ser analizadas bajo condiciones de mínima dosis y por lo tanto las

imágenes resultantes contienen bajo SNR. Bajo estas condiciones la dispersión de elec-

trones se produce a pequeños ángulos y los objetos son considerados objetos de fase dé-

bil (weak phase objects) con un desplazamiento de fase de la onda de salida bastante pe-

queño. Además, como se ha comentado anteriormente, las muestras biológicas están

compuestas de átomos ligeros (H, O, N, y C) y su contraste de amplitud es muy bajo. La

resolución alcanzable a través de un TEM depende del contraste dado por la relación

SNR y la distribución de frecuencias espaciales registradas en las imágenes. Esto último

depende del desplazamiento de fase (phase shift) de la onda de salida del objeto. Lo que

los electrones experimentan cuando atraviesan los complejos biológicos es un cambio

de fase dependiente de la localización, producido por el potencial de Coulomb de la

muestra. Estas variaciones de fase se encuentran codificadas en la onda de salida y se

convierten en variaciones de amplitud en el proceso de formación de imagen de la OL,

gracias a la presencia de la aberración esférica y al uso de un valor de OL que sub-enfo-

que la imagen, lo que forma el contraste en las imágenes de cryo-TEM. En la práctica,

esto se consigue gracias a introducir un desplazamiento de fase de 90º entre la onda in-

cidente y la dispersada. El ángulo de dispersión de los electrones elásticamente disper-

sados es proporcional al potencial de electrones de la muestra. La onda de salida que

atraviesa la muestra se puede describir en el espacio real de la forma,

Ψ out ( r⃗ )=Ψ in ( r⃗ )⋅exp(i σ φpr ( r⃗ ))         (2.1.2)
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donde Ψ out es la onda de salida que emerge de la muestra; Ψ in es la onda incidente;

σ=me λ /(2π ℏ2) ; me es la masa del electrón; λ es la longitud de onda de los

electrones del haz incidente; ℏ=h /2 π ; h es la constante de Planck; ( r⃗ ) es un vec-

tor en el plano imagen;  y φ pr ( r⃗ ) es la integral del potencial de Coulomb de la mues-

tra, proyectado a lo largo de la dirección z, el cual coincide con el eje óptico del micros-

copio donde t corresponde al grosor de la muestra,

φ pr ( r⃗ )=∫
−t /2

+t /2

φ( r⃗ , z)dz                    (2.1.3)

Dado que las muestras biológicas en general dispersan muy débilmente los electrones,

el desplazamiento de fase introducido por la muestra es pequeño y se puede describir la

onda de salida por la siguiente aproximación.

Ψ out ( r⃗ )≈Ψ in(1+i σ φ pr( r⃗ ))      (2.1.4)

donde la onda transmitida Ψ out ( r⃗ ) consiste en dos partes: el primer término corres-

ponde a la onda no dispersada, y el segundo término corresponde a los electrones des-

viados (dispersados). El segundo término Ψ s=Ψ in i σ φpr ( r⃗ ) es linealmente proporcio-

nal al potencial de la muestra y tiene un desplazamiento de fase de π/2, porque corres-

ponde a la parte imaginaria. 

En sesiones cryo-TEM con muestras pequeñas de baja densidad el contraste de amplitud

solamente contribuye un ~7% al contraste final de las imágenes (Wade, 1992), lo que

produce imágenes muy ruidosas y de bajo contraste. El contraste de fase se forma gra-

cias a la interferencia entre el haz no dispersado y los electrones elásticamente dispersa-

dos. Si asumimos la amplitud de la onda incidente Ψ in=1 , la distribución de intensi-

dad observada en el plano imagen estará dado por,

  I ( r⃗ )=Ψ out ( r⃗ )⋅Ψ out
* ( r⃗ )≈1+(σ φpr ( r⃗ ))2            (2.1.5)

Sin embargo la magnitud de (σ φpr ( r⃗ ))2≪1 , por lo que la imagen enfocada (in-focus)

no tendrá prácticamente contraste. Para incrementar el contraste, es necesario cambiar la

fase del haz dispersado φ pr ( r⃗ ) por π/2, lo cual cambia la onda de salida como sigue,
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Ψ out ( r⃗ )≈1−σ φpr ( r⃗ )  (2.1.6)

La intensidad en el plano imagen puede entonces ser aproximada por la siguiente expre-

sión,

I ( r⃗ )=Ψ out ( r⃗ )⋅Ψ out
* ( r⃗ )≈1−2 σ φpr ( r⃗ )   (2.1.7)

En esta última expresión la intensidad es proporcional a la proyección del potencial de

electrones de la muestra (o integral del potencial de Coulomb), y la magnitud de

2σ φ pr ( r⃗ )≫(σ φpr ( r⃗ ))2 . De esta forma la desviación de fase del haz dispersado con-

vierte el contraste de fase antes invisible en contraste de amplitud. La forma de conse-

guir este tipo de contraste es utilizando las imperfecciones del microscopio como es la

aberración esférica y aumentando el nivel de sub-enfoque modificando OL. Debido a la

aberración esférica del microscopio y al nivel del sub-enfoque un punto en el objeto se

convierte en un disco de confusión en la imagen, definido por una función de dispersión

de punto (PSF) del TEM, ver figura 2.4. PSF es una función que describe las imperfec-

ciones del TEM en el espacio real.

Figura 2.4: Esquema descriptivo del disco de confusión (PSF) producido por la aberración esfé-

rica de la OL en un TEM
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Una forma más útil de describir la influencia de este factor en la imagen es usando el es-

pacio de Fourier donde,

               F {Ψ imagen ( r⃗ )}=F {Ψ out ( r⃗ )}⋅CTF TEM ( R⃗)⋅E ( R⃗)+N ( R⃗)    (2.1.8)

donde F {Ψ imagen ( r⃗ )} es la transformada de Fourier de la imagen observada; R⃗ es la

frecuencia espacial (coordenadas del espacio de Fourier); F {Ψ out ( r⃗ )} es la transfor-

mada de Fourier del potencial de electrones de la muestra; CTFTEM (R⃗) es la función

de transferencia de contraste del microscopio, que contiene el efecto de la aberración es-

férica y el sub-enfoque en las imágenes. Para aumentar el contraste, es necesario au-

mentar el valor del sub-enfoque ∆ f modificando la corriente en la lente OL. El au-

mento del sub-enfoque produce una atenuación de la información a altas frecuencias y

limita la resolución alcanzable, como se ve en la figura 2.4 en el espacio real y en la fi-

gura 2.5 en el espacio recíproco (en función de la frecuencia espacial). Por lo tanto lo

ideal es elegir rangos de sub-enfoque donde exista un balance entre alto contraste y la

máxima información de altas frecuencias alcanzable; N ( R⃗) es el ruido aditivo;

E ( R⃗) es la función de envolvente, que expresa el amortiguamiento del contraste de

fase al aumentar la frecuencia espacial e incluye: (i) la propia función de envolvente de

la muestra, (ii) la influencia de la aberración cromática de OL producida por una limita-

da coherencia del haz incidente y (iii) la influencia de diferentes inestabilidades del

TEM como el ruido cuántico (shot noise) debido a la naturaleza discreta de electrones,

el movimiento de la muestra inducido por la radiación de electrones, la inestabilidad por

histéresis en las lentes del TEM, las imperfecciones de estabilidad mecánica en la co-

lumna del TEM, las vibraciones producidas por el uso de un porta-rejillas externo o pér-

dida de resolución por condiciones ambientales (vibraciones, campos electromagnéticos

parásitos, cambios de temperatura, inestabilidad del voltaje de aceleración o de la OL)

entre otros factores. La frecuencia espacial a la cual la función de envolvente es zero se

llama límite de información (máxima resolución) y también depende del detector. Es

decir la máxima resolución se determina por la frecuencia espacial a la cual la función

de envolvente alcanza el cero. 

A esto hay que sumar el efecto de la función de transferencia de modulación (MTF) o

respuesta en frecuencia del sensor detector de electrones, cuya consecuencia es la caída
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de la transferencia de señal a altas frecuencias, limitando la resolución final obtenida en

las imágenes. Por lo tanto la transformada de Fourier del PSF en la imagen digital ad-

quirida en una CCD es como sigue,

F {PSF ( r⃗ )}=F {MTFCCD ( r⃗ )}⋅CTF TEM ( R⃗)⋅E ( R⃗)+N ( R⃗)    (2.1.9)

La resolución directa en las imágenes creadas utilizando un valor de sub-enfoque deter-

minado viene dado por el primer cero de la CTF, y la información de fase entre el pri-

mer cero y el límite de información puede ser utilizado para obtener mayor resolución

utilizando algoritmos de corrección de la CTF. Los cambios de amplitud y fase produci-

dos por la aberración de la OL, o CTFTEM (R⃗) , son normalmente descritos por la fun-

ción exp(iγ), donde γ( R⃗) describe el desplazamiento de fase producido por la aberra-

ción esférica y el sub-enfoque de OL,

γ( R⃗)=−2 π ( 1
2

Δf λ R⃗2−1
4

C s λ3 R⃗4)            (2.1.10)

donde R⃗ es la frecuencia espacial (un vector en el back focal plane de la OL), C s es

el coeficiente de aberración esférica, λ es la longitud de onda del haz de electrones, y

Δf es el sub-enfoque (coincide con la distancia entre el plano de imagen a partir del

verdadero plano focal). La base para mejorar el contraste de la imagen es combinando la

aberración esférica con el sub-enfoque modificando OL, lo que induce un aumento del

desplazamiento de fase entre los electrones dispersados y no dispersados. La señal en el

back-focal plane en la OL del TEM está dado por, 

   P (R⃗)=F {Ψ imagen( r⃗ )}⋅F*{Ψ imagen( r⃗ )}=
(δ ( R⃗)−2 F {ϕ ( r⃗ )}cos(γ (R⃗))−2 F {ϕ( r⃗ )}sin (γ (R⃗)))⋅E2( R⃗)+N ( R⃗)

(2.1.11)

donde δ( R⃗) es la función delta de Dirac, ϕ ( r⃗ ) es el contraste o término de ampli-

tud, γ( R⃗) es el mapa de fase que codifica la forma o morfología del objeto y N ( R⃗)

es un término de ruido añadido. En el plano de la imagen, el contraste de amplitud está

descrito por 2cos (γ( R⃗)) y el contraste de fase por 2sin (γ (R⃗)) . Para objetos de fase

débil, el término seno es el que tiene mayor influencia. Este término sin γ (R⃗) produce

el efecto descrito por la CTF en las imágenes, en forma de inversión de las fases de ani-
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llos Thon alternos en la transformada de Fourier de la imagen, ver figura 2.5 (B). La

distribución de intensidad en el plano de la imagen EM está relacionado con el potencial

de electrones (potencial de Coulomb) proyectado de la forma,  

 I ( R⃗)={Ψ imagen ( r⃗ )}⋅{Ψ imagen
* ( r⃗ )}≈

1+σ φ pr( R⃗)⋅F−1{sin (γ ( R⃗))}
         (2.1.12)

Figura 2.5: CTF a diferentes sub-enfoques (TEM 200keV, Cs=2mm, Cc=2.1mm, ΔE=0.5 eV).

La simulación de la CTF ha sido realizada utilizando ctfExplorer de Maxim V. Sidorov. (A)

Foco de Scherzer, Δf=-75 nm. Se obtiene alta intensidad de información a altas frecuencias,

pero el contraste es bajo debido a la baja amplitud a bajas frecuencias; (B) Se incrementa el va -

lor del sub-enfoque a Δf=-2000nm. Aumenta la amplitud de la información a bajas frecuencias

pero degrada la información a altas frecuencias produciendo un efecto de modulación en el es-

pacio de frecuencias de la imagen

45



2. ANTECEDENTES: TEM EN BIOLOGIA ESTRUCTURAL

En el caso de tener una muestra mixta que produzca tanto contraste de fase y contraste

de amplitud, la formación del contraste en un TEM se puede describir en el espacio de

Fourier, por la siguiente función CTF,

H ( R⃗)=− 2 · e−2 B R⃗2

[(1−Φ)·sin γ ( R⃗)+Φ · cos γ ( R⃗)]+N ( R⃗)       (2.1.13)

donde E ( R⃗)=e−2 B R⃗2

representa a un factor de amortiguamiento (en forma de función

de envolvente) producido por los varios factores que limitan la resolución (Glaeser &

Hall, 2011; Saad et al., 2001), sin γ (R⃗) y cos γ( R⃗) representan las contribuciones

debido al contraste de fase y contraste de amplitud respectivamente, Φ=F {ϕ( r⃗ )} es

la contribución del contraste de amplitud a la imagen (Wade, 1992) y N ( R⃗) es un tér-

mino de ruido añadido (Sander et al., 2003).

 2.2 Análisis de Partículas Individuales (cryo-EM)

La crio-microscopia electrónica (cryo-EM) (Frank, 2006; Orlova & Saibil, 2011) es una

técnica de reconstrucción 3D donde los datos de entrada son las proyecciones 2D o par-

tículas individuales correspondientes a macromoléculas biológicas solidificadas en una

fina capa de hielo vítreo (amorfo), donde el complejo se mantendrá en un estado muy

cercano al nativo a nivel atómico (Taylor & Glaeser, 1974). La técnica de análisis de

partículas individuales o cryo-EM permite resolver la estructura de grandes complejos

biológicos en diferentes estados funcionales sin la necesidad de cristalizar el complejo y

usando concentraciones mucho menores que las necesarias tanto en cristalografía de ra-

yos X o resonancia magnética nuclear (RMN). 

En cryo-EM, una solución conteniendo una muestra purificada de macromoléculas bio-

lógicas de interés es vitrificada utilizando el protocolo descrito en la sección anterior y

analizada en sesiones cryo-TEM en mínima dosis. De esta forma se pueden obtener

múltiples copias de la misma macromolécula biológica aleatoriamente orientadas que se

mantienen embebidas en una fina capa de hielo vítreo. Lo ideal es conseguir un grosor

de hielo algo mayor del diámetro de la macromolécula en estudio. Las imágenes 2D ad-

quiridas en una o varias sesiones cryo-TEM contienen las proyecciones 2D de muchas

macromoléculas individuales aisladas y en orientaciones aleatorias que o son idénticas

entre sí o se encuentran en un estado conformacional parecido (Frank et al., 1978; Gri-
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gorieff 2007; van Heel et al. 1996). Estas proyecciones 2D en cryo-EM se conocen

como partículas y son proporcionales a la integral de la distribución del potencial de

Coulomb 3D del complejo biológico en estudio.

Durante una sesión cryo-TEM el haz de electrones incide sobre la muestra biológica

causando daño por radiación a través de la rotura de uniones químicas. Luego la dosis

total de electrones durante el tiempo de exposición debería ser reducido al mínimo posi-

ble, de forma que se preserve la información estructural al nivel de resolución subnano-

métrica (Typke et al., 2004). Esto hace que las imágenes que contienen las proyecciones

2D del complejo en estudio tengan muy poca SNR frente al fondo de hielo amorfo y

para obtener la reconstrucción 3D es necesario promediar muchas partículas correspon-

dientes a macromoléculas idénticas entre sí o similares, de forma que se mejore la SNR

(De Rosier & Klug, 1968). Por lo tanto, el número total de partículas obtenidas en una o

varias sesiones cryo-TEM está directamente relacionada con la resolución final de la re-

construcción 3D. Esto hace necesario el uso de sistemas de automatización para la ad-

quisición de datos en sesiones cryo-TEM. 

Como hemos descrito cryo-EM no necesita utilizar la difracción de cristales 3D, sino

que combina mediante procesamiento de imagen la información contenida en estas par-

tículas, las cuales son alineadas, clasificadas y promediadas entre sí, para ser utilizadas

por el algoritmo de reconstrucción 3D y crear un mapa de densidad 3D final. Combi-

nando las partículas correspondientes a muchas macromoléculas idénticas en múltiples

orientaciones diferentes que completen todo el rango espacial, es posible resolver la es-

tructura 3D de un complejo a alta resolución. Sin embargo, para determinar esta estruc-

tura a alta resolución, es necesario promediar muchas partículas para mejorar el SNR.

La resolución de la reconstrucción 3D es mejorada tras un proceso iterativo que refina

los cinco primeros parámetros de alineamiento asociados a cada partícula (Frank, 1996)

(ver figura 2.6). 
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Figura 2.6: Esquema de la técnica de reconstrucción 3D cryo-EM en biología estructural

El sexto parámetro es el valor del sub-enfoque necesario para conseguir mayor resolu-

ción corrigiendo la función de transferencia de contraste (CTF) (Erickson & Klug,

1970). La reconstrucción 3D final es un mapa de densidad relativa del potencial de Cou-

lomb de la macromolécula biológica purificada, que puede ser interpretado de la misma

forma que un mapa de densidad de electrones obtenido por cristalografía de rayos X.

 2.2.1 Método de reconstrucción 3D por cryo-EM

El procesamiento de imagen para la reconstrucción 3D siguiendo la estrategia de cryo-

-EM consiste en varios procedimientos matemáticos, como es la corrección de la CTF

que produce el TEM en las imágenes, la selección de las partículas en estas imágenes, la

determinación de la orientación espacial correspondiente a cada partícula, el desplaza-

miento y giro en el plano para alinear las partículas, la realización del promedio de las

partículas asociadas a una misma orientación y finalmente la combinación de la infor-

mación 2D de estas medias de proyección para reconstruir un nuevo mapa de densidad

3D de la macromolécula compleja en estudio.
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Corrección de la CTF

El primer paso después de adquirir todo el set de imágenes por cryo-TEM incluye el

cálculo del sub-enfoque y el astigmatismo para cada una de las imágenes. El cálculo del

astigmatismo es necesario dado que hay que descartar las imágenes con alto valor de

astigmatismo y deriva. Las imágenes obtenidas en un TEM son imágenes en el espacio

real y contienen información de amplitud y fase. El módulo de la transformada de

Fourier de cada imagen permite evaluar su calidad y eliminar las imágenes con deriva o

astigmatismo (ver Figura 2.7) en el proceso de reconstrucción 3D. 

Figura 2.7: Imagen digital adquirida gracias al software DigitalMicrograph y la transformada de

Fourier que muestra el efecto de la CTF en función de la frecuencia espacial

Para producir contraste de fase en el análisis de muestras biológicas vitrificadas es

necesario sub-enfocar la imagen modificando el valor de OL, la cual tiene aberración

esférica y produce alteraciones en los datos de las imágenes cryo-TEM. Estas

alteraciones se describen como la CTF. Para una imagen perfecta la función de

transferencia debería ser +1 a todas las frecuencias espaciales pero como se ve en la

figura 2.8 la CTF suprime información espacial en los pasos por cero e invierte el

contraste en las zonas donde la función cambia de signo. Para recuperar la información

de los ceros es necesario adquirir las imágenes por cryo-TEM con diferentes valores de

sub-enfoque  en un rango predeterminado. De esta forma unas imágenes aportarán la

información en frecuencias perdidas por otras. La CTF se puede ver como una función

escalar que produce una modulación en la transformada de Fourier de la muestra en
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forma de anillos de Thon (Thon, 1966), luego altera la información de amplitud y fase

de cada partícula. 

Figura 2.8: Ajuste automático de la curva de la CTF experimental utilizando un modelo teórico

creado por el software ACE toolbox

Antes de utilizar las imágenes para realizar la reconstrucción 3D es necesario corregir la

distorsión en amplitud y en fase que produce la CTF. Para realizar esta corrección es

necesario calcular con precisión el valor del sub-enfoque en cada imagen cryo-TEM

adquirida. En esta tesis el cálculo automático que ajusta la CTF teórica respecto a cada

CTF experimental se ha realizado con el software ACE toolbox (Mallick et al., 2005), y

la teoría es como sigue. Todas las correcciones se basan en el conocimiento de la CTF

en función de la frecuencia espacial k⃗ y los parámetros Δz sub-enfoque de OL,

C s constante de aberración esférica del TEM (en nuestro caso C s=2mm ) , za que

es la diferencia focal debido al astigmatismo axial, ϕ0 es el ángulo de referencia que

define la dirección azimutal debido al astigmatismo axial y λ es la longitud de onda de

los electrones que depende del voltaje de aceleración del cañón. Las aberraciones de OL

y el efecto del subenfoque producen un desplazamiento de la fase de la onda dispersada
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por una cantidad igual,

γ( k⃗ )=2π⋅χ ( k⃗ ) (2.2.1)

Este término depende de las coordenadas en el back focal plane k⃗=(k x , k y ) , que son

a su vez proporcionales al ángulo de dispersión y la frecuencia espacial. En un sistema

de coordenadas polares, k=∣k⃗∣ ,  ϕ=a⋅tan(k x ,k y) . El término χ ( k⃗ ) es llamado

función de aberración de onda del TEM,

χ (k ,ϕ)=−1
2

λ [ Δz+
za

2
sin2(ϕ−ϕ0)]k 2+1

4
λ3 C s k 4   (2.2.2)

de forma que según la teoría de transferencia de contraste de fase la transformada de

Fourier del contraste de la imagen cryo-TEM, considerando que los objetos solamente

producen contraste de fase sobre los electrones que interaccionan con ellos debido a la

dispersión elástica, es como sigue,

Ӻ {I ( r⃗ )}=Ӻ {Φ( r⃗ )}⋅A( k⃗ )⋅E ( k⃗ )⋅sin (γ (k⃗ ))+N ( k⃗ ) (2.2.3)

donde Ӻ {⋅} es la transformada de Fourier, Φ ( r⃗ ) es el potencial proyectado en el

espacio real r⃗ o desplazamiento de fase de la onda incidente que viaja en la dirección

del eje z, y es definido como,

Φ ( r⃗ )=∫C ( r⃗ , z )dz (2.2.4)

donde r⃗=[ x
y] es un vector 2D y C ( r⃗ , z ) es la distribución del potencial de

Coulomb 3D dentro del objeto. A( k⃗ ) es la función de apertura y se define,

A( k⃗ )={1       para  ∣k⃗∣=θ / λ⩽ θ 1/ λ
0        para el resto } (2.2.5)

donde θ 1 es el ángulo correspondiente al radio de la apertura de objetivo, sin (γ ( k⃗ ))

es la función de transferencia de contraste (CTF), N ( k⃗ ) es el término correspondiente

al ruido aditivo y E ( k⃗ ) es la función de envolvente debido al efecto de la coherencia
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parcial por la dispersión espacial por el tamaño de la fuente y la dispersión de energía.

Existen diferentes algoritmos para realizar automáticamente el análisis de la CTF de

cada una de las imágenes del set de imágenes de un experimento cryo-EM. La mayoría

de algoritmos ajustan un patrón de CTF teórico con el espectro de potencia

experimental para cada imagen, usando un método iterativo de ajuste de mínimos

cuadrados no-lineal. Para este ajuste se varían los parámetros Δz , za , ϕ 0 y un factor

de escala multiplicativo. Una vez que se conoce la CTF como una función de la

frecuencia espacial y los parámetros Δz , za y C s se puede realizar la corrección de la

CTF. La corrección de la CTF más simple es por un cambio de fase de 180º (phase

flipping) en las zonas donde el contraste cambia de signo antes de la selección de

partículas, luego llevando a cabo la siguiente operación en la imagen transformada,

F ' ( k⃗ )={−F ( k⃗ )       para  H ( k⃗ )<0

  F ( k⃗ )       para  H ( k⃗ )>0 }    (2.2.6)

lo cual asegura que la imagen modificada F ' ( k⃗ ) tiene las fases correctas a través de

los dominios de resolución y H (k⃗ )=A( k⃗ )⋅E ( k⃗ )⋅sin (γ ( k⃗ )) . Sin embargo la

atenuación de las amplitudes dependiente de la frecuencia espacial quedan sin corregir.

La CTF también se puede corregir durante el proceso de reconstrucción utilizando un

filtro de Wiener que restaura tanto las fases como las amplitudes de la transformada de

Fourier. Considerando F ( k⃗ ) la transformada de Fourier del objeto y N ( k⃗ ) la

función de ruido, la transformada de Fourier de la imagen en notación de Fourier es

como sigue I ( k⃗ )=F ( k⃗ )⋅H ( k⃗ )+N (k⃗ ) , el filtro de Wiener es como sigue,

W ( k⃗ )=
H *( k⃗ )

∣H ( k⃗)∣2+P N ( k⃗ )/PF ( k⃗ )
 (2.2.7)

donde P N ( k⃗ ) y P F ( k⃗ ) son los espectros de potencia del ruido y el objeto.

En objetos que presentan tanto contraste de fase como contraste de amplitud, por

pérdida de electrones que no participan en la formación de imagen produciendo el

contraste. En este caso la intensidad de la imagen en el espacio de Fourier se puede

aproximar como,
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I ( k⃗ )=O r( k⃗ )⋅sin (γ ( k⃗ ))−Oi( k⃗ )⋅cos(γ ( k⃗ ))       (2.2.8)

donde O r( k⃗) y Oi ( k⃗ ) son las transformadas de Fourier de las porciones real (o fase

débil) e imaginaria (amplitud débil) del objeto, respectivamente. Luego la función de

transferencia de contraste se reescribe de la forma,

H ' ( k⃗)=sin (γ ( k⃗ ))−Q 0 cos(γ ( k⃗ )) (2.2.9)

El cambio más importante de los objetos que producen contraste mixto por amplitud y

fase frente a los que solamente producen contraste de fase es que la función de

transferencia comienza con un valor distinto de cero a la frecuencia cero,

H ' (0)=−Q0 .

Selección de partículas 

La selección de partículas es uno de los pasos más críticos y que consumen más tiempo

en el flujo de trabajo de una reconstrucción por cryo-EM. Cuantas más partículas se

utilicen en el proceso de reconstrucción mejor será la resolución final, aunque un mal

centrado o la selección de excesivas regiones de ruido por parte de un sistema

automático de detección de partículas hace en ocasiones inviable el uso de este set de

partículas para un análisis estructural. Esto suele suceder en el estudio de complejos

biológicos con un peso molecular pequeño, y no con ribosomas y virus icosaédricos por

ejemplo, ya que estos presentan mejor SNR y los métodos automáticos resultan más

eficientes. En la sección 2.4.2. se explicará el estado del arte de los diferentes métodos

existentes para la automatización de la selección de partículas en un set de imágenes

cryo-TEM una vez adquirido. Hay que destacar, que al ser un paso crítico, es preferible

conocer con antelación la forma aproximada de la estructura a reconstruir (si está

disponible) en diferentes vistas, para de esta forma realizar una buena selección y

centrado de partículas. En la sección 2.5 se mostrará la estructura general de las

muestras utilizadas en este trabajo, los ribosomas y virus icosaédricos. No se realizará

un análisis detallado de estos complejos biológicos sino que se explicarán los principios

básicos que permiten su detección en imágenes cryo-EM desde un punto de vista

morfológico.
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Alineamiento y reconstrucción 3D

La orientación espacial y el desplazamiento en el plano de cada una de las macromolé-

culas embebidas en la fina capa de hielo vítreo son definidas por cinco parámetros geo-

métricos (tres ángulos de Euler (ψ, θ y φ) y dos parámetros de desplazamiento (Δx, Δy)).

Estos son los cinco parámetros de alineamiento para cada una de las partículas que son

necesarios refinar hasta llegar a la mejor solución, para lo cual se pueden utilizar dife-

rentes métodos. En este trabajo nos basamos en el método de refinamiento angular 3D

basado en una referencia 3D inicial o projection matching, para la optimización de estos

parámetros. Si ya existe un modelo 3D de la macromolécula en estudio, como sucede al

estudiar complejos ribosomales, se utiliza el alineamiento basado en una referencia. Si-

guiendo este procedimiento, las orientaciones asociadas a cada una de las partículas ex-

perimentales se obtienen mediante el cálculo de la cross-correlación entre las partículas

experimentales y las proyecciones 2D del modelo de referencia 3D existente (ver figura

2.9). El algoritmo de cross-correlación es uno de los más utilizados para la búsqueda de

semejanza entre dos conjuntos de datos. En nuestro caso una imagen es una matriz de

niveles de grises y se utiliza la cross-correlación para alinear dos imágenes f 1(r ) y

f 2(r ) de forma que se chequean todas las posiciones relativas entre las imágenes,

producidas por los parámetros de búsqueda de rotación y traslación ( R⃗α , r⃗ ' ) de una

respecto a la otra, y se busca la que minimice la longitud del vector diferencia (o distan-

cia Euclidiana generalizada E12 ) utilizando la siguiente expresión,

E12
2 ( R⃗α , r⃗ ' )=∑

j=1

J

[ f 1( r⃗ j)− f 2( R⃗α r⃗ j+ r⃗ ' )]2 (2.2.10)

donde R⃗α es la matriz de rotación de la función f 2( r⃗ ) que representa la imagen

{ f 2( r⃗ j) , j=1..., J } en coordenadas cartesianas. Mientras que el vector r⃗ ' repre-

senta un desplazamiento de la función rotada. Este tipo de comparación es similar a la

comparación que realizaría un experto humano a ojo para juzgar si dos partículas repre-

sentan la misma vista del mismo objeto, o no. De la ecuación anterior se deduce la fun-

ción de cross-correlación cuyos máximos en función de los parámetros de búsqueda

( R⃗α , r⃗ ' ) nos indican una medida de similitud y se expresa de la forma,
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 Φ12( R⃗α , r⃗k)=∑
j=1

J

f 1 ( r⃗ j)⋅f 2( R⃗α r⃗ j+ r⃗k) (2.2.11)

La orientación angular de las proyecciones de referencia es conocida, luego los paráme-

tros de alineamiento de las partículas experimentales se logran comparándolas con las

proyecciones de referencia por cross-correlación. Los parámetros de alineamiento se

van refinando iterativamente emparejando las partículas experimentales con las proyec-

ciones de referencia que produzcan un mayor valor de cross-correlación. Para realizar el

refinamiento angular se utilizan métodos iterativos emparejando las proyecciones expe-

rimentales con las de referencia calculadas a partir de la última reconstrucción, de forma

que las proyecciones 2D de referencia se renuevan en cada iteración utilizando el nuevo

mapa 3D reconstruido. A lo largo de las diferentes iteraciones se va reduciendo el ángu-

lo de búsqueda y en cada nueva iteración se generan más proyecciones 2D de referencia

(ver figura 2.9), de forma que el cálculo de los parámetros de alineamiento de las partí-

culas experimentales se hace más preciso. Una vez que los parámetros de alineamiento

han sido refinados durante suficientes iteraciones hasta llegar a converger, se combina

la información de las partículas para crear una reconstrucción 3D del mapa de densidad

electrónica con la información estructural obtenida (Penczek, 2012; Shaikh et al. 2008).

El algoritmo más utilizado para realizar la reconstrucción es weighted-back projection

aunque existen diferentes algoritmos de procesamiento para cryo-EM (Frank et al.,

1981; Ludtke et al. 1999, Marabini et al., 1996; Scheres, 2015; Grigorieff 2007). Una

asunción intrínseca es que la población de partículas es homogénea y pertenecen a la

misma conformación del complejo biológico, o que en todo el set de partículas se puede

identificar alguna subpoblación homogénea correspondiente a alguna de las diferentes

conformaciones que conviven en la muestra, utilizando algoritmos de clasificación 3D. 
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Figura 2.9: Gráfico de la distribución angular de las partículas experimentales en todo el espacio

Durante los últimos años se han desarrollado diferentes métodos para la clasificación

3D no supervisada basados en diferentes procedimientos estadísticos (Elad et al., 2008;

Lyumkis et al., 2013; Penczek et al., 2011; Scheres et al., 2007). El objetivo principal de

la clasificación no supervisada es investigar la presencia de distintos estados conforma-

cionales de la muestra en un set de partículas 2D, lo que permite responder a cuestiones

sobre el funcionamiento dinámico de estas macromoléculas. Estos métodos necesitan un

número muy grande de partículas para producir una significativa evaluación estadística.

Por lo tanto la adquisición de un gran número de imágenes de alta calidad en un TEM se

ha convertido en la norma en estudios de biología estructural por cryo-EM. La demanda

de esta gran cantidad de datos necesita de sistemas de automatización fiables y eficien-

tes para la adquisición y análisis de imagen en sesiones cryo-TEM.

 2.2.2 Límite de resolución en una reconstrucción 3D

El TEM

En ciencias de materiales la resolución de la imagen final en un TEM normalmente de-

pende de la configuración del sistema de lentes, sobre todo del tipo de pieza polar ferro-

magnética en la OL, del sistema de blindaje ante interferencias y del FEG. El límite de

resolución punto a punto d p en el foco de Scherzer está definido de la forma (Tsuno,

1993),
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d p=0.65C s
1/4 λ3 /4          (2.2.12)

El microscopio en la Plataforma EM del CIC bioGUNE ofrece una resolución máxima

punto a punto de ~2.8 Å. Existen muchos factores que modulan la obtención de resolu-

ción atómica en un estudio por cryo-EM, pero la potencia de resolución del microscopio

electrónico no suele ser el factor limitante. Si por ejemplo, trabajamos con una muestra

homogénea, de peso molecular adecuado (> 300kDa) para la obtención de suficiente

contraste a bajos sub-enfoques, el factor limitante es la información contenida en cada

una de las partículas; es decir, tanto las altas frecuencias (el detalle fino, el cual determi-

na la resolución final) como las bajas frecuencias (que contribuyen a la morfología ge-

neral de la muestra en la imagen, que a su vez determina el contraste necesario para ali-

near y clasificar con precisión las partículas).  

Como se ha explicado a lo largo de este capítulo el material biológico solamente produ-

ce contraste de fase, por lo cual es necesario modular el coeficiente de aberración esféri-

ca de la OL y los valores de sub-enfoque. La imagen generada por el TEM está formada

por una función compleja con una amplitud y una fase espacial que puede ser transfor-

mada al espacio de frecuencias a través de una transformada de Fourier. Esta informa-

ción está modificada por la CTF y atenuada a altas frecuencias debido al sub-enfoque.

Además, el poder resolutivo de la óptica del microscopio está también limitada por la

coherencia espacial y temporal del haz, que principalmente vienen definidas por las pro-

piedades del FEG y la elección del spot size en la primera lente CL1. Estas influencias

ópticas producen una función de envolvente que describe la amortiguamiento de la in-

formación a altas frecuencias.

La muestra

Uno de los principales factores que limitan la resolución final en experimentos cryo-EM

es la extremada sensibilidad de las estructuras biológicas al daño producido por el haz

de electrones en un TEM. Las muestras biológicas son sensibles al haz de electrones y

la información de alta resolución desaparece rápidamente ante un haz de electrones de

alta energía (Egerton, 2012; Taylor & Glaeser, 1974). Por otra parte, también se ha de-

mostrado que el movimiento de la muestra inducido por el haz durante el tiempo de ex-

posición, es decir durante la adquisición de una imagen, reduce drásticamente la resolu-

ción (Brilot et al., 2012 ; Glaeser & Hall, 2011; Henderson, 1992). 
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A priori se supone que la población de partículas a lo largo de la rejilla es homogénea y

todas las partículas son proyecciones del mismo objeto, pero es posible que las imáge-

nes en sesiones cryo-TEM contengan proyecciones de macromoléculas en diferentes es-

tados conformacionales. Luego la heterogeneidad en la muestra es una de las causas de

limitación en resolución por cryo-EM. Además en ocasiones existen vistas preferentes

en las imágenes por cryo-TEM, lo que produce que no se obtenga información en todas

las orientaciones espaciales.

Por último, otra limitación de la técnica de cryo-EM es el mínimo peso molecular que

debe tener la macromolécula biológica compleja en estudio. Las macromoléculas deben

tener un tamaño suficiente para obtener una adecuada relación señal-ruido (SNR) en las

imágenes 2D generadas por cryo-TEM. Esto hace difícil la reconstrucción por cryo-EM

de macromoléculas pequeñas, con pesos moleculares por debajo de los ~200 kDa, ya

que el proceso de alineamiento de estas partículas no es muy fiable.

El sensor detector de electrones

El sensor detector de electrones también juega un papel importante en la adquisición de

imágenes a alta resolución, dado que su resolución depende de su sensibilidad, ruido y

respuesta en función de la frecuencia espacial. La SNR de las imágenes registradas in-

fluyen en la resolución, donde SNR está definido como el ratio entre el poder de la señal

y el poder del ruido que corrompe la señal (o la media de la señal μ entre la desviación

estándar σ). 

SNR=
P señal

P ruido

= μ
σ

(2.2.13)

Una imagen típica en un experimento cryo-TEM tiene un valor de SNR de aproximada-

mente 0.05 a 0.1 (Baxter et al., 2009). El ruido en las imágenes consiste en una parte

aditiva que es independiente de la iluminación y una parte multiplicativa que es propor-

cional al tiempo de exposición del dispositivo detector de electrones. Es posible aumen-

tar la SNR utilizando más cantidad de electrones para formar la imagen, luego aumen-

tando la señal. En cryo-TEM si se aumenta la dosis de electrones, la probabilidad de da-

ñar la muestra se incrementa, lo cual hace disminuir la información útil en la imagen y

resulta en una disminución drástica de la resolución (Henderson et al. 1990). Por tanto,
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la resolución obtenida es directamente proporcional a la dosis total aplicada sobre la

muestra y la sensibilidad de la muestra a la radiación.

Un detector perfecto cuenta un electrón de entrada (fuente puntual) con una señal en

exactamente uno de los píxeles del detector mientras los píxeles vecinos no registran se-

ñal (respuesta puntual). En la Plataforma EM del CIC bioGUNE el sistema de detección

de electrones se basa en una CCD, que convierte los electrones en fotones usando una

película de material fluorescente (scintillator) y convierte de nuevo los fotones a elec-

trones usando un chip CCD (Booth et al., 2006). Normalmente en las CCDs la DQE es

baja debido a esta doble conversión electrón-fotón-electrón. En un detector CCD la sen-

sibilidad y respuesta en frecuencia depende principalmente del grosor de su scintillator,

típicamente hecho de una aleación de fósforo. Cuando la luz transferida de los electro-

nes incidentes por un material fluorescente es detectada en la CCD, el tamaño de la luz

emitida es mayor que la del los electrones incidentes debido a la dispersión de electro-

nes por las partículas fluorescentes. Por lo tanto el tamaño de la luz (fotones) puede ser

mayor que el tamaño de pixel del chip CCD (~15 μm), y esta dispersión viene definida

por la función de dispersión de punto (PSF) en el espacio real. La respuesta en frecuen-

cia espacial del detector está relacionada con esta PSF y se caracteriza usando la función

de transferencia de contraste (MTF), (Faruqi & Henderson, 2007). Los efectos de la in-

tegración de señal dentro de un pixel se pueden modelar con un punto de dispersión

Gaussiano y la MTF en función de la frecuencia espacial y la longitud de onda λ del

TEM se define de la forma,

MTF (w)=sinc( π
2

w)exp(−π2 λ2 w 2/4) (2.2.14)

Por lo tanto otro factor limitante que hace perder información en las imágenes cryo-

TEM es la mala eficiencia de detección a altas frecuencias-espaciales de los sensores

CCD, tradicionalmente instalados en los TEM hasta la llegada de la tecnología de detec-

ción directa basada en CMOS. Para medir la eficiencia de detección de un sensor se

mide el rendimiento de la relación señal-ruido a la entrada y salida del detector, en fun-

ción de la frecuencia espacial, lo que da una medida de la DQE del sensor (Ruijter,

1995; Weickenmeier et al., 1995), que se puede definir de la forma,
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DQE (w)=
SNRout

2 (w)
SNRin

2 (w)
(2.2.15)

En la actualidad gracias al avance en los sensores de detección directa de electrones di-

señados para experimentos en mínima dosis se ha mejorado mucho la DQE gracias a la

alta sensibilidad de estos sensores a todas las frecuencias, lo que mejora el contraste y

mantienen la información estructural a altas frecuencias, ver figura 2.10.

Figura 2.10: Comparativa del valor DQE en función de la frecuencia de Nyquist de diferentes

sensores de detección directa de electrones en comparación con la cámara CCD modelo US4000

de Gatan (Ruskin et al., 2013)

 2.3 Estado del arte de cryo-EM

Hasta hace unos pocos años, la crio-microscopía electrónica de partículas individuales o

cryo-EM (Frank, 1996), no era la elección principal para los biólogos estructurales inte-
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resados en conocer interacciones moleculares debido a su limitada resolución. Durante

los últimos años no obstante, se ha realizado un gran esfuerzo para solucionar cada uno

de los problemas que limitan la resolución, de forma que la técnica ha evolucionado rá-

pidamente hasta convertirse en una alternativa real a la cristalográfica de rayos X en

cada vez más experimentos de biología estructural, lo cual se ha descrito como una ver-

dadera revolución (Kühlbrandt, 2014). Como detallaremos a continuación esta revolu-

ción se debe principalmente al desarrollo en hardware de nuevas cámaras CMOS de de-

tección directa y nuevos procedimientos en el procesamiento de imagen/video (Bai el

al., 2013; Bammes el al., 2012; Campbell et al., 2014; McMullan et al., 2014).

El poder de resolución del TEM no suele ser un factor limitante en esta técnica y el

principal avance tecnológico que ha permitido obtener resolución atómica mediante cr-

yo-EM ha sido el desarrollo de una nueva generación de cámaras CMOS que detectan

directamente los electrones (McMullan et al., 2009; Ruskin et al. 2013). Una forma de

incrementar la SNR es minimizando el ruido en el detector y al mismo tiempo incre-

mentando su sensibilidad en todo el espacio de frecuencias espaciales. La mejor alterna-

tiva para disminuir el ruido en el detector resulta ser el uso de un dispositivo de detec-

ción directa de electrones, que evita cualquier conversión y tiene un factor DQE mejor

que un detector analógico en forma de película fotográfica (Kodak film), ver figura

2.10. En la actualidad existen tres compañías que comercializan estas cámaras de detec-

ción directa de electrones: modelo K2 Summit de GATAN, Falcon de FEI y DE de Di-

rect Electron. Todas ellas ofrecen más señal que los FILM analógicos o las cámaras

CCD, tanto a bajas como a altas frecuencias espaciales, luego ofrecen imágenes con

más contraste y más resolución. Otra característica importante de estas cámaras es su ra-

pidez, lo que permite fraccionar la baja dosis total de electrones en muchas sub-imáge-

nes, luego en vez de adquirir una sola imagen se adquiere un vídeo de esa región. El ali-

neamiento de las sub-imágenes de un vídeo permite corregir el efecto de borrosidad pro-

ducido por el movimiento de las macromoléculas embebidas en el hielo inducido por el

haz de electrones o inestabilidad mecánica del porta-muestras (Brilot et al., 2012; Cam-

pbell et al., 2012; Li et al., 2013). Luego la combinación del fraccionamiento de la dosis

en los nuevos detectores y la corrección del movimiento inducido por el haz en la mues-

tra vitrificada, mejora la resolución final de la reconstrucción 3D. Generalmente, y para

mejorar la resolución de la estructura final se eliminan las últimas sub-imágenes del vi-
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deo, ya que en esas sub-imágenes la muestra tiene mayor dosis acumulada, luego mayor

daño por radiación (Scheres, 2014).

Estos avances tecnológicos han marcado una nueva era en cryo-EM, ya que es posible

obtener estructuras atómicas "de novo" de un amplio rango de macromoléculas biológi-

cas sin la necesidad de cristalizarlas. Las estructuras resueltas incluyen ribosomas de pa-

tógenos humanos (Wong et al., 2014) o mitocondrial (Amunts et al., 2014), ribosomas

en complejo con una proteína translocadora (Voorhees et al., 2014), canales iónicos

(Cao et al., 2013; Liao et al., 2013), o complejos enzimáticos (Allegretti et al., 2014).

En todos estos casos la mayoría de las cadenas laterales de los aminoácidos son clara-

mente visibles, y se han podido construir "de novo" modelos atómicos casi completos a

partir de los mapas de densidad por cryo-EM. 

Cryo-EM también está evolucionando para poder resolver estructuras de macromolécu-

las más pequeñas, a resolución cercana a la atómica, como es el caso del estudio por cr-

yo-EM de la encima "γ-secretase" (Lu et al., 2014), con una región ordenada de 170 ki-

lodaltons (kDa) y resuelta a 4.5 Å de resolución. La habilidad para resolver estas estruc-

turas a nivel atómico es un prerequisito esencial para el desarrollo de nuevos antibióti-

cos y drogas. Por ejemplo, la estructura del ribosoma 80S citoplasmático del Plasmo-

dium falciparum que forma un complejo con la droga anti-protozoos emetine fue resuel-

ta a una resolución de 3.2 Å. En este caso, tanto la posición y orientación de la droga ha

podido ser determinada con precisión, proporcionando una detallada información mole-

cular acerca del modo de acción de este inhibidor (Wong et al., 2014). 

Por tanto, cryo-EM se ha convertido en una técnica que consigue resolución casi atómi-

ca en el estudio de cada vez más complejos macromoleculares, convirtiéndose en una

alternativa real a la técnica de cristalografía de rayos-X para obtener la estructura atómi-

ca de macromoléculas biológicas en un estado fisiológico muy cercano al nativo

(Cheng, 2015), ya sea en estados funcionales específicos o formando un complejo con

diferentes co-factores. Además, existe margen de mejora si se consigue evitar que la

muestra se mueva durante el tiempo de exposición en la adquisición de imagen en míni-

ma dosis (Meyerson et al., 2014; Russo & Passmore, 2014). Sobrepasar el umbral de los

3 Å en mapas de cryo-EM permitirá visualizar pequeñas moléculas como iones, o cómo

pequeñas moléculas ligando, como son cofactores o inhibidores, se unen a proteínas,

siendo esto último de particular interés para la industria farmacéutica ya que es esencial
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en el diseño y optimización de drogas basadas en estructura (structure based drug de-

sign).

Como consecuencia de esta revolución en cryo-EM, existe una creciente necesidad de

usar TEM totalmente automatizados y de alto rendimiento para generar set de datos

cada vez más grandes y de mejor calidad, lo cual permite reconstruir estructuras en

forma de mapas de densidad 3D a resoluciones muy cercanas a la atómica. En la

actualidad las sesiones cryo-TEM automatizadas funcionan toda la noche sin

supervisión. En este contexto es indispensable desarrollar nuevos esquemas de control

inteligentes que imiten el comportamiento de expertos investigadores durante una

sesión cryo-TEM, de forma que se mejore considerablemente la calidad de los datos de

salida. Este es precisamente uno de los objetivos principales de esta tesis.

 2.4 Estado del arte de los sistemas de automatiza-

ción

Como hemos visto a lo largo de este capítulo la técnica de cryo-EM tiene como objetivo

principal tratar de crear una relación entre las diferentes conformaciones estructurales

de un complejo macromolecular y los procesos celulares a nivel molecular. La metodo-

logía es muy laboriosa porque el análisis de la estructura de complejos macromolecula-

res en distintos estados conformacionales requiere la adquisición de gran cantidad de

imágenes de buena calidad en un TEM. 

Uno de los principales cuellos de botella de esta técnica es la enorme cantidad de imá-

genes de alta calidad que deben ser adquiridas en un TEM para su posterior procesa-

miento. En equipos no automáticos este trabajo está limitado por lentos métodos manua-

les de adquisición de datos, realizados por operadores experimentados, lo cual resulta

lento y costoso. Luego para incrementar la disponibilidad y eficiencia de esta técnica es-

tructural se está haciendo un gran esfuerzo en automatización. Como se ha descrito, el

modus operandi en cryo-TEM se centra en evitar daños en la muestra debido a la radia-

ción del haz de electrones por lo tanto no permite determinar a priori la calidad de cada

región de la rejilla a alta magnificación. Es por esto que el porcentaje de imágenes de

alta calidad es muchas veces bajo. Por lo tanto en cryo-TEM la decisión de adquirir una

imagen en el modo Photo debe ser realizada basándose en la apariencia de la muestra a
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baja magnificación (en el modo Search), o en los resultados anteriores a alta magnifica-

ción en una región cercana. Esto significa que un investigador experto siempre debe

evaluar la calidad del set de datos después de ser adquiridos y en muchas ocasiones par-

te del set de datos adquirido de forma no supervisada resulta de baja calidad y no puede

ser utilizado.

Los sistemas de automatización para cryo-TEM deben trabajar utilizando la estrategia

de mínima dosis, y como propósito principal deben adquirir grandes cantidades de imá-

genes de calidad uniforme a una velocidad adecuada, sin intervención del operador

(Lyumkis et al. 2010). Un microscopio inteligente que integre el control de instrumen-

tos, algoritmos de reconocimiento de características, técnicas de aprendizaje automático,

junto con el análisis y procesamiento de imagen podría mejorar ampliamente la calidad

y la cantidad de los datos adquiridos. También permitiría evaluar de forma más eficaz la

validez de las imágenes adquiridas en tiempo real. Luego disponer de un sistema de ad-

quisición de datos flexible y adaptativo para la automatización y control de tareas en se-

siones cryo-TEM es de vital importancia para la biología estructural. 

En el contexto de una sesión cryo-TEM totalmente automatizada, en un TEM que traba-

je toda la noche sin supervisión, el desarrollo de nuevos esquemas de control inteligente

que imiten el comportamiento de un investigador experto resulta esencial para la mejora

de los resultados. En cryo-TEM se trabaja en modo de mínima dosis para no dañar la

muestra y un buen microscopista experimentado tiene la habilidad de utilizar ciertas ca-

racterísticas de la imagen a baja magnificación para obtener imágenes de buena calidad

a alta magnificación. Sin embargo, es difícil para el microscopista mantener una preci-

sión en sus decisiones en las diferentes sesiones con el microscopio. Además resulta di-

fícil transferir este conocimiento a nuevos o inexpertos operadores del microscopio

electrónico. Como existen unos retardos sustanciales entre que se adquiriere la imagen a

alta magnificación y se evalúa su calidad, es difícil sistematizar la evaluación y mejorar

el proceso de toma de decisiones. 

 2.4.1 Automatización de la adquisición de imágenes

Investigadores en la industria y en instituciones académicas han desarrollado varios

sistemas software con varios grados de automatización y robustez. AutoEM (Lei &
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Frank, 2005) proporciona capacidades de semi-automatización para microscopios de la

serie FEI Tecnai, requiriendo la participación continua del operador. Leginon es el

sistema de automatización libre más avanzado en la actualidad, diseñado para

proporcionar una automatización total para microscopios FEI Tecnai (Carragher et al.,

2000; Potter et al., 1999; Suloway et al., 2005). FEI también dispone de un software

propio para la automatización de datos en experimentos cryo-TEM, conocido como

EPU (Automated Data Acquisition Software for Single Particle Analysis Workflow) y

diseñado para equipos TEM del modelo Titan y Polara. Sólo existe en la comunidad

científica una integración de Leginon para un microscopio JEOL JEM3100FSC

(Glaeser et al., 2006), pero todavía no existen resultados estructurales publicados para

demostrar su fiabilidad. JEOL ofrecer un software comercial JEOL Automated Data

Acquisition System (JADAS), desarrollado en colaboración con el centro NCMI Baylor

College of Medicine, para la automatización de adquisición de datos en sesiones cryo-

TEM con los microscopios JEOL más modernos (Zhang et al., 2009). JADAS se

comunica con el microscopio JEOL a través del software TemServer, con la cámara

Gatan a través de DigitalMicrograph, y con el control piezo-eléctrico del goniómetro a

través del driver del piezo. El sistema JADAS se define como un sistema flexible que

ofrece al usuario experimentado la posibilidad de construir sus propios protocolos

experimentales y ajustar parámetros para adaptarse a las necesidades de cada

investigador. Empleando JADAS y un microscopio JEOL JEM3200FSC se pueden

adquirir 30-40 imágenes CCD (4k x 4k) por hora, pero esto precisa unas condiciones de

calidad excelentes en la rejilla y un rendimiento optimo del microscopio.   

Los métodos actuales disponibles para automatizar la adquisición de datos en sesiones

cryo-TEM, incluido el sistema EPU de FEI, permiten adquirir imágenes a partir de áreas

preseleccionadas a baja magnificación en forma de atlas (mapas de toda la rejilla en low

mag) de las zonas a irradiar. El software EPU utilizado por los microscopios

electrónicos de última generación (e.g., Titan Krios (FEI, Eindhoven, The

Netherlands)), funciona de forma ininterrumpida y no supervisada. El esquema se basa

en la preselección de áreas de la rejilla, generando un atlas (o mapa completo de toda la

rejilla) a baja magnificación, en el que se calcula la posición de cada uno de los agujeros

a irradiar. Este esquema aprovecha la gran estabilidad que ofrecen estos microscopios

para navegar secuencialmente a lo largo del atlas completo de la rejilla durante días.
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Es importante reseñar que ninguno de los software existentes toma decisiones en tiempo

real de acuerdo a la calidad de las imágenes cryo-TEM que están siendo adquiridas. La

evaluación en tiempo real de los datos mientras son obtenidos en una sesión automática

cryo-TEM no es posible hoy en día, por lo que en el caso de una sesión no supervisada

los resultados pueden ser de mala calidad y no válidos para el investigador. La presencia

de un exceso de contaminación, un inadecuado grosor de hielo, agujeros vacíos debido a

un área de la capa de carbón rota, agregación, una baja concentración de partículas o

zonas con la muestra dañada, podrían reducir drásticamente el tamaño final del set de

datos útil. Por lo tanto todos los sistemas de automatización existentes tienen en común

que necesitan una perfecta distribución de partículas en toda la rejilla con un grosor de

hielo uniforme, además de un microscopio extremadamente estable en el tiempo para

poder trabajar muchas horas sin errores. 

Generalmente, ninguno de estos sistemas de automatización sustituyen la capacidad y

precisión de un operador experimentado por muchas razones. Un problema habitual en

cryo-TEM por ejemplo es la irregular distribución de partículas en los distintos agujeros

de la rejilla aunque el hielo parezca adecuado. En este caso un operador experimentado

debe juzgar si se continúa el experimento, si se cambia de zona de rejilla o se inserta

otra rejilla, y si merece la pena utilizar el sistema automático de adquisición. Además

siempre hay que tomar decisiones “in-situ” teniendo en cuenta por ejemplo el nivel de

contaminación de hielo en una rejilla particular, la estabilidad del porta-muestras o el

comportamiento del microscopio. En general es necesario evaluar en tiempo real la

validez y calidad de las imágenes obtenidas. Por lo tanto, en la actualidad es

imprescindible la presencia de usuarios expertos en experimentos de cryo-TEM, para de

esta forma asegurar la calidad de los datos adquiridos antes de continuar con el

experimento con una determinada rejilla y no perder tiempo y recursos con una

adquisición de datos inútil. 

 2.4.2 Automatización de la selección de partículas

La selección de partículas individuales en condiciones de baja SNR en imágenes de

cryo-TEM es una de las tareas que consumen más tiempo y una de las más críticas de

todo el flujo de trabajo. Durante los últimos 15 años se ha realizado un gran esfuerzo en

investigación intentando automatizar el proceso de selección de partículas individuales

66



CAPITULO 2

en imágenes cryo-TEM usando diferentes algoritmos divididos en dos categorías:

métodos basados en características (feature-based approach) y otros basados en

modelos previos (template-based approach) (Adiga et al., 2005; Chen & Grigorieff,

2007; Langlois et al., 2014; Norousi et al., 2013; Ogura & Sato, 2004; Potter et al.,

2004; Roseman, 2003; Scheres, 2015; Sorzano et al., 2009; Vargas et al., 2013; Voss et

al., 2009; Woolford et al., 2007; Zhao et al., 2013; Zhu et al., 2004). Todos estos

métodos utilizan el set completo de imágenes cryo-TEM una vez adquiridas, pero

ninguno permite la identificación de partículas en tiempo real. Además, a menudo los

sets de datos en cryo-TEM presentan heterogeneidad en el tipo de partículas presentes

en las imágenes (visualmente identificables por un experto). Esto suele ser producido

por una heterogeneidad en la muestra purificada debido a ciertas limitaciones en los

métodos bioquímicos de preparación. Además las imágenes de cryo-TEM también

suelen contener partículas contaminantes, que corresponden a pequeños cristales de

hielo producidos durante el proceso de vitrificación. Las contaminaciones son en la

mayoría inevitables, pero es necesario controlar un nivel aceptable.

 2.5 Muestras biológicas consideradas en esta tesis 

Con el objetivo principal de conocer la morfología y características generales de los di-

ferentes tipos de macromoléculas biológicas utilizados en esta tesis se presentan la es-

tructura de los ribosomas, ya sean procariotas o eucariotas, y se explica la morfología

general de los diferentes tipos de virus icosaédricos que existen en la naturaleza. Como

se verá en el Capítulo 5, para el diseño de un sistema de identificación automática de

partículas, combinando algoritmos de visión artificial y modelos neuro-difusos, es nece-

sario conocer con antelación el tipo de partículas que nos podemos encontrar en las imá-

genes cryo-TEM. Esto es debido a que el sistema automático identificará el tipo de par-

tícula en función de su morfología, de forma similar al método de trabajo manual de un

experto humano. 

 2.5.1 Origen de la heterogeneidad

Con el objetivo de estudiar por cryo-EM la estructura de complejos macromoléculas es

necesario aislar cada uno de estos complejos utilizando diferentes técnicas bioquímicas
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de purificación. El objetivo de la purificación es obtener una muestra lo más homogénea

posible que pueda ser utilizada siguiendo la estrategia de partículas individuales. En

muestras donde no se consigue una purificación perfecta existen potentes algoritmos de

clasificación que permiten separar los diferentes tipos de moléculas (Amunts et al.,

2014). También es posible clasificar diferentes estados estructurales de la misma

macromolécula (Fernandez et al., 2013) que pueden convivir simultáneamente en la

misma preparación. Luego, la muestra es finalmente purificada en el ordenador en vez

de usar procesos bioquímicos que a menudo son arduos, costosos y pueden dañar la

muestra modificando la estructura de la macromolécula en estudio.

Existen diferentes tipos de purificación de muestras biológicas. Para el tipo de muestras

utilizadas en esta tesis se utiliza la centrifugación diferencial a través de un gradiente de

densidad de sacarosa o glicerol, que tiene como objetivo principal aislar los complejos

celulares de acuerdo a su densidad (Stark, 2010). Siguiendo este método de purifica-

ción, se crean diferentes concentraciones de soluto (ej. sacarosa o glicerol) a lo largo de

un tubo de centrifugación produciendo un gradiente de densidad con una concentración

baja en la parte superior que será gradualmente incrementada hasta la parte inferior del

tubo. Una vez creado el gradiente, la muestra es cargada en la parte superior del tubo y

un proceso de ultracentrifugación hace que los diferentes complejos celulares en la

muestra sean localizados en cada una de las diferentes fracciones de densidad a lo largo

del tubo. Después se colectan las diferentes fracciones del gradiente de densidad resul-

tante, donde cada fracción debería contener una población homogénea de cada complejo

celular. Sin embargo este proceso de purificación no es perfecto, por lo que se pueden

encontrar diferentes tipos de complejos macromoleculares en una misma fracción del

gradiente de densidad. En esta tesis se ha diseñado una herramienta que puede ser entre-

nada para evaluar la distribución y heterogeneidad de cualquier tipo de muestra, de la

misma forma que puede detectar e identificar partículas correspondientes a contamina-

ción en forma de cristales de hielo. De esta forma será posible evaluar en tiempo real la

distribución de la muestra de interés en cada una de las imágenes cryo-TEM durante la

adquisición, y cambiar la estrategia de adquisición de acuerdo a esta evaluación en tiem-

po real, incluso si la muestra es heterogénea. El método de identificación de diferentes

tipos de partículas ayudará en el proceso de purificación “in-silico”.
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 2.5.2 La estructura del ribosoma

La principal macromolécula biológica que ha sido utilizada en esta tesis es el ribosoma.

El ribosoma, compuesto de ácido ribonucleico (RNA) y proteína, sintetiza proteínas a

partir de la información contenida en el RNA mensajero mediante un proceso denomi-

nado traducción (Laursen et al., 2005). Se trata de una macromolécula dinámica de ta-

maño nanométrico y tiene una estructura flexible con componentes móviles necesarios

para la realización de su función (Spirin, 1969). 

El ribosoma está compuesto por dos subunidades: la mayor y la menor. Mientras que la

subunidad mayor cataliza la formación del enlace peptídico, la subunidad menor realiza

la traducción del código genético, monitorizando la interacción entre mRNA y tRNA.

En las células los ribosomas pueden aparecen en diferentes estados oligoméricos: como

subunidades disociadas y aisladas, como ribosomas completos o formando grupos aso-

ciados a un mismo mRNA (polisomas). Los ribosomas y sus subunidades son identifica-

dos por su coeficiente de sedimentación en unidades Svedberg (S). Las muestras de ri-

bosomas han sido caracterizadas por cryo-EM durante más de 20 años (Frank, 1996), y

disfrutan de ciertas características que son favorables para la determinación de su es-

tructura por cryo-EM: su gran contenido de RNA por una parte, y su gran peso molecu-

lar (2.8 MDa para los ribosomas procariotas 70S y ~4 MDa para los ribosomas eucario-

tas 80S) por otra parte dan lugar a imágenes de relativamente alto contraste en compara-

ción con otros complejos macromoleculares biológicos. Además el RNA es mucho me-

nos sensible a la radiación del haz de electrones que las proteínas, lo que hace que pre-

serve mejor su estructura en sesiones cryo-TEM. 

Utilizando la técnica de cryo-EM (Agirrezabala & Valle, 2015) se ha conseguido resol-

ver la estructura de diferentes estados conformacionales del ribosoma durante el ciclo de

síntesis de proteínas. Las diferentes estructuras de complejos ribosomales interaccionan-

do con el RNA mensajero (mRNA), RNA de transferencia (tRNA) o diferentes factores

ribosomales han permitido delinear la secuencia de diferentes conformaciones estructu-

rales que son necesarias para completar su función de traducción, mostrando los sitios

de interacción de los RNA de transferencia y diferentes factores en el ribosoma (Frank

& Agrawal., 2000; Gabashvili et al., 2000; Valle et al., 2003). 
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Figura 2.11: A la izquierda, se muestra una imagen de cryo-TEM con proyecciones de

ribosomas 80S y debajo una vista del correspondiente mapa 3DEM del ribosomas 80S

reconstruido por investigadores del CIC bioGUNE. A la derecha, se muestra una imagen de

cryo-TEM conteniendo proyecciones de ribosomas 40S y debajo una vista de un mapa 3DEM

de la subunidad ribosomal 40S (EMD-2450)

En las células eucariotas, los ribosomas tienen un coeficiente de sedimentación de 80S y

miden aproximadamente 32 nm (Ramakrishnan & Moore, 2001) (ver figura 2.11). Al

igual que los procariotas se dividen en dos subunidades de distinto tamaño: la subunidad

mayor se denomina 60S y la subunidad menor 40S. En este trabajo se han utilizado

ribosomas 80S extraídos de células de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster).

Por otro lado, en las células procariotas los ribosomas tienen un coeficiente de

sedimentación de 70S y miden aproximadamente 29 nm. El ribosoma procariota 70S
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(en este trabajo, se ha usado el de la bacteria Escherichia coli) está formado por la

subunidad mayor 50S y la subunidad menor 30S (Julián et al., 2008; Julián, 2010). La

vista frontal de la subunidad pequeña tiene forma trapezoidal y es más estrecha cuando

se tiene una visión lateral. En cambio la subunidad mayor tiene forma hemisférica y es

aproximadamente dos veces la masa de la subunidad menor. 

La ausencia de simetría en el ribosoma hace necesario conseguir muchas más partículas

para poder caracterizar el mayor número de orientaciones posible. Esta falta de simetría

combinada con la posible variabilidad estructural, implica el uso de cientos de miles,

incluso millones de partículas para poder obtener resolución atómica de una

conformación determinada. Para ello es necesario utilizar métodos de clasificación 3D

donde se encuentre una población homogénea de la conformación de interés, que en

ocasiones representa menos del 10% de todo el set de partículas (Agirrezabala et al.,

2013).

 2.5.3 La estructura de los virus icosaédricos

Los virus son agentes infecciosos, parásitos intracelulares que representan a las entida-

des vivientes más abundantes en la biosfera, superando numéricamente a sus organis-

mos huésped por varios órdenes de magnitud. Se describen como ensamblados de ta-

maño nanométrico con diámetros entre 10 – 300 nm, capaces de realizar por sí mismos

funciones tan complejas como son el auto-ensamblaje de nuevas partículas virales, el

transporte y la replicación del material genético. Los dos pasos fundamentales en el ci-

clo de vida de los virus son la encapsidación del genoma para formar un virus infeccio-

so y la liberación del genoma durante la entrada del virus para infectar la célula

huésped (ya sea eucariota, procariota o arquea). Determinar la estructura viral es de vi-

tal importancia para entender el mecanismo a través del cual un virus infecta a su

huésped, con el objetivo de poder diseñar inhibidores basados en la estructura. La ma-

yor parte de la investigación biomédica de virus está dedicada a virus humanos y de

animales, sin embargo los virus dedicados a infectar células bacterianas o de arquea

también son estudiados como un modelo de trabajo para obtener más conocimiento so-

bre los mecanismos moleculares de patógenos relacionados o para realizar estudios

evolutivos. 
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Los virus se componen del material genético, ya sea DNA o RNA de cadena simple o

doble y una cubierta proteica o glicoproteica encargada de proteger el material genéti-

co, llamada cápside. En algunos virus también se puede encontrar una envoltura lipídi-

ca situada entre la cápside y el material genético. El tamaño y la forma de las cápsides

se determina durante el proceso de ensamblado y maduración pudiendo adquirir forma

esférica, helicoidal o icosaédrica. Como puede verse en la figura 2.12 los virus pueden

adquirir numerosas formas y tamaños diferentes en la naturaleza, aunque las cápsides

con simetría icosaédrica (60-fold) son las que predominan, dado que resulta ser la for-

ma más eficiente para montar bloques de un determinado tamaño obteniendo un arma-

zón que encierra el mayor volumen posible. Una cápside icosaédrica simple está for-

mada por 60 copias de bloques dispuestos alrededor de los tres diferentes ejes de sime-

tría 5-3-2: los ejes de simetría de orden 2 pasan por el centro de cada una de las 30

aristas del icosaedro, los ejes de simetría de orden 3 atraviesan los centros de cada

triángulo equilátero que forman las 20 caras del icosaedro y los ejes de simetría de or-

den 5 conectan cada uno de los vértices de los 12 pentámeros del icosaedro con el cen-

tro de la cápside. Una forma de definir una cápside isosaédrica es su número de trian-

gulación, que define el número de triángulos en el cual está subdividida la cara funda-

mental del icosaedro. El número de triangulación viene dado por la relación

T=h2+hk+k2 , donde h y k son números enteros que definen la posición de los

pentones en la red hexagonal original.

Las estructuras 3D de los virus icosaédricos son fácilmente reconstruidas por cryo-EM

a partir de sus proyecciones 2D explotando su simetría icosaédrica (Adrian et al., 1984;

Agirrezabala et al., 2007; Fuller et al., 1996; Grigorieff & Harrison, 2011; San Martin,

2015). El tamaño del set de datos requerido para conseguir una cierta resolución en una

reconstrucción icosaédrica es relativamente bajo dado que cada proyección puede con-

tribuir a la reconstrucción en 60 orientaciones diferentes. Los métodos de reconstruc-

ción de virus icosaédricos suelen utilizar un método comparativo utilizando proyeccio-

nes basadas en una referencia. Este método busca las proyecciones experimentales que

mayor valor de cross-correlación ofrezcan con las de referencia y realiza un refina-

miento angular iterativo.
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Figura 2.12 Estructuras 3D representativas de partículas virales con diferentes formas y tama-

ños. Figura de Prasuhn, 2007

Aprovechando la simetría icosaédrica de los virus se ha demostrado que es posible uti-

lizar una sola imagen de cryo-TEM para obtener automáticamente una reconstrucción

3D de un virus icosaédrico en tiempo real durante una sesión en el TEM (Cardone et

al., 2013; Yan et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento no existe ningún identifi-

cador de partículas que permita tomar decisiones en tiempo real durante una sesión cr-

73



2. ANTECEDENTES: TEM EN BIOLOGIA ESTRUCTURAL

yo-TEM y que además permita identificar automáticamente las diferentes poblaciones

presentes en una muestra heterogénea. Por este motivo en esta tesis se ha utilizado el

peor escenario posible para validar el nuevo sistema de identificación de partículas en

tiempo real basado en sistemas neuro-difusos: una preparación compuesta de una

mezcla de ribosomas 80S de Drosophila y un virus icosaédrico, concretamente Flock

House Virus (FHV). Este virus de ~35 nm de diámetro es de la familia Nodaviridae,

presenta uno de los genomas conocidos más pequeño entre los virus de RNA de ani-

males y una estructura icosaédrica con un número de triangulación T=3 (Jovel & Sch-

neemann, 2011; Odegard et al., 2010).

En las imágenes cryo-TEM los virus icosaédricos son fácilmente identificables. El vi-

rus icosaédrico de arquea HHIV-2 (Gil-Carton et al., 2015) por ejemplo es muy gran-

de, ya que presenta un diámetro de ~80 nm y además, contiene una envolvente lipídica

que rodea el material genético. No obstante, la toma de imágenes de partículas virales

de este tipo también puede ser problemática debido a que la tensión superficial (las

fuerzas cohesivas entre las moléculas de un líquido) tiende a situar a los viruses en el

borde del agujero, alejándolos del centro (donde el hielo es mas fino y es recomenda-

ble recoger imágenes). En 2014 se realizó con esta muestra una sesión cryo-TEM en

un servicio externo con un TEM modelo Titan Krios de última generación y utilizando

un esquema de automatización basado en un atlas de toda la rejilla. El resultado fue-

ron más de 1000 imágenes adquiridas en los centros de los agujeros sin la presencia de

las proyecciones de los virus debido a que se encontraban en el borde de los agujeros.

Por lo tanto es muy importante que un sistema de identificación de partículas automá-

tico sea capaz de localizar las partículas válidas en las imágenes adquiridas y un es-

quema de control más inteligente sea capaz de seleccionar la mejor región del agujero

durante una sesión cryo-TEM automatizada. 

En este trabajo se presenta un sistema de identificación de partículas en imágenes de

cryo-TEM capaz de realizar esta tarea y además se ha demostrado la validez de este

sistema de identificación para clasificar diferentes poblaciones. En el Capítulo 5 de-

mostraremos cómo el nuevo sistema de identificación de partículas es capaz de identi-

ficar automáticamente las diferentes poblaciones de una muestra heterogénea permi-

tiendo realizar la reconstrucción 3D de forma automática, en particular del virus ico-

saédrico FHV.

74



                                                                CAPITULO 3

Capítulo 3

Sistema experto utilizado para con-

trol: sistemas neuro-difusos y visión

artificial

La inteligencia artificial (AI) es un área multidisciplinar que estudia la creación y diseño

de sistemas capaces de resolver problemas complejos por sí mismos, utilizando como

paradigma la inteligencia humana. En 1955 John McCarthy definió la «inteligencia arti-

ficial» como la ciencia e ingenio de hacer máquinas inteligentes y programas de cómpu-

to inteligentes (McCarthy et al., 1955). En la actualidad la AI está presente en nuestro

día a día; por ejemplo cuando en una cámara fotográfica un algoritmo de AI identifica

las caras sonrientes de la imagen, las enfoca, y dispara automáticamente. Como también

es cotidiano poder controlar algunas funciones de nuestro vehículo o de nuestros teléfo-

nos inteligentes utilizando complejos algoritmos de reconocimiento de voz. Las técnicas

de AI también se utilizan actualmente en la planificación de procesos industriales o en

el área de control de sistemas en la industria.

Para poder confirmar si una máquina es o no inteligente ésta debe pasar el Test de Tu-

ring (Turing, 1950), que afirma que si una máquina puede actuar como un humano, en-

tonces se puede decir que es inteligente y debe tener las siguientes capacidades:

• Reconocimiento del lenguaje natural (NLP) en el que hablamos los humanos. Es

un área de la AI que se ocupa de las capacidades de comunicación de los ordena-

dores con los humanos utilizando su propio lenguaje.
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• Razonamiento  automático, llegando a conclusiones a partir de una serie de pre-

misas. Es posible utilizar la teoría difusa y los sistemas de inferencia difusa.

• Aprendizaje automático para poder adaptarse al medio. La máquina tiene que ser

capaz de hacer generalizaciones a partir de ejemplos sacados del entorno. Para

esto se pueden utilizar técnicas como las redes bayesianas (o de Markov) o las

redes neuronales.

• Representación del conocimiento. Es una rama de la AI que investiga las técni-

cas de almacenamiento de información de forma que sea fácilmente accesible y,

sobre todo, utilizable por los sistemas inteligentes.

En esta tesis se ha diseñado un sistema experto (ES) que es integrado en un nuevo es-

quema de control que permite automatizar la adquisición de datos en sesiones cryo-

TEM, de forma similar a como lo haría un experto en el área. En este capítulo se descri-

ben cada uno de los algoritmos de inteligencia artificial utilizados en la fase de desarro-

llo del sistema experto dedicado a tomar decisiones siguiendo un novedoso esquema de

control en la adquisición automática de datos para cryo-EM.

 3.1 Introducción a los sistemas expertos

En los años 70 surgió un nuevo paradigma en la AI, los sistemas expertos (ES), cuya

función es desarrollar trabajos similares a los que desarrollaría un especialista en un

área determinado. Los sistemas expertos son el producto de diferentes técnicas de AI

pero no intentan sustituir a los expertos humanos, sino que sirven de apoyo a los espe-

cialistas para realizar con más rapidez y eficacia todas las tareas que realizan en un do-

minio de aplicación específico (Turban & Aronson, 2001). Los sistemas expertos usan

el conocimiento humano de uno o varios expertos en un área específico (Durkin, 1994)

para resolver un conjunto de problemas que normalmente requerirían la inteligencia hu-

mana, representando este conocimiento experimental en forma de datos y/o reglas que

puedan ser usados para resolver problemas en tiempo real. 

Los sistemas expertos emulan el razonamiento de un experto en un dominio concreto

basándose en el conocimiento declarativo para realizar la evaluación del sistema en

tiempo real y el conocimiento de control que contiene la información sobre el segui-

miento de una acción. Se utiliza este conocimiento y procedimientos de inferencia para
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resolver problemas que resultan lo suficientemente difíciles para necesitar la experiencia

de un experto humano (Feigenbaum, 2003). Un sistema experto tiene que ser capaz de

llegar a conclusiones lógicas a partir de hechos o premisas incluso cuando hay cierto ni-

vel de incertidumbre. El objetivo final es aumentar la calidad y rapidez de las respuestas

del sistema controlado en tiempo real, ofreciendo una mejora de su productividad.

 3.1.1      Programación de sistemas expertos

Principalmente existen tres tipos de sistemas expertos: los basados en reglas previamen-

te establecidas, los cuales aplican reglas heurísticas apoyadas generalmente en lógica di-

fusa para su evaluación y aplicación; los que aplican el razonamiento basado en casos,

donde la solución a un problema similar planteado con anterioridad se adapta al nuevo

problema; y los que aplican redes bayesianas, luego basados en algoritmos estadísticos

y el teorema de Bayes. En este trabajo se utilizan los ES basados en reglas, donde es ne-

cesario definir una base de conocimientos, una base de hechos y un motor de inferen-

cias. Para su programación son necesarios:

• Especialistas Humanos: Para desarrollar los sistemas expertos primero hay que

seleccionar a los especialistas capaces de resolver los problemas en el área de

trabajo. Estos especialistas son expertos en un dominio específico (dominio de

experticidad).

• Ingenieros del Conocimiento: Una vez seleccionado al experto (o a los expertos)

el ingeniero extrae el conocimientos al experto y le da una representación en for-

ma de reglas (o similar), conformando así la base del conocimiento del sistema

experto.

• Base del conocimiento: Contiene el conocimiento declarativo extraído del diálo-

go con el experto. Contiene el conjunto de reglas que permiten representar el co-

nocimiento del experto en su dominio de experticidad, donde cada regla aislada-

mente tiene significado propio. Una regla de inferencia es una combinación de

hechos que permite representar el conocimiento y sacar las inferencias de los

mismos y son del tipo: SI (Premisa) ENTONCES (Conclusión), donde tanto las

premisas como las conclusiones son una cadena de hechos conectados por “Y” o

por “O”.
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• Base de hechos es la memoria de trabajo que contiene los hechos sobre cada pro-

blema a resolver.

• Módulos de justificación: Explica el razonamiento utilizado por el sistema para

llegar a una determinada conclusión.

• Motor de inferencia: Modela el proceso de razonamiento humano en forma de

un programa de control cuya función es seleccionar las reglas para solucionar

cada problema. Luego, el mecanismo que selecciona las reglas, las ejecuta y ob-

tiene las inferencias adecuadas para resolver cada problema es el motor de infe-

rencias. 

• Interfaz de usuario es la interacción entre el ES y el usuario, y se realiza median-

te el lenguaje natural.

Para que un sistema experto sea una herramienta efectiva, los usuarios deben interactuar

con él de una forma fácil. Para esto tiene que ser capaz de explicar sus razonamientos o

base del conocimiento generando la explicación para cada una de las reglas que sigue el

sistema experto, las cuales se basan en hechos y también debe ser capaz de adquirir nue-

vo conocimiento razonando y aprendiendo.

 3.1.2      Sistemas expertos en aplicaciones de control

Muchos de los sistemas cotidianos pueden considerarse complejos por naturaleza y de-

ben ser controlados de alguna manera. Los sistemas complejos pueden ser lineales o no

lineales, continuos o discretos, variables o invariables en el tiempo, estáticos o dinámi-

cos, centralizados o distribuidos, predecibles o impredecibles, bien o mal definidos, con

variables de salida medibles o no medibles. Los sistemas complejos suelen consistir en

muchos subsistemas, sub-procesos o componentes diferentes interconectados, donde

cada parte realiza la función para la que está diseñada. El ejemplo más claro son las

plantas industriales a gran escala. 

Para poder mejorar el rendimiento de un sistema complejo es fundamental modelarlo

correctamente ya que los modelos permiten entenderlo mejor y ayudan al análisis del

mismo. El principal objetivo es controlar el sistema para optimizar la respuesta (Jamshi-

di, 1997; Kamiya et al., 2005). No obstante, en la práctica la mayoría de los sistemas a

controlar están mal definidos por naturaleza y por tanto, son difíciles de modelar. Tanto
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el diseño, optimización y supervisión de controladores como la detección y diagnóstico

de fallos se basan en el modelado de sistemas; esto ayuda también en el diseño de nue-

vos procesos analizando los existentes. Como la precisión del control del sistema depen-

de de la precisión del modelo es muy importante desarrollar un modelo que refleje co-

rrectamente el comportamiento del sistema a controlar incluyendo técnicas de identifi-

cación. Los métodos convencionales para modelar sistemas dependen de herramientas

matemáticas que requieren un conocimiento preciso sobre la física en cada uno de los

procesos. En sistemas donde el modelo matemático no está disponible y no es posible

usar los métodos convencionales para su análisis, se pueden utilizan métodos de mode-

lado basados en soft computing (Cherkassky, 1998; Dote & Ovaska, 2001). Esta aproxi-

mación proporciona una alternativa viable para el control del sistema a partir del cono-

cimiento y los datos disponibles. Este es uno de los fundamentos para crear sistemas ex-

pertos o sistemas de control inteligente desde un punto de vista práctico, que es la base

de la AI. 

Un ES dedicado al control de un sistema complejo debe realizar las tareas descritas a

continuación:

• Un ES tiene que tener la capacidad de monitorización, comparando continua-

mente los valores de las señales o datos de entrada con unos valores que actúan

como criterios de normalidad. El programa debe determinar en cada momento el

estado de funcionamiento del sistema complejo, anticipándose a las posibles di-

ficultades que pudieran surgir. Un modelo computacional que simule el razona-

miento de un experto humano debería proporcionar resultados equivalentes a los

alcanzados por dicho experto.

• Un ES destinado al control debe realizar las tareas de interpretación, diagnóstico

y reparación de forma secuencial. Con ello se consigue conducir o guiar un pro-

ceso o sistema. Los sistemas de control son complejos debido al número de fun-

ciones que deben manejar y el gran número de factores que deben considerar;

esta complejidad creciente es otra de las razones que apuntan al uso del conoci-

miento, y por tanto de los ES. 

• La finalidad de un ES es realizar las acciones de reparación que consiste en la

proposición de las acciones correctoras necesarias para la resolución de cada di-

ficultad, de la forma más rápida y eficiente posible.
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Los sistemas expertos difieren de la programación tradicional en que la base del conoci-

miento está separada del motor de inferencia o el método del procesado del conocimien-

to. Esta característica permite que todo el conocimiento adicional pueda ser añadido al

sistema sin necesidad de tener que ser reprogramado todo el sistema.

 3.2 Metodologías de soft computing

El soft computing es una rama de la AI centrada en el diseño de sistemas inteligentes ca-

paces de manejar adecuadamente la información incierta, imprecisa y/o incompleta (Bu-

ragohain & Mahanta, 2008; Hamdan, 2013; Kanta et al. 2011). Esta cualidad permite

abordar problemas reales obteniendo soluciones más robustas, manejables y de menor

coste que las obtenidas mediante técnicas convencionales. Las principales técnicas que

componen el soft computing son la lógica difusa, las redes neuronales, la computación

evolutiva y el razonamiento probabilístico. Desde que Lotfi Zadeh acuñó el términos

soft computing en 1991, este área ha experimentado un rápido desarrollo tanto en sus as-

pectos teóricos como en sus aplicaciones. Las técnicas de soft computing abordan pro-

blemas teóricos de gran diversidad como son el modelado, optimización, planificación,

control, predicción y minería de datos. Este tipo de técnicas se aplican en producción in-

dustrial, logística, energía, banca o agroalimentación entre otras áreas.

Cualquiera de las metodologías de soft computing debe ser capaz de adaptarse a la im-

precisión del mundo real, siendo tolerante a imprecisiones, incertidumbres y verdades

parciales. De esta forma la mente humana puede ser considerada como un modelo base

para soft computing. Más que una sola técnica, soft computing es una colección de me-

todologías basadas en redes neuronales, lógica difusa, algoritmos genéticos y diferentes

algoritmos de optimización usados en AI como es la búsqueda Tabú. Las redes neurona-

les tienen la ventaja inherente de poder adaptarse por si mismas, teniendo también capa-

cidad de aprendizaje. La lógica difusa tiene la habilidad de tener en cuenta la incerti-

dumbre e imprecisión que prevalecen en los sistemas reales, con la ayuda de reglas difu-

sas IF-THEN que contienen el conocimiento de un experto que controle el sistema real a

modelar. Para poder explotar la ventaja de las dos metodologías existe un sistema híbri-

do conocido como sistemas de inferencia difusa basados en redes adaptables (ANFIS).

Estos sistemas se basan en usar algoritmos de aprendizaje de redes neuronales para ajus-

tar los parámetros del sistema difuso basado en el conocimiento de un experto.
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 3.2.1      Algoritmos basados en redes neuronales

Además de ser la fuente de inteligencia natural, el cerebro humano puede procesar rápi-

damente información incompleta obtenida por percepción del entorno. Inspirados por

las propiedades biológicas del sistema nervioso y el cerebro, los investigadores han in-

tentado emular el cerebro humano, lo que ha resultado en el desarrollo de las redes neu-

ronales artificiales. El cerebro humano ha sido modelado como un sistema dinámico no

lineal y continuo en el tiempo con una arquitectura que conecta diferentes neuronas (o

unidades de procesamiento), las cuales están interconectadas entre sí utilizando pesos en

las conexiones (Nelson & Illingworth, 1991). Esta arquitectura da a las redes neuronales

la capacidad de aprender y adaptarse ajustando las interconexiones entre capas. Las Re-

des Neuronales Artificiales (ANN) son una técnica de aprendizaje y procesamiento au-

tomático, inspiradas en el funcionamiento de las redes neuronales biológicas del cerebro

humano, de forma que aprenden de la experiencia, generalizan de ejemplos previos a

ejemplos nuevos y abstraen las características principales de una serie de datos. Pode-

mos definir las ANN como modelos conexionistas formados por una estructura de pro-

cesamiento paralelo masivo constituida por unidades muy sencillas y altamente interco-

nectadas (denominadas neuronas), que tienen la capacidad de almacenar conocimiento

experimental y ponerla a disposición para su uso. Estas conexiones contienen pesos si-

nápticos utilizados para almacenar el conocimiento adquirido.

Neuronas, pesos y función de activación

Cada neurona recibe un conjunto de entradas multiplicadas por su interconexión (peso),

que son sumados, como se muestra en la figura 3.1. Una neurona es una unidad de pro-

cesamiento de información que recibe varias señales de sus conexiones de entrada, cada

una de las cuales tiene un peso asignado. Estos pesos corresponden a la eficiencia sináp-

tica en neuronas biológicas y son el medio básico para la memoria a largo plazo de las

ANNs (Negnevitsky, 2005). Normalmente los pesos iniciales de la red son inicializados

a valores aleatorios y la corrección de los pesos se realiza a través del proceso de entre-

namiento de la red. La suma de las entradas a cada neurona es modificada por una fun-

ción de activación, usada para transformar el nivel de activación de esa neurona en una

señal de salida. La salida de la neurona se puede conectar a las entradas de otras neuro-

nas artificiales mediante conexiones ponderadas. El comportamiento de la ANN depen-
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de tanto de los pesos (weights) como de la función de activación de cada neurona. Por lo

tanto cada neurona está caracterizada por (i) la entrada, que es la suma del flujo que vie-

ne de las otras neuronas anteriores, (ii) la función de activación f o φ que codifica la no-

linealidad del problema en la escala de las neuronas y (iii) la salida resultante de la

transformación en la neurona o valor de activación (Pham & Xing, 1995). 

Figura 3.1: Diagrama de una Neurona Artificial

La red propaga el patrón de entrada de capa a capa hasta que se genera el patrón de sali-

da en la capa de salida. Algunos ejemplos de funciones de activación más usadas son la

función escalón, la función sigmoide, la función lineal o la función tangencial hiperbóli-

ca (Andries, 2002).

• Función lineal:              f (x)=x                        (3.2.1)

• Función Sigmoide:  f (x)= 1

1+e−x
           (3.2.2)

• Función tangencial hiperbólica: f (x)= ex−e−x

ex+e−x            (3.2.3)

Arquitectura de las ANN

La arquitectura (o topología) de la red hace referencia a la disposición de las neuronas

en la red. Las neuronas están organizadas en grupos llamados niveles o capas, donde

cada capa tiene su propia función de activación. Una red típica consiste en una secuen-

cia de capas con conexiones entre capas adyacentes consecutivas y normalmente organi-
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zadas en tres grupos principales: todas las neuronas de entrada forman la capa de entra-

da, las neuronas en capas intermedias forman las capas ocultas y finalmente, todas las

neuronas de salida forman la capa de salida, como puede verse en la figura 3.2. (Nelson

& Illingworth, 1991). 

Figura 3.2: Arquitectura de una Red Neuronal Simple

Algunas de las arquitecturas de redes neuronales más populares son redes “Back-propa-

gation”, “Multi-layer perceptron” (MLP), “Radial basis function network” (RBFN) y

las redes neuro-fuzzy (o neuro-difusas) que usaremos en esta tesis. El uso de redes neu-

ronales para realizar tareas de modelado e identificación de sistemas complejos es debi-

do a su capacidad de adaptación y aprendizaje a partir de un set de datos de entrada y

salida mediante un proceso iterativo, sin requerir un conocimiento previo de las relacio-

nes entre las variables del proceso (O’Leary, 1998). En una red neuronal los parámetros

que hacen funcionar la red para el problema específico son los pesos que se encuentran

en las conexiones entre neuronas. Es por ello necesario ajustar el valor de cada uno de

estos pesos una vez seleccionada la arquitectura de la red y el número de nodos. 

Capacidades de las ANN

Las redes neuronales deben tener las siguientes capacidades: 
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• Capacidad de aprendizaje de un set de datos experimentales. Las ANN pueden

cambiar su comportamiento en función del entorno para producir unas salidas

consistentes, ajustándose ellas mismas usando un conjunto de entradas y salidas.

El aprendizaje de la red consiste en ajustar los pesos y valores umbral hasta mi-

nimizar el error entre el patrón de salida deseado y el experimental por debajo de

algún nivel definido (Bishop, 2007; Singh et al., 2012). En el desarrollo de una

red neuronal no hay que programar ni el conocimiento ni las reglas del procesa-

miento del conocimiento, ya que las aprende ajustando las conexiones pondera-

das entre las neuronas de distintas capas de la red. Luego las ANN, a diferencia

de los algoritmos con instrucciones previamente programadas, deben ser previa-

mente entrenadas. Esto significa que a la red se le muestra en su capa de entrada

unos ejemplos y ella misma se ajusta en función de alguna regla de aprendizaje.

Para programar una red neuronal artificial se utiliza una base de datos experi-

mental dividida en tres diferentes subgrupos de datos para entrenamiento (deter-

minación de pesos de la red (Attoh-Okine, 1999)), test (generalización de los re-

sultados de la red (Reich & Barai, 1999; Reich & Barai, 2000)) y finalmente, va-

lidación de los diferentes parámetros de la red neuronal (arquitectura, número de

neuronas, algoritmo de entrenamiento, etc.). Uno de los algoritmos de entrena-

miento más común es “back propagation”, el cual  optimiza el valor de los pesos

intentando minimizar la suma de las diferencias al cuadrado entre los valores de-

seados y los valores reales de las neuronas de salida (Bishop, 2007; Celikoglu,

2006).

• Capacidad de generalización. Las ANN se extienden o se amplían automática-

mente debido a su propia estructura y naturaleza. Estas redes pueden ofrecer,

dentro de un margen, respuestas correctas a entradas que presentan pequeñas va-

riaciones debido a los efectos de ruido o distorsión. Las ANN son "asociativas",

lo que significa que para una entrada parcial la red elegirá la entrada más pareci-

da y generará una salida que corresponda a la entrada completa. La memoria o el

conocimiento de estas redes está distribuida a lo largo de todas las conexiones

ponderadas de la red y la naturaleza de la memoria de las ANN permite que la

red responda adecuadamente cuando se le presenta una entrada incompleta o con

ruido. Esta propiedad suele ser referida como la capacidad de “generalización".
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• Capacidad de abstracción. Algunas ANN son capaces de abstraer la esencia de

un conjunto de entradas que aparentemente no presentan aspectos comunes o re-

lativos. Teniendo la habilidad de aprender a partir de datos de referencia, las re-

des neuronales son muy eficientes detectando patrones en un set de datos, apren-

diendo de las relaciones y adaptándose a ellos. El conocimiento adquirido por la

red neuronal artificial en el proceso de aprendizaje será posteriormente usado

para predecir el resultado para una nueva combinación de datos.

• La estructura de las ANN las hace robustas frente al fallo de unidades aisladas.

Otra característica de las ANN es la tolerancia a la falta (Fault Tolerance), ya

que si varias neuronas resultaran destruidas, o se alteraran las conexiones el

comportamiento de la red sería mínimamente modificado. El comportamiento

varía pero el sistema no se descompone o deja de funcionar. Esta característica

se debe a que las ANN tienen la información distribuida a lo largo de toda la red

y no está contenida en un único lugar. 

Aplicaciones de las ANN

Desde el punto de vista de la ingeniería en aplicaciones industriales las ANNs pueden

ser vistas como un gran sistema dinámico que procesa en paralelo realizando transfor-

maciones por medio de la respuesta de estado de la información de entrada. El modo en

el que se lleva a cabo la transformación depende del modelo de la ANN y de su forma

de aprender la transformación. El área de aplicación más natural de las ANNs son ob-

viamente las tareas en las cuales se deben obtener las transformaciones apropiadas de

ciertas entradas a ciertas salidas; pero las transformaciones no pueden ser descubiertas

analíticamente debido a la variedad de factores involucrados en ellas. Por lo tanto no es

sorprendente que la mayoría de las aplicaciones exitosas de ANN puedan ser encontra-

das en áreas como la visión de máquinas, reconocimiento de patrones, control de moto-

res, procesamiento de señales, ingeniería aeroespacial (e.g. pilotos automáticos, simula-

ciones de trayectorias de vuelo, detección de fallo de componentes), automoción (e.g.

sistemas de guiado automático, controladores, análisis de la garantía), finanzas (e.g. lec-

tores automáticos de cheques, solicitudes de crédito, detección de fraude, calificación de

bonos), defensa (e.g. seguimiento de objetos, reconocimiento facial, eliminación de rui-

do), medicina (e.g. análisis de células cancerígenas, diseño de prótesis, análisis de elec-
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troencefalografía y electrocardiograma) o telecomunicaciones (e.g. reconocimiento y

compresión de voz, compresión de imágenes y traducción en tiempo real de un idioma)

(Ata, 2015; Bhardwaj & Tiwari, 2015; Burke et al., 1997; Cruz & Wishart, 2006; Delen

et al., 2005; Du et al., 2014; Lisboa, 2002; Mohanraj et al., 2015; Suzuki, 2013; Szabo

et al., 2002; Yoo et al., 2015).

Métodos neuro-difusos

El proceso de aprendizaje para las redes neuronales, cuyo conocimiento es adquirido au-

tomáticamente por el algoritmo “backpropagation”, es relativamente lento. Además, el

análisis de la red entrenada es difícil al ser un modelo del tipo caja negra. En una red

neuronal no es posible extraer el conocimiento estructural (reglas) ni integrar informa-

ción especial sobre el problema para simplificar el proceso de aprendizaje. Los sistemas

difusos (fuzzy) por el contrario son más favorables en explicar su comportamiento ya

que se basan en reglas difusas y su funcionamiento puede ser ajustado modificando las

reglas y las funciones de membresía (pertenencia). Debido a que la adquisición del co-

nocimiento es difícil, suele estar restringido a áreas donde el conocimiento de un exper-

to está disponible y el número de variables de entradas es pequeño. 

En los sistemas de control basados en lógica difusa no es imprescindible partir de un

modelo matemático del mismo, sino que como se ha explicado anteriormente el conoci-

miento de cómo funciona el sistema se explica mediante un conjunto de reglas tipo IF-

THEN y la definición de las funciones de membresía. Las Redes Neuronales Artificiales

por su propia naturaleza y comportamiento son incapaces de expresar de forma explícita

el conocimiento adquirido, pero por el contrario presentan la capacidad de aprender y

relacionar las variables del sistema a partir de datos obtenidos en experiencias anterio-

res.

La lógica difusa y los métodos metaheurísticos como los algoritmos genéticos, las redes

neuronales o la búsqueda Tabú son métodos complementarios en la identificación y

control de sistemas, y su combinación forma un sistema híbrido inteligente. Uno de los

más utilizados son los sistemas híbridos neuro-difusos, que combinan los algoritmos de

redes neuronales artificiales y la lógica difusa (Jang et al., 1997). La necesidad de un

humano experto para crear las reglas difusas y la falta de capacidad de aprendizaje son

algunas de las limitaciones de un FIS; es por ello que se combinan con las redes neuro-
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nales, que proporcionan la capacidad de aprendizaje. En los sistemas neuro-difusos, la

red neuronal con una estructura conexionista tiene la habilidad de reconocer patrones y

adaptarse por si misma para enfrentarse con entornos cambiantes. Por otro lado, el FIS

incorpora el conocimiento humano y lleva a cabo la inferencia y la toma de decisiones,

teniendo en cuenta la imprecisión e incertidumbre de los sistemas complejos reales. El

uso de sistemas híbridos inteligentes está creciendo rápidamente con aplicaciones exito-

sas en muchas áreas incluyendo el control de procesos, análisis de datos, diseño de inge-

niería, comercio financiero, evaluación de crédito, diagnóstico médico, simulación cog-

nitiva, etc.

El modelado por métodos neuro-difusos realiza la extracción del modelo a partir de da-

tos numéricos que representan el comportamiento dinámico del sistema (Chiu, 1996;

Jang, 1996; Jang & Sun, 1995; Lin & Cunningham, 1995). A partir de este modelo deri-

vado se puede predecir el comportamiento del sistema y puede ser utilizado para el dise-

ño de un controlador (Abrahamand & Nath, 2001; Kamiya et al. 2005; Thangavel et al.,

2006). Una técnica inteligente basada en un sistema neuro-difuso tiene la habilidad de

aprender y tiene la capacidad de explicar las decisiones. Por ejemplo las redes neurona-

les son buenas en el reconocimiento de patrones pero no pueden explicar cómo toman

sus decisiones. Los sistemas de lógica difusa, los cuales pueden razonar con informa-

ción imprecisa, son buenos explicando sus decisiones pero no pueden adquirir las reglas

que usan para tomar decisiones automáticamente. Estas limitaciones han sido el motivo

principal para el desarrollo de los sistemas neuro-difusos. Los sistemas neuro-difusos

son una herramienta muy eficiente cuando se tiene sistemas muy complicados, en los

cuales existe información lingüística e información en forma de sets de datos. La coope-

ración de ambas tecnologías en los sistemas neuro-difusos se realiza en los siguientes

pasos:

• A partir del conocimiento que tienen los expertos del sistema a controlar se infie-

ren las funciones de membresía y las reglas difusas que definen el modelo de sistema

de inferencia difusa (FIS).

• Se establecen las conexiones y el valor inicial de los pesos de la red neuronal de

acuerdo con el modelo difuso.

• Se aplica dicha Red Neuronal al sistema objeto de estudio.
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• La red neuronal es entrenada con los datos obtenidos para mejorar su precisión.

• Después del entrenamiento, las conexiones y los pesos de la red neuronal son in-

terpretados como funciones de membresía y reglas difusas. De esta manera queda ex-

plicitado el conocimiento adquirido por la red neuronal y el modelo difuso del siste-

ma representa con mayor precisión al sistema real.

Aunque los FIS pueden codificar conocimiento de experto directamente usando reglas

con etiquetas lingüísticas, normalmente se necesita mucho tiempo para diseñar y ajustar

las funciones de membresía que cuantitativamente definen dichas etiquetas. Las técnicas

de aprendizaje de redes neuronales pueden automatizar este proceso y reducir sustan-

cialmente el tiempo de desarrollo y coste, además de mejorar el rendimiento. En general

los sistemas neuro-difusos pueden ser clasificados en tres tipos, dependiendo como se

realice la combinación entre las redes neuronales y los sistemas difusos:

• Sistemas neuro-difusos cooperativos: La red neuronal es usada en la fase inicial

para determinar el set difuso y/o reglas difusas (e.g., usado en el algoritmo “cluste-

ring”, usando “self-organising feature map”) y entonces el sistema difuso es total-

mente utilizado para ejecución.

• Sistemas neuro-difusos concurrentes: Las redes neuronales son usadas para pro-

porcionar las entradas para un sistema difuso o para cambiar las salidas del sistema

difuso. En este método los parámetros del sistema difuso no son cambiados por el

proceso de aprendizaje.

• Sistemas neuro-difusos híbridos: Se emplea un algoritmo de aprendizaje inspirado

por las redes neuronales para determinar sus parámetros a través de un proceso de

aprendizaje. En los sistemas híbridos neuro-difusos las redes neuronales se utilizan

para ajustar las funciones de membresía de los sistemas difusos previamente progra-

mados.

En esta tesis, se utiliza el sistema neuro-difuso híbrido para mejorar la precisión del mo-

delo difuso que identifica automáticamente las partículas en imágenes para cryo-EM. La

mejora se realiza gracias al proceso de aprendizaje usando imágenes de referencia. Para

conseguir esto se usa una arquitectura de red neuronal “feedforward” con cinco capas

conocida como sistema de inferencia neuro-difusa adaptativa (ANFIS) que explicare-

mos en la sección 3.2.5. 
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 3.2.2      Introducción a la búsqueda Tabú

En problemas de programación lineal complejos, donde dado un conjunto de variables

de entrada y un objetivo final fijado, existe una amplia variedad de combinaciones váli-

das de las variables de entrada para llegar al objetivo final, es necesario utilizar un mé-

todo de optimización combinatoria que consiga salir de los mínimos locales y encuentre

la mejor solución posible (la más óptima). Los problemas de optimización combinato-

ria, cuya finalidad es sencilla, suelen ser fáciles de entender pero debido a la amplia va-

riedad de posibilidades es difícil resolverlos. Para resolver este tipo de problemas se uti-

lizan los algoritmos heurísticos (Melián et al., 2003), que son algoritmos diseñados para

encontrar buenas soluciones aproximadas de problemas difíciles que de lo contrario no

pueden resolverse usando un riguroso análisis formal. Los algoritmos heurísticos son

eficientes con respecto al tiempo de cómputo y al espacio de memoria, y tienen el obje-

tivo final de llegar a una solución lo mejor posible mediante el análisis de sólo un pe-

queño subconjunto de soluciones del número total. El principal problema de algunos al-

goritmos heurísticos es la dificultad de escapar de los óptimos locales. Es por ello que

en este trabajo hemos utilizado un algoritmo metaheurístico conocido como la Búsque-

da Tabú (Glover, 1989; Glover, 1990), cuyo principal objetivo es poder escapar si se en-

cuentra atrapado en un óptimo local, al permitir movimientos inferiores si es necesario.

También existen las metaheurísticas evolutivas que establecen estrategias para conducir

la evolución en el espacio de búsqueda de conjuntos de soluciones con el objetivo de

acercarse a la solución óptima. La metaheurística más conocida perteneciente a este gé-

nero son los Algoritmos Genéticos.

La búsqueda Tabú (TS) es una técnica metaheurística de optimización combinatoria y

de tipo iterativo, que proviene de la inteligencia artificial. Está basada en una estructura

de memoria adaptativa que le permite explorar un espacio de soluciones de manera efi-

ciente a través de la estructura de vecindad de una solución inicial, creando o relajando

las restricciones en forma de una tabla tabú con la finalidad de realizar la búsqueda en

áreas no factibles (a priori) pero que de alguna manera nos pueden llevar a una solución

de buena calidad. Es importante definir diferentes conceptos que se utilizan en la Bús-

queda Tabú.
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• Espacio de soluciones (X): está formado por todas las posibles soluciones del

problema en las que soluciones parecidas se encuentran próximas entre sí. La

búsqueda tabú trata de optimizar la función f(x) en un conjunto X.

• Solución Inicial: la búsqueda debe comenzar desde una solución inicial que po-

dría ser cualquier solución admisible que satisfaga las restricciones del proble-

ma. 

• Movimiento: es un procedimiento aleatorio o determinista por el que se genera

una solución admisible a partir de la solución inicial. El objetivo es moverse

paso a paso desde una solución factible inicial hacia una mejor solución.

• Vecindad: dada una solución x perteneciente a X, la vecindad N(x) es el entorno

de X que forma el conjunto de todas las soluciones adyacentes que pueden ser

generadas por la ejecución de un movimiento sobre la solución actual x.

• Lista tabú: es un mecanismo de memoria adaptativa que trata de evitar que la

búsqueda entre en un ciclo o quede atrapada en un óptimo local. Se crea una lista

de movimientos no permitidos (tabú) en cada iteración, de forma que se exclu-

yen los movimientos que hagan volver a una iteración anterior. Una vez que un

movimiento, que genera una nueva solución, es aceptado, su movimiento inver-

so se añade a la lista tabú y permanece en ésta un número determinado de itera-

ciones. Luego una lista tabú es una memoria de corto plazo que contiene las so-

luciones que fueron visitadas en las últimas n iteraciones. 

• Criterio de parada: en general, la búsqueda termina después de un número de-

terminado de iteraciones, después de un tiempo de computación predefinido

cuando se considere que el valor obtenido es cercano al óptimo esperado.

• Criterio de aspiración: es cuando ocurre una excepción a la lista tabú, ya que un

movimiento imposibilitado conduce a una condición mejorada. La eliminación

de ciclos no es la última meta en el proceso de búsqueda. En algunos casos, una

buena trayectoria de búsqueda resultará al revisitar una solución encontrada an-

teriormente. Cuando un movimiento tabú proporciona una solución mejor que

cualquier otra previamente encontrada, su clasificación tabú puede eliminarse.

La búsqueda Tabú utiliza estructuras de memoria flexible, la cual se actualiza en fun-

ción del tiempo y el análisis de la vecindad, recuerda los movimientos de la búsqueda
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anterior y los deshabilita durante un periodo de tenencia especificada. De esta forma

cuando el algoritmo encuentra una solución potencial, la marca como tabú y no la vuel-

ve a visitar. La información guardada en esta memoria se usa para comenzar con la bús-

queda desde otra solución inicial de acuerdo a dos filosofías distintas (Glover & Lagu-

na, 1993):

• Intensificar la búsqueda, volviendo a visitar zonas del espacio prometedoras

(que contenían buenas soluciones), ya exploradas parcialmente.

• Diversificar la búsqueda, visitando nuevas zonas no exploradas aún.

El algoritmo de la Búsqueda Tabú funciona de la siguiente manera, ver figura 3.3:

Paso 0. Se selecciona una solución de inicio x0∈ X y se inicia la lista tabú L0=Ø .

La búsqueda debe comenzar desde una solución inicial que podría ser cualquier solu-

ción admisible que satisfaga las restricciones del problema. Una buena solución inicial

podría acelerar la búsqueda con el consiguiente ahorro de tiempo. Se selecciona un es-

quema para especificar el tamaño de la lista tabú y se establece el inicio como k=0. Si el

tamaño de la lista tabú es pequeño, entonces la búsqueda se intensifica en un determina-

do área del espacio, mientras que si el tamaño de la lista es grande se enfatiza la búsque-

da en diferentes regiones del espacio de soluciones.

Paso 1. Se determina una vecindad factible N (x k) que excluya miembros de la lista

tabú Lk . El paso básico del procedimiento consiste en empezar desde un punto facti-

ble xk y generar un conjunto de soluciones en N (x k) . Una vez que el vecindario es

definido, cada vecino es evaluado para determinar el valor de su función objetivo y si

cumple o no con las restricciones planteadas. Los vecinos son clasificados en una lista

de acuerdo al valor de la función objetivo y el proceso selecciona el mejor candidato sin

tener en cuenta los que están en la lista tabú. De éstas se elige la mejor xk
* y se posi-

ciona en este nuevo punto. La búsqueda entonces progresa moviéndose iterativamente

de una solución xk
* hacia otra solución x 'k

* en N *(xk
*) .

En este trabajo se utiliza un método de descenso para la búsqueda del óptimo local, don-

de el objetivo es minimizar f (x ) , de forma que solo se permiten movimientos a las

soluciones vecinas que mejoren la función objetivo actual. Un pseudo-código genérico

de un método de descenso es como sigue,
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• Se elige una solución x a X para comenzar el proceso.

• Se encuentra x ′ a N ( x) tal que f (x ′)< f ( x) .

• Si x′ no puede ser encontrada, x será el óptimo local y el proceso finaliza.

• Si no, se asigna x' como el nuevo x y avanza al Paso 2. 

Paso 2. Se selecciona el siguiente movimiento xk+1 a partir de N * (xk
*) y la búsque-

da entonces progresa moviéndose iterativamente de una solución xk+1 hacia una solu-

ción x ' k+1 . Si L k ofrece una mejor solución que N * (xk
*) puede usarse para el si-

guiente movimiento. Finalmente se actualiza la lista tabú Lk+1 . En cada iteración del

proceso es almacenada la mejor solución.

Paso 3. Si se llega a una condición de terminación se detiene. Si no, se establece k=k+1

y vuelve al Paso 1 (se trata de un proceso iterativo). 

Figura 3.3: Esquema de un algoritmo básico de búsqueda Tabú
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El algoritmo de búsqueda tabú podría alcanzar una solución factible partiendo desde

cualquier solución inicial aleatoria. Sin embargo, el hecho de partir desde una buena so-

lución inicial hace que el tiempo y los recursos empleados para llegar hasta una solución

factible se reduzcan drásticamente. En este proyecto se ha optado por aportar al algorit-

mo una solución inicial de la mayor calidad posible. De esta forma se ha conseguido

que los mejores movimientos posibles de cada paso de la búsqueda tabú se encuentren

en un área muy limitada y concreta del enorme espacio de soluciones global. La búsque-

da Tabú ha sido aplicada exitosamente en multitud de problemas complejos en diferen-

tes áreas científicas (Glover & Marti, 2006), y su filosofía se puede resumir como: "Es

mejor una mala decisión basada en información que una buena decisión al azar, ya que,

en un sistema que emplea memoria, una mala elección basada en una estrategia propor-

cionará claves útiles para continuar la búsqueda. Una buena elección fruto del azar no

proporcionará ninguna información para posteriores acciones".

 3.2.3      Algoritmos basados en lógica difusa

La contribución principal de la lógica difusa es su capacidad para modelar un sistema

complejo procesando palabras de forma que puede adaptarse a la imprecisión de los sis-

temas reales. El cerebro humano puede interpretar y procesar la información incompleta

e imprecisa que recibe de los órganos que funcionan como sensores. De forma análoga,

la teoría difusa proporciona un método sistemático para poder procesar este tipo de in-

formación lingüísticamente y realiza procesamiento numérico gracias a las funciones de

membresía para cada etiqueta lingüística. En vez de usar números (valores crisp) como

en la teoría clásica, donde un elemento es miembro o no de un set de datos, la lógica di-

fusa se caracteriza por términos lingüísticos en vez de números. Luego el método de tra-

bajo de la lógica difusa es en esencia codificar el comportamiento deseado del sistema

complejo en forma de reglas lingüísticas expresadas en un lenguaje cercano al lenguaje

humano (lo cual tiene en cuenta la incertidumbre, imprecisión e imperfección de los da-

tos reales). 

Funciones de membresía

Para aplicar los conceptos de lógica difusa las entradas y salidas son inicialmente defini-

das como variables lingüísticas, donde cada variable es afectada por grados de mem-
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bresía en varios niveles (fusificación). En lógica difusa el proceso de fusificación con-

vierte los valores crisp de las variables de entrada en grados de membresía, de forma

que la transición de membresía a no-membresía (valor crisp) sea gradual y no de forma

abrupta. Para ello se definen una o varias funciones de membresía donde hay que consi-

derar (i) cómo proceder para determinar la forma y (ii) cuantas funciones son necesarias

y suficientes para identificar si una variable x es o no miembro de un set difuso A. La

membresía μA(x) de x dentro de A está definida como:

μ A(x)=1          si x está totalmente en A ;
μ A(x)=0          si x no está en A ;
0<μA( x)<1    si x está parcialmente en A.

 (3.2.4)

Un set difuso A de un universo X (el rango sobre el cual la variable se expande) se ca-

racteriza por una función de membresía μ A(x) : X →[0,1] , la cual asocia con cada

elemento x de X un número μA(x) en el intervalo [0, 1], con μA(x) representando el

grado de membresía de x en A. Las funciones de membresía son la esencia de los sets

difusos, y son curvas que definen cómo cada punto en el espacio de entrada (valores

crisp) es mapeado a un grado de membresía, siendo normalmente un número real en el

intervalo [0, 1]. La elección de los tipos de funciones de membresía más adecuados para

cada set difuso es normalmente determinado por expertos (Jang & Sun, 1995; MathWo-

rks fuzzy, 2015). Existen diferentes tipos de funciones de membresía y los utilizados en

este trabajo son los triangulares, trapezoidales, con forma gaussiana o forma de campa-

na. La elección de la forma y el ancho de las funciones de membresía es subjetivo, pero

deben ser suficientemente anchas para permitir ruido en las medidas. Además es desea-

ble un cierto grado de solapamiento para evitar que el controlador o la toma de decisio-

nes choquen con estados mal definidos que resulten en variables de salida mal defini-

das.

Reglas difusas

Los sets difusos en forma de expresiones lingüísticas son conectados usando un set de

reglas difusas creadas con sentencias IF-THEN, que forman el bloque que contiene la

base del conocimiento teniendo en cuenta los objetivos y el comportamiento del sistema

(Mamdani, 1974; Negnevitsky, 2005). Formalmente la parte IF es llamada la condición

y la parte THEN la conclusión, luego las reglas difusas se representan de la forma, 
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 IF antecedentes THEN consecuencias                  (3.2.5)

Las reglas difusas pueden tener múltiples antecedentes conectados con diferentes opera-

dores difusos, como son la intersección (AND), la unión (OR) y el complemento

(NOT). Las reglas usan los valores de membresía de entrada como factores de pondera-

ción para determinar su influencia en el set de salidas difusas de las conclusiones de

salida finales (Mamdani & Assilian, 1975; Zadeh, 1973). Luego la estrategia de control

es aislada en una base de reglas al contrario de usar una ecuación. Después de evaluar el

grado de cada sentencia lingüística son combinados por operadores lógicos AND o OR.

El proceso de salida es comparado con una referencia, y si hay una desviación, el con-

trolador o la toma de decisiones realizan una acción de acuerdo a la estrategia de con-

trol. 

Motor de inferencia

La función básica del motor de inferencia es computar el valor global de las salidas di-

fusas basadas en la contribución individual de cada regla en la base de reglas. Cada con-

tribución individual representa el valor de las salidas difusas procesando una sola regla.

El grado de cumplimiento de cada regla es usado para calcular su activación de la sali-

da. Sin embargo, varias reglas pueden ser activadas simultáneamente y existir acciones

recomendadas con varios grados de validez. Para solucionar esto las funciones de mem-

bresía de salida de cada regla son combinadas por los operadores Min (minimum) y Max

(maximum) (Eker & Torun, 2006). 

Defusificación

Una vez que las funciones son inferidas, escaladas y combinadas, son defusificadas en

un valor crisp. La defusificación consiste en extraer el valor crisp a partir de un set difu-

so, como un valor representativo (Jang & Sun, 1995). Entre los métodos más comunes

de defusificación están el centro de gravedad (COG), media de máximo (MOM), bisec-

tor de área (BOA), la técnica “centroid”, menor y máximo (SOM), etc. (Cox, 1999;

Fraichard & Garnier, 2001; Kanta et al., 2008). Desde la introducción de los conceptos

de lógica difusa (Zadeh, 1965), se ha continuado investigando para aplicar la teoría de

los sistemas difusos en la identificación de sistemas complejos y mal definidos, donde

modelos matemáticos precisos son difíciles de construir (Czogala & Pedrycz, 1981; Pe-
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drycz, 1984; Tong, 1978). La definición de las funciones de membresía y las reglas di-

fusas para expresar el comportamiento del sistema son programadas a partir del conoci-

miento de un experto humano. Los modelos difusos son relativamente fáciles de obte-

ner, reflejan la incertidumbre del sistema apropiadamente y ofrecen la capacidad de

convertir los datos en conocimiento entendido por humanos. 

Controladores de lógica difusa (FLC)

El control difuso puede ser descrito simplemente como un “control con frases en vez de

ecuaciones” (Liang et al., 2003), que imita las características del razonamiento y toma

de decisiones humano. Un controlador difuso puede incluir reglas empíricas, y es espe-

cialmente útil en plantas controladas por un operador experto (Ogaji et al., 2005).

En contraste con técnicas de control convencionales, el control por lógica difusa (FLC)

es sobre todo utilizado en procesos complejos mal definidos (es decir, donde no existe

un modelo matemático que pueda identificar el sistema) que pueden ser controlados por

un operador humano experimentado sin necesidad de conocer su dinámica fundamental.

La idea básica detrás de un FLC es incorporar la experiencia de un operador humano en

el diseño del controlador para controlar un proceso cuya relación entre entradas y sali-

das está descrita por una colección de reglas de control difuso como son las reglas IF-

THEN, incluyendo las variables lingüísticas en vez de un complicado modelo dinámico.

Un FLC consiste en un set de reglas de la forma,

IF (un set de condiciones a cumplir) THEN (un set de consecuencias inferidas)

Luego la utilización de variables lingüísticas, reglas de control difuso, y razonamiento

aproximado proporcionan un medio de incorporar la experiencia de un operador huma-

no en el diseño de controladores. En la Figura 3.8 se muestra una arquitectura típica de

un controlados de lógica difusa, el cual tiene cuatro etapas diferentes (Lee, 1990): 

• El interfaz fusificador: mide las variables de entrada y transforma los datos crisp

de entrada en valores lingüísticos (set difusos) apropiados usando las funciones de

membresía.

• Una base de reglas lingüísticas (difusas): contiene el conocimiento empírico de un

experto en cada operación del proceso y es usado para llevar a cabo el control desea-

do.
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• Un motor de inferencia: es el núcleo de un FLC y tiene la capacidad de simular la

toma de decisiones de un humano realizando un razonamiento aproximado para con-

seguir la estrategia de control deseada. Esto se consigue gracias a usar el set difuso y

las reglas de inferencia de lógica difusa para inferir las acciones de control difuso.

• El interfaz defusificador: se utiliza para producir una decisión no difusa o acción

de control a partir de una acción de control difusa inferida por el motor de inferen-

cia.

Las reglas IF-THEN difusas obtenidas a partir de la experiencia de un operador humano

contienen el conocimiento estructurado que representa a un sistema de inferencia difuso,

pero esto no proporciona la capacidad de adaptabilidad a cambios en el entorno que sí

contienen las redes neuronales. Como la información difusa es capaz de contener cono-

cimiento incierto, ambiguo o impreciso, es útil para el control o modelado de sistemas

complejos donde se representan ciertos elementos como miembros de sets difusos con

cierto grado de membresía. Existen numerosas aplicaciones de FLC en procesos indus-

triales (Babu et al. 1995; Dadios, 2012; Flores et al. 2005; Lie et al. 1995; Mamdani,

1977; Saez & Cipriano, 1999; Sala et al., 2005), donde el funcionamiento del controla-

dor difuso está definido por la interpolación de una base de reglas difusas proporciona-

das por un experto operador (humano). 

Figura 3.4: Arquitectura general de un controlador de lógica difusa (FLC)

 3.2.4      Sistemas de inferencia difusa

Un sistema de inferencia difusa (FIS) es un proceso que genera una salida a partir de un

mapa de entradas, usando los conceptos de la teoría de sets difusos, reglas IF-THEN di-

fusas, y razonamiento difuso como se ha explicado anteriormente. La estructura básica
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de un sistema de inferencia difusa consiste en cinco bloques funcionales (Hishammu-

ddin, 2008), como se ve en la siguiente figura 3.4.

• El interfaz de fusificación transforma cada variable de entrada crisp en un grado

de membresía basándose en las funciones de membresía definidas;

• Una base de datos que define las funciones de membresía de las reglas difusas;

• Una base de reglas difusas formadas por reglas IF-THEN;

• El motor de inferencia es un mecanismo de razonamiento que lleva a cabo una in-

ferencia de razonamiento difuso con respecto a las reglas y el set de entradas, para

obtener una salida o conclusión razonable;

• El interfaz de defusificación, que transforma las salidas difusas en salidas crisp

aplicando un método de defusificación específico.

Figura 3.5: Estructura general de un sistema de inferencia difusa (FIS)

Existen tres tipos de sistemas de inferencia difusa (FIS):

• FIS de tipo Mamdani: Este tipo de sistemas son conocidos como sistemas difusos

lingüísticos. En el FIS Mamdani la parte consecuente son sets difusos y la salida

crisp final está basada en la defusificación de todas las salidas difusas usando varios

tipos de métodos de defusificación. En este trabajo se utiliza un FIS de tipo Mamdani

(Mamdani, 1976) para realizar una identificación de un sistema complejo como es el

TEM y tomar decisiones en tiempo real en función de diferentes variables de entrada.
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• FIS de tipo Singleton: La complejidad de defusificación del sistema difuso lin-

güístico es simplificado restringiendo las salidas a una sola función de membresía

singleton. Ya que no es necesario hacer ninguna integración numéricamente se redu-

ce la demanda de procesamiento en el aprendizaje y evaluación del sistema difuso.

Estos sistemas son mayoritariamente utilizados en la industria.

• FIS de tipo Takagi-Sugeno-Kang (Sugeno): Este sistema es una extensión del tipo

singleton, donde la función f de salida no es un set difuso pero su premisa es lingüís-

ticamente interpretable (Sugeno, & Kang, 1988; Takagi & Sugeno, 1985). Las prime-

ras dos partes del proceso de inferencia difusa, la fusificación de las entradas y la

aplicación del operador difuso es igual que en un sistema Mamdani. Por el contrario,

en un FIS Sugeno la parte consecuente son números reales, que pueden o seguir una

función lineal o ser constantes. La salida final es la media ponderada de cada salida

de las reglas y por lo tanto en un sistema Sugeno las funciones de membresía de sali -

da son o lineales (primer orden) o constantes (orden cero). Normalmente se utilizan

sistemas de primer orden para modelar procesos dinámicos (Jang & Sun, 1995) don-

de las reglas difusas tienen la forma,

 IF x is A AND y is B THEN z=ax+by+c  (3.2.6)

A y B son los sets difusos en el antecedente, mientras ax+by+c es una función

matemática en la parte consecuente, la cual es lineal. Cuando la función f de salida es

elegida una constante, con a=b=0 se trata de una expansión de la serie de Taylor

de orden cero de la función f, y forma un FIS de tipo Sugeno de orden cero (Sugeno,

1985, Takana, & Sugeno, 1992).

En general, los pasos a seguir en el desarrollo de un sistema difuso son como sigue:

• Especificar el problema y analizar el propósito (control o toma de decisiones);

• Definir las variable lingüísticas para determinar los sets difusos para antecedentes y

consecuencias;

• Construir las reglas difusas;

• Identificar y aplicar apropiadamente métodos para fusificación, inferencia difusa y

defusificación;
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Los sistemas de inferencia difusa FIS han sido aplicados en varias áreas de ingeniería,

medicina, matemáticas, ciencias naturales, ciencia social, análisis político, etc., para la

clasificación de datos, el control automático, los sistemas expertos, toma de decisiones,

robótica, análisis de series temporales, clasificación de patrones, sistemas de identifica-

ción, etc., pero sobre todo ha sido aplicado en control difuso de sistemas complejos

(Abbod et al. 2001; Babuska & Verbruggen, 1996; Barro & Marín, 2002; Dorf & Bis-

hop, 2001; Hirota, 1993; Jamshidi, 1997; Nauck & Kruse, 1999; Singh et al. 2012; Su-

ganthi et al. 2015; Zimmermann, 1999).

 3.2.5      Sistemas de inferencia neuro-difuso adaptativo

Como acabamos de explicar la ventaja de un FIS es su capacidad de trabajar con expre-

siones lingüísticas y la ventaja de una red neuronal es su capacidad de aprendizaje y me-

jora por si misma. Los sistemas de inferencia neuro-difuso adaptativos (ANFIS) (Jang,

1993) combinan la estructura de una red neuronal y la metodología de inferencia difusa

para crear un sistema que representa el conocimiento en una manera interpretable. Este

tipo de sistemas tienen capacidad de aprendizaje para ajustar los parámetros de las fun-

ciones de membresía y las reglas lingüísticas directamente a partir de datos de referen-

cia entrada-salida para mejorar el rendimiento del sistema (Wang et al., 2006).

ANFIS es un sistema neuro-difuso híbrido, basado en redes adaptativas, que implemen-

ta un FIS de tipo Sugeno (Denai et al. 2004; Sugeno & Kang, 1988; Takagi & Sugeno,

1985) y generaliza las reglas difusas a partir de un set de datos de referencia entrada-s-

alida (Azeem et al., 2000; Negnevitsky, 2005). Para usar este método híbrido, el primer

paso es crear un FIS inicial de tipo Sugeno usando el conocimiento de un experto. Des-

pués el proceso de entrenamiento de la red neuronal se usa para afinar de forma precisa

las funciones de membresía del modelo difuso inicial para producir el modelo ANFIS

final. Las técnicas de aprendizaje neuro-adaptativo proporcionan un método para el pro-

cedimiento de modelado difuso que aprender a partir de un set de datos. En el proceso

de aprendizaje se ajustan los parámetros de las funciones de membresía que mejor per-

mitan seguir los datos de entrada-salida al FIS de tipo Sugeno previamente programado.

Uno de los métodos de aprendizaje propuesto por Jang usa una combinación del método

del gradiente (GD) y la estimación de mínimos cuadrados (LSE). Desde su aparición

ANFIS ha sido utilizado aplicado satisfactoriamente a tareas de clasificación como en
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esta tesis, control de procesos basados en reglas, reconocimiento de patrones y proble-

mas similares.  

La arquitectura de ANFIS contiene una red neuronal “feedforward” con cinco capas

como se ve en la figura 3.6 y se describe a continuación. Por simplicidad, se asume que

el sistema de inferencia difusa bajo consideración tiene dos entradas y una salida. La

base de reglas contiene las reglas difusas IF-THEN del tipo Takagi-Sugeno-Kang

(Takagi, & Sugeno, 1983) como sigue:

             If x is Aand y is B then z is f (x , y)   (3.2.7)

donde A y B son los conjuntos difusos de los antecedentes y z = f(x,y) es una función

crisp de consecuencia. Normalmente f(x,y) es un polinomio de las variables de entrada

(x, y). Cuando f(x,y) es constante se forma un modelo difuso Sugeno de orden cero, don-

de cada regla consecuencia es especificada por un singleton difuso (Mamdani, & Assi-

lian, 1975). Si f(x,y) es un polinomio de primer orden se forma un modelo difuso de tipo

Sugeno de primer orden. 

En este sistema de inferencia la salida de cada regla es una combinación lineal de las va-

riables de entrada más una constante. La salida final es la media ponderada de las sali-

das de cada regla. La correspondiente estructura de ANFIS equivalente se ve en la figu-

ra 3.6.

Figura 3.6: Arquitectura general de un modelo ANFIS con dos entradas y una salida
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Por ejemplo para un FIS Sugeno con dos reglas, las dos reglas se pueden expresar

como:

Rule 1: If x is A1 and y is B1then f 1=p1 x+q1 y+r1             (3.2.8)

               Rule 2: If x is A2 and y is B2 then f 2=p2 x+q2 y+r 2  (3.2.9)

A continuación se definen cada una de las capas individuales del modelo ANFIS:

Capa 1: Conocida como capa de fusificación, que define los grados de membresía para

cada set de entrada y depende de las funciones de membresía elegidas. Cada nodo i th

en esta capa es adaptativo con una función de nodo:

Oi
1=μA i

(x) Oi
2=μBi

(x) (3.2.10)

donde, x es la entrada al nodo i, Ai es la variable lingüística asociada con esta función

nodo y μAi
es la función de membresía de Ai . Normalmente las más utilizadas son

la función en forma de triangular:

μAi
(x)={

0             if x<ai ,
x−ai

bi−ai

     if ai⩽x⩽bi ,

d i− x

d i−bi

     if bi⩽x⩽d i ,

0             if x>d i .
} (3.2.11)

o una función trapezoidal:

μAi
(x)={

0             if x<ai ,
x−ai

bi−ai

     if ai⩽ x⩽bi ,

1            if bi<x<c i ,
d i−x

d i−c i

     if c i⩽ x⩽d i ,

0             if x>d i .

} (3.2.12)

o una función con forma de campana:
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μAi
(x)= 1

1+[( x−c i

ai

)
2]

bi
(3.2.13)

o una función gaussiana:

μAi
(x)=exp {−(

x−ci

ai

)
2} (3.2.14)

donde x es la variable de entrada y {ai , bi ,c i ,d i } es el set de parámetros premisa. En

el caso de la función de membresía gaussiana ai es el centro y bi es el ancho del set

difuso Ai , ver figura 3.7.

Figura 3.7: Funciones de membresía. (A) Trapezoidal; (B) Triangular; (C) Gaussiana con centro

C i y ancho σ i ; (D) con forma de Campana

Capa 2: Cada nodo en esta capa es un nodo fijo que calcula los firing strength wi de

una regla como el producto de los grados de membresía. La salida de cada nodo es el

producto de todas las señales entrantes a él y está dado por, 

Oi
2=wi=μA i

(x)×μBi
(y) ,      i=1,2     (3.2.15)
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Capa 3: Cada nodo en esta capa es un nodo fijo. Cada nodo i th calcula el ratio del fi-

ring strength de la regla i th con la suma de los firing strength de todas las reglas. La

salida del nodo i th es el firing strength normalizado dado por,

Oi
3=w̄ i=

wi

w1+w2

,      i=1,2 (3.2.16)

Capa 4: Cada nodo en esta capa es un nodo adaptativo con una función de nodo dado

por,

Oi
4=w̄i f i=w̄i ( pi x+qi y+r i) ,      i=1,2 (3.2.17)

donde wi es la salida de la capa 3 y {pi ,qi , r i} es el set de parámetros consecuencia,

los cuales pueden ser identificados usando la estimación de mínimos cuadrados (LSE).

Capa 5: Esta capa contiene solamente un solo nodo fijo que calcula la salida total como

la suma de todas las señales de entrada como sigue,

Oi
5=salida total=∑

i

w̄i f i=
∑

i

wi f i

∑
i

wi

       (3.2.18)

En la estructura ANFIS, dados los valores de los parámetros premisa, la salida final

puede expresarse como una combinación lineal de los parámetros consecuencia. La sali-

da f  de la figura 3.6 puede ser escrita como, 

f =
w1

w1+w2

f 1+
w2

w1+w2

f 2

= w̄1 f 1+w̄2 f 2

=(w̄1 x) p1+(w̄ 1 y)q1+(w̄1) r1+(w̄ 2 x) p2+(w̄ 2 y)q2+(w̄ 2)r2

 (3.2.19)

donde f es una combinación lineal de los parámetros consecuencia {p1 ,q1 , r1} y

{p2 , q2 , r 2} .

Al diseñar un modelo ANFIS el primer paso es crear un FIS de tipo Sugeno y preparar

un set de datos entrada-salida con los que se pueda entrenar el sistema. ANFIS usa dos
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sets de parámetros, un set de parámetros premisa y un set de parámetros consecuencia.

El proceso de actualización de parámetros usa dos pasos con dos tipos diferentes de al-

goritmos de aprendizaje,

• Paso hacia delante (forward pass): usando este algoritmo las neuronas de salida

son calculadas capa por capa y los parámetros consecuencia son identificados por un

estimador de mínimos cuadrados (LSE) para obtener la salida final única. Los pará-

metros consecuencia son identificados mediante un algoritmo de estimación de míni-

mos cuadrados (LSE) (Chiu, 1996; Wang & Mendel, 1992) para minimizar el error

cuadrático ∥ A X −B∥2
, donde A son las salidas producidas por la capa 3, B es la

salida objetivo (target) y X es el valor del set de parámetros consecuencia desconoci-

dos, los cuales pueden ser obtenidos usando la pseudo-inversa de X,

X *=( AT A)−1 AT B . El proceso de aprendizaje del modelo ANFIS termina cuando

se llega criterio de error mínimo mediante la raíz cuadrada del error cuadrático medio

(RMSE) que se calcula de la forma,

 E=√ ∑ E p

P
                      (3.2.20)

• Paso hacia atrás (backward), las señales de error, las cuales son las derivadas del

error al cuadrado con respecto a cada nodo de salida, se propagan hacia atrás desde la

capa de salida a la capa de entrada. En este paso hacia atrás, los parámetros premisa

de las funciones de membresía son actualizados por la red neuronal usando un méto-

do de aprendizaje “back propagation” utilizando el algoritmo de descenso de gra-

diente (GD) (Hagan et al. 1996; Haykin, 2003; Zurada, 1999). Para una búsqueda

más efectiva de los parámetros óptimos y para acelerar el proceso de aprendizaje,

Jang propuso combinar los dos métodos de aprendizaje: un algoritmos de descenso

de gradiente (GD) y un algoritmo de mínimos cuadrados (LSE). Si la estructura de la

red adaptativa se reduce en cuatro capas, donde la salida de cada regla es inducido

conjuntamente por la función de membresía de salida y el valor de “firing strength”,

esta estructura se conoce como ANFIS de tipo 1 (Jang, 1993). 
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 3.3 Introducción a la visión artificial

La visión artificial es un sub-campo de la inteligencia artificial (AI), en la que se extrae

información de las características de una imagen. Usando algoritmos de visión artificial

es posible automatizar el procesamiento de imágenes del mundo real para extraer e in-

terpretar información en tiempo real. También se define como la ciencia y tecnología de

las máquinas que ven, donde ver significa que la máquina es capaz de extraer informa-

ción de la imagen para resolver alguna tarea, o conocer el entorno en el caso de los ro-

bots. Los sistemas con visión utilizan diferentes algoritmos para convertir las imágenes

en información que pueda utilizar un sistema inteligente para interpretar el entorno que

les rodea, y algunos de sus objetivos típicos incluyen:

• La detección, segmentación, localización y reconocimiento de ciertos objetos en

imágenes (e.g., como es el caso del desarrollo para la identificación del tipo de

partículas individuales en imágenes de cryo-TEM, presentado en esta tesis).

• La evaluación de los resultados (e.g., validación de los datos en tiempo real).

• Seguimiento de un objeto en una secuencia de imágenes.

• Mapeo de una escena para generar un modelo tridimensional de la escena; este

modelo podría ser usado por un robot para navegar por la escena.

Estos objetivos se consiguen por medio de reconocimiento de patrones, aprendizaje es-

tadístico, geometría de proyección, procesamiento de imágenes, teoría de grafos y otro

tipo de algoritmos. Las aplicaciones de la visión artificial son muy variadas, desde el

desarrollo de sistemas de visión en maquinaria industrial, por ejemplo para inspeccionar

el producto rápidamente en líneas de producción, hasta la investigación dentro de la in-

teligencia artificial (AI) para que ordenadores y/o robots puedan comprender el mundo

que las rodea de forma similar a un humano. La visión por computador se define como

el núcleo de tecnologías para automatizar el análisis de imagen utilizado en muchas

otras áreas. Por el contrario, la visión de máquina se refiere al proceso de combinar el

análisis automático de imagen con otros métodos y tecnologías para proporcionar siste-

mas de inspección automática y/o guiado de robots en aplicaciones industriales.   
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 3.3.1      Preprocesamiento digital de imagen

En ingeniería y ciencias de la computación, el procesamiento de imagen es cualquier

forma de procesamiento de señal para el que la entrada es una imagen, como puede ser

una fotografía o un video (formado por una secuencia de fotogramas). La salida del pro-

cesamiento de imagen puede ser tanto una imagen (e.g., cuando se filtran las imágenes

para mejorar su relación señal/ruido (SNR)) o un set de características o parámetros re-

lativos a la imagen (e.g., las características discriminatorias que permiten clasificar dife-

rentes tipos de objetos). En esta tesis se utilizan diferentes algoritmos de procesamiento

de imagen con el objetivo final de segmentar e identificar automáticamente objetos 2D

en imágenes con poca SNR en experimentos de cryo-EM. La segmentación de las imá-

genes se utiliza para extraer características discriminatorias que permiten identificar el

tipo de complejo biológico al que corresponde cada partícula segmentada en las imáge-

nes cryo-TEM. El sistema de identificación se basa en modelos ANFIS como se descri-

birá en el siguiente capítulo. Antes de realizar la segmentación es necesario eliminar rui-

do y añadir contraste en estas imágenes. La mayoría de técnicas de procesamiento de

imagen implican tratar las imágenes como señales bi-dimensionales (2D) y aplicar téc-

nicas de procesamiento de señal estándar. En este trabajo los diferentes algoritmos utili-

zados han sido programados usando matlab (Gonzalez et al., 2003; Gonzalez & Woods,

2008; MathWorks image, 2015).

Las imágenes que se adquieren por la técnica de cryo-TEM son imágenes 2D en escala

de grises que se pueden definir como una función 2D f (x , y ) , donde x e y son coor-

denadas en el plano y la amplitud f es la intensidad (nivel de gris en ese punto). En se-

siones cryo-TEM con un TEM las imágenes 2D son el resultado de una proyección en

perspectiva de objetos 3D embebidos en un fina capa de hielo. En matlab las imágenes

se representan por medio de una matriz 2D de m x n elementos, en donde n representa el

numero de píxeles de ancho y m el numero de píxeles de largo. La cámara CCD, modelo

895 US4000 de Gatan, instalada en el microscopio electrónico bajo estudio tiene un ta-

maño de 4096 × 4096 píxeles, donde cada píxel tiene un tamaño físico de 15 μm (mi-

cras). Por motivos de limitación en memoria del PC se va a trabajar con imágenes esca-

ladas y con un tamaño de 2048 × 2048 píxeles , donde f (0,0) corresponde al elemen-

to de la esquina superior izquierda de la imagen. Si se trabaja con imágenes de 8 bits

cada elemento de la matriz f tendrá un valor entre 0 (negro) y 255 (blanco), luego estas
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imágenes tendrán una profundidad de píxel de 256 tonos de gris. Por otro lado, las imá-

genes binarias creadas en el proceso de segmentación tienen una escala de 1 bit, luego

solamente utiliza dos valores de gris (blanco o negro) para representar los píxeles de una

imagen.

Para determinar la calidad de una imagen hay que tener en cuenta tres factores: el ta-

maño del píxel (resolución espacial), la profundidad del píxel (resolución del brillo defi-

nido por el número de bits que se usen) y el ruido. Por lo tanto para conseguir mayor re-

solución necesitamos disminuir el tamaño del píxel, aumentar el número de bits para

conseguir más tonos de gris y reducir el ruido al máximo. Generalmente el ruido se ma-

nifiesta como píxeles aislados que toman un nivel de gris diferente al de sus vecinos y

se puede clasificar en tres tipos. El ruido Gaussiano produce pequeñas variaciones en la

imagen y es causado principalmente por los componentes electrónicos que producen di-

ferentes ganancias en la cámara, ruido en los digitalizadores, ruido producido en la

transformación de electrones a fotones en una emulsión de fósforo (scintillator), pertur-

baciones en la transmisión de fibra óptica, etc. Por otro lado el ruido impulsional (sal y

pimienta) produce puntos blancos y/o negros causados por la saturación del sensor, la

contaminación en el scintillator, un calculo imperfecto de la referencia de ganancia

(gain reference) durante la calibración de la CCD, por un valor de intensidad mínimo

captado, por perdida de la señal en algunos píxeles de la cámara, píxeles saturados pro-

ducidos por los electrones dispersados hacia atrás (back-scattered) o señales de rayos-X

generadas en el choque de los electrones en el detector, etc. Por último el ruido que si-

gue una distribución uniforme es el ruido frecuencial (cuando en la imagen aparece una

interferencia de señal periódica, como es un senoide, cosenoide...) o ruido multiplicativo

(cuando la señal obtenida es fruto de la multiplicación de dos señales). Normalmente en

una CCD aparece ruido frecuencial cuando la calibración de los cuadrantes o la referen-

cia de ganancia están mal calculadas. 

En el caso particular de las imágenes generadas en experimentos cryo-TEM el tamaño

real del píxel (Å/pixel) depende de la magnificación seleccionada en el TEM y ésta se

suele encontrar en un rango entre ×40,000 y ×60,000 aumentos. La magnificación elegi-

da depende de la muestra biológica estudiada. En esta tesis utilizamos una profundidad

de píxel de 256 tonos de gris, ya que el software JEM Toolbox de la compañía TEMo-

graphy.com, que utilizamos para conectar matlab con el TEM y la cámara CCD, trabaja
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con 8 bits. Las imágenes de cryo-TEM son muy ruidosas (el origen del ruido en las imá-

genes de cryo-TEM es tratado en profundidad por (Baxter et al., 2009)) debido a que los

objetos biológicos embebidos en una fina capa de hielo fino no ofrecen mucho contraste

respecto al fondo (background) y además es necesario utilizar baja dosis de electrones

para no dañarla (Lee et al. 2014). Para segmentar estas imágenes de forma adecuada por

tanto resulta fundamental utilizar diferentes algoritmos de filtrado y mejora del contras-

te que permitan disminuir el ruido y aumentar el contraste de las partículas respecto al

fondo (background).

Figura 3.8: Esquema general de la formación de una imagen no-ideal 

Mejora del contraste

El primer paso del preprocesamiento de imagen antes de un proceso de segmentación es

la mejora del contraste mediante una ecualización local del histograma de la imagen. En

esta tesis usamos la ecualización del histograma adaptativa y limitada en contraste

(CLAHE) (Zuiderveld, 1994). Este algoritmo opera en pequeñas regiones de la imagen

llamados azulejos (tiles). El histograma de cada una de estas regiones es ajustado por un

parámetro de distribución y las regiones vecinas son entonces combinadas usando inter-

polación bilineal. El contraste es limitado para evitar amplificar el ruido presente en la

imagen, especialmente en áreas homogéneas. Otra forma más sencilla de aumentar el

contraste es ajustando la intensidad de la imagen a un rango igual al promedio de inten-

sidad ± la desviación estándar.

Filtrado espacial

El filtrado espacial es una de las operaciones más comunes en el procesamiento de ima-

gen, ya sea para reducir el ruido, suavizar, agudizar la imagen, o bien para detectar bor-

des. Como hemos explicado anteriormente las imágenes de cryo-TEM son ruidosas y

resulta difícil distinguir las regiones de las partículas de interés frente al fondo debido al
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ruido generado por la cámara CCD, pero sobre todo por la baja dosis utilizada en la ad-

quisición de las imágenes en el TEM y el poco contraste que generan las muestras bio-

lógicas. El filtrado espacial incluye operaciones que trabajan localmente de forma que el

valor de cualquier píxel dado en la imagen de salida se determina aplicando algún algo-

ritmo a los valores de los píxeles vecinos al correspondiente píxel de entrada. Existe una

amplia variedad de tipos de filtros espaciales y se pueden clasificar entre filtros lineales

y no lineales.

Filtrado lineal: el valor de un píxel de salida es una combinación lineal de los valores

de los píxeles vecinos al píxel de entrada, realizando una convolución (barrido) de un

kernel cuadrado de n×n (o máscara de convolución) sobre la imagen. Cada píxel de sali-

da se obtiene mediante el sumatorio de la multiplicación del kernel por los píxeles con-

tiguos,

g (i , j)=∑
k ,l

f (i−k , j−l)w(k , l)=∑
k ,l

f (k , l )w (i−k , j−l)     (3.3.1)

donde w(k , l ) es el kernel o máscara.

En este trabajo utilizamos filtros paso bajo para suavizar las imágenes eliminando ruido

y pequeños artefactos. Estos filtros solo afectan a regiones con cambios bruscos y la fre-

cuencia de corte se determina por el tamaño del kernel y sus coeficientes (Kalman,

1960). Existen diferentes tipos entre los cuales:

• El filtro promedio hace un promedio de píxeles vecinos (kernel de unos).

• El filtro gaussiano hace una aproximación a la distribución gaussiana de los pí-

xeles vecinos, modificando la señal de entrada mediante un proceso de convolu-

ción con una función gaussiana. En un filtro gaussiano de dos dimensiones su

respuesta impulso es una función gaussiana de la forma,

g (x , y)= 1

2 π σ 2 exp(− x2+ y2

2 σ 2 )               (3.3.2)

donde σ (sigma) es la desviación estándar de la distribución gaussiana, que se

define como la raíz cuadrada de la varianza de una variable aleatoria X con un

valor medio μ, luego es la raíz cuadrada del valor promedio de ( X −μ)2 . Si
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por ejemplo X tiene valores en un set de datos finito x1, x2,... , xN y cada valor

con su valor de probabilidad correspondiente p1, p2,... , pN , entonces la desvia-

ción estándar es,

σ=√∑
i=1

N

pi(xi−μ)2 donde μ=∑
i=1

N

pi xi             (3.3.3)

Filtrado lineal adaptativo: El objetivo del filtro adaptativo es ofrecer un modelo lineal

de un sistema desconocido a partir de medidas (posiblemente ruidosas), realizadas en la

entrada y salida del sistema real. Para ello el filtro adaptativo minimiza la diferencia en-

tre su salida y la del sistema que pretende modelar. El Filtro de Wiener es un filtro adap-

tativo de mínimos cuadrados que utiliza un método basado en una estimación estadística

a partir de los vecinos locales de cada píxel para la eliminación de ruido en imágenes. El

algoritmo calcula la media y desviación estándar de los vecinos usando un kernel de ta-

maño m×n, y los coeficientes del filtro se calculan para minimizar la varianza (potencia)

del error: donde la varianza es grande el Filtro de Wiener lleva a cabo poco filtrado y

donde la varianza es pequeña este filtro hace más suavizado (Jin et al. 2003; Lim, 1990).

Este filtro es bueno para eliminar ruido aditivo blanco de tipo gaussiano y consigue pre-

servar los bordes y otras partes de alta frecuencia de las imágenes. 

Los esquemas adaptativos permiten aproximar la solución óptima sin un conocimiento

previo de la estadística del problema de filtrado. Es un sistema al que le llegan dos seña-

les, la señal de entrada X(r) y el error e(r). A los coeficientes del filtro se les llama w(r),

que son multiplicados por la entrada X(r) para obtener la salida. Estos filtros son adapta-

tivos porque hacen uso de los datos de entrada para aprender los datos estadísticos re-

queridos. De esta forma consiguen ajustar su estructura tiempo-frecuencia a las caracte-

rísticas tiempo-frecuencia de la señal que se desea estimar y obtener así una reducción

selectiva del ruido. Utilizan un combinador lineal adaptativo, que es un sistema lineal

cuyos pesos w(r) son adaptativos y son modificados hasta que el error entre la salida

y(r) y la respuesta deseada d(r) alcanza el mínimo de una función de coste. Luego el ob-

jetivo del proceso adaptativo es encontrar el mejor sistema lineal capaz de aproximar la

señal de entrada X(r), contaminada por un ruido n(r), a otra señal dada d(r) de referen-

cia. Esta señal de referencia puede ser cualquier señal. El Filtro de Wiener determina la

respuesta impulsional de forma que el error sea lo más pequeño posible. Para minimizar
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el error de forma determinista se aplica el método del error cuadrático medio mínimo

(LMS) que persigue la solución de Wiener mediante una minimización por descenso del

error cuadrático medio definido de la siguiente forma,

y (r)=w(r) X (r ) , donde e (r)=d (r)− y (r) es el error    (3.3.4)

Figura 3.9: Esquema de un filtro de Wiener adaptativo

Filtros No lineales: en estos filtros se realiza una operación no lineal con los píxeles del

entorno de vecindad. El filtrado Mediana es un filtrado no lineal usado principalmente

para reducir el ruido sal y pimienta, y es bueno preservando los bordes. Este filtro susti-

tuye el valor de cada píxel por el valor de la mediana de los píxeles vecinos, de forma

que homogeneiza los píxeles de intensidad muy diferentes con respecto a la de los veci-

nos. El algoritmo del filtro de mediana toma un entorno de un píxel de la imagen y or-

dena los niveles de gris del entorno de menor a mayor, obteniendo aquel que sea la me-

diana estadística de la muestra de valores (Arce, 2005; Huang et al., 1997).

g (m)=MED{ f [m−k ] , f [m−k+1] , .... , f [m] , f [m+k−1] , f [m+k ]}  (3.3.5)

 3.3.2      Algoritmos de segmentación de imagen

La segmentación de imágenes es una técnica de procesamiento que se refiere a la ex-

tracción de información útil de una imagen para facilitar su observación y análisis. Lue-

go el objetivo final de la segmentación será asignar a cada objeto detectado una etiqueta

que indique la región a la cual pertenece. Una región, es el conjunto de píxeles (general-

mente conectados) que comparten la etiqueta asignada. Después se miden las caracterís-

ticas morfológicas de estas regiones. En esta tesis utilizamos la segmentación para obte-

ner información de los objetos localizados y aislados en imágenes cryo-TEM en forma
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de características morfológicas discriminatorias, como paso previo a un sistema de iden-

tificación formado por modelos ANFIS. La segmentación de imágenes cryo-TEM tiene

el problema principal de la baja SNR entre las partículas individuales y el fondo (back-

ground), lo cual dificulta la clasificación de píxeles por intensidad a pesar del preproce-

samiento de las imágenes. Para resolver esto en esta tesis se propone combinar tres al-

goritmos diferentes de segmentación: un método clásico por umbral, un método Canny

de detección de bordes y un proceso de segmentación por textura. 

Por otro lado, la segmentación de imágenes de cryo-TEM también tiene el problema de

la variedad de tipos de muestra en estudio. Luego el objetivo es lograr un algoritmo de

segmentación (incluyendo el preprocesamiento) cuyos parámetros sean adaptables y op-

timizados para el tipo de muestra en estudio. En esta tesis se utiliza un algoritmo de In-

teligencia Artificial (AI), la búsqueda Tabu, para optimizar automáticamente los dife-

rentes parámetros del algoritmo de segmentación utilizando imágenes cryo-TEM de re-

ferencia. En cryo-TEM es posible trabajar con muestras extremadamente diferentes,

como pueden ser virus icosaédricos, ribosomas o complejos de proteínas con un peso

molecular en torno a ~300 kDa, los cuales muestran una SNR y características morfoló-

gicas muy diferentes, luego hay que optimizar el proceso de segmentación para identifi-

car bien la muestra de interés. Dado que existe una gran variedad de métodos de seg-

mentación, donde la selección del método depende en gran medida de la aplicación, del

tipo de imagen y del objetivo final, unicamente se describirán brevemente los métodos

de segmentación que se utilizan en este trabajo (Nixon & Aguado, 2008). 

Segmentación por umbral

El primer paso del proceso de segmentación es separar los objetos de interés (e.g. las

partículas en imágenes cryo-TEM frente al fondo (background)) transformando la esca-

la de grises en imágenes binarias que indiquen las regiones de los objetos de interés. La

forma mas común de generar imágenes binarias es mediante la utilización de un valor

umbral de la escala de grises de una imagen. El proceso de umbralización (thresholding)

compara el nivel de intensidad píxel a píxel con un determinado umbral y convierte la

imagen original (escala de grises) en una imagen binaria (en blanco y negro). Es decir se

elige un valor limite a partir del cual todos los valores de intensidades mayores serán

codificados como uno mientras que los que estén por debajo serán codificados a cero.

Para establecer dicho umbral, es necesario analizar el histograma de la región de interés

113



3. SISTEMA EXPERTO UTILIZADO PARA CONTROL: SISTEMAS NEURO-DIFUSOS Y VISION ARTIFICIAL

que se desea aislar con el propósito de encontrar un nivel de gris característico y exclu-

sivo que la defina. A través del histograma obtenemos una gráfica donde se muestran el

número de píxeles por cada nivel de gris que aparece en la imagen. Existen diferentes

métodos para automatizar la selección de este valor umbral. En nuestro trabajo se ha

elegido el método Otsu (Otsu, 1979) que selecciona el umbral óptimo para binarizar las

imágenes utilizando técnicas estadísticas. En concreto, se utiliza la varianza, que es una

medida de la dispersión de valores de los niveles de gris. El método de Otsu calcula el

valor umbral de forma que la dispersión dentro de cada segmento sea lo más pequeña

posible, pero al mismo tiempo la dispersión sea lo más alta posible entre segmentos di-

ferentes. Para ello se calcula el cociente entre ambas varianzas y se busca un valor um-

bral k para el que este cociente sea máximo max
0⩽k⩽L−1

σ B
2(k ) donde {0,1, 2, ... , L−1}

son los niveles de gris de la imagen f (x , y ) de tamaño M ×N . La varianza σ es

una medida de la dispersión de valores de los niveles de gris y la varianza entre clases

se calcula de la siguiente manera,

σ B
2(k )=

[mG P1(k )−m(k )]2

P1(k )[1−P1(k )]
 (3.3.6)

P1(k )=∑
i=0

k

p i ,    k=0,1 , ... , L−1   (3.3.7)

es el computo de las sumas acumulativas e indica la probabilidad de que un píxel perte-

nezca a la clase C1 , p i=
ni

MN
es la probabilidad de que ocurra el nivel de intensi-

dad i; n i es el número de píxeles con nivel de intensidad i.

m(k )=∑
i=0

k

i pi ,    k=0,1 , ... , L−1  (3.3.8)

es el cómputo de las medias acumulativas y

mG=∑
i=0

L−1

i p i (3.3.9)

es la media global.

114



                                                                CAPITULO 3

Luego el valor σ B
2(k ) mide la dispersión entre los valores de intensidad de dos clases

C1 y C2 definidas al tomar como valor umbral un valor de intensidad k. Si fijamos

un valor umbral T en el nivel de intensidad k (k=T), se dividiría el conjunto de píxeles

de la imagen en dos clases: C1 = píxeles con nivel de intensidad en [0, k]; C2 = pí-

xeles con nivel de intensidad en [k+1, L-1].

Segmentación por detección de bordes

En visión computacional la detección de bordes es de utilidad para extraer los bordes de

objetos que en teoría delimitan sus tamaños y regiones, luego permite hacer reconoci-

miento de objetos y segmentar regiones. Los bordes son aquellas zonas de la imagen

donde el nivel de intensidad varía bruscamente. Cuanto más rápido se produzca el cam-

bio de intensidad, el borde será más pronunciado y será más fácil de detectar por dichos

algoritmos. Para detectar los bordes que delimitan a los objetos es necesario identificar

aquellos puntos (píxeles) que los conforman. Esta detección es el paso más delicado del

método y la razón por la que existe una gran variedad de algoritmos que tratan de satis-

facer esta necesidad. Para determinar qué píxeles pertenecen al borde, las técnicas bus-

can una conectividad entre ellos y donde la intensidad cambia rápidamente, bajo las

condiciones de ser vecinos y de cumplir con un criterio de similitud. 

Los algoritmos localizan sitios donde la primera derivada de la intensidad es mayor a un

umbral o sitios donde la segunda derivada de la intensidad tiene un cruce por cero. La

forma más común de implementar la detección de bordes es mediante filtros u operado-

res. Un ejemplo es el operador Canny (Canny, 1986) usado en este trabajo. En nuestro

proceso de segmentación se utiliza el método de detección de bordes Canny para evitar

las partículas incompletas que con alta probabilidad son un artefacto de la segmentación

por el método umbral. Canny utiliza el cálculo de variaciones, una técnica que encuen-

tra la función que optimiza un funcional indicado. La función óptima en el algoritmo de

Canny está descrita por la suma de cuatro términos exponenciales, pero se puede aproxi-

mar por la primera derivada de una gaussiana. En el método Canny se utilizan varios es-

timadores de derivada buscando tanto bordes horizontales, verticales y diagonales.

Canny utiliza dos umbrales diferentes, para detectar bordes fuertes y débiles, e incluye

los bordes débiles en la salida solo si están conectados a bordes fuertes. El proceso del
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algoritmo de detección de borde de Canny se compone de 5 pasos diferentes (Hou &

Wei., 2002):

• Se aplica un filtro gaussiano para suavizar la imagen y eliminar ruido. La ecua-

ción para un filtro gaussiano con un kernel de tamaño (2k+1)×(2k+1) es dado por:

H ij=
1

2 π σ 2 exp(−(i−k−1)2+( j−k−1)2

2 σ2 ) (3.3.10)

• Se busca el gradiente de intensidad en la imagen. Como los bordes pueden estar

presentes en cualquier dirección se utilizan cuatro filtros para detectar los bordes ho-

rizontales, verticales y de las dos diagonales en la imagen (e.g., en los ángulos 0º,

45º, 90º y 135º). Si la primera derivada en la dirección horizontal es G x y en la di-

rección vertical G y , el gradiente del borde y la dirección están determina dos por,

G=√ G x
2+G y

2 y Θ=atan2(G y ,Gx)        (3.3.11)

• Se aplica la supresión no-máxima para deshacer las respuestas erróneas de la de-

tección de bordes. El resultado es un adelgazamiento del borde, ayudando a suprimir

todos los valores de gradiente a cero excepto el máximo local, el cual indica la locali-

zación con los cambios de valor de intensidad más agudos.

• Se aplica doble umbral para determinar los bordes potenciales. Con el objetivo de

eliminar algunos píxeles en el borde causados por ruido, se utiliza un valor umbral

bajo para eliminar los píxeles del borde con valor de gradiente por debajo de este

umbral, y se mantienen los bordes con un valor de gradiente alto. Si el valor del gra-

diente del píxel en el borde es mayor que un valor de umbral alto, son marcados

como píxeles de borde fuertes. Los que se encuentren entre el umbral alto y el bajo se

marcarán como píxeles de borde débiles.

• Finalmente se eliminan todos los bordes débiles y no conectados a bordes fuertes.

Para rastrear la conexión entre los bordes, se aplica un análisis de objetos binarios

grandes (blob) procesando cada píxel de los bordes débiles y sus píxeles vecinos con

conexión 8. Si dentro del blob hay píxeles de un borde fuerte se da por válido.
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Segmentación por textura

El proceso de segmentación utilizado en esta tesis combina la segmentación por umbral

y la detección de bordes Canny. Posteriormente el resultado es combinado con un pro-

ceso de segmentación por textura, que mide el valor de entropía de los vecinos a cada

píxel (Gonzalez et al., 2009). El proceso de segmentación de imágenes texturadas con-

siste en dividir una imagen de entrada en una serie de regiones mutuamente excluyentes,

donde los píxeles pertenecientes a cada una de ellas poseen una propiedad uniforme y

homogénea con respecto a la textura, y cuyos valores sean sensiblemente distintos a los

sitios de las regiones vecinas. Se usa un método en el que se considera que los valores

de cada uno de los píxeles de la imagen están regidos por una función de probabilidad, y

el problema consiste en estimar los parámetros que los definen. 

En este trabajo se utiliza el método de Lattice-Boltzmann (LB) caracterizado por matri-

ces de transición construidas a partir de las imágenes originales (Chen & Doolen, 1998;

Geist & Westall, 2011). LB es un método diseñado inicialmente para la simulación de

fluidos. LB consiste en una representación discreta del espacio mediante una rejilla for-

mada por  celdas cuyo estado se expresa por un campo escalar, llamado función de dis-

tribución f i( x⃗ ,t ) de cada celda x⃗  en el paso temporal t. Se itera la transición de

estados en el tiempo t utilizando la ecuación de Boltzmann (Geist et al., 2004) hasta lle-

gar a una distribución estacionaria, donde la variación de la distribución f i( x⃗ ,t ) es

cercana a cero (convergencia). Se utiliza la distribución estacionaria f i( x⃗ ) para defi-

nir imágenes transformadas usando la entropía en nuestro caso. Se calcula el valor de

entropía de cada píxel junto con sus vecinos conectados 9 x 9.  La entropía es una medi-

da estadística de aleatoriedad y la transformación de entropía se  define de la forma, 

H ( x⃗ )=−∑
i=0

9 f i( x⃗)
n( x⃗)

ln[ f i( x⃗)
n( x⃗) ]     (3.3.12)

donde n ( x⃗) es la densidad

n ( x⃗)=∑
i=0

9

f i( x⃗ )      (3.3.13)
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 3.3.3          Operaciones morfológicas 

Las operaciones más utilizadas durante el proceso de segmentación son las operaciones

morfológicas y se definen tal que el valor de cada píxel de la imagen binaria resultado

está basado en el valor del correspondiente píxel de la imagen binaria de entrada (las

operaciones morfológicas trabajan con imágenes previamente binarizadas) y los de sus

vecinos. De esta forma, eligiendo apropiadamente la forma de los vecinos a considerar

se pueden construir operaciones morfológicas sensibles a una forma en particular. 

Las principales operaciones morfológicas son la dilatación y la erosión. La operación

de dilatación se describe como un crecimiento de píxeles en las fronteras de los objetos,

es decir, se marca con un 1 la parte del fondo de la imagen que toque un píxel que forma

parte de la región del objeto. Por el contrario la erosión elimina píxeles en la frontera de

los objetos. En ambas operaciones se utiliza un elemento estructural que determina qué

vecinos serán tomados en cuenta para la determinación del píxel resultado. En el caso

de la dilatación, si algún píxel del elemento estructural tiene valor uno coincidiendo con

al menos uno de la imagen original el píxel resultado es uno. Por el contrario en la ero-

sión todos los píxeles del elemento estructural están configurados como unos y deben

coincidir con todos los de la imagen de entrada, y si esto no sucede el valor del píxel de

salida es 0. Cuando el elemento estructurante B tiene un centro (por ejemplo, B es un

disco o un cuadrado) y este centro se encuentra en el origen de E, entonces la erosión de

A por B se puede entender como el lugar geométrico de los puntos alcanzados por el

centro de B cuando B se mueve dentro de A. La dilatación binaria se define de la si-

guiente forma, dada una imagen A y un elemento estructural B, (ambos imágenes bina-

rias con fondo blanco), la dilatación de A por B se define como:

A⊕ B={x∈E ∣  ( B̂)x∩A≠∅}       (3.3.14)

donde ( B̂) denota la simetría de B, que es, B̂={x∈E ∣  − x∈B} y la operación ero-

sión se define de la forma,

 AƟ B={x∈E ∣  (B)x⊆A}       (3.3.15)
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Operaciones basadas en objetos 

En una imagen binaria, puede definirse un objeto como un conjunto de píxels conecta-

dos con valor 1.  El resto de la imagen puede ser considerado como el fondo. Antes de

definir la conectividad es importante entender la relación existente entre los píxeles ve-

cinos. Un píxel p con coordenadas (x, y) tiene cuatro vecinos, dos horizontales y dos

verticales, cuyas coordenadas son: (x+1, y), (x-1, y), (x, y-1), (x, y+1). A este conjunto

de píxeles se llama vecindad 4 de p=(x, y) y se denota por N 4( p) . Nótese que para

cada uno de estos píxeles hay una distancia de 1 (uno) desde p=(x, y) y en los bordes de

la imagen algunos de estos píxeles quedarán fuera de la imagen. Existen también 4 veci-

nos diagonales de p con coordenadas: (x+1,y+1), (x+1,y-1), (x-1,y-1), (x-1,y+1) y se les

denota por N D( p) , ver la figura 3.10. Conjuntamente, N 4( p) y N D( p) forman

la vecindad 8 de p denotada por N 8( p) .

Figura 3.10: Relación entre los píxeles vecinos. (A) Vecindad N 4( p) ; (B) Vecindad

N D( p)

La conectividad es un concepto utilizado para establecer los límites de objetos en regio-

nes dentro de una imagen digital. Para determinar si dos píxeles están conectados se de-

termina si son adyacentes en algún sentido y si sus niveles de gris satisfacen algún crite-

rio de similitud. Por ejemplo, en una imagen binaria con valores de 1 y 0, dos píxeles

pueden ser vecinos, pero se dice que están conectados sólo cuando tienen el mismo va-

lor. La conectividad, que es la forma en la que se considera si dos píxel tienen relación

como para considerar que forman parte del mismo objeto, puede ser de dos tipos, de co-

nexión-4 ó bien conexión-8, y la distinción de objetos depende del tipo elegido. En la

conectividad conexión-8 se dice que el píxel rojo pertenece al mismo objeto si existe un
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píxel de valor uno en las posiciones 1-8. Por su parte la conectividad conexión-4 rela-

ciona solo a los píxeles 2, 4, 5 y 7.

Para las operaciones que consideran la conectividad como un parámetro es importante

tener en cuenta que éste determina fuertemente el resultado final del procesamiento

puesto que puede dar origen a objetos nuevos (es decir, no existirían si se hubiera elegi-

do otra conectividad). En matlab existen procedimientos que calculan automáticamente

la conectividad en una imagen binaria, resultado de un proceso de segmentación, donde

la imagen resultado asigna a cada píxel perteneciente a un determinado objeto la etique-

ta del numero de objeto correspondiente según su conectividad, mientras que los píxeles

con valor cero no tienen efecto en la operación.

Una vez que se han etiquetado los objetos de una imagen se pueden realizar operaciones

como el cálculo de la distancia entre objetos y la medida de diferentes características

morfológicas. La distancia proporciona una medición de la separación existente entre

dos puntos dentro de una imagen. Dados dos píxeles p y q con coordenadas (x,y) y (s,t),

respectivamente, se puede definir una función de distancia euclidiana de la forma,

D ( p , q)=√(x − s)2+( y −t )2     (3.3.16)

En visión computacional es de particular interés encontrar mediciones de características

tales como el área, centroide y otras de objetos previamente etiquetados o clasificados

utilizando una determinada conectividad. Estos componentes conectados en una imagen

binaria se llaman blobs. Con el objetivo de identificar la posición y medir las propieda-

des de cada blob, matlab dispone de una función denominada imfeature. La salida de

esta función es un dato compuesto que contiene el resultado de la medición de cada

blob contenido en la imagen binaria. Se utilizan tipos de datos indexados, donde pode-

mos localizar mediante un indice la medición el blob que deseemos. Las mediciones

pueden variar en función del criterio de conectividad elegido. En este trabajo se utiliza

la imagen binaria, resultado del proceso de segmentación, como máscara para multipli-

carla por la imagen original, obteniendo de esta forma una imagen en escala de grises

segmentada y con blobs identificados. Por último se miden las propiedades de cada blob

de la imagen en escala de grises, que proporcionan medidas de la forma y características

de intensidad (valor de los píxeles) de los blobs.
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Capítulo 4

Nuevo esquema de control inteligente

para cryo-TEM

En esta tesis se presenta un novedoso esquema de control diseñado para automatizar la

adquisición de datos en sesiones cryo-EM (ver Capítulo1), con el valor añadido de utili-

zar técnicas de inteligencia artificial en su diseño. Este esquema de control ha sido dise-

ñado para experimentos de cryo-EM descritos en el Capítulo 2, en los que el objetivo fi-

nal es reconstruir la estructura 3D de un complejo biológico. 

El esquema de control inteligente propuesto en esta tesis utiliza un sistema experto que

toma decisiones en tiempo real. Este sistema se ha diseñado con la ayuda de las metodo-

logías de soft computing descritas en el Capítulo 3. Para la toma de decisiones durante

la adquisición de datos en modo automático en el TEM se programa un sistema de infe-

rencia difusa (FIS) de tipo Mamdani, utilizando para ello la experiencia de un experto

en cryo-TEM, que en este caso coincide con el ingeniero programador del FIS y con el

autor de esta tesis. El objetivo principal de la programación del FIS es tratar de incluir el

conocimiento extraído de la experiencia en el motor de inferencia, a través de la selec-

ción cuidadosa de las funciones de membresía y las reglas difusas. Como se describió

en el Capítulo 2, en cryo-EM la selección de partículas es el primer paso importante

después de la adquisición de datos y la corrección de la CTF. Además el sistema exper-

to necesita conocer la calidad de las partículas y el nivel de contaminación en las imáge-

nes. Para integrar esta capacidad al sistema experto se propone un nuevo método basado

en diferentes sistemas de inferencia neuro-difuso adaptativo (ANFIS), que permite auto-
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matizar la identificación y la selección de partículas en las imágenes. Este sistema híbri-

do combina el método cualitativo de la lógica difusa y la capacidad de aprendizaje y ge-

neralización de una red neuronal adaptativa para conseguir el mejor rendimiento posi-

ble. Este método de identificación necesita utilizar diferentes algoritmos de procesa-

miento de imagen normalmente dedicados a la detección de objetos. Es importante des-

tacar el uso de un algoritmo basado en la búsqueda Tabú dedicado a optimizar el proce-

so de segmentación para la muestra de interés. En el Capítulo 5 se mostrará cómo este

sistema de identificación de partículas ha sido exitosamente validado utilizando diferen-

tes muestras biológicas.

 4.1 Esquema de control inteligente para la adquisición

automática de imágenes en sesiones para cryo-EM

Como ya se ha descrito anteriormente, la inestabilidad en el goniómetro, el uso de un

porta-muestras externo y diferentes fenómenos de inestabilidad en las lentes hacen difí-

cil el uso de esquemas basados en un atlas preliminar de toda la rejilla. Es por ello que

para el caso del TEM modelo JEM-2200FS/CR se presenta un esquema de toma de de-

cisiones en tiempo real durante la adquisición automática de imágenes. Las decisiones

en tiempo real son tomadas gracias a un sistema experto que incluye distintos modelos

difusos y neuro-difusos junto con algoritmos de visión artificial. A continuación se ex-

plicarán los diferentes módulos que forman el nuevo esquema de control inteligente, in-

cluyendo los módulos dedicados a controlar algunos componentes del TEM durante una

sesión cryo-TEM. 

 4.1.1 Módulo de adquisición en mínima dosis 

En sesiones cryo-TEM con muestras sensibles a la radiación, es necesario mantener la

dosis total de electrones sobre la muestra en unos valores mínimos. Una vez que la reji-

lla vitrificada es transferida a través del goniómetro dentro de la columna del TEM y se

han realizado los alineamientos del haz a través de toda la columna, comienza la sesión

en un régimen de mínima dosis. El TEM de Jeol tiene su propio sistema de mínima do-

sis (MDS) para minimizar el número de electrones por ångström cuadrado que inciden

sobre las zonas de interés. De esta forma el agujero seleccionado en la rejilla solo es ex-
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puesto a un haz intenso de electrones en la fase de adquisición (Photo mode), siendo el

proceso de selección de agujeros en la rejilla realizado a baja magnificación con una

mucho menor dosis de electrones por área (Search mode). Además, se define una terce-

ra posición para el ajuste de diferentes parámetros ópticos, de los cuales el más impor-

tante es el subenfoque (Focus mode). Los tres modos de trabajo (Search, Focus y Photo)

deben ser independientemente alineados antes de comenzar una sesión en mínima dosis

y tienen que ser preconfigurados (magnificación, spot size, valor alpha, valor de CL1,

valor de CL2, posición del slit del filtro de energía, energy shift, posición de aperturas y

valor de lentes deflectoras/stigmators). El protocolo seguido durante un esquema de ad-

quisición en mínima dosis puede verse en la figura 4.1. Inicialmente se realiza una bús-

queda a baja magnificación del agujero o región de interés a irradiar, utilizando el modo

“Search”, normalmente a una magnificación entre 1000× y 4000×. Un usuario experi-

mentado en cryo-TEM identifica las mejores regiones de hielo uniforme (normalmente

las mejores zonas son las que tienen el hielo lo más fino posible y que contienen una

buena distribución de la muestra de interés). Utilizando el goniómetro es necesario mo-

ver la rejilla para centrarla en un nuevo agujero no-irradiado (región de interés (ROI))

utilizando las imágenes de Search en el modo continuo de la CCD. Después se cambia

al modo “Focus” (configurado a una magnificación superior al modo “Photo”, y separa-

do ~1-3 µm del área central de interés, utilizando una combinación preconfigurada de

beam shift e image shift). Esto permite al usuario enfocar, evaluar el astigmatismo y es-

tabilizar el goniómetro (esperando a que la deriva producida por la inercia del gonióme-

tro disminuya), justo antes de adquirir la imagen final en modo Photo. En modo Photo

se utiliza el valor de la lente OL previamente ajustado en el modo Focus y el usuario se-

lecciona las condiciones finales de adquisición de imagen a alta magnificación, típica-

mente entre 40000× y 80000×.

Normalmente, en las sesiones cryo-TEM en modo automático que se han realizado para

este trabajo se ha empleado una magnificación nominal de 50000× en el modo Photo

(obteniendo un tamaño real de pixel en las imágenes finales en CCD de 2 Å/pixel) y un

rango de subenfoque desde -3 μm hasta -1 μm. En el modo Search se ha empleado una

magnificación nominal de 4000× aumentos y de 60000× en el modo Focus. Las lentes

de condensadora y el tiempo de exposición de la CCD se configuran para que la dosis

total de la exposición de los electrones sobre la muestra en una imagen final en modo

Photo sea de ~ 20  e- / Å2 en un segundo.
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Figura 4.1: Protocolo para la adquisición de imágenes en mínima dosis en sesiones cryo-TEM

Rotación del sistema de coordenadas para la navegación automática en

modo Search

Durante una sesión cryo-TEM, se navega secuencialmente a través de diferentes aguje-

ros en la rejilla (regularmente espaciados y de la misma forma si se usan rejillas holey

comerciales). En un modo de trabajo manual el usuario puede utilizar la cámara CCD en

modo continuo y mover el goniómetro hasta el siguiente agujero (Sun & Li, 2010). En

un esquema automático, es necesario encontrar las coordenadas del siguiente agujero no

irradiado y mover el goniómetro convenientemente para la adquisición de imagen de

esta nueva región a alta magnificación. Antes de navegar de forma automática con cual-

quier TEM es necesario transformar el sistema de coordenadas de las imágenes a baja

magnificación del modo Search en el sistema de coordenadas del goniómetro que reali-

za los movimientos motorizados.

El esquema de control presentado imita el modo de trabajo manual de un usuario en una

sesión cryo-TEM. En modo manual el usuario puede mover un trackball mientras ob-

serva el movimiento de la rejilla en una imagen en vivo ofrecida tanto por la cámara

analógica ultra-rápida modelo Hamamatsu como por la CCD utilizando las imágenes en

modo continuo a través de DigitalMicrograph. Para el modo continuo en la CCD se uti-

liza un tiempo de exposición muy pequeño y se reduce el tamaño de las imágenes a

1K×1K para de esta forma poder reducir lo máximo posible el tiempo de exposición.

Nuestro esquema de control utiliza las imágenes en modo Search para navegar a través
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de cada cuadrante de la rejilla, luego conoce la posición del siguiente siguiente agujero

a irradiar utilizando un sistema de coordenadas cartesiano en la imagen en modo Search

(donde el punto (X, Y)=(0, 0) es el centro de la imagen).

Según la convención del TEM el eje X coincide con el eje de giro del goniómetro, el eje

Z coincide con el haz de electrones, y el eje Y es ortogonal a los otros dos. El movi-

miento del goniómetro en las direcciones X e Y se transforman a coordenadas en la

imagen usando una calibración de la relación entre el desplazamiento producido por los

engranajes motorizados del goniómetro y el correspondiente desplazamiento en la ima-

gen. Para realizar esa calibración las coordenadas de la cámara son convertidos a coor-

denadas del goniómetro usando el tamaño del pixel a esa magnificación y el ángulo del

eje de giro en el plano de la cámara CCD. Debido a la configuración de fábrica de nues-

tro TEM, en las lentes electromagnéticas de magnificación y proyectoras, el sistema de

coordenadas en las imágenes proyectadas sufre una rotación en el plano cuando la mag-

nificación cambia entre 6000× y 8000× aumentos. Esto produce que al mover el gonió-

metro en las direcciones X e Y a una magnificación por ejemplo de 50000× sí coincidan

los movimientos en X e Y del goniómetro con el sistema de coordenadas cartesianas de

la imagen. Por el contrario a una magnificación de 4000× el eje de giro del goniómetro

se encuentra rotado en la imagen, ver figura 4.6. Esta rotación entre el sistema de coor-

denadas en las imágenes en modo Search y el movimiento real del goniómetro en los

ejes (X,Y) hace necesario una transformación de coordenadas, de forma que el gonió-

metro se mueva correctamente usando las imágenes en modo Search como referencia.

El valor de la rotación γ es obtenido de forma experimental utilizando una muestra pa-

trón, moviendo el goniómetro en una sola dirección y midiendo en la imagen en vivo

(con la CCD en modo continuo) la dirección del movimiento. Las rotaciones entre los

ejes cartesianos de dos sistemas de referencia 2D se puede considerar como la rotación

alrededor del eje perpendicular al plano, en este caso Z, y la matriz de rotación se escri-

be de la forma,

( X ´

Y '

Z ' )=R (γ)( X
Y
Z )=( cos (γ )    sin(γ)    0

sin (γ )    cos(γ)    0
    0          0          1)⋅( X

Y
Z )    (4.1.1)
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 4.1.2 Arquitectura de las comunicaciones entre cliente y

servidor

El esquema de conexión entre un cliente con Matlab a dos servidores (el PC que contro-

la la cámara CCD de Gatan y el PC que controla  el TEM de JEOL) se realiza a través

del interface JEOL TEMCON. Las imágenes digitales generadas por la cámara CCD

son obtenidas a través del plug-in COMExternalPlugIn.dll instalado en el software Di-

gitalMicrograph™ (Gatan, Pleasanton, CA) que actúa como un servidor de tipo COM.

En la figura 4.2 se muestra un esquema para la navegación automática a través de dife-

rentes agujeros en la rejilla con acceso remoto a nuestro microscopio electrónico JEOL.

Figura 4.2: Esquema básico para la conexión en remoto al TEM del CIC bioGUNE y esquema

de navegación a lo largo de diferentes agujeros en una rejilla Quantifoil R2/1 utilizando la

adquisición de imágenes en modo Search
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 4.1.3 Monitorización y control remoto

Todos los componentes del TEM son controlados o bien a través de consolas de mando

(ver figura 4.3), o a través del software de Jeol. El paquete de software JEM toolbox

ofrece más de 100 operaciones predefinidas que pueden ser utilizadas para controlar re-

motamente desde matlab cada uno de los componentes de nuestro TEM descritos en el

Capítulo 1, incluyendo el cañón de electrones, cada una de las lentes, el espectro del fil-

tro de energía, todas las aperturas, algunas válvulas del sistema de vacío, los motores

piezoeléctricos del goniómetro para mover las muestra en las direcciones (X, Y, Z), y la

adquisición de imagen a través del detector (en nuestro caso una CCD de 4k×4k). La re-

solución en escala de grises está limitada a 8 bits/pixel por JEM Toolbox.

Figura 4.3: Consolas de mando del TEM JEM2200FS/CR de JEOL en frente del TEM

El proceso automático es monitorizado en remoto a través de un panel de control (GUI)

que contiene en todo momento la información actualizada del proceso de adquisición

automática y a través del cual el usuario puede actuar sobre el proceso conmutando en-

tre el modo manual y el modo automático. Cada uno de estos módulos y la GUI son
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programados utilizando diferentes funciones dedicadas disponibles en diferentes paque-

tes de funciones (toolbox) de Matlab (e.g. Image Processing, Fuzzy Logic, Optimiza-

tion, Automated CTF Estimation y JEM Toolbox). El diseño del interface gráfico (GUI)

para interactuar con el usuario está formado por una colección de diferentes paneles,

que permiten un control remoto total del TEM y la cámara CCD de forma muy similar a

como lo haría en frente del microscopio un usuario familiarizado con las consolas de un

Jeol de este modelo, ver figura 4.4.

Figura 4.4: Diseño del panel central de la GUI para el control remoto del TEM modelo JEM-

2200FS/CR de JEOL y la cámara CCD modelo UltraScan 4000 de Gatan

La GUI consta de una ventana principal que contiene todas las funciones de las consolas

que utiliza un usuario en modo manual. Durante una sesión cryo-TEM en modo auto-

mático proporciona información básica en tiempo real sobre el estado del TEM y los re-

sultados del esquema del control. En modo automático la GUI mostrará el próximo agu-

jero a irradiar en la rejilla en una imagen del modo Search. La otra imagen mostrará el

resultado del análisis de la CTF en tiempo real de la última imagen adquirida en modo

Photo, la distribución de partículas identificadas y seleccionadas automáticamente y nos

mostrará de forma gráfica el número de partículas de contaminación presentas en cada

imagen.
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 4.1.4 Calibraciones preliminares al modo automático

Después de insertar la rejilla dentro de la columna del TEM es necesario esperar al me-

nos durante ~30/60 minutos para estabilizar la rejilla dentro de la columna del TEM y

evitar el efecto de deriva en las imágenes por vibraciones e inestabilidad térmica. A

continuación un usuario experto debe realizar los alineamientos del haz de electrones a

lo largo de toda la columna del TEM, utilizando las diferentes lentes deflectoras para

conseguir las mejores condiciones ópticas, incluyendo la corrección del astigmatismo en

las imágenes finales.

Posteriormente se debe inspeccionar la calidad del hielo en toda la rejilla a baja magnifi-

cación (en modo low-mag a una magnificación entre 100× y 400×). En estas condicio-

nes de low-mag se preseleccionan los cuadrantes que ofrezcan las mejores condiciones

de grosor y uniformidad del hielo. En la figura 4.5 se muestra una región a baja magni-

ficación de una rejilla comercial donde los diferentes cuadrantes en la rejilla tienen dife-

rentes tipos de grosor de hielo, zonas cubiertas por contaminación e incluso regiones

con el carbón roto. El cuadrado verde muestra una región con un grosor y calidad de

hielo aceptables para comenzar el procedimiento en modo automático.

Figura 4.5: Imagen a baja magnificación (low mag) (150×) de una rejilla comercial Quantifoil y

encuadre de una región válida para comenzar una sesión cryo-TEM

Los mejores cuadrantes deben tener un hielo lo más fino posible que contenga una bue-

na distribución de la muestra y deje atravesar suficiente cantidad de electrones. Para ha-
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cer esto el usuario mueve manualmente el goniómetro hasta situarse en la parte inferior

de cada cuadrante potencial y registra cada una de estas posiciones. En estas regiones se

debe evaluar la posición eucéntrica de Z euc modificando la altura Z del goniómetro

hasta encontrar el plano focal (in focus plane). Antes de este proceso se ajusta la lente

de objetivo OL en posición de foco estándar, para lo cual el TEM de Jeol tiene un botón

en uno de los paneles de control manual. Es necesario registrar en una matriz cada posi-

ción ( X cuad ,Y cuad ) del goniómetro con el haz centrado en la parte inferior de cada

cuadrante seleccionado, más una tercera variable correspondiente al Z eucéntrico en

cada uno de estos cuadrantes (corresponde a la posición Z del goniómetro, que con la

OL configurada con un valor estándar, localiza el plano focal o condición de

sub-enfoque≃0 ).

Antes de comenzar el modo automático es necesario verificar y definir los parámetros

del microscopio en los tres modos de trabajo en baja dosis de JEOL (Photo, Focus y

Search), incluyendo la magnificación, el spot-size, el valor de alpha, brillo del haz, la

posición de las aperturas y los parámetros del filtro de energía. En el modo Photo la

magnificación (normalmente entre 40000× y 60000×), la intensidad del haz y el tiempo

de exposición de la cámara son ajustados para obtener las condiciones finales de adqui-

sición de imagen, de forma que el valor medio de las cuentas medidas en las imágenes

adquiridas en CCD estén en un rango entre ~1000/2000 cuentas.

Figura 4.6: Imagen de una partícula de contaminación situada en el centro de la imagen en

modo Photo (a una magnificación de 50000×) y la misma partícula situada en el centro de la

imagen en modo Search (a una magnificación de 4000×)
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Por último es de vital importancia que el usuario busque un objetivo (por ejemplo, una

contaminación de hielo) y mueva el goniómetro de forma que esta referencia esté situa-

da en el centro de la imagen en el modo Photo. Esa misma referencia debe estar centra-

da en la imagen en modo Search sin cambiar la posición del goniómetro, para lo cual se

deben ajustar las lentes deflectoras correspondientes a “beam shift” e “image shift” en

el modo Search (ver figura 4.6).

 4.1.5 Diseño del nuevo esquema de control 

El principal objetivo del nuevo esquema de control es imitar el modo de trabajo manual

de un operador experimentado durante la navegación a través de una rejilla vitrificada

(Ermantraut et al., 1998; Sun & Li, 2010). No obstante, en lugar de utilizar un esquema

en forma de atlas de toda la rejilla, se propone crear un esquema de control que navega

de la misma forma que lo haría un experto como se ve en el esquema de la figura 4.7.

Selección del modo de trabajo del esquema automático

Una vez que la muestra está insertada en el microscopio, se han realizado los alinea-

mientos del haz y las condiciones de trabajo son estables, existen dos posibilidades de

utilización del modo automático:

• En el primero el usuario debe navegar manualmente en “low-mag” utilizando el

“trackball” a lo largo de toda la rejilla y guardar la posición de los mejores cua-

drantes como se ha explicado en la sección anterior. La posición de estos cua-

drantes tiene que tener asociada una posición del eje Z que coincidiendo con el

modo estándar del valor de OL esté cerca al plano focal (subenfoque cero) en

esa región. Esta sencilla matriz de tres columnas con unas pocas posiciones del

goniómetro será suficiente para navegar durante horas sin intervención humana.

• La segunda posibilidad implica un modo de trabajo mixto en el que el usuario

trabaja en modo manual y presiona el botón del modo automático para continuar

navegando por ese cuadrante sin intervención humana. Esto permite una mayor

flexibilidad y adaptabilidad al tipo de muestra y experimento respecto a un mé-

todo basado en el atlas de toda la rejilla. El usuario puede comenzar la navega-

ción en modo automático en cualquier región del cuadrante teniendo en cuenta la
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posición en la que se configura la región del modo Focus, desviada con image

shift respecto a la región del modo Photo.

Figura 4.7: Representación esquemática de la secuencia seguida para la automatización de la ad-

quisición de datos en una sesión cryo-TEM

Secuencia seguida por el ciclo de adquisición automática

Al presionar el botón del modo automático el esquema de control iniciará un ciclo de

adquisición automática, utilizando una secuencia de procesos ejecutados de forma itera-
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tiva y navegando a lo largo de los cuadrantes preseleccionados por el usuario. El progra-

ma navegará secuencialmente a lo largo de los agujeros segmentando la imagen en

modo Search (adquirida a una magnificación de 4000×). Las imágenes en el modo Pho-

to son adquiridas a alta magnificación, dentro de un rango de subenfoque predefinido y

en condiciones de mínima dosis. 

En nuestro diseño el programa debe comenzar la secuencia desde una zona inferior del

cuadrante y navega automáticamente sin supervisión a través de todos los agujeros de

este cuadrante de la misma forma que se haría de forma manual. Para automatizar la ad-

quisición de datos en sesiones cryo-TEM se utiliza una secuencia de diferentes procesos

que trabajan en serie y son ejecutados de forma iterativa:

• Selección del siguiente agujero a irradiar utilizando las imágenes del modo

Search. El FIS es el responsable de seleccionar el siguiente agujero. El algorit-

mo diseñado para detectar el siguiente agujero a irradiar utiliza las imágenes ad-

quiridas en modo Search y sigue un esquema muy similar al descrito para el sis-

tema de identificación de partículas: realiza un filtrado para eliminar ruido, nor-

maliza los niveles de gris utilizando una ecualización del histograma y utiliza

una segmentación basada en la búsqueda de características en las imágenes. Para

poder identificar los agujeros en imágenes del modo Search (adquiridas a una

magnificación nominal de 4000× aumentos) se utiliza una técnica morfológica

para segmentar las imágenes de forma guiada, basándonos en una forma de dis-

co predefinida (el elemento estructurante), siguiendo la técnica de “descomposi-

ción radial usando líneas periódicas” (Adams, 1993; Jones & Soille, 1996). Las

rejillas comerciales de la compañía Quantifoil contienen agujeros de un diámetro

prefijado (normalmente de 2 micrómetros) y regularmente espaciados, lo cual

ayuda en el diseño de esta función del modo Search. El proceso de segmenta-

ción genera una imagen binaria que es multiplicada por la imagen original, de

esta forma las características de los objetos detectados (blobs) nos darán la infor-

mación del centro y extremos del agujero, y también nos permiten calcular el va-

lor medio del nivel de grises dentro del agujero, (ver Anexo). Lo ideal es selec-

cionar el agujero consecutivo más cercano al centro de la imagen a no ser que no

cumpla los criterios mínimos de calidad. Como se describirá en la siguiente sec-

ción un FIS de tipo Mamdani selecciona el mejor agujero a irradiar. El modelo
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FIS controla que solamente los agujeros que cumplen ciertos criterios sean irra-

diados, y utiliza una base de datos que es generada durante la sesión automática

cryo-TEM para conocer las características de los mejores agujeros a baja magni-

ficación, es decir el área medida y el valor medio del nivel de gris. Los mejores

agujeros serán los que tengan mejor distribución de partículas y menos contami-

nación. De esta forma el esquema de control puede adaptar los correspondientes

parámetros del modelo FIS a estos nuevos rangos de valores obtenidos de forma

experimental en esa misma sesión de la misma forma a cómo lo haría un usuario

experto en cryo-TEM. En la siguiente sección se explicará en detalle el diseño

del modelo FIS de tipo Mamdani, usado para tomar decisiones en tiempo real

durante las sesiones cryo-TEM en modo automático con nuestro TEM. 

• Movimiento del goniómetro hacia la posición del siguiente agujero selecciona-

do. Debido a la imprecisión del goniómetro en el movimiento a grandes distan-

cias se hace un ciclo iterativo de aproximación automática al siguiente agujero.

• Si no hay una imagen de referencia, adquirida en el modo Photo en un agujero

cercano al nuevo, automáticamente se calcula y ajusta el subenfoque usando

imágenes adquiridas en el modo Focus, en un ciclo de cálculo con ACE toolbox

y ajuste variando el valor de OL, hasta situarlo en el rango elegido.

• Adquisición de la imagen a alta magnificación en el modo Photo en condiciones

de mínima dosis. Por defecto el esquema de control adquirirá las imágenes en el

centro del agujero, pero si la distribución de partículas no es buena irá a un pun-

to intermedio entre el centro y uno de los extremos del agujero.

• Una vez que se tiene la nueva imagen se calcula automáticamente el subenfoque

y el astigmatismo a través del análisis de la CTF utilizando el software ACE

toolbox, como se explicará más en detalle en la siguiente sección.

• Cálculo del número de partículas válidas en la nueva imagen y detección del

número de partículas de contaminación (normalmente cristales de hielo). En la

sección 4.4 se explicará el diseño de un sistema neuro-difuso para la identifica-

ción automática de partículas en las imágenes cryo-TEM y en el Capítulo 5 se

presentarán dos casos prácticos del uso de este novedoso método de detección

de partículas.
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La salida del esquema de control serán las imágenes del modo Photo en formato MRC

(únicamente se guardarán las imágenes de buena calidad) junto con los correspondientes

ficheros de coordenadas de cada una de las poblaciones de partículas que puedan ser de

interés en esa muestra (normalmente solo se busca una única población homogénea).

Una vez terminada la secuencia de adquisición de datos se pueden utilizar directamente

estas imágenes y estos ficheros de coordenadas para reconstruir la estructura 3D de este

complejo. Cuando no se encuentran más agujeros en el cuadrante que cumplan con unos

requerimientos mínimos de calidad (criterios de intensidad, área, distribución de partí-

culas individuales y calidad del hielo), el esquema de control mueve el goniómetro hasta

el siguiente cuadrante previamente definido por el usuario. 

De acuerdo a nuestra experiencia, una rejilla vitrificada dentro del vacío de la columna

del TEM se mantiene libre de contaminación durante aproximadamente 10 horas. Como

ya se ha mencionado el TEM del CIC bioGUNE no está diseñado para ser totalmente

automatizado, ya que el usuario debe rellenar cada ~3 horas el dispositivo anticontami-

nación (ACD) y el dewar del porta-rejillas con nitrógeno líquido. Por este motivo el di-

seño del esquema de control se ha adaptado a la no idealidad del TEM, y el resultado es

un esquema eficiente y fácil de usar por cualquier usuario.

 4.2 Sistema experto para la toma de decisiones

Siguiendo el nuevo esquema de control en modo automático descrito en la sección ante-

rior, una secuencia de diferentes procesos es iterativamente ejecutada y un sistema de

inferencia difusa (FIS) de tipo Mamdani (Cox, 1992; Mamdani, & Assilian, 1975) se

encarga de tomar decisiones durante esta secuencia. El FIS de tipo Mamdani es progra-

mado usando Matlab (Mathworks fuzzy, 2015), definiendo las funciones de membresía

y creando un set de reglas lingüísticas explícitas del tipo IF-THEN, como se describió

en el Capítulo 3. Estas reglas difusas del tipo IF-THEN se han definido en base a la ex-

periencia adquirida operando el TEM del CIC bioGUNE durante múltiples sesiones cr-

yo-TEM; el objetivo final es que el sistema experto contenga el conocimiento de un mi-

croscopista experimentado. El FIS de tipo Mamdani interpreta los valores crisp de en-

trada en forma de vector y, basándose en una evaluación paralela de reglas, asigna los

valores del vector de salida, que en este caso sirven para la toma de decisiones en tiem-

po real durante la sesión automatizada.
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4.2.1 Definición de las variables del FIS

El primer paso fue definir todas las variables de entrada y los adjetivos que describen su

estado, como se ve en la Tabla 4.1. Antes de ser utilizadas por el FIS las variables de

entrada son normalizadas a un rango entre 0 y 1. En el FIS la información fluye desde

los ocho parámetros de entrada hasta las seis variables de salida usadas para tomar deci-

siones. 

Parámetros Variables lingüísticas Rango

Entradas

Posición del agujero detectado en la ima-
gen en modo Search

Muy cerca, centrado, muy alejado 0-350

Area del agujero localizado en la imagen
en modo Search

Pequeño, medio, grande 0-10000

Grosor del hielo calculado en el agujero
de la imagen en modo Search con EELS

Grueso, medio, fino 0-500

Número de partículas de contaminación
detectadas en la última imagen adquirida

en modo Photo en una zona cercana

Contaminado, medio, buen hielo 0-100

Valor del astigmatismo calculado a partir
de la última imagen en modo Photo

Bajo, medio, alto 0-1

Número de partículas válidas, automáti-
camente detectadas en la última imagen

adquirida en modo Photo

Pocas partículas, buena distribu-
ción, demasiadas

0-1000

Valor del subenfoque de la última imagen
adquirida en modo Photo

Cerca de foco, en el rango foco, le-
jos de foco

0-10

Valor de intensidad media a partir de la
media del valor de cuentas medidas en la

última imagen en modo Photo

Oscura, correcto, saturada 0-5000

Salidas

Resultado de la evaluación del agujero Malo, regular, bueno 0-1

Corrección del astigmatismo Correcto, malo, muy malo 0-1

Comando para cambiar de cuadrante Si, No 0-1

Comando para cambiar el sentido Si, No 0-1

Comando para el ajuste del subenfoque No cambiar, incrementar, reducir 0-1

 Selección del área dentro del agujero Cerca del centro, cerca del borde 0-1

Tabla 4.1: Variables lingüísticas difusas y expresiones difusas para el estado de los parámetros

de entrada y salida al FIS
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Las variables de entrada son las siguientes:

• La posición de cada agujero detectado en la imagen en modo Search. Para la

selección del mejor agujero es necesario conocer en qué coordenadas y distancia

con respecto al centro se encuentra cada agujero para poder navegar a lo largo de

un cuadrado de la rejilla sin repetir agujeros y siempre tratando de elegir el más

cercano. Si no se detectan más agujeros en el sentido de navegación el sistema

pasará automáticamente a la siguiente fila de agujeros. La configuración del

modo Focus hace necesario navegar a lo largo del cuadrado desde una posición

inferior a posiciones superiores.

• El valor del área de cada agujero localizado en la imagen en modo Search. Se

seleccionan los agujeros con el área en un rango determinado. El área indica el

tipo de hielo en el agujero (si es regular o tiene un gradiente brusco de grosor de

hielo) y la presencia o no de grandes partículas de contaminación.

• Grosor del hielo calculado en cada agujero en la imagen en modo Search. Con

una apertura de energía (slit width) de ~20 eV, la cual es insertada después del

filtro de energía omega, es posible realizar una estimación del grosor de hielo en

función de la intensidad media detectada en cada agujero. El pico “zero-loss”

del filtro omega se centra en la apertura de 20 eV trabajando a una

magnificación final en el modo Photo (entre 30000× y 60000× aumentos). Por el

contrario en la magnificación del modo Search (4000×) el “zero-loss” no está

centrado en la apertura sino en el plasmón, luego la intensidad que se genera en

la imagen del modo Search es invertida y proporcional a la diferencia entre el

pico del plasmón y del “zero-loss”, que a su vez es proporcional al grosor del

hielo, luego se puede establecer una relación entre el valor medio de los grises

dentro de cada agujero con el grosor de hielo correspondiente de forma

experimental.

• Número de partículas individuales válidas. Las partículas válidas son

automáticamente detectadas en cada imagen adquirida en el modo Photo, usando

el nuevo método basado en modelos ANFIS que se describió en la sección 4.4

de esta tesis y cuya aplicación se mostrará en el Capítulo 5.

• Número de partículas de contaminación detectadas en la última imagen

adquirida en modo Photo. El método basado en modelos ANFIS también se
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configura para detectar partículas de contaminación en cada imagen adquirida en

el modo Photo. Las partículas de contaminación normalmente corresponden a

cristales de agua. Es posible que en la rejilla existan algunos cuadrantes o

regiones dentro de un cuadrante donde hay más partículas de contaminación,

luego hay que intentar evitarlas. En el caso de detectarse un exceso de

contaminación el sistema experto cambia de zona hasta detectar que el nivel de

contaminación sea aceptable. Las imágenes con muchas partículas de

contaminación se guardan unicamente para evitar volver por las mismas. Si no

se encuentran regiones sin contaminación la secuencia en modo automático

termina. 

• El valor del astigmatismo calculado a partir de la última imagen adquirida en

modo Photo. El análisis de la función de transferencia del contraste de fase o

CTF se consigue gracias a ACE toolbox (Mallick, 2005), que nos ofrece el valor

del subenfoque, el valor del astigmatismo y un parámetro de precisión del

resultado del algoritmo.

• De la misma forma se calcula el valor del subenfoque de la última imagen

adquirida en modo Photo. En una rejilla de cryo-TEM es habitual tener

diferentes regiones o cuadrantes de la rejilla con diferente altura, luego cada una

de ellas tendrá un valor de Z eucéntrico diferente que es necesario calcular.

Normalmente en los agujeros próximos entre sí en un mismo cuadrante el valor

del subenfoque suele ser similar.

• Intensidad media calculada a partir de la media del valor de cuentas medidas en

la última imagen adquirida en modo Photo.

Las variables de salida utilizadas para la toma de decisiones son como sigue,

• Variable para la selección del agujero. Cada agujero detectado en la imagen del

modo Search tendrá asociado un valor crisp de esta variable y el sistema de

control seleccionará el agujero con un valor máximo de esta variable.

Normalmente se elige el agujero más cercano al centro de la imagen (el centro

de la imagen corresponde a la región de interés del modo Photo) y en el sentido

de navegación correspondiente. El agujero más cercano podría no ser adecuado

por un mal grosor de hielo, por la rotura del carbón en ese área, por la presencia

de contaminación, etc.
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• Comando para el ajuste del subenfoque. Cuando el valor del subenfoque está

fuera del rango, normalmente entre −1.0 µm⩽sub-enfoque⩽−4.0 µm se

ejecuta una función que utiliza imágenes adquiridas en el modo Focus y el

análisis de la CTF hecho por ACE toolbox para modificar el valor de OL y

ajustar el valor de enfoque dentro del rango.

• Comando para la corrección del astigmatismo. En caso de detectar

astigmatismo en las imágenes finales se ejecuta una función que gracias al

análisis de la CTF de ACE toolbox y un proceso iterativo que modifica el valor

de las lentes de corrección del astigmatismo (stigmators). 

• Comando para cambiar el sentido de navegación. Cuando no se detecten

agujeros en el sentido de navegación es necesario moverse a la fila superior de

agujeros y cambiar el sentido de navegación.

• Comando para cambiar de cuadrante en la rejilla. Si tras la búsqueda de un

agujero adecuado en un cuadrante se agotan las filas de agujeros y no se

encuentra ninguno, el sistema de control cambiará de cuadrante. El sistema de

control mantiene un registro de memoria de todas las variables medidas por el

FIS y usadas durante una sesión cryo-TEM, de forma que pueda decidir cambiar

de cuadrante o incluso terminar la sesión en caso de no encontrar buenas zonas

en los últimos n agujeros.

• Comando para la selección del área dentro del agujero. En caso de no detectar

partículas válidas en el centro del agujero el sistema de control selecciona el

borde del agujero en busca de una buena distribución de partículas válidas. Esto

es debido a que en algunos casos el centro del agujero tiene un grosor de hielo

demasiado fino como para poder contener ciertas muestra biológicas (grandes

ensamblados macromoleculares como pueden ser los virus icosaédricos) y es

necesario centrarse en las zonas cerca del borde, con un grosor de hielo mayor.

4.2.2 Registro de información durante una sesión super-

visada por el sistema experto

Dependiendo del tipo de muestra biológica a estudiar es necesario buscar un grosor de

hielo y un rango de subenfoques adecuados. Durante una sesión en modo automático el
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sistema de control es capaz de establecer una relación entre el grosor del hielo (valor

medio de la intensidad de los agujeros segmentados en las imágenes adquiridas en el

modo Search), el área del agujero, el subenfoque, el valor medio de cuentas en la

imagen final y el número de partículas automáticamente detectadas. El sistema de

control va guardando las imágenes validadas y genera una matriz dinámica con los

valores correspondientes al número de partículas válidas, partículas de contaminación

de hielo, grosor del hielo, subenfoque y astigmatismo calculados con el análisis de la

CTF, promedio de cuentas en las imágenes finales y finalmente, área de los agujeros.

Esta matriz dinámica será el registro de información durante una sesión en modo

automático. Una vez que se tiene suficiente información en la matriz dinámica de la

sesión inicial, esta puede utilizarse posteriormente tanto para seleccionar de forma más

eficiente los agujeros como para ajustar el rango del subenfoque, esencial para una

correcta identificación de las partículas. 

4.2.3 Definición de las funciones de membresía y reglas 

El siguiente paso es definir las sentencias IF-THEN y las funciones de membresía. Para

fusificar las variables de entrada y poder usar la lógica difusa se utilizan funciones de

membresía Gaussiana, con forma de campana, forma de Π y forma triangular para des-

cribir el set difuso, (ver figura 4.8). Para planificar el funcionamiento del FIS un set de

19 reglas lingüísticas IF-THEN fueron programadas utilizando la experiencia previa con

el microscopio. Diferentes sesiones rutinarias cryo-TEM con el microscopio del CIC

bioGUNE en modo automático ayudaron a diseñar y refinar las funciones de membresía

y las reglas. 

Figura 4.8: Ejemplo del modo gráfico para la programación en Matlab de las funciones de mem-

bresía del FIS
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4.2.4 Lista de toma de decisiones 

Las salidas crisp del FIS son utilizadas por el esquema de control para elegir la mejor

estrategia y solucionar los problemas habituales que suelen surgir durante una sesión ru-

tinaria de cryo-TEM. El sistema de control basado en FIS toma las siguientes decisiones

durante una sesión cryo-TEM en modo automático:

• El esquema de control automático elige el siguiente agujero a irradiar y puede

adquirir la imagen final tanto en el centro como en el borde del agujero, depen-

diendo de la distribución de las partículas individuales válidas detectadas. 

• Se usa un valor mayor de subenfoque tanto en áreas con mayor grosor de hielo

como en áreas donde inicialmente no se detectan partículas. Por el contrario, tra-

baja cerca de foco en áreas con hielo más fino si las partículas individuales váli-

das son claramente detectadas.

• Si el programa detecta un exceso de partículas de contaminación de hielo o el

grosor del hielo no es el adecuado (demasiado fino o demasiado grueso) en un

cuadrante de la rejilla, se moverá a otro cuadrante. 

• En cuanto un valor alto de astigmatismo es detectado en las imágenes finales en

modo “Photo”, el sistema de control ejecuta una rutina para corregir el astigma-

tismo. El sofware ACE toolbox genera un valor del ángulo de la elipse del astig-

matismo que se utiliza para poder corregirlo más fácilmente.

Una de las características más importante del TEM del CIC bioGUNE es la posibilidad

de poder usar una apertura (energy slit) centrada en el “zero-loss” del espectro de ener-

gía, pero debido a cambios de posición de la apertura con el tiempo, es necesario centrar

la posición del espectro en la apertura cada ~15 minutos. Si el programa detecta la pre-

sencia de una sombra en la imagen final en modo Photo, se ejecutará una rutina para

ajustar la abertura situada después del filtro de energía en el pico del “zero-loss”.

4.2.5 Salidas del esquema de control

Las salidas del esquema de control serán las imágenes digitales (en modo “Photo”) en

formato MRC (Crowther et al., 1996), automáticamente validadas (i.e., valor de suben-

foque en el rango adecuado, valor de astigmatismo bajo, sin deriva, sin contaminación y
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con una buena distribución de partículas individuales válidas), junto con los correspon-

dientes ficheros de coordenadas que localizan el centro de masas de cada una de las par-

tículas individuales automáticamente detectadas en cada imagen. El formato de los fi-

cheros de coordenadas será el mismo formato utilizado por el software Xmipp (Marabi-

ni et al., 1996). Estas coordenadas son automáticamente calculadas en tiempo real gra-

cias al nuevo método neuro-difuso descrito en la siguiente sección de esta tesis. 

 4.3 Diferentes componentes del TEM a controlar du-

rante una sesión en modo automático

En el Capítulo 1 se describieron los diferentes componentes que forman parte del TEM.

La posición de las aperturas, las lentes para el control de la iluminación y las lentes de

alineamiento deben ser preconfiguradas en cada uno de los modos de trabajo de mínima

dosis antes de cada sesión. Además es necesario prefijar el tiempo de exposición utiliza-

do en la cámara de adquisición de imágenes y es conveniente realizar una precalibración

de su referencia de ganancia antes de cada sesión. 

En esta sección se describen los diferentes módulos utilizados para controlar los compo-

nentes del TEM que necesitan ser ajustados constantemente durante una sesión en modo

automático, es decir el goniómetro y el filtro de energía en columna. La lente que nece-

sita ser ajustada constantemente durante una sesión cryo-TEM en modo automático es la

OL y en ocasiones también las lentes correctoras del astigmatismo.

 4.3.1 Control del goniómetro para mover la rejilla a lo

largo del haz de electrones fijo

El usuario controla el desplazamiento del goniómetro a través de un trackball, un juego

de botones o por software. La mecánica de los motores paso a paso, que componen la

parte móvil del goniómetro, tienen un cierto juego en su engranaje (conocido como ba-

cklash), lo que implica que los movimientos son solamente precisos en un rango entre

300-500 nm. Por lo tanto, si se requiere un movimiento preciso es necesario refinar ite-

rativamente la posición. Además, una vez que el porta-muestras integrado en el gonió-

metro se para en una nueva posición, la muestra sufre deriva durante algún tiempo debi-
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do a la masa inercial. Esta deriva limita la resolución alcanzable en una imagen por

TEM, por lo que es necesario esperar un tiempo hasta que el porta-muestras se ha asen-

tado y la deriva está por debajo de un cierto umbral (e.g., 1 Å s−1 ). Dependiendo del

tipo de goniómetro y la distancia recorrida, esta pausa necesaria puede durar hasta va-

rios minutos. Un dispositivo piezoeléctrico permite ajustes precisos de movimiento en

el rango de ±0.2 μm utilizado en magnificaciones altas de trabajo. 

 4.3.2 Control automático del subenfoque y astigmatismo

El subenfoque y la forma de la CTF son evaluadas automáticamente utilizando una

versión modificada del paquete de software Automated CTF Estimation (ACE) Toolbox

(Mallick et al., 2004). El programa es modificado para ajustarlo a la configuración de

nuestro TEM (fuente de 200kV y una aberración esférica de C s=2 mm ) y a la

magnificación de trabajo de 50000× (que genera imágenes a un tamaño de pixel de 2

Å/pixel) . ACE utiliza un método basado en difractogramas para determinar el

subenfoque y el astigmatismo. El algoritmo identifica los anillos Thon en la densidad

espectral de potencia (PSD) y los usa para estimar los valores de astigmatismo y

subenfoque, junto con los valores de incertidumbre, ver figura 4.9. 

Figura 4.9: Información de salida del algoritmo que estima los parámetros de la CTF gracias a

ACE toolbox en Matlab

El programa para el análisis de la CTF basado en ACE utiliza las siguientes entradas: la

imagen a alta magnificación (del modo Photo) en formato MRC, el tamaño real del

pixel en Å/pixel a esa magnificación, el valor de la aberración esférica de nuestro
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microscopio C s=2 mm , el tipo de medio (ice para una sesión cryo-TEM) y un factor

de potencia (normalmente igual a 0.3 para imágenes cryo-TEM). Este programa

devuelve un vector de parámetros resultado del análisis de la CTF: subenfoque,

contraste de amplitud, ratio de astigmatismo, ángulo del astigmatismo, parámetros de

ruido, parámetros de la envolvente y un valor de incertidumbre (confidence in results).

Tres de estos valores (el valor del subenfoque, el ratio de astigmatismo y el valor de

confianza en el resultado) son entradas al modelo FIS de tipo Mamdani para tomar la

decisión de lanzar las rutinas de corrección del subenfoque y/o astigmatismo.

El sistema experto mantendrá el valor del subenfoque de las imágenes en un rango

entre -1 µm y -3 µm. Para ello se ha programado una rutina que utiliza las imágenes

adquiridas en modo Focus (en zonas de carbón) para calcular y ajustar de forma

automática el subenfoque durante una sesión cryo-TEM en modo automático. De la

misma forma si el sistema experto detecta un valor inadecuado de astigmatismo, lanzará

una rutina que emplea las lentes deflectoras de corrección del astigmatismo, utilizando

el ángulo del astigmatismo calculado por ACE toolbox para ayudar en la corrección del

mismo.

Estimación de los valores de astigmatismo con ACE toolbox

A continuación se describirá brevemente el cálculo automático del desenfoque y el as-

tigmatismo por parte del software ACE toolbox, dado que es uno de los procesos clave

para el control de calidad de las imágenes y para poder corregir automáticamente la

CTF en un esquema de reconstrucción 3D automático. Para realizar esto una vez adqui-

rida la imagen se realiza la transformada de Fourier, de forma que la formación de ima-

gen en un TEM en el espacio de frecuencias-espaciales y en coordenadas polares se

puede aproximar con la siguiente ecuación de la forma, 

Ӻ {I ( r⃗ )}=Ӻ {Φ( r⃗ )}⋅A( s ,θ)⋅E (s ,θ)⋅sin (γ (s ,θ))+N ( s ,θ) (4.3.1)

donde s=√sx
2+s y

2 y θ=arctan ( sy / sx) , donde la fase es dada por,

γ( s , θ)=2π (−C s λ3 s4

4
+

z (θ )λ s2

2 ) (4.3.2)

donde λ es la longitud de onda del haz de electrones en el microscopio, C s es la abe-

rración esférica de OL y z es el desenfoque (siempre se utiliza negativo para la forma-
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ción de imagen, luego es subenfoque). En la presencia de astigmatismo el desenfoque

dependiente de θ se puede describir por la siguiente ecuación,

z (θ)=
z2+z1

2
+

z2−z1

2
sin (2(θ−ϕ)) (4.3.3)

donde z1 y z2 son el valor de desenfoque mínimo y máximo respectivamente.ϕ es el

ángulo entre el eje mayor de la elipse formada por los anillos Thon en la CTF y el eje x.

Como se explicó en el Capítulo 2 la función de envolvente es el resultado de diferentes

fenómenos como son la dispersión de energía del haz, la inestabilidad de la corriente en

las lentes, la deriva de la muestra, etc, y se puede aproximar de una forma empírica de la

forma,

E ( s)=e−(k 1+k2 √s+k 3 s+k 4s 2) (4.3.4)

Además una forma paramétrica empírica que describe el espectro de ruido aditivo está

descrito por, 

N 2( s)=e−(n1+n2 √s+n3s+n4 s2) (4.3.5)

ACE toolbox reduce el problema del análisis de la CTF de cada imagen al cálculo de los

siguientes 12 parámetros; el desenfoque z2 , el ratio entre los ejes mayor y menor de

los anillos Thon elípticos, el contraste de amplitud C a , el ángulo de astigmatismo ϕ,

los 4 parámetros de la función de envolvente [k1, k2, k3, k4 ] y los 4 parámetros de la

función ruido [n1, n2, n3, n4] . Para el cálculo de los parámetros de astigmatismo se

realiza el análisis de los espectros de potencia (transformada de Fourier) de cada imagen

experimental utilizando un algoritmo de detección de bordes Canny descrito en el Capí-

tulo 3. En este algoritmo los bordes se definen como puntos de máximos locales de la

magnitud del gradiente (por encima de un umbral dado) a lo largo de la dirección del

gradiente. Después los bordes detectados en los anillos Thon experimentales de los es-

pectros de potencia se ajustan (utilizando el algoritmo RANSAC) a una elipse teórica

descrita por la siguiente forma paramétrica,

ax2+bxy+cy2=1 (4.3.6)

Los parámetros de astigmatismo (r, ϕ) pueden ser calculados a partir de los parámetros

a, b y c de la elipse teórica ajustada a la forma de la CTF experimental. 
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l1=
a+c

2
−1

2
√(a−c)2+b2 (4.3.7)

l 2=
a+c

2
+1

2
√(a−c)2+b2 (4.3.8)

 ϕ=arctan ( 2(l2−a)
b ) (4.3.9)

r=√ l1

l2

(4.3.10)

 4.3.3 Control del filtro de energía 

Formación de imágenes “zero-loss” 

En un análisis por TEM el grosor de la muestra y su densidad es un factor limitante de-

bido a la fuerte interacción de los electrones con la muestra. Cuando los electrones pa-

san a través de una muestra, interaccionan con los átomos que están siendo dispersados

elástica o inelásticamente. La dispersión elástica es el principal mecanismo para formar

el contraste de fase en un TEM debido a que los electrones elásticamente dispersados

exhibirán un desplazamiento de fase débil y tendrán la misma energía que los electrones

no dispersados. Esta diferencia de fase es el origen de la formación de imagen por

contraste de fase en un TEM. Cuando un haz de electrones incide sobre una muestra

más gruesa se produce un mayor número de dispersiones múltiples e inelásticas (plas-

mon scattering), lo que contribuye a la ionización de la muestra (daño por radiación)

(Glaeser & Downing, 1992) y limita el contraste en las imágenes adquiridas. Los elec-

trones inelásticamente dispersados tienen pérdida de energía cinética y contribuyen a

emborronar la imagen final, dado que están fuera de foco y contribuyen al desenfoque

cromático (producido por la aberración cromática). Sin embargo pueden ser filtrados

después de la interacción con la muestra usando un filtro de energía para evitar que con-

tribuyan a la formación de imagen en el detector.

Como se explicó en el Capítulo 1 el filtro de energía integrado en la columna de nuestro

TEM y con forma de Omega permite filtrar los electrones inelásticamente dispersados

(con pérdida de energía) y los elimina del proceso de formación de imagen en la CCD.

Esto permite generar imágenes sin pérdida de energía (zero-energy-loss images) que
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ofrecen mejor contraste y menor ruido con respecto a las no filtradas. Para realizar el

filtrado de energía de cero pérdidas se posiciona el pico del espectro correspondiente a

una pérdida de energía de valor cero (zero-loss peak) en el centro de una apertura

(energy slit) situada justo después del filtro de energía con un ancho predeterminado en

eV (slit width). Esta apertura tiene un rango de energía variable y para conseguir un

buen filtrado se suele ajustar el ancho de la apertura del filtro de energía a un valor entre

10-20 eV (electrón voltios), de forma que los electrones que queden fuera de este ancho

de apertura son eliminados en la formación de imagen en el detector.

Ajuste automático de la posición de la apertura del filtro de energía

Mientras que las lentes del filtro de energía son bastante estables en el tiempo, la posi-

ción de la apertura (slit), que hace la función de selector de energía, puede variar y tiene

que ser re-alineada periódicamente. Además la posición del pico zero-loss está directa-

mente relacionado con la estabilidad del sistema de alta tensión del TEM. Pequeños

cambios en el voltaje de los electrones resultará en un ligero movimiento del pico zero-

loss. Un movimiento adicional puede ser causado por un cambio grande de foco, luego

durante una sesión con el TEM es necesario reajustar la posición del slit para centrarla

en el zero-loss del espectro de energía después de un cambio de foco mayor a ~5 μm.

Cuando la posición del pico de pérdida de energía-cero (zero-loss peak) está

descentrado de la apertura del filtro de energía se produce una sombra oscura en el

centro o en los laterales de las imágenes. Para evitar de forma automática estas sombras

no deseadas en las imágenes finales se ha desarrollado una rutina muy sencilla que

ajusta la posición del zero-loss peak midiendo la intensidad media en la imagen en

modo Photo, mientras se modifica la posición de la apertura (slit offset) hasta centrarla

en el zero-loss peak. El objetivo es maximizar este valor medio de intensidad. Esta

rutina se ejecuta cada 30 minutos; también es llamada por el sistema experto si detecta

una sombra oscura en el centro de las imágenes o una pérdida de intensidad media en

las imágenes finales en modo Photo, ver figura 4.10.

147



4. NUEVO ESQUEMA DE CONTROL INTELIGENTE PARA CRYO-TEM

Figura 4.10: Apariencia de la sombra producida por un desplazamiento del pico zero-loss fuera

del centro de la apertura (slit) del filtro de energía. La imagen central corresponde a una imagen

cryo-TEM en modo Photo con la apertura (slit) del filtro de energía correctamente centrada en

el pico zero-loss del espectro de energía

Estimación del grosor del hielo utilizando el filtro de energía

Un filtro de energía separa los electrones de acuerdo a su energía cinética y genera un

espectro de pérdida de energía de los electrones transmitidos a través de la muestra en el

TEM. El espectro muestra la intensidad dispersada como función de la disminución de

la energía cinética de los electrones. La espectroscopia de pérdida de energía de electro-

nes (EELS) por tanto se basa en analizar la distribución de energía de electrones inicial-

mente mono-energéticos, después de que éstos interaccionan con una muestra. 

Cuando los electrones atraviesan un material interaccionan con los átomos constituyen-

tes a través de fuerzas electrostáticas (de Coulomb). Como resultado de estas fuerzas al-

gunos electrones son dispersados cambiando la dirección de su momento (dispersión

elástica) y en algunos casos transfieren una cantidad apreciable de energía a la muestra

(dispersión inelástica). La dispersión elástica implica interacción de Coulomb con un

núcleo atómico y con un intercambio de energía despreciable. La dispersión inelástica

ocurre como resultado de una interacción de Coulomb entre los electrones del haz inci-

dente y los electrones atómicos que rodean cada núcleo. Algunos procesos inelásticos se

pueden interpretar según la teoría de bandas de energía como una excitación de un elec-

trón atómico aislado a un nivel de energía mayor. Los picos de ionización en unos valo-

res específicos en eV del espectro de energía se producen porque los electrones atómi-

cos en una cierta capa interna de energía (inner-shell) necesitan una cantidad de energía

cuantizada, igual a su energía de unión original. El resultado de esta transferencia de
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energía cuantizada es un átomo en un estado ionizado (o altamente excitado), que en el

caso de componentes orgánicos producen una ruptura permanente de los enlaces quími-

cos, descrita como daño por radiación (ionización).

Existe otro modo de interacción de energía que involucra muchos átomos del sólido.

Este fenómeno colectivo es conocido como resonancia de plasma u oscilación de la den-

sidad de los electrones de valencia (el cual se encuentra en la última capa de energía del

átomo llamada capa de valencia, que es la que determina las propiedades químicas del

átomo) y toma la forma de una onda longitudinal. Esta excitación puede ser descrita por

la formación de una pseudopartícula conocido como plasmón, cuya energía está dada

por E p=ℏw p donde ħ es la constante de Planck y w p es la frecuencia del plasmón

(en radianes por segundo), el cual es proporcional a la raíz cuadrada de la densidad de

los electrones de valencia. Para la mayoría de materiales E p está en el rango de 5-30

eV. En un espectro de energía el primer pico elástico o zero-loss (ZLP) representa a los

electrones que son transmitidos sin sufrir ninguna pérdida de energía medible. La dis-

persión inelástica de los electrones de la capa de valencia (outer-shell) es visible en for-

ma de pico en la región entre 5-50 eV del espectro de energía, y es conocido como pico

de plasmón. A mayores pérdidas de energía, la intensidad de los electrones disminuye

rápidamente de forma que es conveniente utilizar una escala logarítmica para represen-

tar el espectro de pérdida de energía. En esta curva de intensidad descendente se en-

cuentran superpuestos los picos de ionización que representan la excitación de capas in-

ternas y se encuentra en coordenadas de pérdida de energía iguales a la energía de unión

de las correspondientes capas atómicas internas.

Existe una forma muy sencilla de medir el grosor de la muestra dentro de una región

irradiada por un haz incidente de electrones utilizando el espectro de pérdida de energía

generado por un filtro de energía (Egerton & Cheng, 1987). El grosor t se mide a partir

de una sencilla integración (ver figura 4.11) que compara el área de intensidad I 0 bajo

el pico zero-loss con el área total I t bajo todo el espectro completo de la forma,

t
λ
=loge( I t

I 0
) (4.3.11)

donde λ es el camino libre medio (MFP) de plasmón o total para todas las dispersiones

inelásticas. 
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Figura 4.11: Imagen que muestra las integrales y energías involucradas en medir el grosor de la

muestra utilizando el método log-ratio

Cuando se trabaja con el TEM en mínima dosis y se adquiere una imagen en Search

mode la apertura se encuentra centrada en el pico del plasmón cuya intensidad integrada

está relacionada con el grosor de la muestra de la forma, 

I n=(1/n!)(t / L)n exp(−t /L) I t=(1/n !)(t / L)n I 0 (4.3.12)

donde L es el camino libre medio (MFP) del plasmón, t es el grosor de la muestra, I t

es la integral de la intensidad total del espectro, incluyendo el componente zero-loss

I 0 . Esta expresión está relacionada con la probabilidad Pn de n eventos de pérdida

de plasmón en una muestra de grosor t siguiendo la estadística de Poisson (Egerton,

2009). Esto permite crear una relación aproximada entre el valor medio de la intensidad

dentro de cada agujero situado en las imágenes en Search mode y el grosor del hielo

dentro del mismo.

 4.4 Nuevo sistema de identificación de partículas

Como se vio en la sección 2.5.1 muchas veces es inevitable tener heterogeneidad en las

muestras. También suele ser inevitable la presencia de partículas de contaminación en

algunas regiones de una rejilla vitrificada. En esta tesis se presenta una herramienta que

incluye el conocimiento de un experto seleccionando partículas en experimentos de cr-

yo-EM y que puede ser entrenada para mejorar su eficiencia gracias al uso de imágenes

de referencia cuidadosamente seleccionadas. Este método permite identificar el tipo de
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partícula en imágenes cryo-TEM con cualquier tipo de muestras, incluso con muestras

heterogéneas. La ventaja de este método frente a otros basados en cross-correlación es

su capacidad de identificar en tiempo real el tipo de partícula presente en las imágenes

cryo-TEM. Esto permite obtener información en tiempo real sobre la distribución de las

partículas válidas y conocer la calidad del hielo, calculando el número de partículas de

contaminación en cada una de las imágenes cryo-TEM. Esta información puede ser uti-

lizada por el sistema experto para tomar decisiones y cambiar la estrategia de adquisi-

ción de forma conveniente como se ha explicado anteriormente. 

Para crear esta herramienta de identificación no-supervisada de partículas se utiliza un

método neuro-difuso, el cual puede ser entrenado para trabajar con cualquier tipo de

muestras, incluso con muestras heterogéneas como se demostrará en el Capítulo 5. La

idea principal es obtener una metodología híbrida que combine algoritmos de procesa-

miento de imagen utilizados en visión artificial (Parker, 1997) y un esquema de inferen-

cia difusa adaptativa (ANFIS) basada en redes neuronales (Azeem et al. 2000; Jang,

1993) que permite imitar el modo de trabajo de un investigador experto en cryo-TEM.

La combinación de esta herramienta junto con el sistema experto descrito anteriormente

convierte al esquema de control en más inteligente y permite mejorar los resultados de

la adquisición de datos cryo-TEM en modo automático, tomando decisiones en tiempo

real y pudiendo adaptar el esquema de control para optimizarlo con cualquier tipo de

muestra. 

Comparado con otros esquemas de control adaptativos (Amundarain et al., 2011; Garri-

do et al., 2012) las técnicas de aprendizaje neuro-difuso proporcionan un método para el

modelado difuso del control y tiene capacidad de aprender de la información de un set

de datos de referencia. En esta sección se presenta este nuevo método basado en dife-

rentes algoritmos de procesamiento de imagen y modelos ANFIS para identificar y se-

leccionar en tiempo real las partículas individuales válidas en cada imagen cryo-TEM,

evitando las partículas incompletas, los agregados y las partículas de contaminación.

También se calcula el número de partículas de contaminación por imagen y esta infor-

mación será utilizada por el modelo FIS de tipo Mamdani para que el sistema de control

tome las decisiones oportunas en tiempo real durante una sesión en modo automático.

El método general para la identificación de objetos en una imagen se basa en la secuen-

cia de los siguientes pasos, normalmente utilizados en proyectos de investigación en
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ciencia de materiales (Hernández et al., 2004; Johnsrud et al., 2013; Papa et al., 2013;

Yang & Ahuja, 2014; Zapata et al., 2011), y sigue el esquema que puede verse en la fi-

gura 4.12.

Figura 4.12: Procedimiento para la detección e identificación automática de partículas

152



CAPITULO 4

 4.4.1 Preprocesamiento de imagen

Con el objetivo principal de resaltar las regiones de la imagen correspondientes a las

partículas individuales y hacerlas más aparentes frente al fondo (background, que co-

rresponde a la proyección del hielo amorfo del buffer), se utiliza una combinación de

filtros y se ajusta el histograma. Para reducir el ruido y suavizar las imágenes de cryo-

TEM se combinan un filtro lineal adaptativo (filtro de Wiener) con un kernel de 7×7

(Lim, 1990; Parker, 1997), con un filtro no-lineal de mediana (Huang et al., 1997) y un

filtro paso-bajo Gaussiano con un kernel de 5×5. Para mejorar el contraste se realiza un

proceso de normalización por expansión del histograma (o aumento del rango dinámico)

más una ecualización adaptativa del histograma con contraste limitado (CLAHE) (Zui-

derveld, 1994). CLAHE es útil para potenciar los detalles de una imagen y mejorar el

contraste tanto general como local. Todos estos algoritmos de procesamiento de imagen

han sido detallados en el Capítulo 3.

 4.4.2 Segmentación de la imagen

El segundo paso en el proceso de identificación de objetos es la segmentación, que in-

cluye la conversión de las imágenes originales en escala de gris a imágenes binarias y la

extracción de las áreas de interés (áreas correspondientes a las partículas individuales

frente al fondo que corresponde al hielo amorfo). Para optimizar el proceso de segmen-

tación de partículas ruidosas en el que algunas partículas están al nivel del ruido se com-

binan tres tipos diferentes de procesos de segmentación:

• El método del valor umbral utiliza el histograma de la escala de grises de la ima-

gen y un método de optimización conocido como método de Otsu (Otsu, 1979),

para obtener automáticamente un valor umbral t adecuado, a partir del cual se

“binariza” la imagen (convirtiendo una imagen en escala de grises a una imagen

binaria); es decir se construyen dos segmentos: el fondo de la imagen (valor 0) y

los objetos buscados (valor 1). Como se vio en el Capítulo 3 el método Otsu uti-

liza técnicas estadísticas y calcula la varianza (medida de la dispersión de los ni-

veles de gris) para calcular este valor umbral t óptimo. Siguiendo este método

uno de los segmentos tiene un valor medio de grises igual a
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μ0=∑
i=1

t

xi pi y probabilidad w0=∑
i=1

t

pi (4.4.1)

mientras que la otra parte tiene un valor medio de gris igual a,

μ1= ∑
i=t+1

n

x i pi y probabilidad w1= ∑
i=t+1

n

pi (4.4.2)

El valor de umbral óptimo t (threshold) se calcula automáticamente minimizan

do la varianza intra-clase, definida como una suma ponderada de varianzas de

las dos clases, calculada de la forma: 

σ 2(t)=w0( μ0−μ)2+w 1(μ1−μ)2=
(μw (t )−μ(t ))2

w(t )(1−w(t ))
(4.4.3)

 donde, μ0=
μ(t)
w(t )

y w0=w(t ) tal que μ1=
μ−μ(t)
1−w (t)

y w1=1−w(t ).

La imagen final es muy sencilla de calcular ya que para cada pixel solo hay que

realizar una comparación numérica entre su nivel de gris g con el valor umbral t

(threshold) y su regla de cálculo es como sigue,

T global (g)={0    si g<t
1   si g⩾t } (4.4.4)

• El método de detección de bordes mediante el algoritmo de Canny, que utiliza el

cálculo de variaciones para localizar las discontinuidades en los niveles de gris

de la imagen (Canny, 1986). Este algoritmo ayuda a evitar los objetos binarios

generados por ruido o artefactos producidos en el proceso de binarización por

umbral.

• Finalmente, los resultados anteriores se combinan con un proceso de segmenta-

ción por textura (Gonzalez et al., 2003), que mide el valor de entropía del vecin-

dario, de forma que se consigue mejorar la eficiencia del proceso de segmenta-

ción total. 

Durante el proceso de segmentación es necesario utilizar operaciones morfológicas

como la erosión (Soille, 1999) para eliminar regiones demasiado pequeñas producidas
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por el ruido, seguida por la dilatación combinada con un algoritmo de relleno (flood-fill)

para ajustar el tamaño y la forma de los objetos segmentados de forma que se parezcan

lo más posible al tamaño y forma de las partículas individuales de la imagen original.

La imagen binaria resultante de todo el proceso se utiliza como máscara para ser multi-

plicada por la imagen en escala de grises original, de forma que se produce una versión

enmascarada de la original, ver la fila inferior de la figura 4.13. 

Figura 4.13: Ejemplo representativo del proceso de segmentación de partículas individuales de

diferentes poblaciones de ribosomas (ribosomas bacterianos 70S, subunidades de ribosomas,

agregados de ribosomas) y partículas de contaminación de hielo

En la fila superior de la figura 4.13 se muestran algunas imágenes originales cryo-TEM

correspondientes a diferentes conformaciones de ribosomas bacterianos y

contaminaciones de hielo. En la fila central se muestra el resultado del proceso de

preprocesamiento de imagen y en la fila inferior se muestra el resultado de la

multiplicación de una imagen binaria (resultado del proceso de segmentación) por la

imagen en escala de grises original.
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 4.4.3 Optimización del proceso de segmentación

Cada parámetro modificable en cada algoritmo descrito del esquema completo de seg-

mentación, incluyendo la etapa preliminar de preprocesamiento, fueron ajustados y opti-

mizados de forma manual (prueba y error) para detectar correctamente las partículas in-

dividuales correspondientes a una población homogénea de interés. El objetivo final es

conseguir que el proceso de segmentación genere objetos binarios con forma y área pa-

recidos a las partículas originales. 

Para poder generalizar el uso del esquema de segmentación a cualquier tipo de muestra

con macromoléculas biológicas de diferentes tamaños (desde complejos proteicos con

un peso molecular de 300 kDa hasta virus icosaédricos con un peso de 150 MDa), es ne-

cesario utilizar algún proceso de optimización que ajuste cada uno de los parámetros va-

riables del proceso de segmentación, de forma lo más automática y eficiente posible. En

esta tesis se ha utilizado un algoritmo conocido como Búsqueda Tabú. El objetivo prin-

cipal de este algoritmo de optimización es ajustar los diferentes parámetros del proceso

de segmentación, de modo que la forma de los objetos generados en la imagen binaria

sean lo más parecido posible a las proyecciones 2D de la muestra homogénea en estu-

dio. Como ejemplo, se verá en el Capítulo 5 cómo para optimizar los parámetros del

proceso con el objetivo de estudiar la muestra de ribosomas bacterianos 70S se utiliza-

ron simplemente 3 de las mejores imágenes de referencia (conteniendo proyecciones 2D

de ribosomas 70S), donde se conoce el valor promedio y la desviación estándar del área

de las proyecciones 2D de los ribosomas 70S y el número de partículas detectadas en

cada imagen. La Búsqueda Tabú tiene como objetivo principal conseguir el valor más

óptimo posible sin quedar atrapado en mínimos locales y ajusta los siguientes paráme-

tros:

• Variables utilizadas en el proceso de segmentación por umbral: umbral t (thres-

hold, previamente optimizado por el método Otsu) y la cte_background (utiliza-

da en el proceso de normalización del background).

• Variable utilizada en el proceso de detección de bordes usando el algoritmo de

Canny: constante de Canny.
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• Variables utilizadas en las operaciones morfológicas: noise_cte (incluido en el

proceso de limpieza de pequeños objetos en la imagen binaria), las constantes

de dilatación y erosión. 

La figura 4.13 muestra el resultado de la segmentación optimizada para el estudio de ri-

bosomas 70S por cryo-TEM. Una vez optimizado el algoritmo para la muestra de inte-

rés se utilizan los mismos parámetros para el resto de poblaciones que pueden convivir

en la misma muestra (e.g. subunidades, agregados, partículas de contaminación de hielo,

etc).

 4.4.4 Medición de las características discriminatorias de

los objetos

En la tercera etapa del proceso de identificación se etiquetan los objetos detectados en

las imágenes enmascaradas (imágenes originales en escala de grises multiplicadas por la

máscara binaria resultado del proceso de segmentación), como se pueden ver en la fila

inferior de la figura 4.13, y se realiza un análisis de blobs para medir las características

de los mismos. Se etiquetan cada uno de los blobs detectados en la imagen enmascara-

da, donde los blobs son componentes conectados donde los píxeles tienen valor distinto

de cero, y los píxeles con valor cero forman el fondo (background). Para la extracción

de características de estos objetos etiquetados se tienen en cuenta diferentes medidas

morfológicas y medidas de intensidad del nivel de gris. De entre las propiedades medi-

bles en cada blob de la imagen en escala de gris y que proporcionan medidas de la for-

ma y características de intensidad (valor de los píxeles) de los blobs, en este proyecto se

han utilizado nueve, las cuales son capaces de describir el tamaño, la morfología, el

contraste de la escala de grises y el estado de agregación (figura 4.14) :

• Área del objeto que especifica el número real de píxeles en la región. 

• Gray extent. Calcula el ratio de píxeles en la región del objeto con respecto a los

píxeles totales del rectángulo más pequeño que contiene la región (boundin-

gBox). 

Gray extent= Area
Area of the boundingBox

(4.4.5)
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• Gray solidity. Calcula la proporción de píxeles del polígono convexo más pe-

queño que puede contener la región (convexHull) y que también están en la re-

gión del objeto. 

Gray solidity= Area
Area of the convexHull

      (4.4.6)

• Eccentricity. Mide la excentricidad (ε épsilon) de la elipse que mejor se ajusta a

la región del objeto. La excentricidad es el ratio de la distancia entre los focos de

una elipse y la longitud de su eje mayor. En una elipse el valor está entre 0 y 1,

0≤ε≤1 . Una elipse cuya excentricidad es 0 es un círculo, mientras que si la

excentricidad es 1 es una parábola. Si la ecuación cartesiana de una elipse tiene

la forma,

x2

a2+
y2

b2 =1  (4.4.7)

el valor de excentricidad (ε épsilon) es igual a

ε=√1−b2

a2 (4.4.8)

• Major axis length. Mide la longitud (en píxeles) del eje mayor de la elipse que

major se ajuste a la región del objeto; Minor axis length: mide la longitud (en pí-

xeles) del eje menor de la elipse que mejor se ajuste a la región del objeto.

• Pixel value contrast. Calcula el contraste restando el valor del pixel con mayor

intensidad menos el valor de intensidad más baja de la región. 

• Distance with neighbouring particles. Se mide la distancia euclídea entre los

centros de masas de uno de los objetos con el resto de objetos detectados. 

dE (P 1 , P 2)=√( x2− x1)
2+(y2− y1)

2  (4.4.9)

• Location (centroid, coordenadas X e Y). Se especifica el centro de masas de la

región del objeto, siendo el primer elemento la coordenada horizontal (o coorde-

nada x) y el segundo elemento es la coordenada vertical (o coordenada y).
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Figura 4.14: Ejemplo de 8 características discriminatorias medidas a partir de una sola imagen

cryo-EM conteniendo 320 partículas de ribosomas bacterianos 70S

Utilizando un set de imágenes de referencia como ésta se genera una matriz con el nú-

mero de filas igual al número total de partículas detectadas en estas imágenes de refe-

rencia (donde todas las partículas corresponden al mismo complejo macromolecular), y

8 columnas que contienen el valor medido de cada una de las características discrimina-

torias de cada objeto obtenido después del proceso de segmentación.

Las ocho características discriminatorias forman el patrón de entrada para los diferentes

sistemas adaptativos de inferencia neuro-difusa (ANFIS) que forman parte del nuevo

sistema de identificación de partículas individuales para imágenes cryo-TEM. La nove-

na característica es la variable Location y es utilizado para generar el fichero de coorde-

nadas que localiza la posición de cada una de las partículas individuales detectadas en

cada imagen cryo-TEM. El conjunto de las ocho características discriminatorias produ-
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cen una huella que caracteriza los diferentes tipos de objetos presentes en las imágenes

cryo-TEM y permiten distinguir entre partículas completas válidas, subunidades, agre-

gados y partículas de contaminación. 

 4.4.5 Modelo ANFIS para la identificación del tipo de

partícula

Como se verá en el Capítulo 5 el sistema de identificación de partículas está compuesto

por tantos modelos ANFIS como diferentes tipos de partículas resulten de interés en las

imágenes cryo-TEM con una muestra purificada. Cada modelo ANFIS será diseñado y

entrenado previamente para la identificación de un único tipo de partícula y la salida de

cada modelo ANFIS será un valor crisp en un rango entre {−1< p<1} , que indica el

valor de probabilidad de pertenecer al tipo de partícula asociado a ese modelo ANFIS. 

Como se explicó en detalle en el Capítulo 3 un modelo ANFIS combina la teoría de ló-

gica difusa y de redes neuronales artificiales (ANN); por un lado los sistemas de lógica

difusa son buenos integrando el conocimiento de un investigador en cryo-EM, por otro,

las redes neuronales ofrecen las capacidades de aprendizaje, adaptabilidad, tolerancia a

fallos, paralelismo y generalización. Para diseñar cualquiera de los diferentes modelos

ANFIS que forman el sistema de identificación es necesario realizar los siguientes pa-

sos:

• El primer paso es definir un sistema de inferencia difuso inicial de tipo Sugeno

(Takagi, & Sugeno, 1985; Sugeno, & Kang, 1988) basándonos en nuestra expe-

riencia como expertos seleccionando partículas en imágenes para cryo-EM. En

este diseño 6 de las entradas tienen asociadas 3 funciones de membresía y las

otras 2 entradas tienen 2 funciones de membresía. Para la funciones de mem-

bresía se utilizan funciones Gaussianas y con forma de S. Cuanto mejor sea el

modelo FIS de tipo Sugeno inicial, más fácil y eficiente será el ajuste de los pa-

rámetros del modelo ANFIS para llegar a la convergencia en el proceso de entre-

namiento. Luego el diseño de las funciones de membresía y la buena elección de

la lógica en las reglas es fundamental en este paso.
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• El segundo paso es crear una matriz de datos que contenga las características

discriminatorias de partículas del mismo tipo, segmentadas a partir de imágenes

cryo-TEM de referencia cuidadosamente seleccionadas. Este matriz se divide en

dos partes: el 80% se utilizará para el entrenamiento del FIS del tipo Sugeno,

previamente diseñado. El 20% de esta matriz se utilizará para el proceso de

generalización, chequeando el funcionamiento del modelo entrenado. Por

ejemplo, para entrenar un modelo ANFIS destinado a detectar partículas de

ribosomas 70S es necesario utilizar las características medidas a partir de un set

de imágenes cryo-TEM de referencia. Si este set de datos se utiliza para entrenar

el ANFIS que identifica partículas de ribosomas 70S se añade una novena

columna con valores +1. De la misma forma hay que incluir las características

del resto de clases. Es decir, las características medidas a partir de imágenes que

contienen agregados, subunidades y partículas de contaminación. Esta vez el

valor del vector en la novena columna tendrá valor negativo igual a -1. Esta

matriz resultante conteniendo los pares de datos entrada/salida (con la salida

tanto +1 como -1) permite completar los procesos de entrenamiento y chequeo

del modelo ANFIS diseñado para identificar las partículas de ribosomas 70S,

descartando el resto de poblaciones (agregados, subunidades y contaminación).

La matriz de datos entrada/salida para entrenar en modelo ANFIS que identifica

los ribosomas 70S se puede esquematizar de la forma,

Datos de entrenamiento70S=∣Discriminatory Features 70S +1
Discriminatory features (otros) −1∣  (4.3.10)

• El último paso incluye los procesos de entrenamiento y chequeo del modelo

ANFIS, usando el set de datos entrada/salida creado a partir de las imágenes

cryo-TEM de referencia. Esto creará un ANFIS más preciso y eficiente que el

FIS de tipo Sugeno inicial. Gracias a la propiedad de red neuronal del modelo

ANFIS, en el proceso de entrenamiento los parámetros de las funciones de

membresía se ajustan automáticamente, de forma que permitan al modelo seguir

mejor los datos de referencia entrada-salida. Por tanto, el objetivo del proceso de

aprendizaje es actualizar los parámetros de las funciones de membresía de los

modelos FIS de tipo Sugeno, previamente programados, de forma que el modelo

ANFIS emule el set de datos usado en el entrenamiento. Como método de
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optimización de los parámetros de la estructura del modelo ANFIS, se elige un

método híbrido para el proceso de aprendizaje que consiste de un método de

descenso de gradiente por retropropagación (BPGD) más una estimación de

mínimos cuadrados (LS) que hace converger la estructura cuando llega a un

valor de error mínimo. El proceso de chequeo con datos de validación es

necesario para probar la capacidad de generalización del ANFIS resultante. En la

figura 4.15 se muestra la arquitectura del modelo ANFIS final, donde la entrada

está formada por las 8 características discriminatorias extraídas de los objetos

detectados después del proceso de segmentación.  

Figura 4.15: Arquitectura general de un modelo ANFIS que forma parte del sistema de

identificación de partículas en imágenes para cryo-EM

162



                  CAPITULO 5

Capítulo 5

Resultados experimentales

En este capítulo se presentan los resultados experimentales obtenidos con el nuevo es-

quema de control completo diseñado para la automatización de sesiones cryo-TEM en la

plataforma de Microscopia de CIC bioGUNE. El objetivo ha sido crear un esquema au-

tomático de todo el proceso de reconstrucción 3D de complejos macromoleculares. El

funcionamiento de cada uno de los diferentes módulos que forman el nuevo esquema de

control ha sido validado como explicaremos a continuación. Las conclusiones obtenidas

a partir de estos resultados serán descritas posteriormente en el Capítulo 6.

5.1. Resultados experimentales del nuevo esquema de

control inteligente

Para la validación y chequeo del funcionamiento real del nuevo esquema de control

inteligente se han utilizado rejillas vitrificadas de ribosomas 70S. De esta forma, se han

optimizado manualmente las diferentes funciones de membresía del modelo FIS, que

toma decisiones en tiempo real; también se ha comprobado el funcionamiento real del

sistema de identificación de partículas basado en modelos ANFIS e integrado en el

esquema de control. Durante este proceso se ha podido mejorar el funcionamiento de

los diferentes módulos que facilitan la resolución de las diferentes dificultades

encontradas durante una sesión automática de cryo-TEM. 

El sistema tiene que funcionar de un modo similar a como lo haría un experto de forma

manual. En la figura 5.1 se muestra una secuencia de imágenes donde se puede ver el
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modo de trabajo del modo automático. La secuencia puede ser visualizada por el usuario

en remoto y éste puede conocer en todo momento la posición del haz de electrones en la

rejilla, la distribución de partículas y la calidad del hielo (grosor del hielo y número de

cristales de hielo) en esa zona y el análisis de la CTF. El usuario puede cambiar a modo

manual en cualquier momento, continuando con la sesión en modo manual o eligiendo

nuevos cuadrantes en la rejilla para continuar con el modo automático.

Figura 5.1: Secuencia de imágenes representando el modo de trabajo en automático del nuevo

esquema de control inteligente

Volver al modo automático solamente supone hacer clic en un botón, lo cual ofrece una

mayor flexibilidad de trabajo en comparación a los métodos basados en atlas, es decir,

un mapa de toda la rejilla. Este tipo de aproximación, en la que los agujeros son selec-

cionados previamente a baja magnificación puede ser problemática debido a que no tie-

ne en cuenta la distribución de la muestra, las zonas de contaminación, las mejores zo-

nas en función del grosor de hielo, rotura de zonas de carbón en caso de utilizar una

capa de carbón encima de los agujeros, la necesidad de un reajuste en el rango de suben-

foque en función de la muestra u otro tipo de contingencias.
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5.1.1. Validación del sistema experto para la toma de decisio-

nes

Durante el proceso de diseño del modelo FIS con matlab se puede validar el funciona-

miento de la toma de decisiones en función de la información de entrada. Para ello se

emplea el simulador de matlab, el cual permite abarcar un abanico muy amplio de posi-

bilidades. 

En matlab la relación entre las entradas y las salidas a un FIS puede ser representada en

forma de mapas de superficie para una inspección visual que ayuda en el diseño de las

funciones de membresía y en la construcción de las reglas. Por ejemplo en la figura 5.2

se muestra el mapa de entrada-salida, en forma de superficie, resultado de utilizar las

entradas (subenfoque y grosor del hielo) y una salida (selección del agujero). La forma

de la superficie puede ser modificada ajustando las funciones de membresía y la base de

reglas. Las superficies pueden ser más o menos desiguales. Las mesetas horizontales se

producen por picos aplanados en los sets de entrada. Una meseta en torno al origen im-

plica una baja sensibilidad a los cambios cerca de los datos de referencia. Esto es una

ventaja si la sensibilidad al ruido debe ser baja cuando el proceso está cerca de la refe-

rencia.

Figura 5.2: Mapas de superficie representando la relación entre algunas entradas y salidas al

FIS. Estas representaciones son utilizadas en el proceso de programación del FIS de tipo Mam-

dani para tomar las decisiones correctas en tiempo real durante el control automático del TEM
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En este punto las variables, las funciones de membresía y las reglas del FIS, necesarias

para tomar decisiones apropiadas, ya se encuentran completamente definidas. En esta

etapa se verifica que que todo se comporta como debe, para lo cual se puede utilizar una

herramienta de matlab conocida como Rule Viewer que muestra un roadmap del proce-

so de inferencia difusa total, basado en el diagrama de inferencia difusa.

Figura 5.3: Ilustración roadmap que permite simular el funcionamiento del proceso de inferen-

cia difusa total para la toma de decisiones

Finalmente las funciones de membresía y reglas del modelo FIS son actualizadas y me-

joradas de acuerdo a entradas/salidas reales durante diferentes sesiones cryo-TEM utili-

zando la muestra de ribosomas bacterianos 70S y nuestro TEM no ideal. 

5.1.2. Validación de los diferentes módulos del esquema de

control

• La GUI diseñada para la monitorización del proceso y el control remoto con

nuestro TEM es usada habitualmente en sesiones de cryo-TEM, y permite co-

nectarse desde cualquier PC con matlab utilizando el interface de JEM toolbox.

La experiencia adquirida durante el proceso de validación ha permitido re-dise-

ñarlo y mejorar su facilidad de uso, siendo el resultado final muy similar a la

mecánica de trabajo asociada a la utilización de la consolas del TEM. A través

de esta GUI se pueden controlar todos los módulos del TEM y las lentes de co-

rrección de astigmatismo, pero no las lentes deflectoras para el alineamiento del

haz. El alineamiento del haz a través de la columna del TEM junto con la cali-

bración de la ganancia de la CCD exigen un protocolo muy preciso y se deben
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realizar antes de cada sesión para evitar aberraciones innecesarias en el proceso

de formación de imagen. 

• La navegación automática a través de los agujeros en un cuadrante de una rejilla

vitrificada funciona de forma eficiente y solamente son necesarios dos ciclos en

el proceso del movimiento del goniómetro para acercarse a la posición del si-

guiente agujero. Se ha comprobado experimentalmente (empleando para ello la

muestra de ribosomas 70S) que lo mejor del nuevo método de navegación auto-

mática es la facilidad de uso y su capacidad de intercambiar el modo entre ma-

nual y automático simplemente pulsando un botón. El mayor problema de este

esquema sin un mapa preliminar de toda la rejilla a baja magnificación es que si

en una fila de agujeros existe una contaminación grande encima del agujero no

solo se pierde ese agujero sino toda la fila de agujeros. Es por ello que este nue-

vo esquema de control tiene margen de mejora, quizás combinando la aproxima-

ción presentada en este trabajo con un método basado en un mapa del cuadrante

a baja magnificación.

• Tras varias sesiones en modo automático se ha comprobado que es de vital im-

portancia realizar correctamente cada uno de las calibraciones preliminares. La

suboptima precalibración de la región en el centro de las imágenes del modo

Photo y del modo Search por ejemplo ha sido causa de una mala navegación de

forma recurrente. Como vimos en el capítulo anterior esta precalibración resulta

sencilla dado que simplemente es necesario centrar una partícula de contamina-

ción en el centro de las imágenes tanto en modo Photo como en modo Search,

sin modificar la posición del goniómetro, empleando beam shift e image shift.

Esta precalibración y el resto son muy sencillas pero es importante realizarlas

siempre, justo antes de usar el modo automático. 

• La experiencia con el módulo para la corrección del foco y el astigmatismo ha

resultado positiva siempre que se tenga una buena estimación inicial del valor de

Z eucéntrico en cada cuadrante a navegar. El método utilizado es sensible al cál-

culo de este valor inicial, ya que en caso de obtener imágenes sobre-enfocadas el

cálculo de CTF de ACE toolbox es incorrecto. En estos casos si al disminuir el

valor de OL el resultado es el contrario al esperado es posible recuperar el estado

de sub-enfoque, pero al ser un proceso que necesita varios ciclos de adquisición
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de imágenes en el modo Focus resulta lento. Además si estamos en condiciones

muy alejadas del plano focal (in focus plane), el software automático no es ca-

paz de corregir el sub-enfoque y pararía la adquisición. Por lo tanto, el proceso

preliminar de búsqueda de los valores de Z eucéntrico en cada cuadrante a nave-

gar, realizado manualmente antes de comenzar a navegar en modo automático,

resulta crítico para el buen funcionamiento de este esquema de control.

• El control de la posición del espectro del filtro de energía para centrar el pico

“zero-loss” en la apertura es sencillo y eficaz, aunque antes de comenzar el

modo automático es muy importante centrarlos correctamente. De lo contrario,

el módulo de control de la posición del espectro de energía respecto a la apertura

(energy slit) es incapaz de realizar esta corrección y se para el modo automático.

• En las sesiones realizadas en modo automático en el TEM del CIC bioGUNE se

han utilizado rejillas comerciales con agujeros circulares regularmente situados.

No obstante,  es posible adaptar el esquema de segmentación de las imágenes en

modo Search a cualquier tipo de rejillas, incluso a rejillas con agujeros irregula-

res. Esto es debido a que el modo de trabajo propuesto no utiliza un atlas com-

pleto de la rejilla sino que toma decisiones en tiempo real. Es por ello que el pro-

ceso de segmentación y toma de decisiones se puede adaptar fácilmente a no

solo cualquier tipo de rejillas, pero también a diferentes muestras biológicas o

modelos de microscopio (siempre y cuando sea controlable desde Matlab).

• Si todos los cuadrantes son perfectos el esquema de control en modo automático

solamente necesita la posición de ~10-20 cuadrantes para poder navegar durante

más de ~10-12 horas en esta misma rejilla. El nuevo esquema de control tarda

unos ~3-4 minutos en adquirir las imágenes finales en agujeros consecutivos, un

ritmo de trabajo muy similar al realizado por un usuario experto. Es importante

reseñar que no es aconsejable aumentar este ritmo de trabajo dado que el gonió-

metro necesita ~60-120 segundos para estabilizar las vibraciones mecánicas pro-

ducidas por el motor del piezo-eléctrico durante el desplazamiento a una nueva

posición.
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5.2. Resultados experimentales para la identificación

del tipo de partícula

La naturaleza y calidad de la muestra estudiada por cryo-EM varía dependiendo del

experimento, por lo tanto la propiedad mas importante del método de identificación de

partículas en imágenes cryo-TEM debe ser la adaptabilidad. Para demostrar la validez

del método e integrarlo en el sistema experto para la toma de decisiones en tiempo real

se ha diseñado un sistema de identificación de partículas para seleccionar poblaciones

homogéneas de muestras de ribosomas, tanto bacterianos como eucariotas.

5.2.1. Resultados para el estudio de una muestra homogénea

Con el objetivo de desarrollar el sistema de identificación de partículas en imágenes

para cryo-EM se utilizó como muestra objetivo de estudio una muestra purificada de ri-

bosomas bacterianos 70S. Para identificar una única población homogénea de partícu-

las, en este caso correspondientes a proyecciones 2D de ribosomas libres 70S se utiliza

el sistema de identificación neuro-difuso mostrado en la figura 5.4. La arquitectura de

este método automático basado en ANFIS para la identificación de una única población

de partículas individuales válidas, consta de dos modelos ANFIS independientes, uno de

ellos programado y entrenado para identificar las proyecciones 2D de los ribosomas li-

bres 70S (evitando las sub-unidades, agregados y partículas de contaminación) y el otro

dedicado a detectar las partículas de contaminación en cada imagen cryo-TEM analiza-

da. Este sistema automático de identificación de partículas, diseñado para ribosomas

70S, se integra en el esquema de control de la adquisición de datos en modo automático,

donde un sistema experto basado en un FIS de tipo Mamdani toma decisiones en tiempo

real. Este sistema experto necesita la información de la distribución de partículas válidas

y la calidad del hielo definido por el número de partículas de contaminación detectadas

en cada imagen.
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Figura 5.4: Ilustración esquemática de la arquitectura del sistema de identificación automática

para una única población homogénea de ribosomas 70S y detección de partículas de

contaminación en imágenes cryo-TEM

Como se explicó en el Capítulo 4, para entrenar el modelo ANFIS que identifica las

partículas correspondientes a proyecciones 2D de los ribosomas 70S, evitando otras

posibles poblaciones no deseadas o contaminaciones, son necesarias imágenes de

referencia que contengan una población homogénea de la muestra válida y también

imágenes de referencia que contengan una población homogénea de las partículas no

válidas. A partir de estas imágenes de referencia se realiza un proceso de segmentación

con todas ellas para medir las características discriminatorias que permitan clasificar

cada tipo de partícula. Hay que destacar que los parámetros de este proceso de

segmentación son automáticamente optimizados para la muestra de mayor interés, en

este caso ribosomas 70S, y el resto de poblaciones serán segmentadas utilizando estos

mismos parámetros. El proceso de segmentación es optimizado mediante la búsqueda

Tabú utilizando tres imágenes cryo-TEM con una población homogénea de 320

proyecciones de ribosomas 70S como las de la figura 4.14.

El primer paso para programar el modelo ANFIS que identifica la población de

ribosomas 70S fue crear el sistema de inferencia de tipo Sugeno con 8 entradas difusas,

correspondientes a la fusificación, mediante funciones de membresía configuradas
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manualmente, de 8 características discriminatorias de las partículas segmentadas y una

salida crisp cuyo valor está en el rango {−1;+1} . Este valor nos indica un índice de

probabilidad de ser o no una proyección 2D de ribosomas 70S. Para las variables de

entrada, se eligen funciones de membresía de forma Gaussiana y forma de S (sigmoide).

Para las variables filled area, gray extent, minor axis length y major axis length se

utilizan 3 Gaussianas por cada una de ellas; para las variables solidity, eccentricity y

contrast se utilizan 2 Gaussianas por cada una. Para la variable distance with

neighboring particles se utilizan 2 funciones de membresía en forma de sigmoide. En la

figura 5.5 se muestra la distribución de las funciones de membresía para cada una de las

entradas, ajustadas ayudándonos del sistema de simulación de reglas de la toolbox de

matlab y utilizando la experiencia en la detección de diferentes sets de imágenes cryo-

TEM conteniendo ribosomas 70S.

Figura 5.5: Ejemplo de la programación de las funciones de membresía de un FIS inicial de tipo

Sugeno programado según la experiencia de un experto humano en cryo-EM

Después de programar y refinar el modelo FIS de tipo Sugeno inicial, de forma que sea

capaz de identificar la población de partículas de ribosomas 70S, se prepara el set de

datos entrada-salida necesarios para entrenarlo y chequearlo, aprovechado la propiedad

de red neuronal del modelo. En la fila superior de la figura 4.13 se mostraba un ejemplo

de imágenes de referencia para cada tipo de partícula que es posible encontrar en las

imágenes cryo-TEM experimentales para el estudio de la estructura del ribosomas 70S.

Cada una de estas imágenes contienen partículas de una única población homogénea de

ribosomas libres 70S, subunidades libres (30S y 50S), agregados de ribosomas y

partículas de contaminación de hielo. Estas imágenes cryo-TEM han sido obtenidas con

nuestro TEM en relación a diferentes proyectos de investigación sobre el estudio de la

estructura de ribosomas. Todas las imágenes de referencia fueron adquiridas en mínima

171



5. RESULTADOS EXPERIMENTALES

dosis y a la misma magnificación de trabajo que la utilizada en este trabajo (es decir a

50000×). 

Para entrenar el modelo ANFIS dedicado a identificar partículas de ribosomas libres

70S se construye un set de datos entrada-salida utilizando 20 imágenes cryo-TEM con

1458 proyecciones de una población homogénea de ribosomas libres 70S, 20 imágenes

cryo-TEM con 1233 proyecciones de una población homogénea de sub-unidades de

ribosomas, 25 imágenes cryo-TEM con 711 proyecciones de agregados de ribosomas y

25 imágenes cryo-TEM conteniendo 620 proyecciones de diferentes tipos de

contaminación de hielo (correspondientes a cristales de agua). Se utiliza el mismo

esquema de segmentación para todas las imágenes de referencia y se genera una matriz

de 8 componentes (columnas) correspondientes a las características discriminatorias y

tantas filas como partículas segmentadas, para cada set de imágenes cryo-TEM de

referencia. Para entrenar el ANFIS dedicado a identificar partículas de ribosomas 70S se

genera el set de datos entrada-salida que consiste en la matriz de características a partir

de las imágenes de ribosomas 70S más una novena columna que corresponde al vector

de salida, y que en este caso contiene ⟦+1, ... ,+1⟧ . La matriz de características del

resto de clases serán utilizadas para entrenar al modelo ANFIS dedicado a ribosomas

70S añadiendo un vector de salida en la novena columna que contiene ⟦−1, ... ,−1⟧ .

Por otro lado, para entrenar el modelo ANFIS dedicado a detectar partículas de

contaminación, se utiliza la matriz de características de las partículas de contaminación

añadiendo un vector de salida con valor ⟦+1, ... ,+1⟧ y la matriz formada por las

características del resto de partículas de ribosomas con un vector de salida con valor

⟦−1, ... ,−1⟧ .

Este sistema de identificación de partículas ha sido integrado dentro del esquema de

control para automatizar la adquisición de datos en sesiones cryo-TEM y se ha

verificado la eficacia de la toma de decisiones en varias sesiones cryo-TEM con nuestro

TEM, utilizando rejillas vitrificadas que contienen ribosomas 70S. El esquema de

control funciona correctamente y su carácter modular hace que se puedan incluir otros

módulos para mejorar su eficacia. El sistema automático presentado en esta tesis no es

utilizado en proyectos en los que sea necesario alta resolución, dado que JEM toolbox

limita la resolución de la escala de grises a 8 bits. 
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5.2.2. Resultados para el estudio de una muestra heterogénea

Como hemos visto, el diseño del identificador neuro-difuso para la muestra homogénea

de ribosomas bacterianos 70S se ha realizado para ser integrado dentro del esquema de

control y comprobar su capacidad de trabajo en tiempo real en experimentos cryo-TEM

en modo automático en un TEM no ideal. Por otro lado para cuantificar la eficiencia del

método identificador y compararlo con un esquema manual se ha elegido el peor de los

escenarios, que es una muestra heterogénea con diferentes tipos de complejos biológicos

con forma y tamaño parecidos, conviviendo en las mismas imágenes cryo-TEM. 

En esta sección, presentamos los resultados experimentales usando el nuevo método au-

tomático de identificación de partículas para el estudio de una muestra con interés bioló-

gico que ha sido purificada gracias a una colaboración entre diferentes grupos de inves-

tigación del CIC bioGUNE. Esta muestra ha sido utilizada para validar el método auto-

mático de identificación de partículas, comparando su eficiencia respecto a una selec-

ción manual (realizada por un experto en cryo-EM). Esta comparativa y el cálculo de la

matriz de confusión de nuestro sistema de identificación, así como su validación, han

sido realizadas por expertos en cryo-EM ajenos al diseño del método automático de se-

lección de partículas.

Purificación y descripción de la muestra heterogénea

La muestra de interés biológico analizada contiene disomas (dimeros de ribosomas 80S)

eucariotas, purificados a partir de células de mosca Drosophila Melanogaster S2. Para

su purificación, las células son inicialmente lisadas usando un detergente suave (TRI-

TON X-100). Después de una centrifugación inicial a bajas revoluciones por minuto

(rpm), el sobrenadante es cargado en un gradiente de sacarosa con una rango de densi-

dad entre 20-50%, y ultra-centrifugado durante 2 horas a 40000 rpm (Dunn et al., 2013).

Las diferentes fracciones de densidad recogidas son posteriormente analizadas mediante

la combinación de electroforesis en gel y microscopia de tinción negativa, lo que permi-

te seleccionar la fracción de densidad de mayor interés. Durante este análisis, una de las

fracciones analizadas revelo una población heterogénea con diferentes tipos de comple-

jos biológicos presentes en la muestra, como se puede ver en una de las imágenes por

cryo-TEM en la figura 5.6. Las partículas encontradas en las imágenes cryo-TEM de

este estudio revelaron diferentes estados oligoméricos y de ensamblaje de los ribosomas
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eucariotas 80S: disomas de ribosomas 80S, ribosomas 80S libres, sub-unidades de ribo-

somas (resultado del desensamblado de ribosomas 80S durante el proceso de purifica-

ción) y agregados de ribosomas. Además, las imágenes también contenían las proyec-

ciones de pequeñas partículas virales, identificadas mediante espectroscopia de masas

(MALDI-TOF) como el virus Flock House (un virus icosaédrico muy común que suele

infectar los cultivos celulares de células S2). Las partículas de cristales de hielo que

contaminan la muestra también estaban presentes en algunas de las imágenes cryo-

TEM.

Figura 5.6: Imagen por cryo-TEM de una muestra heterogénea resultado de la purificación de

disomas de ribosomas 80S de Drosophila 
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En la figura 5.6 se muestra una población heterogénea de partículas (disomas de

ribosomas eucariotas 80S (en azul), ribosomas 80S libres (en amarillo), subunidades de

ribosomas (en verde) resultado del desensamblado en el proceso de purificación,

agregados y pequeñas partículas virales (en rosa) identificadas por espectrometría de

masas como Flock House virus descrito en el Capítulo 2. Las partículas de

contaminación (en naranja) correspondientes a cristales de hielo también suelen estar

presentes en la mayoría de las imágenes de cryo-TEM.

Arquitectura del método de identificación basado en cinco modelos

ANFIS

Para automatizar la identificación del tipo de partícula presente en las imágenes cryo-

TEM de esta purificación, se desarrolló y entrenó un método neuro-difuso como se des-

cribe a continuación. El objetivo del sistema de identificación es reconocer y seleccio-

nar separadamente cualquier tipo de partícula individual de interés, presente en imáge-

nes de cryo-TEM, para lo cual se pueden diseñar y entrenar tantos modelos ANFIS

como tipos diferentes de partículas se deseen identificar en estas imágenes. Por lo tanto

el sistema de identificación en este caso consta de cinco modelos ANFIS independientes

entre sí, cada uno de ellos desarrollado y entrenado para identificar un tipo diferente de

partícula, como se puede ver en la figura 5.7.

Diseño de cinco modelos iniciales FIS de tipo Sugeno

El primer paso para crear este sistema de identificación de partículas es programar y

diseñar cinco modelos iniciales FIS de tipo Sugeno, uno para cada tipo de partícula.

Como hemos explicado anteriormente las entradas a este sistema son las 8

características discriminatorias, resultado del proceso de segmentación. Las funciones

de membresía son similares a las descritas en el apartado anterior, pero resulta necesario

ajustar los parámetros de las funciones de membresía para cada una de las muestras.

Para ello se empleo el método de simulación de Matlab, que ayuda en el diseño de

sistemas de inferencia difusos, como se puede ver en la figura 5.8. De la misma forma

las reglas lingüísticas IF-THEN fueron cuidadosamente programadas. Para las variables

de entrada, se eligen funciones de membresía de forma Gaussiana y forma de S

(sigmoide). Para las variables filled area, gray extent, minor axis length y major axis

length se utilizan 3 Gaussianas por cada una de ellas; para las variables solidity,
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eccentricity y contrast se utilizan 2 Gaussianas por cada una y finalmente para la

variable distance with neighboring particles se utilizan 2 funciones de membresía en

forma de sigmoide.

Figura 5.7: Esquema de la arquitectura propuesta basada en cinco modelos ANFIS para la iden-

tificación de partículas en el estudio de una muestra heterogénea por cryo-EM

Figura 5.8: Representación de la simulación realizada por el toolbox fuzzy de Matlab utilizado

en la programación de cada FIS de tipo Sugeno
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Aprendizaje y chequeo de los cinco modelos ANFIS

Para definir los diferentes parámetros del método de segmentación mediante la

búsqueda Tabú es necesario aislar inicialmente pequeños subgrupos de la muestra de

interés, en este caso disomas y optimizar los parámetros para dicha muestra extrayendo

las características que discriminen las proyecciones de este complejo. Para ello se

utilizaron las tres mejores imágenes de referencia que contienen disomas, pero

digitalmente modificadas mediante photoshop para eliminar el resto de partículas de

diferente tipo.

Figura 5.9: Resultado del proceso de segmentación para cada tipo de partícula presente en el

estudio por cryo-EM de una muestra heterogénea de Drosophila

En la figura 5.9 se muestra un ejemplo de cada una de las imágenes de referencia

utilizadas para entrenar cada unos de los cinco ANFIS del sistema neuro-difuso. En la

fila superior se muestra una imagen cryo-TEM usada como referencia para cada tipo de

partícula presente en esta muestra heterogénea. En la fila intermedia se observa el

resultado del preprocesamiento de imagen con estas imágenes y la fila inferior muestra

el resultado del proceso de segmentación. Estas imágenes han sido segmentadas

utilizando los parámetros de preprocesamiento y segmentación optimizados para la

muestra de disomas. El resultado del proceso de preprocesamiento para cada tipo de

partícula se puede ver en la fila central. El resultado de multiplicar la imagen original
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por la máscara (resultado de la segmentación) se muestra en la fila inferior.

Para entrenar y chequear los diferentes ANFIS de este sistema de identificación se

utilizaron 15 imágenes conteniendo 1342 partículas de una población homogénea de

ribosomas libres 80S, 15 imágenes conteniendo 1490 subunidades eucariotas (tanto 60S

como 40S), 20 imágenes con 565 partículas de disomas (modificadas con photoshop),

25 imágenes con 667 partículas correspondientes a pequeñas partículas virales del virus

TrV (Squires et al., 2013) del mismo tamaño y forma que el virus de drosophila Flock

House de nuestra muestra, 25 imágenes conteniendo 711 agregados de ribosomas y

finalmente 25 imágenes que contienen diferentes tipos de partículas de contaminación

de hielo (en total 622). De la misma forma que en el caso del estudio de una muestra

homogénea, el modelado y optimización de los diferentes modelos ANFIS para poder

identificar cada clase de partícula en esta muestra heterogénea es implementado a través

del proceso de entrenamiento de cada uno de ellos, utilizando pares de datos entrada-

salida representativas de cada tipo de partícula. Estos pares de datos entrada-salida están

formados por las 8 características discriminatorias de una población homogénea (de

cada clase) como entrada y un vector de ⟦+1, ... ,+1⟧ o ⟦−1, ... ,−1⟧ como salida. 

Figura 5.10: Imagen que muestra de forma gráfica la matriz de características discriminatorias

usadas en el proceso de entrenamiento del sistema de identificación de una muestra heterogénea

de Drosophila

En la figura 5.10 se muestra de forma gráfica la matriz resultado de la medida de las
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características discriminatorias extraídas de cada set de imágenes de referencia,

conteniendo una población homogénea de cada uno de los diferentes tipos presentes en

esta muestra heterogénea. La matriz de las 8 características medidas para cada tipo de

muestra representa una huella dactilar que permite distinguirlas del resto. 

Las características medidas de este set de imágenes de referencia son utilizadas para

entrenar y chequear cada modelo ANFIS, añadiendo convenientemente el vector de

salida a cada matriz, de forma que por ejemplo para entrenar el modelo ANFIS

destinado a identificar los disomas se crea una matriz con las 8 características extraídas

de las imágenes que solamente contienen disomas, y un vector de salida ⟦+1, ... ,+1⟧ y

el resto de características medidas a partir de las imágenes del resto de clases

(ribosomas libres, subunidades, agregados, pequeños virus y contaminaciones) son

utilizadas añadiendo un vector de salida de la forma ⟦−1, ... ,−1⟧ . Para entrenar cada

ANFIS se utilizan las características morfológicas que forman la huella dactilar de cada

tipo de objeto y se utiliza una estrategia combinada de descenso de gradiente y un

algoritmo de mínimos cuadrados aprovechando su estructura adaptativa de red neuronal

“back-propagation”.

Una vez entrenados y chequeados cada uno de los cinco modelos ANFIS, ya se puede

utilizar el sistema de identificación de forma que la entrada al sistema será un vector

formado por las 8 características discriminatorias medidas en cada uno de los objetos

(blobs) numerados después del proceso de segmentación en la imagen cryo-TEM. La

salida de cada uno de los modelos ANFIS será un valor de probabilidad pi de pertene-

cer a la partícula del tipo i, donde −1<p i<+1  ; i=1,..,5 . Finalmente se calcula el

máximo entre estos valores pi que nos indicará el tipo i de partícula al que pertenece.

El centro de masas de esa partícula se añadirá al fichero de coordenadas creado para

este tipo de partícula. Se crean tantos ficheros de coordenadas por imagen como com-

plejos biológicos diferentes existan en estas imágenes.

5.2.3. Validación del sistema de identificación de partículas

Para realizar la comparación entre el método manual y el automático se utilizó un set de

253 imágenes cryo-TEM, que contienen esta mezcla de diferentes estados oligoméricos

de ribosomas eucariotas (80S libre, disomas, sub-unidades y agregados) junto con las
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proyecciones de pequeñas partículas víricas de tamaño similar al ribosoma 80S. Para

cuantificar la validez y medir la eficiencia del nuevo método automático basado en

ANFIS se han comparado sus resultados con un método manual de selección de

partículas (guiado por un experto diferente al ingeniero programador del sistema

experto). Se seleccionó de forma manual las diferentes poblaciones en esta muestra

heterogénea y el resultado se comparó con el método automático. Para cuantificar la

eficiencia se crea una matriz de confusión y se calculan los valores de precisión para la

identificación de cada una de las poblaciones. 

Matriz de confusión

El primer paso para evaluar el rendimiento del nuevo método de identificación de

partículas fue compararlo con el método manual de selección de partículas y crear la

matriz de confusión. La matriz de confusión contiene información sobre la

identificación prevista y la real realizada por nuestro sistema automático. Para calcular

esta matriz de confusión se utilizaron las imágenes cryo-TEM adquiridas de forma

manual en una escala de grises de 32 bits (en coma flotante) y a una magnificación

nominal de 50000×. La tabla 5.1 muestra la matriz de confusión de nuestro sistema de

identificación en el estudio de esta muestra heterogénea. Con esta tabla se puede ver si

el sistema se confunde entre dos tipos diferentes de partículas, con el objetivo de

evaluar su rendimiento. En una tabla de confusión se puede discernir el número de

verdaderos negativos, falsos positivos, falsos negativos, y verdaderos positivos, y

permite calcular los valores de precisión.        

REAL

Virus Disomas 80S Contaminación Unknown Precisión

PREDICHO Virus 1209 5 4 80 122 0.98

Disomas 10 995 5 17 57 0.99

80S 45 0 6547 325 1014 0.88

Contami

nación

7 28 0 1040 0 0.96

Tabla 5.1: Matriz de Confusión del sistema automático basado en ANFIS para la identificación

de partículas individuales en imágenes para cryo-EM
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Valores de precisión

El segundo paso para evaluar el sistema automático de identificación de partículas

frente a un método manual es cuantificar numéricamente los valores de precisión, los

cuales representan la proporción del número total de predicciones que son correctas,

calculadas de la forma,

AC= TP+TN
TP+FP+FN +TN

(5.2.1)

donde TP (verdaderos positivos) son los valores de la intersección entre filas y

columnas representadas con el mismo objeto (e.g., para disomas es 995), FP (falsos

positivos) son el resto de valores de esa fila (e.g., para disomas es 10 + 5 + 17 + 57 =

89), FN (falsos negativos) son el resto de valores de esa columna (e.g., para disomas es

5 + 0 + 28 = 33), TN (verdaderos negativos) son el resto de valores de la tabla de

confusión (e.g., para disomas 10393). El valor de precisión para los disomas es del 99

%.

Validez del método para la reconstrucción 3D por cryo-EM

Como vimos en el Capítulo 2, el método más común para generar reconstrucciones 3D

es la utilización de reproyecciones de referencia de un mapa 3D de referencia.

Posteriormente se calcula la cross-correlación de todo el set experimental de partículas

con estas re-proyecciones de referencia. El resultado de la cross-correlación, y por tanto

del alineamiento y reconstrucción dependen en gran medida de un buen centrado de las

partículas seleccionadas. Es por ello necesario validar el buen funcionamiento de la

selección del centro de masas de las partículas individuales para utilizarlo en el proceso

de reconstrucción 3D siguiendo la estrategia cryo-EM. En consecuencia, se utilizó el

nuevo sistema de identificación neuro-difuso para seleccionar de forma automática los

diferentes tipos de partículas presentes en cada una de las 253 imágenes, así como para

generar tantos ficheros de coordenadas por imagen como partículas son identificadas.

Estos ficheros de coordenadas pueden ser empleados directamente para generar los

mapas 3D de los complejos de interés estructural, es decir los ribosomas libres 80S,

disomas y el virus Flock House (las partículas correspondientes a las sub-unidades

tienden a ser muy flexibles y no han sido utilizadas para realizar una reconstrucción
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3D). Para ello se importan estos ficheros de coordenadas al software de reconstrucción

de microscopia XMIPP (Marabini et al., 1996) y se lanza un proceso de refinamiento de

la estructura utilizando la técnica de 3D projection matching (Frank et al., 1981; Ludtke

et al., 1999; Scheres et al., 2008), donde es necesario una estructura 3D de referencia

filtrada a ~30 Å.

En la figura 5.11 se muestra un ejemplo del funcionamiento del sistema de

identificación de partículas para tres de las 253 imágenes cryo-TEM, donde el sistema

de identificación vincula cada objeto segmentado en estas imágenes con el tipo de

partícula cuyo valor de salida crisp, de su correspondiente modelo ANFIS, sea superior

al resto.

Figura 5.11: Imágenes resultado de la segmentación y selección del nuevo sistema automático

que identifica las partículas en imágenes para cryo-EM de una muestra heterogénea de

Drosophila

En la figura 5.12 se muestra gráficamente el centro seleccionado por el sistema de

identificación, donde la estrella verde representa el centro de los disomas, los círculos

rojos representan el centro de las proyecciones 2D de ribosomas 80S libres, las cruces

azules representan el centro de sub-unidades de ribosomas, los diamantes negros son el
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centro de las pequeñas partículas virales y los cuadrados amarillos indican las partículas

de contaminación correspondientes a cristales de hielo.        

Figura 5.12: Resultado del centrado e identificación de las partículas en una imagen cryo-TEM

de la muestra heterogénea de Drosophila

En la figura 5.13 se muestran algunas partículas individuales encuadradas que fueron

automáticamente seleccionadas por el sistema. En esta figura se muestra el resultado de

dos análisis estructurales diferentes para tres de los diferentes complejos presentes en la

muestra heterogénea. Por un lado se muestra el resultado de un método de clasificación

2D y por otro lado se muestra una vista del mapa de densidad 3D, resultado de la

reconstrucciones 3D obtenidos por un método de reconstrucción que utiliza

proyecciones de referencia a partir de un mapa preliminar.
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Figura 5.13: Ilustración del resultado del proceso de selección automática de partículas usando

el método neuro-difuso desarrollado en esta tesis y utilizado para un análisis estructural por

cryo-EM. Se muestra el resultado de la clasificación 2D y una vista de la reconstrucción 3D de

cada uno de los tres complejos biológicos de mayor interés en una muestra heterogénea

(pequeños virus icosaédricos, disomas y ribosomas libres)
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Capítulo 6

Conclusiones y Perspectivas

 6.1 Conclusiones

Los métodos convencionales para automatizar la adquisición de datos en sesiones cryo-

TEM, incluso los usados en los equipos más sofisticados tienden a ser rígidos en su con-

cepción. Su diseño, y por tanto su buen funcionamiento normalmente implica la obten-

cion de rejillas perfectas, que dependiendo del experimento son difíciles de conseguir.

Es por ello que en esta tesis se ha desarrollado un esquema de control para la automati-

zación de la adquisición de datos en el TEM de la compañía Jeol instalado en el CIC

bioGUNE diferente a los existentes. 

Los datos obtenidos de esta forma se han empleado en experimentos cryo-EM de dife-

rentes complejos biológicos estudiados por investigadores de CIC biogune. Mediante

esta técnica la muestra se analiza a temperaturas criogénicas permitiendo la reconstruc-

ción 3D de un complejo biológico purificado a resolución casi atómica y en un estado

conformacional muy cercano al fisiológico. La experiencia de la Plataforma EM del

CIC bioGUNE en el uso de múltiples técnicas relacionadas con cryo-EM, ademas de su

carácter colaborativo, han permitido generar el conocimiento y los datos de referencia

necesarios para la realización de este trabajo. 

El esquema de control desarrollado ha conseguido trabajar sin supervisión de un usuario

humano; se considera más inteligente que los métodos convencionales porque incluye

diferentes técnicas de inteligencia artificial y su forma de trabajar es similar a la de un

experto en cryo-TEM, tomando decisiones en tiempo real en función de los datos adqui-
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ridos utilizando un sistema experto. El esquema de control alternativo presentado en

esta tesis ofrece además un método de identificación de partículas automático y total-

mente adaptable a cualquier tipo de muestra. Para el desarrollo de este esquema de con-

trol se han realizado diferentes módulos, cuyo funcionamiento se ha explicado a lo largo

de la tesis. En el Capítulo 5 se ha mostrado la aplicación de cada uno de los módulos del

sistema de control. Esto ha sido posible gracias a diferentes sesiones en modo automáti-

co con la muestra de ribosomas bacterianos 70S, trabajo que ha permitido mejorar y va-

lidar cada uno de los diferentes módulos hasta lograr afrontar y resolver las diferentes

dificultades que acontecen en una sesión cryo-TEM rutinaria. A continuación se descri-

birán los resultados para cada uno de los objetivos perseguidos y descritos en el Capítu-

lo 1:

Automatización de la adquisición de datos en sesiones cryo-TEM

El objetivo principal de este trabajo era conseguir navegar a través de rejillas con

agujeros regulares (típicamente de la marca comercial Quantifoil) en sesiones de

mínima dosis en el TEM del CIC bioGUNE. Este objetivo ha sido logrado mediante la

utilización de un esquema de control gobernado por un sistema experto que selecciona

los agujeros en función de diferentes variables de entrada. El nuevo esquema de control

es capaz de navegar secuencialmente y de forma automática a lo largo de los agujeros

circulares de las rejillas Quantifoil, regularmente espaciados y no irradiados con

anterioridad, imitando el modo de trabajo manual de un experto sin la necesidad de

crear un atlas completo de la rejilla.

Se ha observado que para el buen funcionamiento de la navegación es necesaria una

correcta precalibración antes de comenzar el modo automático. No obstante, las

diferentes precalibraciones son muy sencillas de realizar y dado que también es

necesario el alineamiento del haz a través de toda la columna del TEM y la calibración

de la referencia de ganancia de la cámara CCD por parte de un usuario experto, estas

precalibraciones no alteran la mecánica de trabajo habitual.

Integración del conocimiento de un experto en el sistema de control

Otro de los objetivos de este proyecto era crear un nuevo esquema de control más inteli-

gente que llevase a cabo la misma tarea y de forma similar a cómo lo realizaría un mi-

croscopista experto en sesiones cryo-TEM. Para conseguir esto, se han combinado dife-
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rentes técnicas de AI para crear un sistema experto basado en un sistema de inferencia

difusa (FIS), algoritmos de visión artificial, la búsqueda Tabú y sistemas neuro-difusos

ANFIS, como se han descrito a lo largo de esta tesis. El sistema experto incluido en el

esquema de control integra la identificación automática de características mediante el

procesamiento de imagen y el análisis automático de la CTF para evaluar la calidad de

las imágenes adquiridas. 

Por consiguiente, el nuevo método de control diseñado se diferencia de los esquema

convencionales en que no necesita realizar un atlas de toda la rejilla sino que su modo

de funcionamiento está gobernado por este sistema experto que toma decisiones en

tiempo real en función de los datos adquiridos tanto a baja magnificación en modo

Search como a alta magnificación en modo Photo. La toma de decisiones en tiempo real

(realizada por el FIS de tipo Mamdani) ha sido optimizada de forma que su modo de

trabajo imita el modo de trabajo de un usuario experimentado en sesiones cryo-TEM en

el TEM del CIC bioGUNE. El hecho de que el ingeniero programador del FIS y el ex-

perto en el área de cryo-TEM coincidan en la misma persona ha facilitado sobremanera

la mejora de la toma de decisiones en tiempo real, gracias a los resultados obtenidos en

sesiones rutinarias en modo automático. El conocimiento y experiencia en cryo-TEM

han resultado fundamentales tanto para diseñar el FIS que toma de decisiones en tiempo

real como para programar cada modelo ANFIS para la identificación del tipo de partícu-

la.

En el Capítulo 3 se describió brevemente la inteligencia artificial y se explicaron los di-

ferentes puntos del test de Turing que debe cumplir una máquina para confirmar si es o

no inteligente. Para confirmar que una máquina es capaz de actuar como un humano es

necesario que pase dicho test en su totalidad, lo que implica que una máquina tenga ca-

pacidades de visión artificial y de manipulación de objetos mediante un sistema robóti-

co. Actualmente, estamos lejos de lograr un smartTEM totalmente automatizado que

sustituya a un experto humano, pero el sistema experto implementado en el nuevo es-

quema de control del TEM del CIC bioGUNE sienta las bases para crear equipos TEM

cada vez más inteligentes, capaces de tomar decisiones en tiempo real en función de la

información contenida en las imágenes.
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Evaluación de la calidad de las imágenes en tiempo real

Todos los sistemas de automatización existentes basados en un atlas tienen en común

que necesitan una perfecta distribución de partículas en toda la rejilla y un grosor de

hielo uniforme. Además, es necesario disponer de un microscopio extremadamente esta-

ble en el tiempo para poder trabajar durante muchas horas sin errores. Hasta ahora no

era posible evaluar de forma automática y en tiempo real los datos adquiridos en sesio-

nes cryo-TEM; en el caso de una sesión no supervisada, los datos obtenidos pueden ser

de muy mala calidad. La presencia de un exceso de contaminación, una mala elección

de la zona del agujero a irradiar, una mala elección del cuadrante de la rejilla, un grosor

de hielo inadecuado, áreas de la rejilla con agujeros vacíos debido a la rotura de la capa

de carbón, agregación, pobre concentración de partículas, o muestras dañadas entre

otras causas pueden reducir drásticamente el tamaño final del set de imágenes a proce-

sar. Ninguno de estos sistemas de automatización substituyen la capacidad y precisión

de un operador experimentado. Un problema recurrente por ejemplo es la irregular dis-

tribución de partículas en los distintos agujeros de la rejilla aunque el hielo parezca fino.

En este caso un operador experimentado debe juzgar si se continúa el experimento, si se

cambia de zona de rejilla o se inserta otra rejilla, y si merece la pena utilizar el sistema

automático de adquisición. Además siempre hay que tomar decisiones “in-situ” tenien-

do en cuenta por ejemplo el nivel aceptable o no de contaminación de hielo en una reji-

lla particular, la estabilidad del porta-muestras o el comportamiento del microscopio. Es

por tanto necesario evaluar en tiempo real la validez y calidad de las imágenes obteni-

das.

Como se ha descrito y mostrado en los Capítulo 4 y Capítulo 5 respectivamente, para la

toma de decisiones en tiempo real ha resultado imprescindible el diseño de un nuevo

sistema de identificación de partículas basado en técnicas de visión artificial y modelos

neuro-difusos ANFIS, los cuales han permitido generar información en tiempo real so-

bre el tipo de partícula presentes en cada imagen adquirida. La gran ventaja de este mé-

todo es su capacidad para integrar el conocimiento de un experto seleccionando partícu-

las y un proceso de aprendizaje a partir de datos de referencia que le permite detectar

cualquier tipo de partículas en tiempo real durante una sesión cryo-TEM. Para el correc-

to funcionamiento de este sistema identificador de partículas ha sido necesario un proce-

so de entrenamiento para cada uno de los modelos ANFIS utilizados para identificar las
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partículas de interés en las muestras y para rechazar el resto. El entrenamiento resultó

ser una parte crítica del proceso dado que requiere datos preliminares tanto para la

muestra válida como de las otras poblaciones no deseadas. Estas imágenes de referencia

deben ser adquiridas preferiblemente en el mismo TEM en condiciones similares. En

este trabajo se han utilizado imágenes de referencia obtenidas en diferentes sesiones cr-

yo-TEM en el TEM del CIC bioGUNE a una magnificación de 50000× y en las mismas

condiciones ópticas.

Para el correcto aprendizaje del sistema de identificación es importante conocer con

antelación cada tipo de partícula que nos podemos encontrar en las imágenes cryo-

TEM, de la misma forma que lo haría un operador humano que fuese a seleccionar de

forma manual el set de partículas en estas mismas imágenes. Nuestro nuevo método

basado en ANFIS aprovecha la experiencia de un investigador experimentado en la

selección de partículas (ya sean virus, ribosomas o diferentes tipos de complejos

macromoleculares) para programar los modelos iniciales de FIS de tipo Sugeno. Una

cuidadosa selección de imágenes de referencia de cryo-TEM permitirá mejorar la

eficiencia de cada modelo ANFIS, gracias al proceso de aprendizaje. La ventaja es que

este método es adaptable a cualquier tipo de muestras tras un proceso de diseño y

aprendizaje previos. Luego combinando técnicas de inteligencia artificial hemos

obtenido un sistema de identificación que trabaja de forma automática y no supervisada,

de forma parecida a como lo haría un investigador humano. Su buen funcionamiento ha

sido demostrado con una muestra homogénea de ribosomas 70S para comprobar su

validez en la identificación de partículas en tiempo real integrado en el esquema de

control. 

Detección de partículas en muestras heterogéneas

Este sistema de identificación solamente utiliza unas pocas características discriminato-

rias después de un proceso de segmentación, lo que permite su uso en tiempo real. Esto

permite generar información sobre la calidad del hielo y la distribución de partículas vá-

lidas, utilizada por el sistema experto para la toma de decisiones. Esto mejora la calidad

de los datos de salida ofreciendo un set de datos 100% validado gracias a la combina-

ción con el análisis de la CTF hecha por ACE toolbox. Por lo tanto, además de propor-

cionar un sistema automático efectivo para la adquisición de un gran número de imáge-
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nes se evaluá en tiempo real la validez y calidad de cada imagen generada en el micros-

copio.

Gracias a diferentes sesiones con la muestra de ribosomas 70S se ha demostrado la vali-

dez y eficacia de este nuevo esquema de control inteligente para la automatización de

sesiones cryo-TEM con nuestro TEM no ideal. También se ha comprobado que su

modo de trabajo es muy similar al de un experto humano aunque el ritmo de trabajo es

similar, incluso inferior si no se calculan correctamente los valores de Z eucéntrico para

cada cuadrante antes de iniciar el modo automático. Para validar la eficiencia del méto-

do de  identificación incluso incluso en casos de gran heterogeneidad, se ha utilizado la

muestra surgida de la purificación de disomas de ribosomas 80S de Drosophila. A lo

largo del Capítulo 5 se ha descrito su diseño y se han calculado los valores de precisión

del método de identificación para los diferentes tipos de partículas en la muestra. Hay

que señalar que el método de segmentación ha sido optimizado mediante la búsqueda

Tabú para la detección de disomas; la precisión respecto a una selección manual de la

identificación automática para este tipo de partículas ha sido del 99%. El resto de pobla-

ciones han sido detectadas con una precisión del 80%. Esto valida el método para una

muestra heterogénea.

Detección de partículas de contaminación en tiempo real

Por otro lado resultó de vital importancia poder caracterizar correctamente los diferentes

tipos de partículas de contaminación que pueden estar presentes en las imágenes cryo-

TEM. Para ello, en el sistema de identificación de partículas en tiempo real un modelo

ANFIS se dedica exclusivamente a la identificación de las partículas de contaminación,

que normalmente corresponden a proyecciones bi-dimensionales de cristales de hielo.

Esto es necesario tanto para generar correctamente los ficheros de coordenadas de las

partículas válidas automáticamente detectadas, como para conocer en tiempo real la

contaminación en la región de la rejilla en el que el sistema de navegación se encuentre.

Esto permite tomar decisiones en tiempo real y ofrecer automáticamente un set de datos

totalmente validado de la misma forma que lo haría un usuario experto en un modo de

trabajo manual, desechando las imágenes con un exceso de partículas de contaminación.
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Validación del esquema de control en TEM no ideales

Como se definió en el Capítulo 1, los esquemas basados en atlas o en áreas preseleccio-

nadas de la rejilla no siempre funcionan adecuadamente en microscopios de anterior ge-

neración como el instalado en el CIC bioGUNE. Estos TEM utilizan porta-rejillas exter-

nos, sufren histéresis en sus lentes, son sensibles a diferentes fenómenos ambientales y

tienen goniómetros no tan estables como los actuales. En este contexto ha sido necesario

crear una estrategia de control diferente y más inteligente, que imite el comportamiento

de un experto y sea capaz de tomar decisiones para superar cada uno de las dificultades

que surgen en una sesión cryo-TEM en modo automático.

En este trabajo se diseña un sistema experto para un TEM no ideal donde la inestabili-

dad en el goniómetro, el uso de un porta-muestras externo y fenómenos de histéresis ha-

cen difícil el uso de esquemas basados en un atlas de toda la rejilla. El nuevo esquema

de control inteligente desarrollado en este trabajo es adaptable a cualquier tipo de mi-

croscopio que pueda ser controlado a través de Matlab y con cualquier tipo de muestra

biológica en estudio. También puede resultar de gran utilidad en combinación con los

esquemas basados en un atlas de toda la rejilla, ya que al poder tomar decisiones duran-

te la sesión automática hace al sistema más inteligente y por tanto, más eficiente. La ca-

pacidad de tomar decisiones utilizando un sistema experto difuso y la capacidad de

identificar las partículas utilizando el sistema neuro-difuso confiere al esquema de con-

trol un carácter inteligente. Su estructura modular hace incluso que se puedan incluir

nuevos esquemas de autoalineamiento de las diferentes lentes del microscopio. 

En esta tesis se ha demostrado experimentalmente la eficacia de este nuevo esquema de

control que supera la vulnerabilidad de otros esquemas basados en un atlas de toda

rejilla a las propiedades no ideales del TEM. Estas propiedades no ideales han sido

descritas a lo largo de esta tesis y gracias a un esquema basado en la toma de decisiones

en tiempo real se ha conseguido superar cada una de ellas con éxito.

Integración en un esquema totalmente automatizado desde la adquisi-

ción de datos hasta la reconstrucción 3D del complejo biológico en es-

tudio

El integrar un sistema de identificación de partículas y un método para el cálculo y la

corrección de la CTF totalmente automáticos en una sesión no supervisada para cryo-
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-EM abre la puerta para crear microscopios cada vez mas inteligentes. También permite

incluir fácilmente esquemas de post-procesamiento de forma que al terminar la sesión

de adquisición de datos automática se obtenga información preliminar acerca de la es-

tructura en estudio, tanto mediante clasificación 2D o incluso mediante reconstrucciones

3D preliminares.

La salida del método de automatización descrito a lo largo de esta tesis es el conjunto de

imágenes digitales del modo Photo en formato MRC. La calidad de estas imágenes es

validada automáticamente gracias al análisis de la CTF utilizando ACE toolbox y la

identificación del tipo de partículas presentes en estas imágenes utilizando el método

descrito basado en diferentes modelos ANFIS. Junto a las imágenes se generan los fi-

cheros de coordenadas de las partículas detectadas como válidas. Además el software

ACE toolbox nos permite la opción de corregir la CTF directamente. De forma alternati-

va se puede generar un fichero de sub-enfoques del set de imágenes para que el software

de reconstrucción 3D elegido lo utilice para realizar la corrección de la CTF utilizando

un Filtro de Wiener como se explicó en el Capítulo 2. Con el resultado de esta tesis es

posible automatizar todo el proceso de reconstrucción por cryo-EM desde la adquisición

de los datos hasta la generación del mapa de densidad 3D final como se ha demostrado

en el Capítulo 5. Esto hace a la técnica de cryo-EM más accesible a todo tipo de investi-

gadores.

 6.2 Perspectivas de futuro

En esta sección final se describen posibles líneas futuras de mejora para la continuación

de la investigación en función de los resultados obtenidos:

• Mejora de la eficiencia de sesiones en modo automático en el TEM: Cabría

incorporar nuevos módulos al esquema de control que mejoren la estabilidad y

eficiencia del método de adquisición automática. Por ejemplo, es posible realizar

protocolos que controlen la calidad del alineamiento del haz a través de la

columna del TEM, dado que JEM toolbox ofrece el acceso a todas las lentes de

alineamiento del TEM. Además para que el sistema experto se pueda utilizar en

otros equipos TEM controlados desde matlab sería necesario reprogramar el FIS,

adaptar los módulos de trabajo e incluso crear otro nuevos.
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• Generalización a distintos tipos de muestras: para generalizar el uso del sistema

de identificación de partículas “on-line” a todo tipo de muestras (e.g. desde

grandes virus icosaédricos con más de 2 Mda de peso molecular hasta complejos

proteicos de 200 kDa de peso molecular) sin necesidad de crear un esquema

diferente para cada proyecto, sería necesario crear un sistema identificador con

tantos modelos ANFIS como muestras diferentes se estudien en ese laboratorio.

De la misma forma sería muy útil generar una base de datos que asociara las

mejores imágenes finales a alta magnificación, para cada tipo de muestra, con

las mejores zonas de la rejilla en las imágenes del modo Search. De esta forma

es posible adaptar automáticamente las funciones de membresía del FIS para

seleccionar siempre los mejores agujeros.

• Mejora de la capacidad de procesamiento: En una conexión en remoto el

funcionamiento del interface que conecta un Pc cliente con los dos servidores (el

Pc del TEM de Jeol y el Pc de la cámara CCD de Gatan) requiere de la

utilización  del sistema operativo Windows, así como de  imágenes en escala de

grises de 8 bits. Esto dificulta el diseño de un esquema totalmente automatizado

que realice la adquisición automática de datos y finalmente reconstruya la

estructura 3D a alta resolución. Con los resultados de este trabajo el siguiente

paso es utilizar algoritmos de procesamiento en matlab para procesar los datos

de cryo-EM una vez adquiridos y de forma automatizada. Por ejemplo, una

clasificación 2D de las partículas automáticamente detectadas generaría

información útil para el investigador sobre la heterogeneidad de la muestra y la

distribución de vistas de la macromolécula biológica. Además, para generar un

sistema que ofrezca imágenes de máxima resolución sería necesario utilizar una

versión de JEM-toolbox que trabaje a 16 bits y utilizar Pcs más potentes que los

utilizados.

• Reconstrucción automática de pequeños complejos macromoleculares: Uno de

los retos a los que se enfrenta la técnica de cryo-EM es la reconstrucción 3D de

complejos macromoleculares con un peso molecular menor a 300 kDa, por lo

que uno de los retos para este nuevo sistema de automatización es su aplicación

en el estudio de uno de estos complejos donde el centrado de las partículas

resulta vital para el éxito del esquema de reconstrucción. Una forma de mejorar
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el sistema de identificación de partículas sería midiendo otras características

discriminatorias en los objetos detectados después del proceso para mejorar la

eficiencia de los modelos ANFIS.

• Generalización a distintos tipos de rejillas: Sería necesario evaluar la utilidad de

este tipo de esquemas de automatización más inteligente para todo tipo de

rejillas, incluso para rejillas lacey con agujeros irregularmente espaciados y de

diferente tamaño. Esto hace necesario modificar la forma, posición y tamaño de

las funciones de pertenencia del FIS de tipo Mamdani que toma decisiones y

entre otras cosas selecciona el siguiente agujero a irradiar en función de las

imágenes en el modo Search.

• Integración del sistema experto en un esquema basado en un atlas completo de

toda la rejilla: El sistema para la toma de decisiones basado en un FIS junto con

el módulo para la identificación automática de partículas se puede implementar

en un esquema de control convencional basado en la adquisición de un atlas de

toda la rejilla. Esta combinación podría ayudar enormemente a los métodos

convencionales a mejorar la eficiencia y la calidad de la adquisición de datos.

• Mejora de toma de decisiones en tiempo real: En relación a la toma de

decisiones en tiempo real durante el proceso automático de adquisición existe

margen de mejora de los algoritmos desarrollados, por ejemplo utilizando

esquemas basados en redes neuronales para el procesamiento en paralelo de la

etapa de preprocesamiento para la reducción de ruido. Esto podría mejorar la

velocidad de procesamiento y hacerlo más eficiente.
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Anexo

Software desarrollado para la imple-

mentación del esquema de control in-

teligente    

 8.1 Software Matlab para la programación de la GUI 

This software package is written in MATLAB Programming Language. Its basic
organization is based in the use of dedicated functions and subroutines that allows the
automation of different modules to overcome different problems in single-particle cryo-
EM data acquisition on our JEOL 200 kV electron microscope. This new software,
based in Matlab, utilize a user-friendly GUI interface that permits the user to control the
JEM2200FS microscope and acquire digital images with the Gatan CCD camera
remotely. The software package is organized around a main window that displays two
images, corresponding to Search mode and Photo mode, and basic information about
microscope status. This design allows one to remotely monitor the cryo-EM single
particle data acquisition process and to act easily if necessary; in so much as in this
window there is a collection of control panels that provide the access to change any
parameter of the microscope or the CCD camera.

Call to GUI interface function

function varargout = stage_movementv4(varargin)

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui_Singleton = 1;

gui_State = struct('gui_Name', mfilename, ...

                   'gui_Singleton', gui_Singleton, ...
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                   'gui_OpeningFcn', @stage_movementv4_OpeningFcn, ...

                   'gui_OutputFcn', @stage_movementv4_OutputFcn, ...

                   'gui_LayoutFcn', [], ...

                   'gui_Callback', []);

if nargin && ischar(varargin{1})

    gui_State.gui_Callback = str2func(varargin{1});

end

if nargout

    [varargout{1:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});

else

    gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});

end

% Open “Control PC client-TemNet server” communication to control the microscope via the
JEOL TEMCON interface.

h=startJEM(); % creates a COM server and returns TemNet COM object. 

handles.h=h; % h is a steering handle of COM Automation TEM server.

% Open “Control PC client-GatanDM server” communication to obtain images from our CCD
camera through a plugin “COMExternalPlugIn.dll” in DigitalMicrograph (Gatan) software that
acts as a COM server.

g=startDM(); % creates a COM server and returns DM COM object.

handles.g=g; % g is a steering handle of COM Automation DM server. 

Status and control of Electron Field Emission Gun (FEG):

% FEG Beam valve status: 

GV = gvalve(h); %gvalve(h, SV); SV has the value of [0:off/1:on].

% HT Acceleration Voltaje status:

GS = ht_status(h); %GS has the value of [0:off/1:on/2:busy].

GVHT = accvol(h, 'status'); %GVHT has the value of [0:off/1:on/2:busy].

statusHT=GS*GVHT;

% Acceleration Voltaje value:

HT = num2str(accvol(h)); %HT has the value from 0[kV] to 200[kV] in the range.

acc=strcat('Acc. ',{'  '},HT,' kV');

set(handles.text_acc,'string',acc);

% Filament Current value:
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FC = num2str(filamentc(h)); %FC has the value from 0[mA] to 4095[mA] in the range

fcurr=strcat('Filament. ',{'  '},FC,' mA');

set(handles.text_fc,'string',fcurr);

%TEM mode status:

GVTEM = temasid(h); %GVTEM has the value of [0:TEM/1:ASID].

funcmode(h, SM); 

%SM has the value of [0:MAG1/1:MAG2/2:LOWMAG/3:SAMAG/4:DIFF].

% Spot size value status:

SPOT=strcat('Spot Size. ',{'  '},num2str(spotsize(h)+1));

%Alpha value status:

ALPHA=strcat('Alpha. ',{'  '},num2str(alphasel(h)+1));

%Probe mode status:

PROBE = probemode(h);

switch PROBE  case 0

PROBE = strcat('Probe Mode. ',{'  '},'TEM');

Status and control of transmission electron microscope lenses:

%Beam shift status:

 [GX, GY] = algCL1(h);

%Magnification status and control:

 [GM, V] = magsel(h); %GM has the value of from 0 to 49 in the range.

magmode=funcmode(h); %[0:MAG1/1:MAG2/2:LOWMAG/3:SAMAG/4:DIFF].

%Objective focus status and control:

FOCUS = strcat('Defocus:',{'        '},'0nm');

set(handles.text_defocus,'string',FOCUS);

flcmode(h, 6, 0);

203



ANEXO

flcmode(h, 7, 0);

focObj(h, 32767); %Standard Focus

%Current Density value:

GD = num2str(curntdnsty(h)); %HT has the value from 0[kV] to 1300[kV] in the range.

currdens=strcat('Curr. Dens: ',{'  '},GD);

set(handles.text68,'string',currdens);

%Brightness control:

MDS=mdsmode(h);

GM = flcmode(h, 2);

flcCL3mod2(h, valor);

flcmode(h, 2, 0); %Standard brightness

Status and control of transmission electron microscope apertures:

%Aperture status and control:

aperture(h, A, S, X, Y, opt);

%A has the value of [1:CLA/3:HCOA/4:SAA/5:ENTA).

%S has the value of [1/2/3/4/open].

%X has the value of from 0[%] to 100[%] in the range. 

%Y has the value of from 0[%] to 100[%] in the range.

[S1, X, Y] = aperture(h, 1); %CLA aperture

[S, X, Y] = aperture(h, 3); %HCOA aperture

aperture(h, 1, 0, X, Y); %CLA aperture positioning
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Status and control of transmission electron microscope Omega Energy Filter:

Omega energy filter on JEOL transmission electron microscopes filters out inelastically
scattered electrons forming zero-energy-loss images that improves contrast and increase
signal-to-noise ratio. Energy filtering is accomplished introducing a slit with an energy
range in electron volts to eliminate electrons outside this slit width. Our software
provides the basic controls necessary for using an energy filter: slit insertion, slit width,
and slit offset from the zero-loss peak.

%Spectra mode status:

GM = spcmmode(h); %GM has the value of [0:off/1:on].

%Energy shift status and control:

GM = engyshiftmode(h);  %GM has the value of [0:off/1:on].

engyshift(h, b);

%Slit widht and position status and control:

GM = slitpos(h);

slitwidth(h, 15); % Energy slit width of energy filter set up to 15 eV
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Status and control of transmission electron microscope Minimum Dose System:

Our software system is based in the use of the specialized low dose system of JEOL
electron microscope. In Search mode a magnification of 4,000x is used to navigate
through a particular square in the grid. After one image is taken in Photo mode, usually
between 40,000x and 80,000x, the software change to Search mode and select an no
irradiated new hole area in Quantifoil EM grid, for subsequent defocus in Focus mode
and imaging of this location at a higher exposure magnification in Photo mode.

%MDS status and control:

photostatus(h, GS); 

%GS is [0:normal/1:valve/2:multi-exposure/3:Through Focus/4:AMS/5:MDS].

mdsmode(h, SM); 

%SM has the value of [0:OFF/1:Serch/2:Focus/3:photofilm].

%Photo acquisition in analogical Kodak FILM support:

dmcamerainsert(g_cam, 0); %De-insertion on Gatan CCD camera before taking Photo on Film

filmfeed (h, SF); %acquiring Photo in film; SF has the value of [0:manual/1:auto(feed before
shot)/2:auto(feed after shot)].

takephoto(h);

Status and control of goniometric piezo-controlled stage (Goniometer):

%Stage position status and control:

[X, Y, Z] = stagepos (h);

set(handles.poszmicras,'String',Z/1000);

set(handles.posxmicras,'String',X/1000);

set(handles.posymicras,'String',Y/1000);

%Blanking control:

bblanking(h,0); %blanking OFF

%Screen position:

screenpos(h, 2); %TV screen open
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Coordinate system transformation (rotation between x6000 and x8000
magnification):

Our software mimic the manual operating mode of an user driving stage trackball while
watching the moving on an analog TV camera or on a CCD camera running in
continuous mode. To navigate sequentially through regularly spaced holes semi-
automatic software should be capable of finding the next hole to image, using Search
mode images and moving the stage properly to get the new area. In keeping with
microscope conventions, the X axis corresponds to the tilt axis, the Z axis is along the
beam, and the Y axis is orthogonal to the two. The movement of the stage in X and Y
directions are transformed to image coordinates, using a calibration of the relation
between the change in the mechanical piezo-controlled stage and the corresponding
image shifts. In order to tune constant values in the coordinate system transformation
(rotation) a “cross and line” grating replica grid was used.

In two dimensions, to carry out a rotation using matrices the point (x, y) to be rotated
(orientation from positive x to y) is written as a vector, then multiplied by a matrix cal-
culated from the angle, θ: 

  

where (x′, y′) are the coordinates of the point that after rotation, and the formulae for x′
and y′ can be seen to be:

  

In three dimensions, a basic rotation (also called elemental rotation) is a rotation about
one of the axes of a Coordinate system. The following three basic rotation matrices rota-
te vectors by an angle θ about the x, y, or z axis, in three dimensions, using the right
hand rule.

ANG=-34.5;
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PARAM=24.303;

ORIGEN_X=256;

ORIGEN_Y=256;

dx=(D(i,2)-ORIGEN_X);

dy=(D(i,3)-ORIGEN_Y);

deltaX2=PARAM*((dx*cosd(ANG)-dy*sind(ANG)))*cosd(6.8);

deltaY2=PARAM*(((dx*sind(ANG)+dy*cosd(ANG)))-((dx*cosd(ANG)
+dy*sind(ANG))*sind(6.8)));

newX=(X-deltaX2);

newY=(Y-deltaY2);

The interface for microscope control allows to the software the tuning of different
parameters of DigitalMicrograph, the software controlling UltraScan CCD camera.
Digital images were recorded on an Ultrascan4000™ cooled CCD camera from Gatan
(Pleasanton, CA) sited below the camera chamber, which is 4-port readout 4K x 4K 15-
µm pixels camera. Digital images were recorded under low-dose conditions using
DigitalMicrograph™ (Gatan) software.

Status and control of Digital Micrograph software to Gatan CCD camera control:

%Exposure time control:

exptime(h, ST);  

%sets exp time ST; ST has the value of from 0[sec] to 180[sec] in the range.

%Screen position status:

GTV = screenpos(h);

%Blanking control:

bblanking(h,0); %Turn off the blanking

%Acquisition of the image in View mode:

viewed = dmacquire(g, pro, exp, bin, bin, at, al, ab, ar);

viewed = mat2gray( viewed ); % converting images to grayscale
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 8.2  Software Matlab para la navegación automática

Botón AUTOMATIC (navegación automática a través de los agujeros de la rejilla)

In automatic data collection mode, our data collection system sequentially select the
next no-irradiated circular hole using images of Search mode at a magnification of
4,000x, for subsequent imaging in minimum dose conditions of these locations at a
higher exposure magnification. The stage moves sequentially from one hole to the next
along prefabricated grids (with regularly spaced holes), without the need for creating a
complete grid atlas. After a sequence of processes: filtering, normalization, binarization
and segmentation to obtain object characteristics, the software have coordinates in the
Search mode image, of the next hole center to irradiate in Quantifoil R2/2 grid. 

function Automatic_Callback(hObject, eventdata, handles)

%Magnification MDS Search mode must be selected to x4000

%Magnification MDS Photo mode: Selectable by the user between 40000x to 80000x

%Center of the image in Search mode obtained by DigitalMicrograph must be the center of the
image in Photo mode. This is pre-configured by the user using image shift and beam shift.

%A loop is created to explore the grid, imaging each hole in the selected square of the Q-foil
grid in minimum dose mode

set( handles.stopauto, 'userdata', 'off' );

while 1

   str = get( handles.stopauto, 'userdata' );

   if strcmp( str, 'on' )  % Comparison of character strings

    guidata(hObject, handles);

   break

end

Paso 1: Se adquiere la imagen en el modo Search

viewed=acquire_MDSSearch_auto(hObject,eventdata, handles);  {

bblanking(h,0); %Turn off blanking

nummag= 4;

magsel(h,nummag); % selection of x4000 magnification in Search mode

pro = 3;    % P(processing) has the value of [1:None/2:Dark/3:Gain&Dark].

exp = str2num(get(handles.edit_expSA,'String')); % Exposure

bin_val = get(handles.popupmenu_binningSA,'Value'); % Binning

at = 0; al = 0; ab = handles.HH; ar = handles.WW; % Area
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viewed = dmacquire(g, pro, exp, bin, bin, at, al, ab, ar); % Digital image acquisition
viewed = mat2gray(viewed); %converting the image to grayscale

}

Paso 2: Se ajusta el histograma para mejorar el SNR y se filtran las imágenes para reducir
el ruido

% Enhances the contrast of images

J = histeq(viewed);

% Enhances the contrast of the grayscale image I by transforming the values using contrast-
limited adaptive histogram equalization (CLAHE).

J = adapthisteq(J,'clipLimit',0.02,'Distribution','rayleigh'); 

% 2-D linear spatial averaging filter 

h = fspecial('average',[3 3]); 

J = imfilter(J,h); 

% Median filtering is a nonlinear operation often used in image processing to reduce "salt and
pepper" noise

J = medfilt2(J,[3 3]); 

% Wiener2 lowpass-filters a grayscale image that has been degraded by constant power additive
noise.

[J,noise]=wiener2(J,[5 5]); 

% Adjust contrast of Grayscale image

mu = mean2(J); %computes the mean of the matrix.

sigma = std2(J); %computes the “standard deviation” of the matrix.

low_in = (mu-sigma)/255;

if low_in < 0

low_in = 0;
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end

high_in = (mu+sigma)/255;

if high_in > 1

high_in = 1;

end

J = imadjust(J, [low_in high_in], [0 1]); 

% Suppress light structures connected to image border

J = imclearborder(J,4);

Paso 3: Se buscan los agujeros en la imagen en modo Search, utilizando el proceso de seg-
mentación

% Definir CONSTANTES

cte_background=35; 

area_max=10600;

area_min=1000;

eccentricity_min=0.2;

eccentricity_max=1.01;

noise_cte=3000;

Qfoil_cte=50; %Este valor dependerá del tipo de rejilla elegida. Normalmente serán Q-foil 2:1

Ymax=350; %Los agujeros por debajo de este valor no se consideran

th_min=0;

th_max=0.2;

[G,th1]=barrido(th_min,th_max,J,noise_cte,area_max,area_min,eccentricity_max,eccentricity_
min);
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background=imclose(J,strel('disk',cte_background)); %remove background 

BW=~imsubtract(background,J);

% Segmentation is the process used for identifying objects in an image. 

% Image thresholding to separate objets from its background. Thresholding is done by
specifying a threshold value in an image and converting it to binary image (black and white
image) using the threshold value.

% Global image threshold (level) using Otsu's method, which chooses the threshold to minimize
the intraclass variance of the black and white pixels.

level = graythresh(J);

% Convert image to binary image, based on threshold.

BW=im2bw(J,level);  

% Remove small objects from binary image.

BW2=bwareaopen(BW,noise_cte);

% Fill image regions and holes in the binary image BW 

fill=imfill(BW3,8,’holes’); 

% Remove noise near the edge of an object in an image

SE = strel('disk',5); % strel function creates a structuring element of the type specified by shape

seD = strel('diamond',5);

% The definition of a morphological opening of an image is an erosion followed by a dilation

% Erode the resulting mask by a certain amount to remove small spurious clusters. 

% Dilate the eroded mask to get back to a smoother edge for your selected pixels.

fill = imdilate(imerode(fill,seD),SE);

%Multiply BW image with original image 

ice_th=immultiply(I,fill);
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% Find and label connected components in 2-D binary image.

[labeled,numObjects]=bwlabel(ice_th,4); 

% Measures a set of properties for each connected component

stats_hole=regionprops(labeled_ice,ice_th,'MeanIntensity','MinIntensity','MaxIntensity','We-
ightedCentroid','Area','ConvexArea','ConvexImage','ConvexHull','Eccentricity','EquivDiameter',
'EulerNumber','Extent','FilledArea','MajorAxisLength','MinorAxisLength','Solidity');

areas=[stats.Area];

for idx=1:length(areas)

cent=props(idx).Centroid;

area=props(idx).Area;

eccentricity=props(idx).Eccentricity;

MeanIntensity=props(idx).MeanIntensity;

X=cent(1);Y=cent(2);

Paso 4: El modelo FIS de tipo Mamdani selecciona el siguiente mejor agujero a irradiar y
el programa se mueve a este agujero seleccionado

a = readfis('seleccionFuzzydeagujeros.fis'); 

result=evalfis([Posición del agujero, área del agujero, grosor del hielo, número de partículas de
contaminación, valor del astigmatismo, número de partículas válidas, valor del sub-enfoque, va-
lor de intensidad media], a);

% Se calculan las rectas que forman los agujeros para intentar navegar a través de la línea más
cercana al centro de la imagen

[A] = pendiente(G); 

[rel] = relacion(A);

[m] = mayor(rel); % Se buscan las pendientes entre agujeros mayoritarias

[B] = findb(m,G);

[V] = mediarb(B); % Se busca el punto origen de esas rectas Y=m*X + V

[D] = ordenar(G,V,m); % Se reordenan los agujeros después de eliminar los que no interesan

[point]=eliminar(D,Qfoil_cte,Ymax); % Se eliminan los centros demasiado cercanos entre si y
los que estén por debajo del centro de la imagen. De esta forma nos movemos siempre hacia X
más positivos en la rejilla (hacia arriba) y nos será suficiente con comenzar desde un lado infe-
rior-derecha de la zona seleccionada

% El modelo FIS de tipo Mamdani intenta siempre seleccionar los agujeros más cercanos a la
recta cerca del centro de la imagen

% Una vez seleccionado el siguiente agujero el goniómetro se mueve automáticamente hasta si-
tuarse en el agujero seleccionado siguiendo el sentido de navegación actual 

handles.D=point;

sentido=handles.SentidoMovimiento; %1 -> izquierda    -1-> derecha
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[G]=seleccionar_centro(point,sentido,hObject, eventdata, handles); {

% La posición inicial es el centro de la imagen X,Y=256,256 luego nos movemos al siguiente
centro más cercano.

h=handles.h; G=[0 0 0 0 0]; flag=0;

for i=1:(size(D,1))

    X=D(i,2);

    Y=D(i,3);

    d1=((X-256)^2+(Y-256)^2)^0.5;

    dx1=round((X-256).*sentido);

    if (dx1<0)&&(d1>20)

            if i<size(D,1)

                X2=D(i+1,2);

                Y2=D(i+1,3);

                dx2=round((X2-256).*sentido);

                d2=((X2-256)^2+(Y2-256)^2)^0.5;

                if (abs(dx2)<abs(dx1))&&(dx2<0)&&(d2>20)

                    G=[1 D(i+1,2) D(i+1,3) D(i+1,4) D(i+1,5)];

                    new_sentido=sentido;

                    return

                else

                    G=[1 D(i,2) D(i,3) D(i,4) D(i,5)];

                    new_sentido=sentido;

                    return

                end

            else

                G=[1 D(i,2) D(i,3) D(i,4) D(i,5)];

                new_sentido=sentido;

            end

    end

end  }

if (G(1,2)||G(1,3))~0;
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% Se muestra el nuevo centro seleccionado al que nos vamos a mover en rojo

i=1;

hold on

j=num2str(i);

plot(G(i,2),G(i,3),'*r');

move_auto(G,hObject,eventdata, handles);

% Una vez que llegamos al punto seleccionado se vuelven a buscar los centros de los agujeros y
se busca el mas cercano al centro de la imagen. si el mas cercano esta alejado mas de una distan-
cia determinada nos movemos a el.

% Adquirir la imagen en Search Mode

viewed=acquire_MDSSearch_auto(hObject,eventdata, handles);

% Se ajusta el histograma para tener mejor SNR

        a=viewed;

% Histogram stretching

       I_min = min(viewed(:));

        I_max = max(viewed(:));

        J = 255*(viewed-I_min)/(I_max-I_min);

        J = uint8(J);

%Histogram equalization

        J=adapthisteq(J);

% Filtro average

        h = fspecial('average',[3 3]);

        J=imfilter(J,h);
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% Filtro median

        J = medfilt2(J,[3 3]);

%Filtro wiener

        [J,noise]=wiener2(J,[5 5]);

% Histogram adjustment

        % adjust the image to show the middle 68% of the image

        % middle 68% = mean -/+ standard_deviation 

        mu = mean2(J);

        sigma = std2(J);

        low_in = (mu-sigma)/255;

        if low_in < 0

            low_in = 0;

        end

        high_in = (mu+sigma)/255;

        if high_in > 1

            high_in = 1;

       end

        J = imadjust(J,[low_in high_in],[0 1]);

% Bandpass filtering

b_h = fir1(8,[.35 .7]);

h_h = ftrans2(b_h);

a2 = im2double(imfilter(J,h_h));

%Buscar agujeros

[new_G,th1]=barrido(0,0.2,a2,noise_cte,area_max,area_min,eccentricity_max,eccentricity_min)

axes(handles.real_image);

graficar_A(new_G);

[D]=centromascercano(new_G);

{

for i=1:size(new_G,1)

% Calculamos la distancia del centro de la imagen a cada nuevo punto calculado y se calcula el
mas cercano

    dPp(i)=((new_G(i,2)-256)^2+(new_G(i,3)-256)^2)^0.5;

end
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% Se calcula el punto más cercano al centro de la imagen

[xm,im]=min(dPp);

if xm<70

    G=[1 new_G(im,2) new_G(im,3) new_G(im,4) 0];

else

    G=[1 0 0 0 0];

end

}

if D(1,2)||D(1,3)~0;

       i=1;

       hold on

       j=num2str(i);

       plot(D(i,2),D(i,3),'*r');

       move_auto(D,hObject,eventdata, handles);

{

% Moverse a la posicion seleccionada automaticamente en modo search x4000

 [X,Y,Z]=stagepos(h);

if X ~= 0

    i=1;

%Ajuste parametros search mode mag x4000

    ANG=34.5;

    PARAM=24.303;

    corrX=1;

    corrY=1;

    ORIGEN_X=256;

    ORIGEN_Y=256;

    dx=(D(i,2)-ORIGEN_X);

    dy=(D(i,3)-ORIGEN_Y);

   deltaX2=corrX*PARAM*((dx*cosd(ANG)+dy*sind(ANG)))*cosd(6.8);

   deltaY2=corrY*PARAM*(((-dx*sind(ANG)+dy*cosd(ANG)))-   

    ((dx*cosd(ANG+dy*sind(ANG))*sind(6.8)));

% Movimiento en pasos segun el valor de step en nm
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    step=500; %valor en nm

    time=1.0;

% Movimiento en direccion "y" corregida

 [X, Y, Z] = stagepos (h);

        set(handles.posymicras,'String',Y/1000);

        dmin=step;

        numy=abs(fix(deltaY2/step)); 

        n=numy;

        resty=abs(deltaY2)-numy*step;

        resto=resty;

        if n>0

            for i=1:n

                stagepos(h,0,-dmin*sign(deltaY2),0,'rel');

                pause(time);

            if  i==1

                pause(3)

            end

            [X, Y, Z] = stagepos (h);

            set(handles.posymicras,'String',Y/1000);

            i=i+1;

            end

        end

        stagepos(h, 0,-(resto*sign(deltaY2)), 0,'rel');

        pause(1);

        [X, Y, Z] = stagepos (h);

        set(handles.posymicras,'String',Y/1000);   

% Movimiento en direccion "x" corregida

         [X, Y, Z] = stagepos (h);

        set(handles.posxmicras,'String',X/1000);

        dmin=step;

        numx=abs(fix(deltaX2/step));

        n=numx;
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        restx=abs(deltaX2)-numx*step;

        resto=restx;

        if n>0

            for i=1:n

                stagepos(h,-dmin*sign(deltaX2),0,0,'rel');

                pause(time);

            if i==1

                pause(3)

            end

            [X, Y, Z] = stagepos (h);

            set(handles.posxmicras,'String',X/1000);

            i=i+1;

            end

        end

        stagepos(h,-(resto*sign(deltaX2)), 0, 0,'rel');

        pause(1);

        [X, Y, Z] = stagepos (h);

        set(handles.posxmicras,'String',X/1000);

% Se muestra el nuevo centro al que nos hemos movido en azul

    axes(handles.real_image)

    hold on

    graficar_A(D)

    j=1;

    px=D(j,2);

    py=D(j,3);

    plot(px,py,'b*')

    pause(3)

end

}

end

219



ANEXO

Autofocusing system

Defocus and shape of the CTF is evaluated with a special function developed using the
Automated CTF Estimation (ACE) Toolbox and Image Processing Toolbox, see Fig3.
The system maintain under focus values between a defocus range of: from 1 µm to 5
µm, and if single particle detected in the ice have too low contrast the system automati-
cally increase defocus value target. 

% Recorded images are converted to MRC format and the CTF is calculated with ACE software

file_input=strcat('CTF_Data\mrcimages\Photo_',samplename,'_mag',mag,'_',date,'.mrc');

file_out=strcat('CTF_Data\ctffiles\Photo_',samplename,'_mag',mag,'_',date,'.ctf');
WriteMRC(double(acquired),1,file_input); %Toolbox EMIODist

bin_real=(4096./size(acquired,1));

resample_sel=1;  

nocarbon=0;

display=1;

stig=1;

medium='ice';

dforig=2e-6;

tempdir='C:\Temp\';

powerfactor=0.3; % For cryo-EM 0.3

mkdir(tempdir)

[Ca]=pixelsize_mag(hObject,eventdata, handles, mag, binning);

ctfparams=ace_CIC2(file_input,file_out,display,stig,medium,dforig,resample_sel,tempdir,Ca,po
werfactor);

handles.factor=factor;

defocus_final=factor.*ctfparams(1)
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defocus_small=factor.*ctfparams(2);

confidence=ctfparams(17)

astigmatism_ratio=ctfparams(18)

astigmatism_angle=ctfparams(19);

function

ctfparams = 

ace_CIC2(filename,outfile,display,stig,medium,dforig,resample_sel,tempdir,Ca,powerfactor_sel
)

% Returns the parameters of the Contrast Transfer Function. %

ctfparams = ace(filename,outfile,display,stig,medium,dforig,tempdir);

filename: Name of the input mrc file.

outfile: The name of output file. 

display: Boolean input to control the graphical display.

stig: Boolean switch to turn on astigmatism estimation.

medium:  'carbon' or 'ice'.

dforig: The defocus set by the microscope. It is used only when the edge detection fails. It de -
faults to -2um. 

tempdir: Optional string argument to specify directory for temporary files. 

Ca: Pixel size: The size of the pixel in Angstroms/pixel 

ctfparams: Vector of ctf parameters. First two element give the defoci, the third value is Ampli-
tude contrast, the forth value is the angle of astigmatism, elements 5-8 are the noise parameters
and 9-12 are the envelope parameters.

                  17 - conf Confidence on results

                  18 - rat  Astigmatism ratio

                  19 - ang  Astigmatism angle 

% See also leginon_ace_gui and acedemo. 

% Copyright 2004-2005 Satya P. Mallick.
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Astigmatism automatic correction:

Astigmatism must be avoided and corrected, before the final image is acquired. Our so-
ftware system uses a diffractogram based method (Saxton et al., 1983) for determining
defocus and stigmatism correction. The software calculate astigmatism in real time and
launch a process to automatically adjust the objective lens stigmator by measuring the
ellipticity of the Fourier contrast transfer function (CTF) rings to minimize the astigma-
tism (Saxton et al., 1983). The algorithm identifies Thon rings in the power spectrum
density (PSD) and uses them to estimate astigmatism and defocus together with their
uncertainties, see Fig 4. For the astigmatism estimation ACE use a transformation to po-
lar coordinates to fit ellipses to the Thon rings.

222



ANEXO

function controlAstigmatism(hObject,eventdata, handles,ctfparams)

h=handles.h;

factor=handles.factor;

if (ctfparams(17)>0.8)

    defocus=factor*ctfparams(1);  

    astigmatism_angle=ctfparams(19);

    i=1;

    astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

    if (astigmatism_ratio(i)<0.9)

        value_ini=-0.2;

        while 1 

        [GX, GY] = stgOLs(h);

        if (astigmatism_ratio(i)>0.9)  % Comparison of character strings

            break

        end

        %Modificamos el astigmatismo en X para corregirlo

        newGX=GX+value_ini;

        stgOLs(h, newGX, GY);

        [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

        i=i+1;

        astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

            if (astigmatism_ratio(i)>astigmatism_ratio(i-1))

                value=value_ini;

            else

                value=-value_ini;

                newGX=GX+value;

                stgOLs(h, newGX, GY);

                [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

                astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

            end

            if (astigmatism_ratio(i)>0.9)  % Comparison of character strings

                break
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            end

            while 1

                newGX=newGX+value;

                stgOLs(h, newGX, GY);

                [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

                i=i+1;

                astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

                if (astigmatism_ratio(i)<astigmatism_ratio(i-1))

                    newGX=newGX-value;

                    stgOLs(h, newGX, GY);

                    astigmatism_ratio(i)=astigmatism_ratio(i-1);

                    break

                end

            end

            if (astigmatism_ratio(i)>0.9)  % Comparison of character strings

                break

            end

            %Modificamos el astigmatismo en Y para corregirlo

            newGY=GY+value_ini;

            stgOLs(h, newGX, newGY);

            [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

            i=i+1;

            astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

            if (astigmatism_ratio(i)>astigmatism_ratio(i-1))

                value=value_ini;

            else

                value=-value_ini;

                newGY=newGY+value;

                stgOLs(h, newGX, newGY);

                [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

                astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

            end
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            while 1

                newGY=newGY+value;

                stgOLs(h, newGX, newGY);

                [ctfparams]=acquire_MDSPhoto_auto(hObject,eventdata, handles);

                i=i+1;

                astigmatism_ratio(i)=ctfparams(18);

                if (astigmatism_ratio(i)<astigmatism_ratio(i-1))

                    newGY=newGY-value;

                    stgOLs(h, newGX, newGY);

                    astigmatism_ratio(i)=astigmatism_ratio(i-1);

                    value_ini=value_ini/2;

                    break

                end

            end              

        end

    end

end

guidata(hObject, handles);
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 8.3 Software Matlab para la identificación de partícu-

las individuales en imágenes para cryo-EM

% Adquisición de la imagen en modo Photo

%Read grayscale image 

viewed=imread(strcat(Path,FileNamenew,int2str(i_trn),'.tif')); 

viewed = imresize(viewed, 0.5); 

 

%Buscar Single Particles 

% Preprocessing

%Filtrado to reduce noise 

%Image filtering and contrast improving.Adaptive histogram equalization(CLAHE) 

J=adapthisteq(viewed,'clipLimit',0.02,'Distribution','rayleigh'); 

% Filtro average. Averaging filter 

h = fspecial('average',[5 5]); 

J=imfilter(J,h); 

% Median filter.2-D median filtering 

J = medfilt2(J,[5 5]); 

% Filtro wiener. Adaptive Wiener filtering 

[J,noise]=wiener2(J,[7 7]);  

% Sharpening an image using an unsharp filter 

% Creating the unsharp filter 

fsharp=fspecial('unsharp'); 

% Applying the filter to the image data 

J=imfilter(J,fsharp); 

% Histogram stretching 
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Id = double(J); 

I_min = min(Id(:)); 

I_max = max(Id(:)); 

J = 255*(Id-I_min)/(I_max-I_min); 

J = uint8(J); 

% Histogram equalization 

J = wiener2(J,[5 5]); 

% Use imadjust to brighten the image:  

max_normalized = double(max(J(:)))/255; 

J5 = imadjust(J, [0 max_normalized]); 

J9=imcomplement(J5); 

% Histogram equalization to improve contrast 

%Image filtering and contrast improving.Adaptive histogram equalization(CLAHE) 

J=adapthisteq(viewed,'clipLimit',0.02,'Distribution','rayleigh'); 

% Filtro average. Averaging filter 

h = fspecial('average',[5 5]); 

J=imfilter(J,h); 

% Median filter.2-D median filtering 

J = medfilt2(J,[5 5]); 

% Filtro wiener. Adaptive Wiener filtering 

[J,noise]=wiener2(J,[7 7]);  

% Adjust the image intensity 

mu = mean2(J); %computes the mean of the matrix. 

sigma = std2(J); %computes the ìstandard deviationî of the matrix. 

low_in = (mu-sigma)/255; 

if low_in < 0 

low_in = 0; 

end 

high_in = (mu+sigma)/255; 

if high_in > 1 

high_in = 1; 

end 

J = imadjust(J,[low_in high_in],[0 0.9]); 

% Sharpening an image using an unsharp filter 

% Creating the unsharp filter 

fsharp=fspecial('unsharp'); 

% Applying the filter to the image data 
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J=imfilter(J,fsharp); 

 

% Histogram stretching 

Id = double(J); 

I_min = min(Id(:)); 

I_max = max(Id(:)); 

J = 255*(Id-I_min)/(I_max-I_min); 

J = uint8(J); 

% Histogram equalization 

J = wiener2(J,[5 5]); 

% Use imadjust to brighten the image:  

max_normalized = double(max(J(:)))/255; 

J5 = imadjust(J, [0 max_normalized]); 

% Invertir la escala de grises  

J9=imcomplement(J5); 

 

%Image thresholding to separate objets from its background 
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%Definir constantes para la detección de partículas 

cte_background=25; 

noise_cte=90; 

cte_dilate=14; 

cte_erode=3; 

cte_segmentacion=0.15;

background=imclose(J9,strel('disk',cte_background)); %remove background 

BW=~imsubtract(background,J9); 

%'Remove small objects from binary image' 

BW1=bwareaopen(BW,noise_cte);  

BW2=imclearborder(BW1,8); 

SEs=strel('square',2); 

BW2=imclose(BW2,SEs); 

SE = strel('disk',cte_dilate); 

seD = strel('diamond',cte_erode); 

fill1 = imdilate(imerode(BW2,seD),SE); 

%Detección de partículas a partir de segmentación (detección de bordes) 

cte_segmentacion=0.12; 

BWs=edge(J9,'sobel',(graythresh(J9))*cte_segmentacion); 

se90=strel('line',2,90); 

se0=strel('line',2,0); 

BWsdil=imdilate(BWs,[se90 se0]); 

BWnobord=imclearborder(BWsdil,8); 

SE = strel('disk',cte_dilate); 

seD = strel('diamond',cte_erode); 

BWnonoise = imdilate(imerode(BWnobord,seD),SE); 

seD = strel('diamond',1); 

BWfinal=imerode(BWnonoise,seD); 

BWfinal=imerode(BWfinal,seD); 

%Tercer método de detección por texture 

%Use entropyfilt to create a texture image. The function entropyfilt returns an array where each
output pixel contains the entropy value of the 9-by-9 neighborhood around the corresponding
pixel in the input image I. Entropy is a statistical measure of randomness. 

Ev = entropyfilt(J9); 

SE = strel('disk',15); 

Evd = imdilate(~Ev,SE); 

%Se multiplica el resultado de los tres métodos de detección 

BWm=immultiply(fill1,BWfinal); 
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Bwm=immultiply(BWm,Evd);  

 

% Multiply BW image with original image 

ice_th=immultiply(viewed,BWm); 

[labeled_ice,numObjects_ice]=bwlabel(ice_th,4); 

 

stats_particles=regionprops(labeled_ice,ice_th,'MeanIntensity','MinIntensity','MaxIntensity','We
ightedCentroid','Area','ConvexArea','ConvexImage','ConvexHull','Eccentricity','EquivDiameter',
'EulerNumber','Extent','FilledArea','MajorAxisLength','MinorAxisLength','Solidity'); 

% Feature extraction and segmentation 

h_dist=@(x,y)sqrt((y(1)-x(1))*(y(1)-x(1))+(y(2)-x(2))*(y(2)-x(2))); 

cte_bordes=double(uint8(4*(length(viewed))/100)); 

k=1; 

% GRID Q foil 2-1 

    intensidadParticles=[stats_particles.MeanIntensity]; 

    intensidadmediaParticles=uint8(mean(intensidadParticles)); 

    cte_mean_int_min=intensidadmediaParticles-0.06*intensidadmediaParticles; 
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    cte_mean_int_max=intensidadmediaParticles+0.06*intensidadmediaParticles; 

%Se calculan las partículas por el método combinado 

    m=0; 

    m_bad=1; 

    hdet=figure; 

    imshow(viewed); 

    for idx=1:length(stats) 

        cent=double(stats_particles(idx).WeightedCentroid); 

        area=[stats_particles(idx).Area]; 

        intensity_Mean=double(stats_particles(idx).MeanIntensity); 

        intensity_Maxima=double(stats_particles(idx).MaxIntensity); 

        intensity_Minimun=double(stats_particles(idx).MinIntensity); 

        extentgrises_value=double(stats_particles(idx).Extent); 

        equivdiametergrises_value=double(stats_particles(idx).EquivDiameter); 

        eccentricity_value=double(stats_particles(idx).Eccentricity); 

        mean_int_value=uint16([stats_particles(idx).MeanIntensity]); 

        max_int=[stats_particles(idx).MaxIntensity]; 

        min_int=[stats_particles(idx).MinIntensity]; 

        diferenciaintensidad=max_int-min_int; 

        soliditygrises_value=double(stats_particles(idx).Solidity); 

        X=cent(1);Y=cent(2);

        dist_vect([1:length(stats)])=0; 

        for j=1:(length(stats)) 

            if j~=idx  

                dist_vect(j)=h_dist(stats(idx).BoundingBox(1:2),stats(j).BoundingBox(1:2)); 

            else 

                dist_vect(j)=2048; 

            end 

        end 

            somehole=1; 

            m=m+1; 

                dist_tmp=[dist]; 

                a_tmp=[m X Y area eccentricity_value intensity_Mean]; 

                extremos_tmp=double(stats(idx).Extrema); 

                eulernumber_tmp=double(stats_particles(idx).EulerNumber); 

                extent_tmp=double(stats_particles(idx).Extent); 

                filledarea_tmp=double(stats_particles(idx).FilledArea); 
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                majoraxislength_tmp=double(stats_particles(idx).MajorAxisLength); 

                minoraxislength_tmp=double(stats_particles(idx).MinorAxisLength); 

                centgrises_tmp=double(stats_particles(idx).WeightedCentroid); 

                intensidadmedia_tmp=double(stats_particles(idx).MeanIntensity); 

                intensidadmaxima_tmp=double(stats_particles(idx).MaxIntensity); 

                intensidadminima_tmp=double(stats_particles(idx).MinIntensity); 

                areagrises_tmp=double(stats_particles(idx).Area); 

                convexareagrises_tmp=double(stats_particles(idx).ConvexArea); 

                eccentricitygrises_tmp=double(stats_particles(idx).Eccentricity); 

                equivdiametergrises_tmp=double(stats_particles(idx).EquivDiameter); 

                extentgrises_tmp=double(stats_particles(idx).Extent); 

                soliditygrises_tmp=double(stats_particles(idx).Solidity); 

                if m==1 

                    distancia=[dist_tmp]; 

                    D=[a_tmp]; 

                    extremos=[extremos_tmp]; 

                    eulernumber=[eulernumber_tmp]; 

                    extent=[extent_tmp]; 

                    filledarea=[filledarea_tmp]; 

                    majoraxislength=[majoraxislength_tmp]; 

                    minoraxislength=[minoraxislength_tmp]; 

                    centgrises=[centgrises_tmp];             

                    intensidadmedia=[intensidadmedia_tmp]; 

                    intensidadmaxima=[intensidadmaxima_tmp]; 

                    intensidadminima=[intensidadminima_tmp]; 

                    areagrises=[areagrises_tmp]; 

                    convexareagrises=[convexareagrises_tmp]; 

                    holetype_cte=convexareagrises./areagrises; 

                    eccentricitygrises=[eccentricitygrises_tmp]; 

                    equivdiametergrises=[equivdiametergrises_tmp]; 

                    extentgrises=[extentgrises_tmp]; 

                    soliditygrises=[soliditygrises_tmp]; 

                else 

                    stats_good(idx)=stats(idx); 

                    distancia=[distancia;dist_tmp]; 

          D=[D;a_tmp]; 

             extremos=[extremos;double(stats(idx).Extrema)]; 
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             eulernumber=[eulernumber;double(stats_particles(idx).EulerNumber)]; 

             extent=[extent;double(stats_particles(idx).Extent)]; 

             filledarea=[filledarea;double(stats_particles(idx).FilledArea)]; 

             majoraxislength=[majoraxislength;double(stats_particles(idx).MajorAxisLength)]; 

             minoraxislength=[minoraxislength;double(stats_particles(idx).MinorAxisLength)]; 

             centgrises=[centgrises;double(stats_particles(idx).WeightedCentroid)]; 

             intensidadmedia=[intensidadmedia;double(stats_particles(idx).MeanIntensity)]; 

             intensidadmaxima=[intensidadmaxima;double(stats_particles(idx).MaxIntensity)]; 

             intensidadminima=[intensidadminima;double(stats_particles(idx).MinIntensity)]; 

             areagrises=[areagrises;double(stats_particles(idx).Area)]; 

             convexareagrises=[convexareagrises;double(stats_particles(idx).ConvexArea)]; 

             eccentricitygrises=[eccentricitygrises;double(stats_particles(idx).Eccentricity)]; 

             equivdiametergrises=[equivdiametergrises;double(stats_particles(idx).EquivDiameter)];

             extentgrises=[extentgrises;double(stats_particles(idx).Extent)]; 

             soliditygrises=[soliditygrises;double(stats_particles(idx).Solidity)]; 

          end 

   else 

            a_tmp=[m X Y area eccentricity_value intensity_Mean]; 

            if m_bad==1 

                D_bad=[a_tmp];    

            else 

                D_bad=[D_bad;a_tmp]; 

            end 

            m_bad=m_bad+1;       

    end 

    end 

    distancia_final=[distancia_final;distancia]; 

    filledarea_final=[filledarea_final;filledarea]; 

    majoraxislength_final=[majoraxislength_final;majoraxislength]; 

    minoraxislength_final=[minoraxislength_final;minoraxislength]; 

    intensidadmedia_final=[intensidadmedia_final;intensidadmedia]; 

    intensidadmaxima_final=[intensidadmaxima_final;intensidadmaxima]; 

    intensidadminima_final=[intensidadminima_final;intensidadminima]; 

    convexareagrises_final=[convexareagrises_final;convexareagrises]; 

    eccentricitygrises_final=[eccentricitygrises_final;eccentricitygrises]; 

    equivdiametergrises_final=[equivdiametergrises_final;equivdiametergrises]; 

    extentgrises_final=[extentgrises_final;extentgrises]; 
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    soliditygrises_final=[soliditygrises_final;soliditygrises];             

    diferenciaintensidad_final=intensidadmaxima_final-intensidadminima_final; 

discrimitarotyfeatures=[filledarea_final eccentricitygrises_final extentgrises_final diferenciain-
tensidad_final distancia_final soliditygrises_final minoraxislength_final majoraxislength_final];

for i_discr=1:length(discrimitarotyfeatures) 

    text(D(i_discr,2),D(i_discr,3), num2str(i_discr),'color','r');     

    test=discrimitarotyfeatures(i_discr,:); 

% Evaluación del tipo de partícula en función del resultado de cada ANFIS

fismat_80S= readfis('ANFIS_80S.fis'); 

eval_80S=evalfis(test, fismat_80S); 

fismat_40S = readfis('ANFIS__40S.fis'); 

eval_40S=evalfis(test, fismat_40S); 

fismat_contamination = readfis('ANFIS_ContaminationParticles.fis'); 

eval_contamination=evalfis(test, fismat_contamination); 

fismat_virus = readfis('ANFIS_Virus.fis'); 

eval_virus=evalfis(test, fismat_virus); 

fismat_disomes = readfis('ANFIS_Disomes80S.fis'); 

eval_disomes=evalfis(test, fismat_disomes); 
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evaluation=[eval_80S eval_40S eval_contamination eval_virus eval_disomes]; 

eval_selection=(evaluation==max(evaluation)); 
if
(eval_selection(1)==1)&&(isempty(D_80S)==0)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_80S>0)&
&(sum(eval_selection)==1) 

        D_80S=[D_80S;D(i_discr,:)]; 

else if (eval_selection(1)==1)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_80S>0)&&(sum(eval_selec-
tion)==1)  

        D_80S=D(i_discr,:); 

        end 

    end 

if 
(eval_selection(2)==1)&&(isempty(D_40S)==0)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_40S>0)&
&(sum(eval_selection)==1) 

        D_40S=[D_40S;D(i_discr,:)]; 

else if (eval_selection(2)==1)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_40S>0)&&(sum(eval_selec-
tion)==1) 

        D_40S=D(i_discr,:); 

        end 

    end 

if (eval_selection(3)==1)&&(isempty(D_contamination)==0) 

        D_contamination=[D_contamination;D(i_discr,:)]; 

else if (eval_selection(3)==1) 

        D_contamination=D(i_discr,:); 

        end 

    end 

if 
(eval_selection(4)==1)&&(isempty(D_virus)==0)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_virus>0)
&&(sum(eval_selection)==1) 

        D_virus=[D_virus;D(i_discr,:)]; 

235



ANEXO

else if (eval_selection(4)==1)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_virus>0)&&(sum(eval_selec-
tion)==1) 

        D_virus=D(i_discr,:); 

        end 

    end 

if (eval_selection(5)==1)&&(isempty(D_disomes)==0)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_di-
somes>0)&&(sum(eval_selection)==1) 

D_disomes=[D_disomes;D(i_discr,:)]; 
else if (eval_selection(5)==1)&&(eval_selection(3)~=1)&&(eval_disomes>0)&&(sum(eval_se-
lection)==1) 

        D_disomes=D(i_discr,:); 

        end 

    end 

end 

    h=figure; 

    imshow(viewed); 

    if (isempty(D_80S)==0) 

        %Crear un archivo .txt con las coordenadas de los objetos detectados de 

        %ribosomes 80S 

        ParticleFilepos=strcat(Path,FileNamenew,'_80S',int2str(i_trn),'.pos'); 

        fileID = fopen(ParticleFilepos,'w'); 

        fprintf(fileID, '# XMIPP_STAR_1 *\n'); 

        fprintf(fileID, 'data_DefaultFamily\n'); 

        fprintf(fileID, 'loop_\n'); 

        fprintf(fileID, ' _xcoor\n'); 

        fprintf(fileID, ' _ycoor\n'); 

        Dxy=[D_80S(:,2) D_80S(:,3)]; 

        fprintf(fileID,'      %6.0f       %6.0f\n',Dxy'); 

        fclose(fileID); 

        color='ro'; 

        graficar_A(D_80S,color); 

    end 

    if (isempty(D_40S)==0) 

        %Crear un archivo .txt con las coordenadas de los objetos detectados de 

        %ribosomes 40S 

        ParticleFilepos=strcat(Path,FileNamenew,'_40S',int2str(i_trn),'.pos'); 

        fileID = fopen(ParticleFilepos,'w'); 

        fprintf(fileID, '# XMIPP_STAR_1 *\n'); 
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        fprintf(fileID, 'data_DefaultFamily\n'); 

        fprintf(fileID, 'loop_\n'); 

        fprintf(fileID, ' _xcoor\n'); 

        fprintf(fileID, ' _ycoor\n'); 

        Dxy=[D_40S(:,2) D_40S(:,3)]; 

        fprintf(fileID,'      %6.0f       %6.0f\n',Dxy'); 

        fclose(fileID); 

        color='bx'; 

        graficar_A(D_40S,color); 

    end 

    if (isempty(D_contamination)==0) 

        %Crear un archivo .txt con las coordenadas de los objetos detectados de 

        %contamination particles 

        ParticleFilepos=strcat(Path,FileNamenew,'_contamination',int2str(i_trn),'.pos'); 

        fileID = fopen(ParticleFilepos,'w'); 

        fprintf(fileID, '# XMIPP_STAR_1 *\n'); 

        fprintf(fileID, 'data_DefaultFamily\n'); 

        fprintf(fileID, 'loop_\n'); 

        fprintf(fileID, ' _xcoor\n'); 

        fprintf(fileID, ' _ycoor\n'); 

        Dxy=[D_contamination(:,2) D_contamination(:,3)]; 

        fprintf(fileID,'      %6.0f       %6.0f\n',Dxy'); 

        fclose(fileID); 

        color='ys'; 

        graficar_A(D_contamination,color); 

    end 

    if (isempty(D_virus)==0) 

        %Crear un archivo .txt con las coordenadas de los objetos detectados de 

        %viruses particles 

        ParticleFilepos=strcat(Path,FileNamenew,'_viruses',int2str(i_trn),'.pos'); 

        fileID = fopen(ParticleFilepos,'w'); 

        fprintf(fileID, '# XMIPP_STAR_1 *\n'); 

        fprintf(fileID, 'data_DefaultFamily\n'); 

        fprintf(fileID, 'loop_\n'); 

        fprintf(fileID, ' _xcoor\n'); 

        fprintf(fileID, ' _ycoor\n'); 

        Dxy=[D_virus(:,2) D_virus(:,3)]; 
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        fprintf(fileID,'      %6.0f       %6.0f\n',Dxy'); 

        fclose(fileID); 

        color='wd'; 

        graficar_A(D_virus,color); 

    end 

    if (isempty(D_disomes)==0) 

        %Crear un archivo .txt con las coordenadas de los objetos detectados de 

        %disomes single-particles 

        ParticleFilepos=strcat(Path,FileNamenew,'_disomes',int2str(i_trn),'.pos'); 

        fileID = fopen(ParticleFilepos,'w'); 

        fprintf(fileID, '# XMIPP_STAR_1 *\n'); 

        fprintf(fileID, 'data_DefaultFamily\n'); 

        fprintf(fileID, 'loop_\n'); 

        fprintf(fileID, ' _xcoor\n'); 

        fprintf(fileID, ' _ycoor\n'); 

        Dxy=[D_disomes(:,2) D_disomes(:,3)]; 

        fprintf(fileID,'      %6.0f       %6.0f\n',Dxy'); 

        fclose(fileID); 

        color='g*'; 

        graficar_A(D_disomes,color); 

    end 

ImageFileSegmentation=strcat(Path,FileNamenew,'_segmentation',int2str(i_trn),'.jpg'); 

ImageFileSelection=strcat(Path,FileNamenew,'_selection',int2str(i_trn),'.jpg'); 

ImageFileDetection=strcat(Path,FileNamenew,'_detection',int2str(i_trn),'.jpg'); 

DataFile=strcat(Path,FileNamenew,'_segmentation',int2str(i_trn),'.mat'); 

end 
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