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Copyrights

Las indicaciones recogidas en la siguiente docu-
mentacion reflejan los avances actuales en tecnolo-
gia. La composicion de los textos y las ilustraciones
se ha llevado a cabo con el maximo cuidado. Sin
embargo, no aceptamos ningln tipo de responsa-
bilidad respecto a la correccion del contenido de
este manual. Si desea hacer algin comentario so-
bre estas instrucciones de servicio o sobre nuestra
documentacion en general, le agradeceremos nos
lo haga llegar. La informacion incluida en este ma-
nual de instrucciones puede modificarse sin previo
aviso.

Leica Microsystems CMS GmbH posee todos los
derechos sobre esta documentacion. La adapta-
cion, traduccion y reproduccion del texto y de los
graficos (sea total o parcial) mediante impresion,
fotocopia, microfilm u otros procedimientos, solo
estara permitida tras la autorizacion expresa por
escrito de Leica Microsystems CMS GmbH.

Los programas tales como LAS y LAS X estéan pro-
tegidos por las leyes de propiedad intelectual (Co-
pyright). Reservados todos los derechos. Queda
prohibida la reproduccion, adaptacion o traduccion
de estos programas sin previa autorizacion por es-
crito de Leica Microsystems CMS GmbH.

El término "Windows" puede utilizarse en el siguien-
te texto sin ninguna otra identificacion. Se trata de
una marca registrada de Microsoft Corporation. Por
lo demas, sin la indicacién especifica no se saca-
ran conclusiones respecto al libre uso de nombres
de productos. Todos los demas nombres de marcas
y nombres de productos de este documento son
marcas, marcas de servicios, marcas registradas o
marcas registradas inscritas del fabricante corres-
pondiente.
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1. Indicaciones importantes sobre el manual

jAtencion!

Estas instrucciones de manejo son parte
esencial del Leica LAS X'y deben leerse con
detenimiento antes de la puesta en marcha
y uso del mismo. Lea también el manual de
instrucciones del microscopio, de los compo-
nentes y de los accesorios correspondientes.
Estas instrucciones son de especial impor-
tancia debido a las indicaciones de seguri-
dad, de riguroso cumplimiento a la hora de
trabajar con el Leica LAS X.

Por tanto, guarde estas instrucciones de servicio
en un lugar seguro.

En estas instrucciones de servicio encontrara los
primeros pasos para poner en funcionamien-
to el sistema, asi como una descripcion de las
funciones bésicas del software Leica Application
Suite Advanced Fluorescence (LAS X).

Para obtener mas informacion sobre las funcio-
nes de software, consulte la ayuda online del
LAS X, en la que encontrara las explicaciones
mas recientes sobre las respectivas funciones
del software.

En el capitulo 4 LAS X puede familiarizarse con la
estructura y el uso de la ayuda online.



2. Funcion

Simbolos de texto, pictogramas y su significado:

(1.2)

— Pag.20

A\

* —=u

Las cifras entre paréntesis, por ejemplo (1.2), se
refieren a figuras, en el ejemplo fig. 1 pos. 2.

Las cifras precedidas por una flecha, p. ej.
—pag. 20, sefialan una péagina determinada de
estas instrucciones.

jAtencion!

Las indicaciones especiales de seguridad de
estas instrucciones se marcan con este sim-
bolo triangular y se enmarcan en un rectan-
gulo gris.

jAtencion! Un manejo incorrecto puede dafiar el
microscopio o los accesorios.

Indicacion explicativa.

Posicion no incluida en todas las configuracio-
nes.



2. Funcion

2. Funcion

El software ha sido desarrollado para el uso con
microscopios Leica.

A jAtencion!

El fabricante declina toda responsabilidad
relativa a una utilizacién no conforme a lo
prescrito o fuera de las especificaciones de
Leica Microsystems CMS GmbH, asi como la
relativa a los riesgos que de ellas se pudieran
derivar.



3. El Leica LAS X

3.1 Descripcion

El Leica LAS X ofrece soluciones para distintos
niveles de aplicacion.

Todas las soluciones se pueden ampliar y per-
miten mdltiples opciones de combinacién con
maddulos de hardware y software de Leica Micro-
systems CMS GmbH.

El sistema compuesto alna las tecnologias de
obtencién de imagenes mas punteras, perfecta-
mente ajustadas entre si para conseguir de este
modo los resultados mas rapidos con la mayor
calidad.

A

El fabricante declina toda responsabilidad rela-
tiva a una utilizaciéon no conforme a lo prescrito
o fuera de las especificaciones de Leica Micro-
systems CMS GmbH, asi como la relativa a los
riesgos que de ellas se pudieran derivar. En tales
casos, la declaracion de conformidad UE no ten-
dra validez.

« Atencion!

Tenga en cuenta siempre las instrucciones de
servicio suministradas con el microscopio de
Leica.

« Atencion!

No instale ningan otro hardware ni software en
el ordenador de control, ya que en caso contra-
rio se pueden producir dafios materiales graves
en el sistema o también pérdidas de datos. Si es
necesario, péngase en contacto con el servicio
técnico de Leica Microsystems CMS GmbH.

« Atencion!

Para evitar las pérdidas de datos, recomenda-
mos que salvaguarde regularmente sus datos e
imagenes en un soporte de datos adecuado.

Guarde sus datos siempre antes de cualquier
trabajo de servicio técnico o de reparacion. Lei-
ca Microsystems CMS GmbH no se hace respon-
sable de ninguna pérdida de datos.

A

El software LAS esté a cargo de la configuracion
del microscopio. Encontrard méas informacion en
las instrucciones de servicio del microscopio.

3.2 Dongle

Para que el software y el sistema funcionen, se
suministra un dongle USB junto con el sistema,
que habilita el software. Retire el dongle USB
solo si desea que nadie pueda iniciar el software.



4. Inicio del Leica LAS X

41 Apertura del Leica LAS X

« Atencion!

Inicie el software solo una vez que estén conec-
tados el microscopio y todos los demas compo-
nentes.

eInicie el software haciendo clic en el simbolo
LAS X en el escritorio:

.
LAS X

Fig.1:  Simbolo LAS X en el escritorio

De este modo, el Leica LAS X esta listo para el
funcionamiento.

4.2 Activacion de la ayuda online

A la ayuda online se puede acceder de tres for-
mas diferentes:

*En funcion del contexto (sensible al contexto)
*Mediante el meni Help
*Con la combinacion de teclas CTRL + F1

En funcion del contexto (sensible al contexto)

Haga clic en el pequefio interrogante situado en
la esquina superior derecha de los cuadros de
dialogo.

Se abre la ayuda online con la descripcion de las
teclas correspondientes.

Mediante el mend Help

Haga clic en la barra de mends del mena Help. El
menl se despliega hacia abajo y muestra, entre
otras, las siguientes opciones de blsqueda:

Contents Este cuadro de didlogo contiene el
indice de contenidos en forma de un
arbol de directorios que se puede
ampliar o reducir.

Haga doble clic en el registro res-
pectivo del indice para visualizar las
informaciones correspondientes.
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Introduzca el término que desea bus-
car. La ayuda online le muestra la pa-
labra clave méas parecida al término

Seleccione una palabra clave. Para
pasar a las paginas con el contenido
deseado haga doble clic con el boton
del raton o pulse la tecla Display.

Introduzca el término o expresion que
desea buscar y haga clic en la tecla
de pantalla LIST TOPICS (visualizar
temas). Se muestra una lista de los
temas organizada de forma jerarqui-

Abre el cuadro de didlogo User Con-
figuration, en el cual puede, entre
otros, elegir el idioma de la ayuda on-

43 Bisqueda de texto completo mediante tér-

minos de bisqueda con vinculos logicos
En la pestafia Search, si hace clic en el tridngu-
lo situado a la derecha del campo de entrada, se
mostraran operadores logicos.

*Seleccione el operador correspondiente.
*Tras el operador, introduzca el segundo término

de basqueda que desea vincular con el prime-
ro.

Resultado

Index
especificado.
Search
ca.
About
line.
Ejemplos

Diafragma AND corte

Esta sentencia busca los temas de ayuda en los que aparecen am-
bas palabras "diafragma"y "corte".

Diafragma OR corte

Esta sentencia busca los temas de ayuda en los que aparece la
palabra "diafragma” o la palabra "corte".

Diafragma NEAR corte

Esta sentencia busca los temas de ayuda en los que la palabra
“diafragma" y la palabra "corte" aparecen en un radio de bisqueda
determinado. Al mismo tiempo, también se buscan términos con
una grafia similar.

Diafragma NO corte

Esta sentencia busca los temas de ayuda en los que aparece la
palabra "diafragma"y no la palabra "corte".
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44  Estructura general de la interfaz de usuario

La interfaz de usuario del LAS X se divide en cin-
CO campos:

(1) Linea de menu y area de seleccion del modo
de funcionamiento/asistente:

Aqui encontrara los diferentes menus para acti-
var las funciones:

*File
*Help

y Wizard con:

eLeica AF6000 Modular Systems
*FRET SE Wizard

eLive Data Mode

*HCS A para High Content Screening

(2) Simbolos de flecha: etapas de trabajo con
funciones individuales. Este flujo de trabajo refle-
ja el método normal de captura de la imagen y
la consiguiente edicion de imagen. Las funciones
se han agrupado en funcién de este método:

¢ Configuration
¢ Acquire
* Process
¢ Quantify
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(3) Area de pestaiias: cada etapa de trabajo (sim-
bolo de flecha) contiene distintas pestafias en
las que se pueden encontrar los ajustes para el
experimento o se pueden seleccionar datos de la
imagen.
Acquire  Experiments: arbol de directorios con
los archivos guardados en la memo-
ria principal (RAM)

Setup: ajustes de hardware para el
experimento actual

Acquisition: ajustes de pardmetros
para la captura de imagenes
Experiments: arbol de directorios con
los archivos guardados en la memo-
ria (RAM)

Tools: arbol de directorios con todas
las funciones disponibles de la etapa
de trabajo actual

Experiments: arbol de directorios con
los archivos guardados en la memo-
ria (RAM)

Tools: pestafia con las funciones dis-
ponibles en la fase de trabajo actual
Graphs: representacion grafica de los
valores medidos en las zonas de inte-
rés (ROI)

Statistics: presentacion de los valo-
res estadisticos que se han calculado
en las zonas de interés (ROI) estable-
cidas

Process

Quantify

(4) Area de trabajo: en esta area, en el paso
Acquire encontrarad el cuadro de didlogo Light
Path Settings, en el cual figuran los elementos de
control para configurar los parametros de captu-
ra. Durante la edicidn de la imagen, en esta area
se crean y muestran vistas previas.

(5) Visor Viewer: sirve para visualizar las image-
nes capturadas. En la configuracién estandar, el
visor Viewer consta del cuadro de imagen cen-
tral y las teclas de pantalla para la represen-
tacion de imagenes y la seleccion de zonas de
interés (ROI) (5a), asi como la visualizacion del
canal (5b).
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5. Parametros para la captura de image-
nes en varias dimensiones

En este capitulo se describen los menus de soft-
ware que se utilizan para definir los pardmetros
de captura del Leica LAS X. El siguiente modo
de captura (Acquisition Mode) estd a su dispo-
sicion, si pulsa el simbolo de flecha Acquire y, a
continuacion, la pestafia Acquisition:

(o) AF6000 Modular Sy

Experiments Acquisition

¥ Acquisition Mode: xyzt
Fig.22 Modo de captura (Acquisition Mode)

Las teclas de pantalla x e y siempre estan ac-
tivos. Ambas teclas de pantalla se refieren al

men( Image, que se utiliza para configurar los
parametros de la cdmara.

La tecla de pantalla z activa el Menii z, que defi-
ne la serie de imagenes tridimensional.

14

La tecla de pantalla t activa el Menii t, que define
las series temporales.

t

Las siguientes dos teclas de pantalla Tile Scan y
Mark and Find se refieren a la platina para mues-
tras motorizada:

Esta tecla de pantalla activa el Meni Tile Scan,
que se requiere para generar visiones de conjun-
to compuestas:

it

Esta tecla de pantalla activa el Meni Mark- and
Find, que se requiere para definir distintas posi-
ciones de la platina para experimentos de varias
posiciones:
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AR

Una tecla de pantalla negra significa que la fun-
cion correspondiente esta desactivada y que de
este modo no se utilizard para el experimento.
Si hace clic en la tecla de pantalla con el boton
izquierdo del raton, podra activar las teclas de
pantalla. La tecla de pantalla roja significa que la
funcion correspondiente esta activada.

Fig.3: Light Path Settings

Configuration Acquire Quantify

Load/Save single setting : =

Old Leica Settings

FCr
i

FCr
2

FCr

specimen

Adaptive Focus Control:

@ Arc
@ ros

Sequencer can control the whole @)
sequence

Contrast Method

5.1 Configuracion ruta éptica

En la parte izquierda del Leica LAS X también
se encuentran los ajustes de la trayectoria de
la luz "Light Path Settings". En este men( puede
definir los canales de luz para los experimentos
correspondientes. Este meni contiene funciones
importantes, por lo que esta visible:

DFC360FX

Single Image Capture Image

15



5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

AR

Por regla general, deberia empezar la definicion
del experimento especificando los canales de
imagenes en el Mend Configuracion ruta éptica.

Para definir un canal, debe activar primero la te-
cla de pantalla en cuestion. Empiece por el canal
1

FCr
1

La LUT (Look up Table) deseada para este canal
se selecciona en la paleta de colores a la que
puede acceder con la siguiente tecla de pantalla:

En la ventana Contrast Method se configura el
método de contraste deseado y en el campo Fil-

Fig.4  Acoplamiento externo para el adaptador
con dos correderas para filtros cortas

1 Namero de conexion por cable

ter Cube se configura el cubo de filtros para este
canal.

Utilizacion de las ruedas de filtro externas de
Leica*:

El Leica LAS X se puede controlar con hasta cua-
tro ruedas de filtro Leica externas.

Las posiciones de filtro se definen en el mend
Configuracion ruta éptica.

Si el sistema esté equipado con un FFIM externo,
la transmision siempre se configurard mediante
la corredera Intensity del men(i Image (en 5 po-
siciones). La rueda de filtros interna del micros-
copio se configura en este caso con el 100% de
transmision.

v Image: | Exp. 14 ms | Acg. Binning : None

Al RFC

Acquired Binning :
Exposure [ms] :
Gain :

Light mode :
Intensity :

Fig.5: Configuracion de la transmision para FFIM

Posiciones para FFIM:
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%

* Requiere la high-speed control box
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La seleccion de un cubo de filtros en el meni
LAS X Configuracién ruta dptica activa la rueda
de filtros correspondiente.

Atencion: La rueda de filtros en cuestion debe

posicionarse previamente en la trayectoria de
rayos!

Seleccione ahora el filtro de emision o el filtro de
excitacion adecuado en el campo Emission Filter
o Excitation Filter. Si no se activa ninguna rueda
del filtro, se configurara la posicion vacia de la
rueda del filtro (100% de transmision).

Fig.6: Seleccion del filtro de excitacion

17
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La rueda de filtro externa se puede utilizar con
el modo High Speed. En este caso, se marcara
la opcion Use sequencer board (figura 15). Si
todo el experimento se controla mediante la High
Speed Board, el color del cuadrado anterior a
Sequencer can control the whole sequence pa-
sara de rojo a verde.

Si hace clic en la tecla de pantalla "+" se puede
crear un canal adicional. Con la tecla de panta-
lla"-" se pueden volver a borrar los canales. Sila
Secuencia de los canales debe modificarse, con
un clic del botdn derecho del ratén en la Tecla de
pantalla FCr correspondiente (en este ejemplo,
FCr 1) se puede desplazar la posicion del canal.

FCr
1

Fig. 7:

Configuration Acquire Quantify
Load/Save single setting : =)

Old Leica Settings

Specimen

AR

Puede definir ocho canales como maximo.

Si hace clic en la Tecla de pantalla FCr con el
boton derecho del ratan, el canal se podré guar-
dar. Se puede acceder a los canales guardados
desde el Campo de listas (a la derecha, junto a la
Tecla de pantalla FCr).

La combinacion de todos los canales, incluyen-
do los Parametros de captura se puede guardar
en el campo Load/Save Settings y volver a acce-
der posteriormente a ella.

Ejemplo de un experimento con tres canales de fluorescencia

Contrast Method

DFC360FX

RFP
()

HCXPLAPOCS 20%/0.70 DRV UV &
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52 Meni Image
El men( Image se utiliza para configurar los pa-
rametros de la camara:

v Image: | Exp. 14 ms | Acg. Binning : None X

W RFE| T A

@ Q

Exposure [ms] :
Gain :

Light mode:
Intensity :

Fig.8: MenaImage
Los principales parametros que deben definirse
aqui son Binning y Exposure.

Binning Para mejorar la relacion sefial/ruido
pueden combinarse los pixeles de la cdmara. En
el caso de Binning 2x2, por ejemplo, se agrupan
4 pixeles (2 pixeles en direccion x y 2 pixeles en
direccion y). La resolucion de la imagen se redu-
ce con el factor 4. Generalmente, aqui se indica
Binning 2 o Ninguno.

Exposure Con la corredera Exposure se ajusta
el tiempo de integracion para cada canal de la
imagen. Para poder captar la imagen en el modo
rapido de tiempo real (High Speed) deberia in-
tentar ajustar con el mismo valor el tiempo de
integracion y los valores Gain elntensity para to-
dos los canales.

Gain Permite ajustar la amplificacion elec-
tronica de la camara.

Intensity Permite ajustar la intensidad lumino-
sa en la trayectoria de haces de iluminacién. En
este caso, se desplaza la rueda de filtros interna
del microscopio de Leica para atenuar la luz.

Mediante la tecla de pantalla n se puede

activar un Histograma en vivo. El histograma en
vivo se utiliza para objetivos con un anillo de co-
rreccion como medio auxiliar para corregir los
defectos de las imagenes.

5.21 Camara

Si en el LAS X se utiliza la high-speed control
Box, la camara se podra utilizar con el High
Speed Mode (activacion controlada con el se-
cuenciador).

Requisito: la cAmara debe ser compatible con la
high-speed control box.

No obstante, debe tener en cuenta que en todas
las cdmaras que se utilizan con el modo High
Speed, los valores de Gain y Binning son igua-
les para todas las capturas de la secuencia. El
ajuste del valor Intensity puede ser distinto, si la
rueda de filtros externa de Leica FFIM se utiliza
con el modo High Speed. Se ha marcado la op-
cion Use sequencer board (figura 9).
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Si todo el experimento se controla mediante la
High Speed Board, el color del cuadrado anterior
a Sequencer can control the whole sequence en
el mend Configuracion ruta optica pasara de rojo
a verde.

¥ Experiment Settings
Same intensity for same filter cubes
+ Use sequencer board
' Use sequencer timestamps

+  Single image mode

Enable Manual/SmartMove control
during acquisition

" Enable Store/Restore of Diaphragm Settings
| Enable Store/Restore of DIC Settings

Z movement
Lambda then Z

Z then Lambda

Shutter control of sequencer
No shutter control

After each sequence

After each image

Fig.9: Experiment Settings

Se accede al cuadro de didlogo Experiment Set-
tings mediante el simbolo de flecha Acquire en la
pestafia Acquisition.

20

Es relevante si se trabaja con varios fluorocro-
mos (FCr). Para que no se utilicen distintos tiem-
pos de exposicion involuntariamente, existe la
opcion Same Exposure for all probes. Se aplica
automaticamente una modificacién del tiempo
de exposicion de un fluorocromo para todos los
fluorocromos:

Fig. 10: Same Exposure for all probes

En el cuadro de didlogo Experiment Settings
se puede activar ademas la opcion Single ima-
ge mode. La tecla Single image aparecera en
el margen inferior del rango de trabajo. De este
modo se capta una (nica imagen para el canal
actual. Por el contrario, con la tecla Capture Ima-
ge se capta una imagen para cada canal defini-
do.

Para manejar el obturador, marque la opcién de-
seada en Shutter control of sequencer*.

« Atencion!

Tenga en cuenta las instrucciones de servicio
suministradas para los componentes individua-
les.

* Requiere la high-speed control box



5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

5.2.2 Camaras EM CCD

Para ajustar la cAmara EM CCD, utilice la corre-
dera Gain y/o EM Gain en el meni Image.

v Image: | Exp. 40 ms | Acg. Binning : None ¢

Acquired Binning :

® @

Exposure [ms] :
Gain List :

EM Gain :
Light mode :
Intensity :

Fig. 11: Men( Image para las camaras EM CCD

« Atencion!

Encontrara especificaciones adicionales y datos
sobre las Camaras EM CCD en las instrucciones
de servicio de la cdmara suministradas.

Para utilizar el modo High Speed (= control de la
activacion mediante el secuenciador) debe te-
nerse en cuenta que, en estas camaras, los valo-
res Gain, EM-Gain, Binning e Intensity deben ser
iguales para todas las capturas de la secuencia.
La intensidad puede ser distinta, si la rueda de
filtros externa de Leica FFIM se utiliza para ate-
nuar la luz.

* Requiere la high-speed control box

53 Meniiz

El Meni z se activa mediante la tecla de pantalla
y se utiliza para definir series de
imagenes tridimensionales:

v 7 Stack:

2 -
Fine Focus &

- 19719

v

Position [pm] :

Nr. of steps

z-step size
System Optimized
Range:

Volume: 323,08 pm 1000 pm

Fig. 12: Definicion de la pila Z

Para un enfoque micrométrico rapido y preciso,
en el Leica AF6000 se utilizan el foco galvo Super
Z* (desplazamiento de la muestra en direccion z
independientemente del objetivo) o la unidad de
enfoque piezoeléctrico* (desplazamiento del ob-
jetivo en direccion z).

En el cuadro del mend z se puede elegir entre
Wide Focus (mecanismo z del microscopio) o, si
esta disponible, Fine Focus (foco galvo SuperZ o
piezofoco).
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5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

5.3.1 Configuracion de lotes de imagenes median-
te Wide Focus

La posicion z se desplaza mediante el mecanis-
mo z del microscopio o mediante el mecanismo
z de SmartMove. Si en la imagen en vivo de la
camara aparece el nivel de imagen inferior, este
nivel z inferior se puede marcar con la tecla de
pantalla Begin. Si se guarda el nivel z inferior, la
tecla de pantalla Begin aparecera de color rojo.
El nivel z superior del lote de imdgenes se marca
como corresponde con la tecla de pantalla End.
La tecla de pantalla Begin y End se puede utilizar
tanto para el nivel z superior como para el nivel z
inferior. La tecla de pantalla Focus se puede utili-
zar para guardar un nivel de imagen medio .

A

Los niveles de imagen se guardan si la tecla de
pantalla correspondiente (Begin, End y Focus)
aparece de color rojo. El nivel z actual se mues-
tra mediante la superficie de color ocre en el
men( z (véase la figura 12).

La altura total de la serie de imagenes se mues-
tra como velumen z en la mitad inferior del men(
z. La tecla de pantalla preconfigurada system
Optimized propone, en funcién del objetivo utili-
zado, el mejor incremento del paso en z segin el
teorema de deteccion. El usuario puede modifi-
car el incremento del paso o también la cantidad
de secciones en z, si en lugar de la tecla de pan-
talla system Optimized activa la tecla de pantalla
No. of Steps.

* accesorio opcional. Requiere foco galvo Super
Z o unidad de enfoque piezoeléctrica
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532 Configuracion del lote de imagenes median-
te Fine Focus*

La configuracion de series de imagenes median-
te Fine Focus se realiza como en el caso de Wide
Focus (véase el capitulo 6.3.1). En lugar el meca-
nismo z del microscopio y de SmartMove, el Fine
Focus solo se regula aqui mediante el puntero de
raton. De este modo, con el botdn izquierdo del
raton, la superficie de color ocre del mend z se
desplaza hasta la posicion deseada.

Con la tecla de pantalla Go to se pueden despla-
zar los planos de enfoque definidos previamente

(inferior, superior y medio).

54 Menat -t

El Meni t se activa mediante la tecla
de pantalla y se utiliza para definir series tem-
porales:

100 | 00:00:30.300 h | 00:00:00.303 ®

Time Interval: 0:0:

Minimize +| Hardware synchronized

Acquire Until Stopped

Fig.13: Menit

Aqui se puede definir mediante la tecla de pan-
talla Cycle un namero fijo de adquisiciones. Si
se selecciona Duration, se podra predefinir la
duracién total del experimento. Si se selecciona
Acquire until Stopped, no se predefinirad ningdn
instante final para el experimento. El usuario po-
dra detener el experimento en cualquier momen-
to.



5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

En el campo de entrada Time Interval se define la
diferencia de tiempo entre los instantes. Si la te-
cla de pantalla Minimize se activa, se seleccio-
nard el tiempo minimo como intervalo de tiempo
necesario para capturar un instante.

Si se activa la tecla de pantalla High Speed*, se
realizard toda la serie cronol6gica mediante la
high-speed control box en tiempo real (el modo
mas rapido posible sin pausas entre las image-
nes). Deben garantizarse las siguientes condi-
ciones previas:

¢ Todos los canales de imagenes deben tener el
mismo valor para Gain e Intensity. La intensidad
puede ser distinta, si la rueda de filtros externa
de Leica FFIM se utiliza para atenuar la luz.

¢ Todos los canales de imagenes deben tener el
mismo cubo de filtros o0 el mismo método de con-
traste.

¢ En el Menu z esta activado Fine Focus®* (si se
debe capturar un lote de imagenes z.

¢ En el Mena t debe estar activa la opcidon Mini-
mize.

Si se cumplen estas condiciones previas, el cam-
po High Speed se podréa activar. En el men( Light
Path Settings hay un campo verde que indica
que la high-speed control box estd controlando
todo el experimento:

Sequencer can control the whole .

sequence

Fig. 14: Campo de visualizacion
"Sequencer can control the whole experiment"

* solo disponible en sistemas con una
high-speed control box

** accesorio opcional. Requiere foco galvo
Super Z o unidad de enfoque piezoeléctrica

Después de capturar cada imagen, deben trans-
ferirse los datos de imagenes de la camara a la
memoria del PC. Este proceso puede durar entre
1y 150 ms (en funcion del tipo de camara, bin-
ning, resolucion, tamafio ROI1 y posicion ROI1).

Desde la high-speed control box se utiliza este
tiempo de transferencia para desplazar todos
los elementos a la posicidon necesaria para la si-
guiente imagen. En la mayoria de situaciones de
captura, el tiempo de transferencia de la cAmara
es suficiente para alcanzar las nuevas posicio-
nes. En todos los demés casos, se retrasa la si-
guiente captura de la imagen como corresponda.
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5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

Los siguientes componentes se pueden controlar
desde la high-speed control box (entre parénte-
sis, los tiempos necesarios mas habituales):

*Ruedas de filtros externas Leica
(tiempo de conmutacion para posiciones de
filtro contiguas 27 ms)
eSuperZ FineFocus
(incremento del paso habitual 1 pm = 40 ms)
*Piezo FineFocus
(incremento del paso habitual 1 pm = 3 ms)
eLeica AM TIRF MC
eLeica EL6000 Obturador de alta velocidad (6 ms)

Para poder utilizar secuencias de imagenes du-
rante la captura, en una secuencia solo se de-
ben modificar los componentes que se puedan
controlar mediante la CTR HS high-speed box.
Por consiguiente, estos componentes deben per-
manecer constantes en series controladas por
secuenciadores:

*(Qbjetivo

*Tipo/salida de camara

¢ Aumento posterior (MagChanger)

*Método de contraste

*Cubo de fluorescencia

eIntensidad luminosa
(excepto si FFIM se utiliza con una rueda de
filtros externa)

*Binning y Gain de cdmara

*Ruedas de filtro y obturadores internos del
microscopio

*Posicion de platina
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Si para uno de estos componentes se definen va-
lores distintos dentro del experimento, el sistema
pasara automaticamente al modo Normal y de
este modo podrad capturar secuencias opciona-
les.

El campo de visualizacion de color verde (men(
Configuracion ruta éptica ) simboliza que el ex-
perimento definido se puede controlar totalmen-
te mediante la High Speed Board (Fig. 14).

A Notas:

Si este campo se almacena de color rojo, con el
boton izquierdo del raton puede consultar en el
campo de visualizacion de color rojo, qué ajustes
deben modificarse para conseguir un experimen-
to totalmente controlado por el secuenciador.

En el caso de experimentos complejos, el siste-
ma los divide en series parciales que se vuelven
a desarrollar controladas por la high-speed box.

Ejemplo: si un experimento de varias series z se
define con la utilizacion de distintos cubos de
fluorescencia, el campo de estado se pondra en
rojo, aunque las series z individuales se controla-
ran mediante la high-speed box y de este modo
se capturaran con un tiempo optimo.
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55 Mark and Find

Mark and Find se activa con la tecla de pantalla
v se utiliza para definir distintas posiciones
de la platina para Experimentos de varias
posiciones. Si se desplaza una posicion de

platina, se pueden almacenar sus coordenadas

X, YyZcon latecla de pantalla Mark.

Si se almacenan varias posiciones, estas se pue-
den volver a desplazar con el mend desplegable.
Si se inicia el experimento, en cada instante de
una serie temporal se desplazaran y capturarén
todas las posiciones.

v Mark & Find

6367 ¥Y: 41,92 | [mm]

G TR] IO i RYRTY it ARTNY s RYARY e AT,

Zoom: O
Positions :
Z-Wide Position [pm] :

AFC Position

" Same stack for all

Fig.15: Mark and Find
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5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

5.6 Tile Scan

5.6.1 Configuracion de la camara para Tile Scan

AN

Para Tile Scan se presupone que se dispone de
una camara correctamente calibrada.

La cdmara debe montarse correctamente en fun-
cion del tipo de camara y de la salida utilizada
(véase la tabla siguiente):

Tipo de camara Orientacion de la camara en la salida izquierda, derecha e inferior
Imagen del ocular = imagen de la camara

Andor iXon 897 Cable hacia atras

Hamamatsu 9100-13 Placa de plastico negra hacia adelante

Hamamatsu 9100-02 Placa de plastico negra hacia adelante

DFC365 FX Cable hacia atras

DFC450 (C) Cable hacia atras

DFC310 FX Cable hacia atréas
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5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

Alineacion de la camara

Si se determinara que los bordes de la imagen
en vivo no discurren paralelos a los bordes de la
ventana de imagen, ahora se puede realizar un
ajuste de afinacion de la camara. (Para repre-
sentar una imagen en vivo, véase el capitulo 7:
Primer experimento).

Seguir para ello las siguientes indicaciones:

* Pase al objetivo con el maximo aumento.
* Enfoque la imagen microscopica.

e Busque una posicion destacable del objeto y
sitiela en la esquina superior derecha del cua-
dro de imagen.

* Desplace la platina en la direccién X de forma
que la posicion del objeto se mueva hacia la iz-
quierda en el cuadro de imagen.

e Compruebe que la distancia hasta el borde del
cuadro de imagen siga igual.

Si esto no fuera asi, habra que girar la camara
adecuadamente.

5.6.2 Captura Tile Scan

El men( Tile Scan se activa mediante la tecla de

pantalla

y se utiliza para limitar un area para generar vi-
siones de conjunto compuestas.

El area Tile Scan esta especificada por dos po-
siciones enfrentadas que determinan el area Tile
Scan de un modo Gnico.

Generalmente, estas posiciones pueden ser el
punto de la esquina superior derecho y el punto
de la esquina inferior izquierdo del area que debe
marcarse.

Como en el ment Mark and Find, las posiciones
se definen con la tecla de pantalla Mark :

Si se especifica el area Tile Scan, en el campo
Scan Field aparecera el nimero de imagenes
necesarias para cubrir el area de escaneado
definida previamente. La tecla de pantalla Merge
Image deberia estar siempre activa para enlazar
las imagenes individuales capturadas en una
imagen de Tile Scan:

v Tile scan

=
EE

Zoom :

Calibration  Positions :
Field size :

Merge Images

Fig. 16: Tile Scan
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5. Parametros para la captura de imagenes en varias dimensiones

Si las imagenes individuales no se ensamblan
correctamente, puede ser necesario cambiar la
posicion horizontal o vertical de las imagenes.

Para ello, haga clic en la tecla de pantalla Con-
figurations:

Se abrira el mena Stage Configuration (Fig. 17).
Seleccione la opcion Custom en Set merge
settings to y marque la opcion adecuada Swap
images horizontal o Swap images vertical.

o

- Stage Configuration

¥ Delay after moving with mouse ¥ Orientation of Stage Axes

(o] Invert X Movement Invert Y Movement

¥ Mark & Find ¥ Tile Scan Stitching Overlap

Stack to focus position relation: Symmetric 5 Manual Stitching:

x O

Yv: O

Automatic Stitching:
x 0

Yv: O

+ | Restore Z-Wide

v Tile Scan Merge Settings

+" Custom Tile Scan Merge Settings

Flip X Hip Y Swap XY

Fig.17: Stage configuration




6. Primer experimento

6. Primer experimento

El capitulo "Primer experimento” le ofrece una vi-
sion general de las prestaciones del Leica LAS X
y le muestra como puede capturar rapidamente
las primeras imagenes. En el siguiente ejemplo
se utiliza la muestra "Convallaria”, que se ha tefii-
do con los dos colorantes safranina y Fast Green.
Se describen los ajustes mas sencillos y se reali-
za un escaneado rapido xyzA. En el primer expe-
rimento, en una posicion de platina para ambos
fluorocromos se capturan lotes de imagenes
Para la configuracion de las posiciones z se
utiliza el FineFocus (Piezo* o SuperZ*). A conti-
nuacion se describe el procedimiento de trabajo
general para un experimento de este tipo. Encon-
trard una descripcion detallada de los cuadros
de didlogo y de las funciones de software en la
ayuda online de LAS X.

AR

Tenga en cuenta que todas las especificaciones
son valores tipo. En funcion de la muestra, los va-
lores y los ajustes pueden ser distintos.

6.1 Configuracion

Para el experimento deberia utilizarse un objeti-
vo de 40x o 63x. Resulta dptimo el objetivo para
células vivas HCX PL APO 63x/1.30 GLYC CORR 37
°C. Como cubo de filtros, debe utilizarse el cubo
BGR 11600197 "Sistema de filtros B/G/R; HP; ta-

mafio "K".

6.2 Encendido del sistema

e inicio del software
¢ Active el sistema.
Tenga en cuenta la secuencia de encendido
correspondiente (véase el capitulo 5 Inicio del
Leica LAS X).

¢ Inicie el software LAS X haciendo clic en el

simbolo correspondiente del escritorio o median-
te la seleccion en el mend inicial.

X

LAS K

¢ Para inicializar la platina xy, seleccione el si-
guiente mensaje Yes (Si):

Microscope Stand

Initialize Stage: DMI6000 Stage ?

If yes, please protect microscope condenser by fimiting stage working area |

®

Fig. 18: Inicializacion de la platina LAS X

* accesorio opcional. Requiere high-speed
control box
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6. Primer experimento

¢ Cuando visualice el siguiente cuadro de dia-
logo, el software se habra iniciado y estara listo
para el uso:

Fig. 19: Interfaz de usuario LAS X

6.3 Selecciony enfoque de la muestra

e Seleccione como método de contraste TL-BF
(campo claro).

Contrast Method

TL-BF %
TL-BF

TL-DIC
TL-POL
FLUO
FLUO-DIC

Fig. 20: Método de contraste
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6. Primer experimento

* Haga clic en el registro Setup.

¢ Si estd disponible, deberia seleccionarse el
objetivo HCX PL APO 63x/1.30 GLYC CORR 37 °C,
en caso contrario, el objetivo de 40x o 63x:

HCXPLAPD 63x/130GLYC ITC UV S

HCX PLAPO 10x/0.40 DRY

HCX PLAPO 63x/147 OIL
HCXPLAPO CS  20:/0.70 DRY UV
AcX PLAPO CS 20:/0.70 IMM UV
HCX PLAPO  63x/1.30 GLYC 37°C UV
HCX PLAPO 100x/1.47 OIL

Specimen

Fig. 21: Seleccion de objetivo

¢ Coloque la muestra sobre la platina xy (si es
necesario, utilizando un medio de inmersion).

» Seleccione la imagen en los oculares y confi-
gure la imagen directamente en el microscopio.

AR

Para conmutar la luz en la cdmara, haga clic en
la tecla de pantalla Live para que se muestre la
imagen directamente en el monitor.
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6. Primer experimento

6.4 Resolucion de la camara

* Haga clic en el cuadro de didlogo Configura-
cidn ruta dptica, en Configuration:

DFC360FX

‘ Configuration

Calibration

' Shading Correction

F's

Fig.22: Configuracion de la camara

¢ Seleccione en Set Digitization to (23.1) el valor
12 Bit (si utiliza la camara Cascade, seleccione
16 Bit). Cierre el cuadro haciendo clic en X. Los
ajustes se transfieren automaticamente.

Type : DFC 360 FX | Default Camera

Version:  FCAMZ V1.0.7 Oct 16 2007 08:49: FXLib:5.1.0.10570

Load Camera

Camera Mode ¥ Image Flip

VX fois v ¥

Set Digitization to : v Calculate during Acquisition

Cnline Maximum Projection

C-Mount Adapter v Pixel Clocking Rate

20,00 MHz 2

Gamma Settings ¥ Hot Spot Correction

Threshold [3] : (o]
Exposure start [ms] : (o]

Fig.23: Configuracion de la cdmara

32



6. Primer experimento

6.5 Modo de captura

* Haga clic en el simbolo de flecha Acquire:

Configuration

Acquire

o

Fig. 24: Simbolo de flecha Acquire

* Haga clic en el registro Acquisition:

o AF6000 Modular System

Experiments

Acquisition

v _Acguisition Mode:
Fig. 25: Pestafia Acquisition

* En Acquisition Mode, seleccione ademas de
X, y la tecla de pantalla z . Los parametros de
captura x e y siempre estan activos.

Los campos seleccionados y de este modo
activos son de color rojo, como en el ejemplo. Si
vuelve a hacer clic en la misma tecla de panta-
lla, esta se volvera de color negro. Los simbolos
de color negro no estan seleccionados y de este
modo no estan activos (en este ejemplo, la tecla
de pantalla t no esta activa).

¥ Acquisition Mode: xyz

Fig. 26: Acquisition Mode xyz

6.5.1 Variante EL6000

Si utiliza la variante EL6000, la longitud de onda
se ajustard mediante un cubo de filtros, median-
te la rueda de filtros integrada en el microscopio
(IFW) o mediante las ruedas de filtros externas
(EFW).

¢ Seleccione en la lista (27.1) del ment Configu-
racidn ruta éptica, en Contrast Method , la op-
cion FLUO.

Seleccion de filtros para EFW:

» Seleccione TRI como Cubo de filtros.

* La seleccion del cubo de filtros en el mend
Configuracion ruta dptica (27.4) activa la rueda
de filtros correspondiente.

Atencion: La rueda de filtros adecuada debe
orientarse previamente hacia la trayectoria de

haces de iluminacion.

¢ Seleccione ahora el filtro de excitacion G en el
campo Excitation Filter (29).
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Quantity Seleccidn de filtros para IFW:

: - * Para poder definir la posicién de la rueda de
Contrast Method . L
1 filtros, pulse el boton IFW:
T e

DFC360FX

‘ Configuration
= Calibration

v Image: | Exp. 32 ms | Acg. Binning : None

+
- Shading Correction

Y
|

@ H M4 RFC
Acquired Binning :
Live Binning :
Exposure [ms] :
Gain ;
Light mode :

Intensity :

RFP

ORCHC)

Fig. 28: Dialogo Image
I

HCXPLAPO CS  63%/130GLYC 21°C UV <

¢ Seleccione BGR como Filter Cube y la posicion
de la intensidad G:

Specimen

v Image: | Exp. B9 ms | Acq. Binning : None  +

@ Gl bkt RFC)| [

Acquired Binning :
Fig. 27: Men( Light Path Settings Expasure [ms] :

Gain :

Light mode :

Imtensity :

Fig. 29: Didlogo Image



6. Primer experimento

Si el sistema esta equipado con un FFIM externo,
la transmision siempre se configurard mediante ® | @ WAl rRFC &
la corredera de intensidad del meni Image (en
5 posiciones). La rueda de filtros interna del mi-
croscopio se configura en este caso con el 100% Exposure [ms] :
de transmision. ST

Light mode :
Intensity :

@ O

Acquired Binning :

Live Binning : Fig.31: Dialogo Image

Exposure [ms] :

can: ¢ Para poder observar la imagen directamente
' en el monitor, haga clic en Live:
Light mode :

Intensity :

Fig. 30: Configuracion de la transmision para FFIM

Posiciones para FFIM:
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%

!

N Atencion!
Situar el cursor de intensidad en la posicion me-
nor posible para proteger la muestra.

Fig.32: Tecla de pantalla Live o Stop

e En el dialogo Image, ajuste los siguientes
valores:
Binning:
Exposure:
Gain:
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6. Primer experimento

¢ Ahora podra observar en el visor Viewer de su
pantalla laimagen en vivo (véase la fig. 33).

Fig. 33: Representacion de la captura en el visor

AR

Desplace la muestra con SmartMove* hasta la
posicion deseada. Para la posterior edicion de
la imagen se recomienda utilizar células relativa-
mente pequefias con muchos granos de almidén
(puntos claros dentro de las células). Si no en-
cuentra granos de almidén, enfoque otro nivel de
la muestra y vuelva a intentarlo.

* Accesorios opcionales
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6.6 Optimizacion de la imagen

* Optimice la calidad de la imagen mediante el
ajuste del tiempo de exposicion, desplazando la
corredera de Exposure del mend Image lenta-
mente hacia la izquierda y hacia la derecha. Para
una muestra nueva de Convallaria se obtienen
valores de exposicion de 100 ms a 200 ms. En
este caso, observe las modificaciones de la ca-
lidad de la imagen:

v Image:| Exp. 150 ms | Acg. Binning: 2x2 &

@ | G Ml
Acquired Binning :
Exposure [ms] :
Gain :

Light mode :
Intensity :

Fig.34&: Meni Image

!

. Atencion!
Para proteger la muestra, debe reducir el tiempo
de exposicion.

¢ Si ha alcanzado la calidad deseada de la ima-
gen, haga clic en Detener:

Fig. 35: Boton Live o Stop
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6.7 Configuracion del color (LUT)

A

La muestra Convallaria se ha tefiido con dos co-
lorantes (safranina/Fast Green). Por consiguien-
te, en este ejemplo describimos dos configura-
ciones de fluorocromo (FCr1y FCr2).

¢ En este ejemplo, para el FCr1 se ha seleccio-
nado el color Verde. Si hace clic en la tecla de
pantalla para mostrar la paleta de colores (36.1),
podra seleccionar el color deseado (36.2). Confir-
me la seleccion haciendo doble clic con el botdn
izquierdo del raton:

¢ Haga clic en el campo de texto y asigne un
nombre para el FCr1 (en este ejemplo, GFP):

new 1*

Acquire Quantify

Contrast Method

FLUO & 2

T e
Red
Blue
I
S
Magenta
I o

R&B

Glow (0)
Glow (U]
Glow (08U)
p.Color 1
PCol
P.Color 3
P.Color 4
P.Color 5
PColor &

Geo (L)
Geo (5)
Black

Fig. 36: Paleta de colores

Fig. 37: Campo de texto

¢ Para guardar todos los ajustes del FCr1, haga
clic con el boton derecho del raton en el campo
FCr1 (38.1) y, a continuacidn, en Save (38.2):

+4
FCr
Save

Delete

Fig. 38: Guardar ajustes
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6. Primer experimento

¢ Se le volvera a solicitar que asigne un nombre.
Utilice el mismo nombre que el de la fig. 37 y con-
firmelo con OK:

(o]

Save Fluorochrome
MNew Fluorochrome Mame :

GFP

Cancel

Fig. 39: Confirmar nombre

6.8 Ajustes para fluorocromos adicionales

¢ Para definir los ajustes de un fluorocromo adi-
cional, haga clic en el simbolo +. De este modo
se crea el FCr2:

Load/Save single setting :

Old Leica Settingy

Old Leica Settings

Fig. 40: Ariadir fluorocromo
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Para configurar el FCr2, proceda del mismo
modo que para el FCr1:

¢ Como Contrast Method se selecciona FLUO.

¢ Si utiliza EFW, seguird seleccionado el Filter
Cube TRI.

* Si utiliza IFW, seguiréa seleccionado BGR como
Filter Cube .

¢ En el mend Image se selecciona R (para IFW)
como ajuste de intensidad o la posicion de la
rueda de filtros R (EFW) en el men( Configura-
cion ruta optica.

* Para poder observar la imagen directamente
en el monitor, haga clic en la tecla de pantalla
Live.

* Si desea optimizar la calidad de la imagen,
proceda igual que en el capitulo 6.6 Optimizacion
de laimagen.

» Seleccione el color que debe representarse

(en el ejemplo, el rojo, 41.1) y asigne un nombre
al FCr2 (41.2):

Load/Save single setting :

Old Leica Settings

Fig. 41: Asignacion de color y nombre
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¢ Guarde los ajustes, haciendo clic con el boton
derecho del raton en FCr2 (42.1) y, a continua-
cion, haciendo clic en Save (42.2):

GFP

Alay3 568

N\

Save
Delete
Remove
Move To

Properties

Fig. 42: Guardar ajustes
* Indique un nombre y confirmelo con OK.

* Para iniciar la captura de la imagen, haga clic
en Capture Image.

De este modo, ha definido el FCr1y el FCr2 y ha
guardado los ajustes para estos dos fluorocro-
mos. Ahora puede continuar con la captura de la
imagen.

* accesorio opcional. Requiere high-speed
control box i

6.9 Captura del lote de imagenes en 3D

En el cuadro del mend z se puede elegir entre
Wide Focus (mecanismo z del microscopio) o, si
esta disponible, Fine Focus (foco galvo SuperZ*
o unidad de enfoque piezoeléctrico®):

¥ 7-5tack:

Fine Focus &
z - Wide
Fine Focus

=

Position [pm] :
Nr. of steps
z-step size 4
System Optimized
Volume: 0 pm

Range: 1000 pm

Fig. 43: z-Stack

Ejemplo de enfoque fino:

* En el campo de lista, seleccione Fine Focus
(43.6).

¢ Haga clic en Live para poder observar la ima-
gen directamente en el monitor.

¢ Aseglrese de que la imagen se observa con
nitidez.

e Haciendo clic en la tecla de pantalla Focus
(43.1), se guardara la Pesicion z actual.

* Para definir la posicion superior de la serie Z,
desplace el puntero del raton hasta la superficie
de color ocre (43.2) y desplacelo con el botdn iz-
quierdo del ratén pulsado hacia arriba. La modi-
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ficacion de la posicion z se puede ir siguiendo en
laimagen en vivo.

¢ Cuando en la imagen en vivo de la cadmara
aparece el nivel de la imagen superior deseado,
marquelo haciendo clic en la tecla de pantalla
Begin (43.5).

¢ Desplace la superficie de color ocre (43.2) con
el botén izquierdo del raton pulsado hacia abajo
hasta la posicion deseada y marquela haciendo
clic en la tecla de pantalla End (43.3).

Ejemplo para z-Wide:

¢ En el campo de lista, seleccione z-Wide (53.6).

* Haga clic en Live para poder observar la ima-
gen directamente en el monitor.

* Aseglrese de que la imagen se observa con
nitidez.

* Haciendo clic en la tecla de pantalla Focus
(43.1), se guardara la Pesicion z actual.

* Para definir la posicion superior de la pila Z,
accione el mecanismo Z del microscopio hasta
alcanzar el limite superior deseado. La modifica-
cion de la posicion z se puede ir siguiendo en la
imagen en vivo.

e Cuando en la imagen en vivo de la camara
aparece el nivel de la imagen superior deseado,
marquelo haciendo clic en la tecla de pantalla
Begin (43.5).

* Accione ahora el mecanismo Z del microsco-

pio hasta el limite inferior deseado y marquelo
haciendo clic en la tecla de pantalla End (43.3).
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Para definir el lote de imagenes, si utiliza el ob-
jetivo 63 le recomendamos emplear de 100 a 200
niveles de imagen (cortes). Para el objetivo 40, le
recomendamos de 100 a 150 niveles de imagen.

v Z-Stack:

i -
Fine Focus &

- 19719

125,80 mm

Position [pm] :

Nr. of steps

System Optimized

Volume: 323,08 pm Range: 1000 pm

Fig. 44: z-Stack
¢ Seleccione la opcion System Optimized (44.1).

¢ Parainiciar la captura de imagenes, haga clic
en la tecla de pantalla Start.

A

Encontrara la serie de imdgenes almacenada en
Acquire — Experiments (fig. 45). Aqui también se
archivan los datos de imagenes generados me-
diante la edicion de imagenes.
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(o] AF6000 Modular System:

Experiments Acquisition
Expeniment* (0}
L Experiment* (724 KB)
B Series001 (724 KB, xyz)

Fig. 45: Experiments

AR

Las capturas se inician haciendo clic en Start y
finalizan automaticamente (si se ha predefinido).
En cualquier momento puede detener las captu-
ras haciendo clic en Stop.

AR

Guarde las imagenes capturadas inmediatamen-
te después de la captura y antes de iniciar una
captura nueva, de seguir procesando los datos
de las imagenes o antes de abandonar LAS X.
Ademas de guardar los datos en el disco duro,
deberia guardar/archivar los datos en un soporte
de datos adecuado en intervalos regulares.

AR

Los datos de imagenes no se pierden cuando se
cae el software.

M
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