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Paraquadrula discoides —
Ein seltener Kalkbildner unter den Testaceen

Chaim Glick

Paraquadrula discoides gehért zu den sechs seltenen beschalten Améoben der Gattung
Paraquadrula aus der Familie der Testacealobosia, die ihre Schale aus selbst syntheti-
sierten Kalkpldttchen aufbaut (Idiosomen). Penard hatte diese Schalenamébe 1893
erstmals beschrieben. 1932 schuf Deflandre die Gattung Paraquadrula, um diese Gat-
tung von Quadrulella abzugrenzen, die ihre Schale aus Siliciumplétichen aufbaut.

B it durchschnittlich 30 pm Durchmes-

® ser (+ 5 pm) bewohnt Paraquadrula
) Y= W& discoides als kleinere Art typischer-
weise Waldmoose Decloitre (1961) fand sie in
Moosen feuchter Grotten und Heinis (1910) in
feuchten Moosen auf Jurakalk in der Umge-
bung von Basel. Thre Schale ist rundlich, seitlich
deutlich abgeplattet und besteht aus circa 80
quadratischen, 5-6 pm messenden, durchsichti-
gen Kalzitplattchen, die bei mikroskopischer
Betrachtung einen wogenden Lichtschein er-
zeugen (Abb. 1). Penard (1893) verglich P. dis-
coides in Frontalansicht mit einem Schachbrett.
Im Polarisationsmikroskop weisen sie zwischen
gekreuzten Nicol-Prismen  Doppelbrechung
auf. Das terminale Pseudostom ist im Quer-
schnitt oval (Abb. 2). Lobopodien dienen der
Fortbewegung und der Nahrungsaufnahme
(Abb. 3 und 4). Mittels breiter Epipodien wird
die Zelle an die Schaleninnenwand geheftet.
P. discoides besitzt einen Kern vom vesikuldren
Typ mit einem grofen Nukleolus (Kernkorper-
chen). In Kernnihe arbeiten alternierend zwei
sich gegenuberliegende kontraktile Vakuolen.
Die Zyste von enzystierten Tieren ist rund, von
variablem Radius, mit einem girlandenformig
gewellten Rand (Abb. §).
Kalkbildner mit quadratischen Strukturen sind
in der Testaceenwelt eher die Ausnahme. Ent-
sprechend selten sind deren Fundorte. Ein sol-
cher befindet sich an der Siidflanke der Rigi,
wo P. discoides ausschlieflich entlang dem Alt-
dorferbach zahlreich anzutreffen ist (im Durch-
schnitt 12 Individuen pro 4 cm? Moos). Die
Rigi befindet sich in der Zentralschweiz an der
Nahtstelle zwischen Mittelland und Alpen.
Geologisch handelt es sich um eine Ansamm-
lung kalkreicher Schutt- und Geréllablagerun-
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gen als Folge der Alpenfaltung. An der Sidseite
herrscht relativ mildes Klima mit geringen
Temperaturschwankungen. Von Nordwinden
geschiitzt werden die unteren Hohenlagen
durch die Riickstrahlung des Vierwaldstitter
Sees zusitzlich erwirmt. Warme Fohnwinde
stauen sich iiber dem Seebecken und tragen zur
Verlangerung der Vegetationsperiode bei (Frey,
1988). Zahlreiche kleine Bodenquellen am
Berghang sorgen lingere Zeit des Jahres fir
feuchte Sickerstellen, wo calziphile (kalk-
liebende) Moose wachsen. Allerdings versiegen
diese Quellen wihrend Schonwetterperioden in
der Regel nach zwei bis drei Wochen.

In der vorliegenden Arbeit mochte ich iiber die
Lebensweise und das Habitat von P. discoides
sowie iiber deren Abhingigkeit von Umwelt-
faktoren berichten.

Material und Methode

Anlésslich von 27 Begehungen der Schlucht des
Altdorferbaches oberhalb Vitznau (Schweiz)
zwischen Mairz 2002 und Mai 2007 wurden
insgesamt 52 Mal Moose vor Ort mit der Faust
ausgepresst und die Fliissigkeit in 500-ml-Gla-
sern aufgefangen. Die Gldser wurden jeweils
datiert und der Standort der Entnahmestelle
nach folgenden Kriterien schriftlich festgehal-
ten: 1) Feuchtigkeitsgrad (0 = trockene Moose,
+ = wenige Tropfen auspressbar, ++ = 10-20 ml
auspressbar, +++ = 30-150 ml, jeweils bezogen
auf eine Handvoll Moose). 2) Moosart. 3) Ge-
stein (Nagelfluhfels, Kalkfels). 4) Beschattung
(+ = Moos auf freistehenden Felsen, ++ = hochs-
tens halbtags sonnenexponiert, +++ = ganztags
im Schatten von Biumen). §) Meereshohe. 6) Be-
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Abb. 1: Paraquadrula discoides in Frontalansicht. Vergr. 1000fach. - Abb. 2: Endsténdiges, ovales
Pseudostom. Vergr. 1000fach. — Abb. 3 und 4: P. discoides verfiigt iber 1-3 Lobopodien mit meist
kérnchenreichem Endoplasma. Vergr. Abb. 3 1000fach, Abb. 4 1000fach. — Abb. 5: Raue Zyste von
P. discoides in Frontalansicht mit girlandenférmig gewelltem Rand. Vergr. 1000fach.

stimmung der Wasserhirte und des CO,-Ge-
haltes des Wassers aus den Sickerquellen.
7) Niederschlagsmenge (Durchschnitt ermittelt
tiber das Bulletin Meteo Schweiz wihrend des
Monats vor jeder Probeentnahme). Die mikro-
skopische Untersuchung erfolgte mittels diffe-
renziellem Interferenzkontrast (Leica DMLB)
bei 1.000facher Vergrofserung. Es wurden die
plasmahaltigen und leeren Schalen gezihlt, die
Anzahl der Zysten und Teilungsfiguren erfasst,
die Begleitfauna identifiziert und der Inhalt der
Nahrungsvakuolen beurteilt.

Abiotische Faktoren

Die Untersuchungsresultate zeigen, dass das
Vorkommen von P. discoides sowohl mit der

Verfiigbarkeit von hartem Quellwasser hoher
CaCOj;-Konzentration als auch mit einer
bestimmten  Niederschlagsmenge korreliert
(Tab. 1). Der durchschnittliche CaCO;-Wert im
Wasser von finf Sickerquellen, die sich am
Hang iiber den calziphilen, von Paraquadrula
besiedelten Moosen befinden, betrigt 181 mg/I
(= 5 mg); der Durchschnittswert fiir CO, liegt
im gleichen Wasser bei 3,5 mg/l (+ 0,3 mg).
Auch Schénborn (1966) fand P. discoides in
einem Tumpel mit kalkreichem Wasser auf den
Spitzbergen.

Des Weiteren fillt auf, dass P. discoides nur in
calziphilen Moosen anzutreffen ist (Tab. 2).
Die Fundorte befinden sich fast ausschliefSlich
an schattigen Orten auf feuchten Kalkfelsen
(Tab. 3-5). Am zahlreichsten waren die Tiere
auf einer Hohenstufe zwischen 530 und 630 m
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Tabelle 1: Paraquadrula und durchschnitiliche Niederschlagsmenge der den Probeentnahmen vorangehen-
den vier Wochen (Entnahme an drei schattigen Orten).

Paraquadrula  plasmahaltig enzystiert symmetrische asymmetrische  leer
Teilungsfigur Teilungsfigur
Niederschlagsmenge

durchschnittlich (+15%) 19 12 8 7 4
iberdurchschnittlich (>115%) 39 27 25 3 5
unterdurchschnittlich (<85%) 11 22 2 15 18
Tabelle 2: Besiedlung calziphiler Moosarten durch Paraquadrula discoides.

P. discoides plasmahaltig enzystiert in Teilung leer
Moosarten
Neckera crispa (n = 5) 10 4 0 5
Hylocomnium splendens (n = 5) 3 0 0 3
Ctenidium molluscum (n = 7) 7 5 5 0
Crafoneuron commutatum (n = 6) 18 12 8 4
Tortella tortuose (n = 4) 9 6 6 4
Scapania aequilpbia (n = 5) 18 10 12 0
(n = Probenanzahl)
Tabelle 3: Paraquadrula discoides in Abhangigkeit vom geologischen Untergrund.

P discoides plasmahaltig enzystiert in Teilung leer
Untergrund
Nagelfluhfelsen* (n = 14) 12 5 7 5
Kalkfelsen (n = 14) 28 20 16 8

(n = Probenanzahl)

* Nagelfluh ist ein Konglomeratsgestein und gehért geologisch zur Molasse. In einer verbackenen Masse
sind abgerundete Gesteinsbrocken eingeschlossen. An der Rigi ist die Nagelfluh haufig anzutreffen.

Tabelle 4: Paraquadrula discoides in Abhéngigkeit vom Beschattungsgrad der Habitate.

P. discoides plasmahaltig enzystiert in Teilung leer
Beschattungsgrad
+ (=12 0 0 0 0
++ =12 4 6 10 10
+++(n=12) 25 17 12 4

+ = Moos auf freistehenden Felsen, ++ héchstens halbtags sonnenexponiert, +++ ganztags im Schatten von
Baumen
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Tabelle 5: Paraquadrula discoides in Abhdngigkeit vom Feuchtigkeitsgrad des Habitats.

P discoides

leer

plasmahaltig enzystiert in Teilung
Feuchtigkeitsgrad
0 (n=8)* 0 0 0 ]
+ [n=8) 0 0 0 3
++ (0= 8] 10 36 20 16
+++ (n=8) 98 48 40 20
+++(n =12} 25 17 12 4

* angefeuchtet und danach ausgepresst

0 tfrockene Moose, + wenige Tropfen auspressbar, ++ 10-20 ml auspressbar, +++ 30-150 ml, jeweils bezo-

gen auf eine Handvoll Moose

Tabelle 6: Paraquadrula discoides in Korrelation zur Meereshohe.

P. discoides plasmahaltig enzystiert in Teilung leer

Hohe Gber dem

Meeresspiegel

530-630 (n = 8) 38 28 19 14
630-730 (n = 8) 14 10 2 10
730-830 (n = §) 6 0 0 2
830-930 (n = 8) 2 0 0 2
930-980 (n = 8) 0 0 0 0

iiber dem Meeresspiegel (Tab. 6). Andere Fund-
orte konnten bisher in der gesamten Rigi-Re-
gion nicht entdeckt werden. Dies deutet darauf
hin, dass sich die biogeografischen Faktoren,
die bei der Entwicklung und Vermehrung von
P. discoides eine wesentliche Rolle spielen, in
engen Grenzen bewegen. Deshalb handelt es
sich bei P. discoides um eine so genannte steno-
potente Thekamobe, deren Vitalitit sich nur in
einem schmalen Toleranzbereich abspielt. Die
Populationsgrofle entlang dem Altdorferbach
scheint ausreichend zu sein, um auch ungiinsti-
gere Zeiten zu uberstehen. Nach der extremen
Sommerhitze im Jahr 2003 kam es in Folge der
Trockenheit zu einem erheblichen Absterben
der Population. Wahrend der nachfolgenden
Monate mit uUberdurchschnittlichen Nieder-
schlagsmengen war der Vorzustand nach 6 Mo-
naten wieder erreicht.

Bei den untersuchten Moosen handelt sich um
den tiberwiegenden Anteil der entlang des Alt-
dorferbaches wachsenden Arten. Es handelt
sich durchwegs um calziphile Moose, wobei in
Scapania aequilobia, einem Bioindikator fur

hohe Kalkkonzentrationen, die hochste Anzahl
Paraquadrula discoides nachgewiesen werden
konnte.

Biotische Faktoren

Was die Wechselwirkungen zwischen anderen
Organismen anbetrifft, so ist es interessant zu
vermerken, dass in den Moosproben nur sehr
selten oder gar keine Fressfeinde wie Nebela
oder Heleopera vorkommen (Tab. 7). Als steter
Begleiter von P. discoides ist die ebenfalls calzi-
phile Hyalosphenia insecta zu verzeichnen.
Diese Beobachtung hatte schon Bonnet in sei-
ner Publikation aus dem Jahre 1989 festgehal-
ten. Er beschreibt diese Erscheinung sogar als
Hyalosphenietum insectae-Assoziation.

Nahrungsaufnahme

Deflandre konnte sich 1932 noch nicht sicher
zur Beschaffenheit der Nahrung von P. discoi-
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Tabelle 7: Begleitfauna.

Organismen Haufigkeit
(Anzahl pro aus-
gepresster Moosprobe)

Actinophrys vesiculata 12

Blepharisma sp. 11

Bryocamptus minutus 14

Centropyxis aerophila 9

Cyclidium glaucoma 8

Difflugia lucida 23

Euglypha rotunda 9

Halteria sp. 13

Hyalosphenia insecta 24

Nebela bohemica 6

Phryganella acropodia 19

Quadrulella symmetrica 18

Trigonopyxis arcula 4

Trinema enchelys 28

Bértierchen 16

Milben 8

des dufSern. Meisterfeld postulierte 2002, dass
P. discoides herbivor sei. Aufgrund der transpa-
renten Schale konnen im Zytoplasma meistens
kugelige Algen von § bis 8 pm Durchmesser
nachgewiesen werden, die als Bestandteil der
Mikroflora in den betreffenden Moosen vor-
kommen (Abb. 6). In der Regel sind diese se-
miterrestrischen Algen von einer Gallerthiille
umgeben, weshalb man sich fragen muss, wie
P. discoides an die einzelnen Zellen heran-
kommt. Es gelang mir mehrmals zu beobach-
ten, wie P. discoides zielsicher auf diese in Gal-
lerthtllen eingelagerten Algenzellen zusteuert,
als bestinde eine chemotaktische Anziehung
auf die Gallerthiillen hin. Sobald P. discoides
geniigend nahe an die Gallerte herangekrochen
ist, bohrt sie mit einem ihrer Pseudopodien ein

Loch in die Gallerte, die sich an der Kontakt-
stelle mit dem Pseudopodium zusehends ver-
flussigt, sodass sie sich eine, zwei oder drei Al-
genzellen ohne Mithe aus dem Gallertlager ein-
verleiben kann. Daneben konnen im Zyto-
plasma bisweilen auch Kieselalgen beobachtet
werden, aber nie tierisches Material, sodass die
Feststellung von Meisterfeld bestitigt werden
kann.

Fortpflanzung und Enzystierung

Aus den Untersuchungsresultaten geht hervor,
dass wihrend regenreicher Perioden in den
Moosproben vorwiegend unauffillige Tiere mit
zwei bis drei lebhaften Pseudopodien und deut-
lich erkennbaren Nahrungsvakuolen im Zyto-
plasma nachweisbar sind. Hingegen dominie-
ren wihrend niederschlagsarmen Zeiten die ty-
pischen rauen Zysten von P. discoides, die in
Seitenansicht quadratisch sind (Abb. 7), tiber-
dies vereinigte Individuen, zum Teil gleicher,
zum Teil unterschiedlicher Grofle, Pseudostom
auf Pseudostom (Abb. 8-10). Mal sind beide
Schalen plasmahaltig, mal nur eine und schlief3-
lich befindet sich in einer der beiden Schalen
nur noch eine Zyste. Wihrend der Regenzeit
sind Teilungsvorginge geradezu symptoma-
tisch. Es geht in dhnlicher Weise vonstatten,
wie dies zum Beispiel Gruber (1881) an Eugly-
pha alveolata beobachtet hatte: Bereitstellung
der Schalenplattchen, Hervorquellen des Zyto-
plasmas aus der Mutterschale, Bildung einer
“Knospe”, in diese dringen die Schalenplitt-
chen ein, die sich an ibrer Oberfliche in gewis-
ser strenger Anordnung aneinander lagern und
sich verkitten ... Meine langjdhrigen Beobach-
tungen deuten darauf hin, dass die Teilungsvor-

Abb. 6: Zwei semiterrestrische Algen im Zytoplasma. Gut erkennbar eine kontraktile Vakuole. Vergr.
1000fach. — Abb. 7: In Seitenansicht ist die raue Zyste annéhernd quadratisch. Vergr. 1000fach.
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Abb. 8: Abortive Teilungsfigur wéhrend einer Trockenperiode. Die Mutterzelle hat sich enzystiert.
Vergr. 1000fach. — Abb. 9: Je nach dem Zeitpunkt des Beginns der Trockenzeit kénnen die Tochter-
schalen gleich groB wie die Mutterschalen sein. Vergr. 1000fach. - Abb. 10: Hier hat sich die Mutter-
zelle noch vor der plasmogamischen Riickverschmelzung enzystiert. Vergr. 1000fach.

ginge bei P. discoides nach Sonnenuntergang
deutlich zunehmen, und dass die Teilungs-
frequenz in den Herbstmonaten ein Maximum
erreicht.

In der Regel sind bereits 48 Stunden nach Be-
endigung des Regenwetters Teilungsanomalien
erkennbar, indem die Knospe sich nicht mehr

ausreichend entwickelt, zu klein bleibt und aus
dem Tochterindividuum eine abortive Form
(asymmetrische Teilungsfigur) entsteht. Das
Plasma in der zu klein geratenen Schale wan-
dert stets zurick, sodass es zur plasmogami-
schen Riickverschmelzung im Mutterindivi-
duum kommt, gefolgt von einer Zystenforma-

Abb. 11: Vor der Teilung werden die Idiosomen in der Mutterzelle gespeichert und dann in die
Plasmaknospe transportiert. Vergr. 1000fach. — Abb. 12: Beginn einer unauffélligen Teilung durch
Bildung einer Knospe. Rechts eine leere Schale einer Hyalosphenia insecta. Vergr. 400fach.
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tion. Die soeben beschriebene plasmogamische
Riickverschmelzung hat Schénborn bereits
1965 in einer Rohkultur mit P. discoides nach-
gewiesen.

Nach der Kernteilung verharrt der zweite Kern
bei trockenem Wetter stets im Mutterindivi-
duum. In den letzten funf Jahren ist es mir nie
gelungen, eine Karyogamie zu beobachten. Bei
einsetzendem Regen exzystieren die Mutterzel-
len und setzen nach Aufbereitung der Reserve-
plattchen zum erneuten Teilungsprozess an
(Abb. 11 und 12). Bei anhaltendem Regen kon-
nen wieder unauffillige Teilungen registriert
werden, wobei der Kern fast stereotyp erst
nach Beendigung der Schale ins Tochterindivi-
duum wandert.

Die Tatsache, dass die meisten Autoren in ihren
Publikationen relativ hiufig von Zysten berich-
ten, konnte auch damit zusammenhingen, dass
man ublicherweise eher bei trockenem Wetter
unterwegs ist. Deflandre (1952) bezeichnete die
Zysten bei P. discoides nicht ganz zu Unrecht
als Schutzzysten. Tatsdchlich wird die Zyste bei
P. discoides von einer derben Haut umgeben,
was vor Verdunstung wahrend Trockenperio-
den gut schiitzen diirfte.

Diskussion

Luftenegger und Foissner (1991) ist es gelun-
gen, bei Paraquadrula irregularis eine Karyoga-
mie mittels Silberimprignation nachzuweisen.
Leider konnte der weitere Verlauf in den Pripa-
raten nicht beobachtet werden, sodass unklar
bleibt, ob es sich um eine Karyogamie von
Mutter- und Tochterzellen handelte, oder ob es
sich sogar um zwei verschiedene Zellen han-
delte, was einer echten Kopulation gleichkime.
Dazu bemerkte Schénborn (1966), dass bei ei-
ner Kernverschmelzung sich die Zahl der Chro-
mosomen verdoppeln misste, sodass im Ent-
wicklungskreis irgendwann eine Reduktions-
teilung stattfinden sollte. Eine solche Chromo-
somenreduktion ist aber in der gesamten
Thekamoben-Literatur nie beobachtet worden.
Valkanov (1965) wies darauf hin, dass eine
Reihe von Autoren wie zum Beispiel Penard,
Rhumbler und Cash bei der Fortpflanzung der
Testaceen geschlechtliche Vorginge vermute-
ten, was sie mit Konjugation bezeichneten, wo-
bei ein Austausch von Kernen oder Kernteilen
stattfinden wiirde. Solche geschlechtlichen Vor-
ginge werden von Grospietsch (1958) in sei-

nem Bestimmungsbuch der Wechseltierchen
klar in Abrede gestellt.

Die hier vorgestellten Ergebnisse machen deut-
lich, dass P. discoides an der Siidflanke der Rigi
entlang dem Altdorferbach zum haufigsten
Moosbewohner gehort. Die Umweltfaktoren in
diesem Habitat durften fur deren Vitalitit opti-
mal sein. AufSerhalb der Altdorferbachschlucht
ist P. discoides nicht mehr nachweisbar, was
auf seine eingeschrinkte okologische Potenz
hinweist. Die Fortpflanzung von P. discoides
scheint stark von klimatischen Faktoren ab-
héingig zu sein. Nur ab einer bestimmten Nie-
derschlagsmenge koénnen unauffillige Zwei-
teilungen beobachtet werden. Bei zunehmender
Trockenheit kapseln sich die Tiere mittels typi-
scher Zystenbildung ab, und es kénnen unvoll-
stindige Teilungsfiguren beobachtet werden.
Die hohe Individuenzahl hingt zumindest teil-
weise auch mit einem Mangel an anderen
Moos bewohnenden riduberischen Testaceen
zusammen. Meine Beobachtungen bestitigen,
dass P. discoides rein herbivor ist.
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Haeupler, H., Muer, Th.:
Bildatlas der Farn- und Bliiten-
pflanzen Deutschlands,

2. Auflage. Eugen Ulmer Verlag,
Stuttgart 2007, 789 Seiten,
gebunden, rund 4.050 Farbfotos,
140 Detailzeichnungen, € 49,90,
ISBN 978-3-8001-4990-2.

Dieses gewichtige Standardwerk
genieflt seit seinem Erscheinen im
Jahre 2000 einen ausgezeichneten
Ruf. Was gab es da noch zu ver-
bessern?

In Zahlen: Aus 3.900 Farbfotos
wurden rund 4.050, verbunden
mit einem Zuwachs um die Seiten
719-749. Im Einzelnen konnten
circa 2.800 Anderungen vorge-
nommen werden. So erwiesen

sich, wie die Autoren in anerken-
nenswerter Offenheit vermerken,
33 Fotos der 1. Auflage als falsch
und wurden durch richtige ersetzt
(bei der Fille der Aufnahmen
ein Fehlerquotient unter 1 Pro-
zent!).

Ein Blick in medias res: Unverin-
dert bleiben die Bildtafeln und der
Aufbau des beschreibenden Tex-
tes — Name der Pflanze und Autor,
deutscher Name, dann (immer
noch herb wie ein Kriuterlikor
und gewohnungsbediirftig) die
verschliisselten Daten zu floristi-
schem Status, Lebensform, Blatt-
ausdauer, Verbreitung u.a., in der
Neuauflage allerdings rascher zu
erschlieffen durch einen Blick auf
den vorderen Innendeckel. Da-
nach folgen morphologische Kurz-

beschreibungen (oftmals mit gu-
ten Angaben besonders bei kri-
tischen Arten) fiir eine sichere Be-
stimmung. Gewiss eignet sich das
2,6 Kilogramm schwere Opus
eher zur Uberpriifung und Verifi-
zierung am Schreibtisch denn als
Vademecum. Es erginzt damit in
idealer Weise etwa den einschlagi-
gen 3. Band des Rothmalers (Ex-
kursionsflora, Atlasband).
Prachtige Fotos, exzellente Druck-
qualitit; feinste Farbabstufungen
bei Bliiten und Griintdnen — diese
wkomplette Ikonographie der
deutschen Flora“ ist eine Augen-
weide! Fiir knapp 50 € diirfte
nichts Vergleichbares auf dem
Markt sein.

Erich Lithje, Kiel

Krankheit.

In Deutschland leiden mehr als 30.000
Jugendliche an einer rheumatischen

Erkrankung. Rheuma ist kein Wehweh-
chen, sondern eine schwere chronische

Mehr Infos unter www.Rheuma-Liga.de
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Mit dem Exkursionsmikroskop am Mittelmeer
Marine Preziosen: Radiolarien

Rudolf Drews

Gewdhnlich assoziieren wir mit dem Begriff Radiolarien sofort die Kreis- oder Typen-
platten fossiler Radiolarienskelette von Barbados, oder wir denken an die wunder-
vollen Darstellungen in Ernst Haeckels Kunstformen der Natur. Ein Aufenthalt am
Mittelmeer bietet jedoch einen Hohepunkt im Dasein eines Mikroskopikers: Selbst
einmal Radiolarien zu erbeuten — und dazu sogar lebende!

B bgleich schon mehrfach im MIKRO-

| KOSMOS tber Radiolarien berichtet
W wurde, wird die Thematik erneut auf-
gegrlffen msbesondere um auch einmal den
natiirlichen Farbaspekt dieser Einzeller zu do-
kumentieren.

Die Technik

Fir den Fang der Radiolarien wurde ein Plank-
ton-Wurfnetz (Maschenweite 65 pm) verwen-
det. Der Fangort war die Felskiiste im Suden
Mallorcas. Besonders nach linger andauern-
dem ablandigen Wind war die Ausbeute an sel-
teneren Formen ergiebig, da diese aus grofSerer
Wassertiefe heraufbeférdert wurden. Der Fang
wurde in einem vollstindig mit Seewasser ge-
fullten Thermosgefafs sofort zum Mikrosko-
pierplatz gebracht und dort mit einem kleinen
Planktonsieb konzentriert. Mit der Pipette
wurde eine kleine Planktonprobe (die natiirlich
aufser Detritus noch etliche andere Organismen
enthielt) entweder in eine Objekttragerkiivette
oder auf einen Objekttriger mit Deckglas-
stiitzen gebracht. Auf diese Weise wurden die
Stacheln der Radiolarien vor dem Zerdriicken
geschiitzt.

Nachteilig wirkte sich dieses Verfahren natiir-
lich fiir die volle Leistungsausnutzung der Ob-
jektive hoherer Mafstabszahl aus. Auch die
rdumliche Ausdehnung der Radiolarien stellte
die fotografische Erfassung des gesamten Orga-
nismus vor Probleme. Es wurden fiir die Doku-
mentation die Objektive 16x, 20x und 40x be-
nutzt sowie eine kleine Digitalkamera mit ei-
nem fest angebrachten Okular.

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008

www.elsevier.de/mikrokosmos

Formen und Zellbau

In einem Zeitraum von dreimal sechs Wochen
in verschiedenen Jahren konnten mindestens
dreifsig bis vierzig verschiedene Arten beobach-
tet werden, von denen die Acanthareen am
haufigsten vertreten waren. Polycystineen (Abb.
1-4) waren ebenso selten wie besonders grofse
und schone Formen der Acanthareen. Vertreter
anderer Radiolariengruppen kamen nicht vor.
Die Grofsen lagen (inklusive Skelettnadeln)
zwischen 65 und 470 Mikrometern.

Radiolarien sind ausgesprochene Planktonfor-
men mit verschiedenen Einrichtungen, welche
das Schweben im Wasser ermoglichen: Ober-
flachenvergrofserung durch Nadeln, Stacheln,
porose Skelette und vakuolisiertes Cytoplasma;
Senkung des spezifischen Gewichts durch Ein-
lagerung von Oltropfen. Allen Radiolarien ge-
meinsam sind zahlreiche, jeweils von einem
Achsenstab gestiitzte und daher starre Axopo-
dien (Abb. 1, 4, 9, 12). Auch Heliozoen besit-
zen sie, weshalb man Radiolarien und Helio-
zoen frither in die Gruppe Actinopodeen zu-
sammenfasste. Weiterhin ist eine von Poren
durchbrochene Membran aus organischem
Material zwischen Endo- und Ektoplasma fiir
Radiolarien bezeichnend. Sie ist bei lebenden
Formen nur schwer zu erkennen und bedarf
ebenso wie die Zellkerne zur Sichtbarmachung
einer speziellen Anfdrbung. Das membranum-
hiillte Endoplasma wird Zentralkapsel ge-
nannt. Diese enthdlt die tiblichen Zellorganel-
len wie Kern (einer bis viele), Mitochondrien
und Golgi-Apparat. Hinzu kommen symbionti-
sche Algen aus der Gruppe der Dinoflagellaten
(hier Zooxanthellen genannt), Pigmente, Fett-
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kiigelchen und andere Stoffwechselprodukte.
Die Stacheln der Acanthareen sowie die Axo-
podien nehmen hier ihren Ausgang.

Das Ektoplasma ist mehr oder weniger stark
vakuolisiert (Abb. 5, 13, 14, 18, 19). Durch die
Membranporen steht es mit dem Endoplasma
in Verbindung. Es kann ebenfalls Fettkugeln
enthalten, und es ist der regelmafSige Sitz der
Zooxanthellen bei den Polycystineen (Abb. 2).
Sofern zusitzlich Filopodien vorkommen, ha-
ben diese hier ihren Ursprung. Auch die vielge-
staltigen Kieselskelette, mit denen wir den Be-
griff Radiolarien verbinden, sind Produkte des
Ektoplasmas.

Polycystineen

Die Polycystineen zeichnen sich durch ein Ske-
lett aus Siliziumdioxid (Kieselsdure, Quarz)
aus. Es ist bei den Spumellariden (Peripyleen)
radidrsymmetrisch gebaut und besteht aus ei-
ner oder mehreren konzentrischen Gitter-
kugeln, welche die allseitig und gleichmafig
perforierte Zentralkapsel umgeben. In der
Gruppe der Spongodisciden ist das Skelett von
schaumiger Struktur (Spongoidschale; Abb. 1
und 4). Die Nasselariden (Monopyleen; Abb. 2
und 3) haben ein konisches, korbihnliches Ske-
lett, und ihre Zentralkapsel besitzt nur eine
Offnung Die Zooxanthellen der Polycystineen
befinden sich ausschlieflich im Ektoplasma.
Aufler Axopodien kommen auch Filopodien
vor.

Weil Siliziumdioxid nicht wasserléslich ist, sind
die Skelette fossil erhalten. Hier ist der Aufbau
der Skelette gut zu erkennen, wihrend bei den

lebenden Formen Plasmabestandteile, Stoff-
wechselprodukte und Zooxanthellen den Ein-
blick in das Innere weitgehend verwehren.

Acanthareen

Das Skelett der Acanthareen ist hiufig ein Ge-
bilde aus Nadeln, welche strahlenférmig und
gleichmifSig von einem Zentrum aus ihren
Ursprung nehmen. Es ist nicht so einfach, diese
zu zdhlen. Meistens sind es 10 oder 20. Nach
Haeckel kénnen es auch 16 oder mehr als 20
sein. Thre Verteilung folgt dem so genannten
Miiller’schen Gesetz (Abb. 21). Zwanzig Na-
deln sind derart angeordnet, dass die Verbin-
dungslinien zwischen jeweils vier Nadelspitzen
funf Parallelkreise bilden. Die Nadeln des einen
Kreises stehen zu denen des Nachbarkreises um
45 Grad versetzt. Haeckel schreibt: Die zwan-
zig Stacheln sind hier pmmer dergestalt zwi-
schen den beiden Polen einer stachellosen verti-
kalen Hauptachse verteilt, dass sie fiinf Giirtel
von je vier Stacheln bilden; die vier Stacheln je-
des Giirtels sind gleich weit voneinander und
auch gleich weit von demselben Pol entfernt
und alternieren so mit denen der benachbarten
Giirtel, dass alle zwanzig zusammen in vier
Meridianebenen liegen, die sich unter Winkeln
von 45 Grad schneiden. Wenn man den Aqua-
torgurtel betrachtet, so liegen hier vier Stacheln
in einer Ebene; senkrecht darauf steht die
Hauptachse. Die Formenvielfalt der Acantha-
reen ergibt sich aus der Abwandlung der Na-
dellingen und -dicken und aus dem Quer-
schnitt. Dieser kann rund, elliptisch, vierkantig
oder zweischneidig sein. Seitliche Nadeldste

<« Abb.1-4: Polycystineen. Abb. 1 und 4: Spongoide Polycystineen (Spongodisciden) mit zahlreichen
Axopodien. Abb. 2 und 3: Nasselariden mit Axo- und Fllopodlen In Abbildung 2 sind die symbionti-
schen Algen gut zu erkennen. — Abb. 5: Acantharee mit zwei besonders langen Stacheln in der Aqua-
torebene. Myophrisken an den Stachelenden spannen das zarte Ektoplasma. — Abb. é: Gitterkugel
(Acantharee) aus derben Skelettelementen. Im Innern zeichnet sich heller die Zentralkapsel ab. -

Abb. 7: Eine hdufig ubgebildete flachig gebaute Acantharee. Jeder der vier Hauptstacheln kann bis

zu vier Seitendste tragen, die wie hier miteinander zu einem Gitter verbunden sind. Im Innern umgibt
die Zentralkapsel kreuzformig die Basis der Hauptstacheln Gut erkennbar sind die gelbbraunen kuge-
ligen Zooxanthellen. - Abb. 8: Gitterkugel {Acantharee) mit ektoplasmatischen Oliropfen und ekto-
und endoplasmatischen Zooxanthellen. — Abb. 9: Gitterkugel (Acantharee)'im Phasenkontrast. Meh-

rere Axopodien sind gut zu erkennen, ebenso die Begrenzung der Zentralkapsel. -

- Abb. 10: Diese

Acantharee sowie die in Abbildung 5 dargestellte gehéren zu den héufig anzutreffenden Formen.
Das zarte Ektoplasma ist schnell vergénglich, wahrend das robustere Endoplasma im mikroskopischen
Prdparat lénger erhalten bleibt. — Abb. 11: Gitterkugel (Acantharee) mit 12 robusten, ungewdhnlich

geformten Hauptstacheln.
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Abb. 21: Zeichnerische Ver-

deutlichung des Miiller’schen
Gesetzes (aus Kihn, 1926).

koénnen mit benachbarten verschmelzen und
insgesamt zum Aufbau einer Gitterkugel fuhren
(Abb. 6, 8, 12, 15). Die Gruppe der Phracto-
peltiden hat zwei Gitterkugeln. Aber auch
hier stofsen die Nadeln im Zentrum zusammen.
Somit handelt es sich auch hier um Acantha-
reen.

Die Skelettsubstanz der Acanthareen ist Stron-
tiumsulfat. Da es sich im Wasser auflost, gibt
es keine Fossilien. Lebendes Plasma, das alle
Skelettteile umhiillt, dient als Auflésungsbar-
riere. Junge Individuen besitzen nur einen
Kern, altere viele. Die Zooxanthellen liegen
meistens innerhalb der Zentralkapsel. Sie kom-
men aber ebenso wie Oltropfen auch im Ekto-
plasma vor. Das Endoplasma kommuniziert
durch Fortsitze, welche die Poren der Zentral-
kapselmembran durchdringen, mit dem Ekto-
plasma. Auch die Axopodien bedienen sich die-
ser Durchldsse und treten durch das Ekto-
plasma nach aufSen.

Eine Besonderheit einiger Acanthareen sind die
so genannten Myophrisken (Abb. 5 und 22). Es
sind dies Biindel quergestreifter kontraktiler
Fibrillen, die am distalen Nadelteil und an der
Plasmaauflenmembran (Cortex) angeheftet sind
und an die Rundumbefestigung eines Zelt-
daches erinnern.

Durch Kontraktion dieser Fibrillen wird das
Volumen des vakuolenreichen AufSenplasmas
vergrofert, was zu einer Anderung des spezifi-
schen Gewichts des Radiolars fuhrt. Im Frisch-
priparat sind die Myophrisken oft kontrahiert

IR P
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Abb. 22: a Acantharee mit ungewdhnlich grofien
Myophrisken (aus Popofsky, 1904). Myophrisken
im entspannten (b) und kontrahierten Zustand (c)

(aus Kithn, 1926).

<« Abb. 12-20: Weitere Acanthareen. Sichtbar sind Axopodien in Abbildung 12 und 16. Das Gitter
in Abbildung 15 trégt feine bedornte Nadeln auf der Oberflache. Das Ektoplasma in den Abbildungen
13, 17 und 19 ist stark vakuolisiert. Die Nadeln in Abbildung 19 irisieren. In Abbildung 20 sind deut-
lich die Zooxanthellen in der langgestrecken Zentralkapsel zu erkennen. In Abbildung 14 sind die

Myophrisken sichtbar.
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und haben sich von der Stachelanheftung ge-
16st. Sie liegen dann meistens ungeordnet als
stibchenformige Partikel in Nadelniahe umbher.
Nur unter gliicklichen Umstidnden sieht man
noch die natiirliche Konstruktion. Die Myo-
phrisken selbst werden durch das Plasma ge-
halten, welches die gesamte Nadel uberzieht
und am Ende eine lingliche Kappe (Stachel-
scheide) bildet.

Uber Lebensweise und Lebenskreislauf der Ra-
diolarien weifs man noch wenig, da man sie
nicht kultivieren kann. Bekannt ist, dass sie

Hausmann, K., Hiilsmann, N., Radek, R.: Protisto-
logy. E. Schweizerbart’sche Verlagsbuchhandlung,
Berlin 2003.

Hofrichter, R. (Hrsg.): Das Mittelmeer, Bd. 1I/1: Be-
stimmungsfithrer. Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg 2003.

Kiihn, A.: Morphologie der Tiere in Bildern, 2. Heft
Protozoen; 2. Teil: Rhizopoden. Verlag von Ge-
briider Borntriger, Berlin 1926.

Larink, O., Westheide, W.: Coastal Plankton. Verlag
Dr. Friedrich Pfeil, Miinchen 2006.

Mehlhorn, H., Ruthmann, A.: Allgemeine Protozoo-
logie. Gustav Fischer Verlag, Jena 1992.

Popofsky, A.: Die Acantharia der Planktonexpe-
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Cysten und Schwirmer bilden.
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Godet, J.-D.:

Baume und Straucher
bestimmen und nachschlagen.
Eugen Ulmer Verlag, Stuttgart
2007, 216 Seiten, gebunden,
iiber 1300 Farbfotos, € 19,90,
ISBN 978-3-8001-5354-1.

Den kenne ich doch schon? -
Richtig: Die Originalausgabe die-
ses Bestimmungsschliissels ist be-
reits 1987 im Arboris Verlag
Hinterkappelen (Schweiz) erschie-
nen und dem deutschen Leser
vom Neumann-Neudamm-Verlag
(Melsungen) 1989 angeboten
worden. Nun hat nach 21 Jahren
auch der Ulmer-Verlag das Werk
des Biologielehrers und Natur-
fotografen Jean-Denis Godet un-
verandert herausgebracht — allein
schon dies ist eine Empfehlung!

Genau besehen ist das Buch der
Schlussstein einer Tetralogie: Die
Binde Bdiume Mitteleuropas in
den 4 Jahreszeiten, Knospen und
Zweige sowie Bliiten einhei-

Verfasser: Rudolf Drews, Str. 366, Nr. 3, 13503 Ber-

lin, E-Mail: opalinaebony@t-online.de

mischer und wichtiger fremdlin-
discher Baum- und Straucharten
stellten bereits wichtige frei-
stehende Baumarten und deren
Kennzeichen im Herbst- bis Vor-
sommeraspekt vor. Der Abschluss-
band soll ein sicherer Begleiter fiir
das Sommerhalbjahr sein.

Fir die Bestimmung sollen das
bloBe Auge oder eine gute Lupe
geniigen. Unter dieser Voraus-
setzung sind Bldtter und Nadeln
der Geholze detailgetreu in Farb-
fotos dargestelit. Uber 260 Ge-
holzarten werden im Hauptteil je-
weils auf einer Doppelseite pra-
sentiert: Links in Ubersichtsfotos
mit Angaben zum Blatt (Linge,
Aussehen der Spreite, Blattende,
Spreitenbasis, Blattrand, Ober-/
Unterseite, Anordnung am Spross)
und zum Standort, rechts auf nob-
lem Schwarz per Groffaufnahme
Blattober- und -unterseite. Bei den
Nadelholzern treten Aufnahmen
vom Ansatz am Zweig hinzu.

In dieses fotografische Arboretum
fihrt ein Bestimmungsschliissel.
Auch hier stehen im Kleinbildfor-

mat die Blattformen hilfreich ne-
ben den Beschreibungen. In weni-
gen Fillen erginzen Schemazeich-
nungen die Texte zu den Blatt-
typen (Einfithrung). Als Freiste-
hende Baumarten stellt Teil 2 des
Bandes die 23 wichtigsten Baum-
arten in ausfithrlichen Portrits
vor (Aussehen, Standort, Verbrei-
tung, Mythologie, Geschichte).
Dabei beeindrucken Makrofotos
kleiner und kleinster Bliiten (Pyra-
midenpappel, Silberweide u.a.)
und dirften manchen MIKRO-
KOSMOS-Leser an seine Stereo-
lupe und sein Mikroskop locken!
Verwundert nimmt man bisweilen
wahr, dass der Fotograf mit dem
Schattenwurf etwas sorglos um-
geht (Blite der Birne, Nr. 317,
318, Kirsche, Nr. 333, 334). Dem
Zweck schadet das freilich nicht.

Im Gegenteil — dieser Band ist ein
motivierender Fithrer und Helfer
fur den nidchsten Gang ins Freie
und zu den ,,verkappten* Arbore-
ten unserer Parks und Friedhofe.

Erich Liithje, Kiel


mailto:opalinaebony@t-online.de

MIKROKOSMOS

207

Mikroskopische Studien an Atmungsorganen

Siegfried Hoc

Je nach ihrem Lebensraum haben die Tiere ganz unterschiedliche Atmungsorgane
entwickelt. Im Wasser wird iber die Korperoberfliche oder iiber Kiemen geatmet,
ersteres zum Teil auch an Land. Lungenatmenden Fischen wurde es méglich, das feste
Land zu erobern. Bei den an Land lebenden Wirbeltieren zeigt sich eine immer feinere
Verdstelung des Atemorgans, was seine Funktionskapazitét verbessert. Das Mikro-
skop erméglicht an leicht zugdnglichen Atmungsorganen Einblicke in ihren Aufbau

und ihre Evolution.

i dem Begriff Atmung denkt der Physio-
oge in erster Linie an die Gewebs-
7 atmung. Im Vordergrund steht die
Sauerstoff-Versorgung des Gewebes. Thre weite-
ren Funktionen sind Abtransport von Kohlen-
dioxid und Regulation der Wasserstoffionen-
Konzentration. Die Gewebsatmung hangt im
hohen Grad von der Durchblutung des Ge-
webes ab; hier iiberschneitet sich die Physiolo-
gie der Atmung mit der des Blutkreislaufes.
Diese ,,innere Atmung“ wird durch die ,,dufSere
Atmung®, das ist bei Saugetieren die Lungenat-
mung, erganzt. Sie sdttigt das Blut mit Sauer-
stoff und stellt den optimalen CO,-Druck ein
und reguliert damit auch die Wasserstoffionen-
Konzentration. Die dufSere Atmung umfasst die
Haut-, Schleimhaut- und Kiemenatmung sowie
die Beliftung der Lungen und den Gasaus-
tausch tuiber das respiratorische Epithel.

Viele Wasserorganismen wie beispielsweise
Medusen, aber auch die Regenwiirmer (Ringel-
wiirmer, Anneliden), vollziehen die gesamte du-
Bere Atmung iiber das Epithel der Kérperober-
fliche. Sie atmen iiber die Haut. Einige Ringel-
wiirmer haben aber auch spezielle Atemorgane
hervorgebracht; sie treten in dieser Tiergruppe
phylogenetisch zum ersten Mal auf. Der Watt-
wurm Arenicola marina zum Beispiel tragt auf
dem Riicken zahlreiche Biischelkiemen, stark
durchblutete Anhinge, welche die respira-
torisch funktionierende Oberfliche vergrofiern
(Abb. 1). Solch eine ,,Lunge“ brauchen Tiere,
die in einer O,-armen Umgebung leben.

Atmen durch Mund und Haut

Uber die Haut atmen auch noch manche Fi-
sche, allerdings nicht mehr ausschliefSlich, son-

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008
www.elsevier.de/mikrokosmos

dern neben der Kiemenatmung. Die an Land le-
benden Vertebraten besitzen Lungen. Trotzdem
reichen die primitiven Lungen niederer Wirbel-
tiere nicht aus, weshalb auch sie auf die Haut-
atmung zuriickgreifen — zum Beispiel der Was-
serfrosch, dessen Atemweise sich leicht beob-
achten lasst: In schnellem Rhythmus schligt die
Kehlhaut vor und zuriick, und nur in gréferen
Abstinden wird eine Schluckbewegung ausge-
fihrt. Diese Kehl-Oszillationen sind nicht mit
einem Gasaustausch in der Lunge verbunden.
Waihrend der Schwingungen wird Luft durch
die Nasenlocher eingezogen, in der Mundhohle
herumgewirbelt und durch die Nase wieder
ausgestofSen. Indessen verschlieSt der Kehlkopf
die Atemwege. Die Mundschleimhaut ist reich
durchblutet und mit einem respiratorischen
Epithel ausgekleidet; sie dient als zusitzliches
Atemorgan (Abb. 2). Hier liegt die fiir viele
Amphibien charakteristische Mundhohlen-At-
mung vor. Die Lunge wird beim Schluckakt
zwar auch mit Luft gefallt und wieder entleert,
aber sie ist sehr einfach gebaut und ihre Kapa-

Abb. 1: Biischelkiemen des Wattwurms Arenicola
marina, Boraxkarmin-Férbung, Vergr. 25fach.
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zitit reicht nicht aus. Der Frosch verfiigt noch
tiber eine dritte Atmungsweise — die tber die
Haut. Die weiche, nackte Haut der Amphibien
erfordert allerdings eine Umgebung mit hoher
Luftfeuchtigkeit (Abb. 3).

Je hoher Wirbeltiere organisiert sind, desto
mehr schwindet die Rolle der Hautatmung. Die
Epidermis ist ja nun auch meistens mit Schup-
pen, Federn oder Haaren besetzt, oder die Haut
besitzt ein dickes Korium (Hornhaut).

Wassertiere brauchen Kiemen

Kiemen sind Ausstiilpungen der Haut oder des
hinteren Darmabschnittes und werden von ei-
nem diinnen, stark durchbluteten Epithel iiber-
zogen. Diese zarten Gebilde wiirden an Land
schnell austrocknen; sie sind daher nur fiir die
Atmung im Wasser geeignet (Abb. 4). Manche
Fische atmen auch durch tiefe Abschnitte des

==

Abb. 2: Rachendach eines Frosches, Querschnitt, Azan-Farbung, Vergr. 100fach. — Abb. 3: Haut eines
Frosches, Querschnitt, Azan-Farbung, Vergr. 100fach.

Darms. So schwimmt der Schlammpeizger
(Misgurnus fossilis), der wegen seiner Empfind-
lichkeit gegeniiber atmospharischen Einfliissen
auch als Wetterfisch bezeichnet wird, regel-
mifig an die Oberflache, um eine Portion Luft
zu schnappen und hinunterzuschlucken. Hinter
dem Magen dieses Fisches befindet sich eine
Ausbuchtung, die als Luftreservoir dient. Ein
dichtes Netz von Blutkapillaren tiberzieht den
mittleren und hinteren Teil des Darmtraktes
und sorgt so fiir den Gasaustausch. Die Ver-
dauung bleibt auf den vorderen Darmabschnitt
beschrankt. Der Kot wird in Schleimballen ver-
packt am respiratorischen Darmepithel vorbei-
gefithrt. Diese Einrichtung dient dem Uberle-
ben in der Zeit, wo das meist kleine und sump-
fige Wohngewisser des Schlammpeizgers aus-
trocknet und der Fisch im Schlamm vergraben
tberdauern muss.

Das Austrocknen der Gewdsser wird fiir viele
tropische Fische zum Uberlebensproblem. Sie

Abb. 4: Kiemen der Schleie (Tincatinca), Léngsschnitt, Himatoxylin-Eosin-Farbung, Vergr. 25fach. -
Abb. 5: Schwimmblase eines Karpfens (Cyprinus), Querschnitt, Azan-Férbung, Vergr. 50fach.
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besitzen daher hiufig akzessorische Atmungs-
organe, mit denen sie zusatzlich zur Kiemenat-
mung atmosphdrische Luft aufnehmen kénnen.
Meistens handelt es sich dabei um Auswiichse
des Schlunds (Pharynx) oder der Kiemenkam-
mer. Kletterfische und Labyrinthfische asiati-
scher und afrikanischer Gewasser haben derar-
tige Zusatzlungen entwickelt.

Vom Wasser aufs Land

Die Kletterfische und Labyrinthfische sind at-
mungsphysiologisch deshalb so bemerkens-
wert, weil vor vielen Millionen aus ihnen die
ersten Landwirbeltiere hervorgegangen sind.
Der Schritt vom Wasser auf das Land war in
erster Linie ein Atmungsproblem.

Ein Modell fiir diesen Wandlungsablauf findet
man in den tropischen Lungenfischen. An ih-
nen hat sich die bei vielen Fischen vorhandene
Schwimmblase, die normalerweise als hydro-
statisches Organ dient (Abb. 5), zu einer echten
paarigen Lunge umgebildet. Die Innenwand
ist reich mit Blutgefiflen versorgt und die
Oberfliche durch Falten erheblich vergrofSert.
Als adulte Tiere atmen diese Fische durch ihre
einfachen Lungen, im Larvenstadium aber
noch durch duflere Biischelkiemen.

Diese ,,Schwimmblasen-Lungen“, wie sie auch
der Alligatorfisch Lepistoteus tristoechus be-
sitzt, sind tiber einen Gang — den Ductus pneu-
maticus — mit dem kopfwirts gelegenen Speise-
rohren-Abschnitt verbunden. Bei Fischen des
tieferen, freien Wassers, etwa dem Karpfen
(Cyprinus spec.) ist der Ductus pneumaticus
verschlossen. Die Blase wird iiber eine Driise,

die reich mit Kapillaren versorgt ist, mit Gas
gefiillt und entleert.

Vom Fisch zum Lurch

In der Atmung und in manch anderer Hinsicht
ahneln die Lungenfische bereits den Amphibien
(Lurche). Auch diese Tiere besitzen im Larven-
stadium, so wie die Kaulquappen der Frosche,
aufSere Kiemenbtischel. Erst im Zuge der Meta-
morphose entwickeln sich die Lungen: Die Kie-
men werden dabei resorbiert. Aber bei den Am-
phibien ist die Innenfliche der Lungensicke
nur leicht gefaltet und nicht sehr reich mit Blut-
kapillaren versehen (Abb. 6). Daher ist die
Kehl- und Hautatmung noch lebensnotwendig,.
Entfernt man einem Frosch die Lunge, so lebt
er normal weiter; verhindert man aber die
Hautatmung, muss er trotz intakter Lunge er-
sticken. Die einfachen Lungensicke sind durch
Septen gekammert; im Zentrum des Lungen-
sackes bleibt ein grofler Luftraum frei. Ganz
glattwandig sind die Lungensicke bei im Was-
ser lebenden (aquatischen) Formen wie dem
Kamm-Molch.

Bei den zungenlosen (aglossen) Anuren wie der
Wabenkrote (Pipa pipa) oder dem Krallen-
frosch (Xenopus laevis) ist jeder der beiden
Lungensacke mit einem Gang zur Luftrohre
(Trachea) verbunden. Er kann also bereits als
aufserhalb der Lungen liegender (extrapulmo-
naler) Bronchus aufgefasst werden. In seiner
Wand treten Knorpelblittchen auf, was alle
extrapulmonalen Bronchien auszeichnet.

Die Lunge der starker als die Amphibien an das
Landleben adaptierten Tiere ist natiirlich weiter
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Abb. 6: Lunge eines Frosches, Querschnitt, Himatoxylin-Eosin-Farbung, Vergr. 50fach. — Abb. 7:
Lunge des Feuersalamanders (Salamandra maculosa), Querschnitt, Azan-Férbung, Vergr. 50fach.
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Abb. 8: Lunge einer Zauneidechse (Lacerta agilis), Querschnitt, Vergr. 50fach. — Abb. 9: Lunge einer
Kreuzotter (Vipera berus), Querschnitt, Vergr. 50fach. — Abb. 10: Lunge der Griechischen Landschild-
kréte (Testudo graeca), Querschnitt, Vergr. 50fach. Abb. 8-10 Hématoxylin-Eosin-Farbung.

ausgebaut. Das gilt fiir alle Amniota, also Tiere
mit einer Embryonalhiille (Amnionhiille), wie
Reptilien und Vogel (Sauropsiden) und Sduge-
tiere (Mammalia). Kennzeichnend fiir sie ist der
Ubergang von der Druckatmung mithilfe der
Backen zur Saugatmung, die bewegliche Rippen
voraussetzt. Dieser Saugatmungs-Mechanismus
erlaubt, dass sich ein langer Luftweg mit Tra-
chea und Hals bildet. Eine echte Luftrohre fehlt
den Amphibien, da der grofe tote Luftraum ih-
rer Lunge mit dem Mechanismus der Druckat-
mung nicht vereinbar wire.

Dennoch besitzen einige Reptilien, wie die Bri-
ckenechse (Sphenodon) sowie einige Eidechsen
und Schlangen, eine einkammerige Sacklunge.
Die Falten zwischen den Luftkammern, die Fa-
veoli, enthalten wie bei den Amphibien stets
zwei Kapillarnetze. Die Zwischenwinde der
Alveolen der Siugetierlunge besitzen dagegen
nur ein Kapillarnetz, das mit zwei Austausch-
flichen in Kontakt steht (Abb. 7 und 8).

Schlangen atmen rechts

Viele Eidechsen, besonders Gekkos, haben
Lungensepten, die Richtung Schwanzende hin
(kaudal) niedriger werden und schlieflich ganz
verschwinden. Derartige nicht-respiratorische
Aussackungen der Lunge sind besonders aus-
geprigt bei Schlangen sowie bei Reptilien

mit schlangenartiger Korperform (Blindschlei-
chen). Bei Riesenschlangen hat nur das vordere
Viertel der Lunge eine respiratorische Funk-
tion. Die meisten Schlangen besitzen nur die
rechte Lunge, die linke ist infolge der Anpas-
sung an die lang gestreckte Korperform zu-
riickgebildet (Abb. 9).

Grofse und stoffwechselintensive Reptilien, bei-
spielsweise die Krokodile, vergrofSern ihre Aus-
tauschflache durch sich immer weiter aufzwei-
gende Septen und Unterkammern bis in das
zentrale Lungenlumen hinein. Das steigert na-
tiirlich die Atemleistung.

Die Mehrzahl der Land- und Sumpfschildkro-
ten besitzt vier seitliche (laterale) und vier in
der Mitte gelegene (mediale) Lungenkammern
mit zentralem Lumen und weiterer Offnung in
einen in der Lunge liegenden (intrapulmonalen)
Hauptbronchus hinein. Von den lateralen
Kammern gehen zahlreiche Aussackungen nach
kaudal, ventral und lateral aus, die keine Aus-
tauschfliche besitzen (Abb. 10).

Végel sind Atmungsokonomen

Das am wirtschaftlichsten arbeitende Atmungs-
organ weisen die Vogel auf. Es gliedert sich in
Ventilationsapparat (die Luftsicke) und Respi-
rationsapparat (die Lungen). Die Lunge der
Vogel ist volumenkonstant und wird durch den
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Blasebalgeffekt der Luftsicke infolge Kontrak-
tion der Rumpfmuskulatur beatmet. Sie besteht
aus einer Vielzahl kommunizierender Respira-
tionsrdume, die in den Luftkapillaren der Para-
bronchien (Lungenpfeifen) eine extrem vergro-
Berte Austauschfliche besitzen (Abb. 11).

Die Vogellunge wird der Liange nach von einem
intrapulmonalen Hauptbronchus durchzogen,
der kaudal direkt in den abdominalen Luftsack
tibergeht. Von ihm zweigen unmittelbar nach
dem Eintritt in die Lungen vier Sekundarbron-
chien (Ventrobronchien) ab, die sich weiter ver-
asteln. Aus den Sekundirbronchien gehen auch
Parabronchien ab (Bronchien III. Ordnung).
Diese bilden starrwandige, beiderseits offene
Rohren, die in ihrem Anfangsteil untereinander
verbunden sind.

Abb. 11: Lunge eines Haushuhns, Querschnitt, van-Gieson-Férbung, Vergr. 25fach. — Abb. 12: Luft-

Die Parabronchien werden von einem sehr nie-
drigen Epithel ausgekleidet und von Maschen
glatter Muskulatur umgeben. Das Respira-
tionsgewebe dieser Lungenpfeifen besteht aus
Netzen von Luftkapillaren, welche die Blutka-
pillaren umgeben. Durch diese Konstruktion ist
die Austauschfliche pro Volumeneinheit Lun-
gengewebe der Vogel etwa zehnmal grofer als
die der Sdugetiere. Die Luftsiacke sind mit den
grofseren Bronchien verbunden und im ganzen
Korper verteilt; sie erstrecken sich sogar bis in
die Knochen hinein, wo sie das Knochenmark
ersetzen. Diese Konstruktion reduziert zugleich
das Gewicht des Skelettes erheblich, was fiir die
Flugfahigkeit wichtig ist.

Der Atemapparat der Vogel ist so angelegt,
dass eine nur sehr niedrige Atemfrequenz not-

|V /2 . I At

réhre (Trachea) einer Hauskatze, Hamatoxylin-Eosin-Férbung, Querschnitt, 50fach. — Abb. 13: Bron-
chus eines Menschen, Azan-Farbung, Querschnitt, Vergr. 25fach. — Abb. 14: Lunge eines Kaninchens,
Azan-Farbung, Querschnitt, Vergr. 50fach. — Abb. 15: Lungenalveolen des Menschen, Resorzin-

fuchsin-Farbung, Querschnitt, Vergr. 50fach.
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wendig ist (der Pelikan macht vier Atemziige in
der Minute), und dass ein Aufsteigen in sehr
grofle sauerstoffarme Hohen moglich ist.

Alveolen nur bei Sdugetieren

Das Innere der Saugetierlunge ist vollstindig in
kleine Kammern, die Alveolen, aufgeteilt. Sie
werden von einem Bronchialbaum durchzogen.
Diese Konstruktion vergrofert die Oberfliche
des respiratorischen Epithels erheblich: Beim
Menschen betrigt sie rund 150 m?. Abgeleitet
wird die Sdugetierlunge von einer vielkammeri-
gen Reptilienlunge mit intrapulmonalem
Hauptbronchus, wie sie die rezenten Krokodile
besitzen.

Die extrapulmonalen Hauptbronchi, die von
der Trachea abzweigen, teilen sich in weitere
Bronchi auf. Mit ihnen verlaufen bei Végeln
und Sdugetieren die Blutgefifle des Lungenge-
webes aus dem Korperkreislauf (Abb. 12). Das
Bronchialsystem hat zwei Aufgaben: Es ist
Luftweg und ein mechanisch festes Verspan-
nungssystem. In seiner Funktion als Luftweg
erwarmt es die Atemluft, feuchtet sie an und
reinigt sie. Die Luft muss auch an den Verzwei-
gungen der Bronchien wirbelfrei strdmen und
in Menge und Geschwindigkeit reguliert wer-
den (Abb. 13).

Ein mehrreihiges Flimmerepithel mit einer ein-
reihigen Basalzellschicht und eingestreuten
schleimproduzierenden Becherzellen kleidet die
Bronchien aus. Dariiber liegt eine doppelte, fla-
che Schleimhaut. Direkt am Epithel ist sie se-
ros, produziert also ein Enzym enthaltendes,
dinnfliissiges Sekret, wihrend die obere Lage
mukds ist, also einen zdhfliissigen Schleim pro-
duziert. Innerhalb der serésen Fliissigkeits-
schicht bewegen sich wellenférmig die Cilien
des Flimmerepithels und transportieren so den
dariiber liegenden Schleim Richtung Luftréhre.
Dieses Transportband schafft Fremdkorper wie
Staub und Bakterien wieder hinaus.

Auf das Epithel folgt die Basalmembran, dann
die Gewebsschicht des Stratum proprium, in
dem das Kapillarnetz liegt, dessen stromendes
Blut die Atemluft aufwarmt. Die Muskelschicht
(Muskularis) ist zwischen den beiden Enden
des Hufeisenknorpels ausgespannt. Sie reguliert
die lichte Weite der Bronchien. Durch die Mus-
kelschicht ziehen die Ausfihrungsginge der
Bronchusdriisen, die unter der Muskularis lie-
gen. Auch sie produzieren serdse und mukdse
Sekrete. Nach auflen schlieft die Tunica fibro-

cartilaginea, die Faserhaut, das Ganze ab. Sie
besteht aus elastischen und kollagenen Fasern
und Knorpelstiickchen mit dazwischen liegen-
dem lockeren Binde- und Fettgewebe.

Das respiratorische Grundelement der Sduge-
tierlunge sind die Alveolen. Die Zwischen-
wiande benachbarter Alveolen (Interalveolar-
septen) besitzen, anders als die aller Nichtsdu-
ger unter den Vertebraten, nur ein Kapillarnetz,
von dem aus sich der Gasaustausch nach bei-
den Seiten in die angrenzenden Alveolen voll-
zieht. Die Zahl der Alveolen betrigt beim Men-
schen etwa 400 Millionen (Abb. 14 und 15).
Alveolarepithel und Alveolarkapillaren sind
durch eine Basalmembran getrennt - ver-
schmolzen aus der Basallamina der Alveolen-
Endothelzellen und des Kapillarendothels. Die
Blut-/Luftschranke, tiber welche die Atemgase
durch Diffusion ausgetauscht werden, ist daher
nur 0,3 bis 1 pm dick.

Danksagung

Die Mikrofotografien fertigte Josef Hackl, Brucker
Stralle 16A, 82275 Emmering, an.

Literaturhinweise

Duncker, H.-R.: Die leistungsfahigsten Lungen ha-
ben die Vogel. Spiegel der Forschung der Univer-
sitat Gieflen 1, (1983).

Feder, M. E., Burggren, W. B.: Hautatmung bei Wir-
beltieren. Spektrum der Wissenschaft, Januar
1986, 86-95.

Heilauer, D.: Die Vogellunge — Einbahnstraf3e fiir die
Atemluft. MPG-Spiegel 3, 19-21 (1976).

Kaestner, A.: Lehrbuch der Speziellen Zoologie. Gus-
tav Fischer Verlag, Stuttgart 1996.

Keidel, W. D. (Hrsg.): Kurzgefasstes Lehrbuch der
Physiologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1972.

Kiikenthal, W., Krumbach, Th.: Handbuch der Zoo-
logie. Band 8 (Die Lunge/Die Atmung). Walter de
Gruyter Verlag, Berlin 1956.

Liibbers, D. W., Luft, U. C., Thews, G., Witzleb, E.:
Oxygen transport in blood und tissue. Georg
Thieme Verlag, Stuttgart 1968.

Roth, G., Wake, D. B.: Lungenlose Salamander. Bild
der Wissenschaft 2, 124-128 (1983).

Scheid, P., Shams, H.: Hohenflug von Végeln. Natur-
wissenschaftliche Rundschau 48, 413-418 (1995).

Silbernagel, S. Despopoulos, A.: dtv-Atlas der
Physiologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1979.

Starck, D.: Vergleichende Anatomie der Wirbeltiere.
Springer Verlag, Berlin 1978.

Tammeling, G. J., Quanjer, Ph. H.: Physiologie der
Atmung.  Pmi-pharm-und-medical-Information-
Verlag, Frankfurt 1984.

Verfasser: Dipl. Biol. Siegfried Hoc, Donaustrafie 1a,
82140 Olching.



MIKROKOSMOS

213

Neachrichi:

Protisten des Jahres

Das kennen wir seit vielen Jahren: Die Pflanze des
Jahres und das Tier des Jahres. Hier und da haben
wir vielleicht auch mitbekommen, dass es beispiels-
weise eine Orchidee, eine Staude, eine Heilpflanze
oder gar eine Giftpflanze des Jahres gibt. Gleicher-
maflen mangelt es nicht an einem Fisch, Insekt,
Schmetterling oder Weichtier des Jahres. Wie gesagt,
das ist bekannt.

Hitte man aber auch gedacht, dass es einen Protis-
ten, also einen Einzeller des Jahres geben konnte?
Wohl kaum! Aber dem ist so. Seit dem Jahr 2006

Abb. 1: Paramecium, der Einzeller des Jahres 2007. -
Abb. 2: Tetrahymena, Einzeller des Jahres 2008.

gibt es die Idee, einen Einzeller des Jahres zu benen-
nen. 2007 war dann das Pantoffeltierchen Parame-
cium Einzeller des Jahres (Abb. 1), und in diesem
Jahr ist es der Ciliat Tetrahymena (Abb. 2). Beide
wurden von der Deutschen Gesellschaft fiir Proto-
zoologie wegen ihrer groflen Bedeutung in For-
schung und Lehre — bis hin in den Grundschulunter-
richt — als die jeweiligen Jahresfavoriten bekannt ge-
geben (www.protozoologie.de).

Die Sektion Phykologie (Algenkunde) der Deutschen
Botanischen Gesellschaft hat, nachdem sie im ver-
gangenen Jahr den Seetang Laminaria zu Ehren hat
kommen lassen, in diesem Jahr den einzelligen Pro-
tisten Micrasterias (Abb. 3) als Alge des Jahres aus-
gelobt (www.dbg-phykologie.de). Schaut man sich
diese Desmidiacee an, muss man nicht lange griibeln,
warum ausgerechnet diese Algengattung ausgewahlt
wurde. Es ist einfach ihr dsthetisches Aussehen, dass
selbst langjahrige Mikroskopiker immer wieder er-
neut in Begeisterung versetzt. Und es diirfte wohl
kaum einen Mikrofotografen geben, der sich nicht
gefordert fithlt, wenn ihm ein Vertreter dieser Gat-
tung unter das Objektiv kommt.

Der MIKROKOSMOS triagt mehr oder weniger un-
bewusst zum Jahr der kleinen Sterne, wie Micraste-
rias vom Griechischen ins Deutsche tibersetzt heifSt,
bei, da in verschiedenen Heften dieses Jahrgangs Mi-
crasterias-Artikel erschienen und erscheinen werden.
Man darf gespannt sein, welche Einzeller im kom-
menden Jahr die Gewinner sein werden.

Abb. 3: Verschiedene Arten der Algengattung des Jahres Micrasterias: a M. truncata. b M. furcata. ¢ M. ceratofera

(Fotos: Monika Engels, Hamburg).
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Einsatz digitaler Spiegelreflexkameras
in der Mikrofotografie — Ein Erfahrungsbericht

Gerd Ginther

In den vorangegangenen Ausgaben des MIKROKOSMOS wurde das Thema digitale
Mikrofotografie vielschichtig und tiefgreifend beleuchtet. Adaptionen wurden be-
schrieben, Grundlagen dargelegt. Dieser Erfahrungsbericht stellt eine Adaptionslo-
sung vor, mit der digitale Spiegelreflexkameras ergonomisch an Mikroskope ange-

passt werden konnen.

ie stirmische Entwicklung der digitalen

Fotografie bringt auch im Marktseg-

ment der digitalen Spiegelreflexkameras
(DSLR) laufend Produktneuheiten zu immer at-
traktiveren Preisen. Auch im Bereich der
mikrofotografischen Dokumentation zeigt sich
eine Tendenz hin zur Verwendung von DSLRs.
Dabei gilt es, die Vor- und Nachteile dieser Ka-
meraklasse gegen die Kompaktkameras oder
proprietiren Kameraaufsitze fiir Mikroskope
sorgfiltig abzuwigen. Es wird nicht beabsich-
tigt, die einzelnen Dokumentationsverfahren zu
vergleichen oder zu bewerten. Es wird lediglich
der Losungsweg des Autors fiir die mikrofoto-
grafische Dokumentation vorgestellt.
Ein zentrales Entscheidungskriterium fiir die
Auswahl einer digitalen Kamera bleibt der
Sensor. Im digitalen Fotomarkt gibt es zurzeit
zwei grobe Tendenzen: Der Bereich digitaler
Kompaktkameras ist gekennzeichnet durch im-
mer hohere Pixelzahlen bei immer kleiner wer-
denden Sensoren. Der Bereich der DSLRs
bleibt natiirlich nicht verschont von der Erho-
hung der Bildpunkte, allerdings ist die Tendenz
moderater und die Sensoren sind bedeutend
groffer. Sensoren von Kompaktkameras mit Pi-
xelmafSen von etwa 2 x 2 pm haben physika-
lisch bedingt wesentlich schlechtere Rausch-
werte als diejenigen der DSLRs mit PixelmafSen
von etwa 7 x 7 pm bei APSC Sensoren (APSC =
Advanced Photo System Classic). Die rechne-
risch 12fache Fliche der APSC Sensoren be-
dingt einen deutlichen Vorsprung beziiglich des
Signal-Rauschverhiltnisses, da die Verstirkung
des Sensorsignals analog erfolgt. Abbildung 1
zeigt die verschiedenen Sensorgroéflen im Ver-
gleich zum Kleinbildfilm. Die Sensoren in der
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Grofle APSC finden dabei die grofSte Verbrei-
tung (z. B. bei Pentax, Nikon, Canon), 4/3 Zoll
Sensoren finden Verwendung in Kameras mit
dem neu gerechneten Four Thirds Standard
(Olympus, Leica, Lumix). Das ungewdohnliche
Format 1/1,8 Zoll findet weite Verbreitung
bei Kompaktkameras (z.B. Canon Powershot
A620).

Die Einstellung der Filmempfindlichkeit (ISO
Wert) ist gleichbedeutend mit einem Verstdr-
kungsfaktor fiir den Analogverstirker hinter
dem Schieberegister des Sensorchips. Das un-
vermeidliche Rauschen wird entsprechend mit
verstarkt. Ohne immer komplexere Algorith-
men fiir die Rauschunterdriickung wiren die
steigenden Pixelzahlen nicht zu bewiltigen.
Samtliche Rechenschritte in diesem Bereich
mindern jedoch die Bildqualitit teils erheblich.
Ubrig bleiben unbrauchbare, flichige Muster,
Abhilfe schafft nur ein groflerer Sensor.
Schriankt man die Kamerawahl auf Modelle

1/1.8"

1”

Abb. 1: SensorgroBen gangiger Digitalkameras
im Vergleich zum Kleinbildfilm.
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mit wechselbaren Objektiven ein, bleiben nur
DSLRs tibrig. Ausnahme ist die Leica M8, eine
Messsucherkamera mit Wechselobjektiven und
18 x 27 mm groflem Sensor.

Mikroskoptechnik

DSLRs konnen an alle Arten von Mikroskopen
adaptiert werden. Hier soll allerdings nur von
Mikroskopen mit Unendlich-Optik berichtet
werden, wobei das Bild hinter der notwendigen
Tubuslinse bereits auskorrigiert ist. Ein Okular
mit kompensatorischer Wirkung muss entfal-
len. Es liegt nahe, dieses reelle Zwischenbild di-
rekt auf einen Lichtsensor zu projizieren.

Kamerawahl

Ausgehend von einer Okularadaption einer Ni-
kon CP 990 (Giinther, 2002) sollte eine Doku-
mentationslosung gefunden werden, die dem
Stand der aktuellen Kameratechnik entspre-
chende Verbesserungen versprach. Kurz gesagt:
Mehr Pixel bei moglichst groflem Sensor, weni-
ger Linsen. Die Entscheidung fiel zugunsten ei-
ner DSLR, da nur hier entsprechend grofSe Sen-
soren zu finden waren. Weitere wichtige Krite-
rien fir die Kamerawahl hinsichtlich mikrosko-
pischer Dokumentation kommen hinzu:

1. Ausloseverzogerung. Insbesondere bei der
Dokumentation schneller Wasserbewohner ist
eine moglichst geringe beziehungsweise keine
Ausloseverzogerung wiinschenswert. Hier sind
die DSLRs im Vorteil, weil der Kamerachip nur
fir die Erfassung des Bildes nach Offnen des
Verschlusses zustandig ist.

2. Synchronisation externer Blitzgerdte. Nicht
alle Kompaktkameras bieten die Moglichkeit,
externe Blitze direkt galvanisch zu synchroni-
sieren. DSLRs haben hier mehr Moglichkeiten.
Zumindest lassen sich tiber den Blitzschuh im-
mer Blitze synchron auslésen.

3. Fernausléser. Nicht nur bei der Dokumen-
tation planktischer Organismen ist es entschei-
dend, im richtigen Moment verzégerungsfrei
fernauslosen zu konnen. ZweckmifSig wird
hierbei ein FufSausloser benutzt. DSLRs mit In-
frarotbedienung fallen dann bereits durch das
Auswahlraster. Das Infrarotprotokoll bedingt
eine splirbare Verzogerung. Es kommen nur
Kameras in Frage, die den Anschluss eines ka-

belgebundenen Auslésers bieten. Eine Modifi-
kation fiir den Anschluss eines FufStasters ist
dabei meist problemlos moglich.

4. Format des Sensors. Die optische Bestim-
mung des aufgenommenen Bildausschnittes bei
Adaption an ein Mikroskop mit Endlich-Optik
erfolgt mit passenden Projektiven. Fur die
Anpassung an die verschiedenen ChipgrofSen
stellen die Mikroskophersteller nicht immer
passende Projektive zur Verfigung (Piper,
2007). Fur Mikroskope mit Unendlich-Optik
werden von den jeweiligen Herstellern vorwie-
gend Adaptionslosungen fir die firmenspezifi-
schen proprietiren Kameramodule angeboten.
Adaptionslésungen fiir DSLRs sind die Aus-
nahme. Hinsichtlich der optimalen Sensor-
groffen kann man sich an den Sensorgrofien
orientieren, fiir die C-Mount Adapter ohne
Optik angeboten werden. Der Fliche dieser
Sensoren am nichsten kommen die DSLRs mit
4/3 Sensoren (17,3 x 13 mm). Die auf dem Sen-
sor abgebildete Fliche des mikroskopischen
Bildes entspricht ndherungsweise derjenigen
Grofle, die auf den Standard-Okularstrich-
platten fiir 1 Zoll Videoaufzeichnung oder fiir
die Kleinbildfotografie vorgesehen waren.

Kameras mit Sensorgrofle APSC haben zu
grofse Sensoren, wenn keine optische Anpas-
sung erfolgen soll oder kann. Die Sensorfliche
ragt in der Breite weit uber den Bildkreis eines
10 x 22 Okulars hinaus (Abb. 2). Rand-

Abb. 2: Aufnahmeformate unterschiedlicher
SensorgroBen. Bildkreis entspricht einem Leica
Okular 10x, SFZ 22. Der duBere Rahmen zeigt
den Bereich, den ein APSC-Sensor aufzeichnet.
Der innere Rahmen zeigt den Bereich, den ein
Four-Thirds Sensor abdeckt.
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abschattungen und Sichtbarwerden anderer op-
tischer Fehler sind die Folge dieser leichten
Fehlanpassung.

S. Bilddatenformate. Die Aufzeichnung der
Sensordaten der Kamera im RAW-Format
(Rohdatenformat von engl. raw = roh) beherr-
schen alle DSLRs. Das RAW Format ist jedoch
nicht allein Charakteristikum der DSLRs, auch
Kompaktkameras beherrschen es. Einziger
Nachteil hierbei ist der um den Faktor 10 er-
hohte Speicherbedarf. Wenn moglich, sollte
dieses Format jedoch bevorzugt werden, da
hierbei die Helligkeits- und Farbinformationen
der einzelnen Bildpunkte mit mindestens 12 bit
Auflésung gespeichert werden. Im JPEG For-
mat sind dies nur 8 bit Auflosung. Sofern keine
weiteren Manipulationen an den Bilddaten
vorgenommen werden sollen, reichen 8 bit aus.
Bei Mikroskopaufnahmen sind jedoch haufig
Anpassungen der Farbtemperatur oder anderer
Parameter vorzunehmen, die erhebliche Neube-
rechnungen der gesamten Bildpunktwerte zur
Folge haben. Liegen dann die Bildinformatio-
nen nur mit 8 bit Tiefe vor, kommt es hdufig zu
Tonwertabrissen oder grofSeren Liicken in den
Farbwerten, sichtbar im Histogramm. Enthélt
das Bild grofere Bereiche mit allmihlichen
Farbverlidufen, entstehen nach einer umfangrei-
chen Korrektur oft treppenférmige Farb-
spriinge, die unangenehm auffallen.

Adaption

Digitale Spiegelreflexkameras konnen wie
analoge Spiegelreflexkameras an vorhandene
Mikroskope adaptiert werden. Eine Anpassung
der Projektivoptik an den kleineren Sensor der
digitalen SLR ist jedoch erforderlich, es sei
denn, man verwendet eine Vollformat DSLR.
Diese Adaptionen haben allesamt einige Nach-

teile hinsichtlich der Bedienerfreundlichkeit.
Zunichst ist die relativ grofSe Bauhohe der Ge-
samteinrichtung zu nennen. Die Kamera mit
den Schwingungen verursachenden Bauteilen
ist in groffem Abstand zum Mikroskopstativ
montiert. Der lange Hebel bedingt ein ungiins-
tiges Resonanzverhalten, die Erschiitterungen
des Spiegels und insbesondere des Verschlusses
werden wenig gedimpft. Dem kann nur wir-
kungsvoll durch separate Montage der Kamera
an einem sehr stabilen Stativ begegnet werden.
Diese MafSnahme macht den gesamten Aufbau
sehr voluminés und schwer handhabbar. Ein
weiterer Nachteil der vertikal ausladenden
Adaption ist die schlechte Erreichbarkeit der
Kamerabedienelemente. Der Kontrollmonitor
ist haufig nur durch Andern der Sitzposition
einzusehen, auch fiir einen Spiegel zur Kon-
trolle muss der Bediener seine Koérperhaltung
ungewohnt verandern (Abb. 3).

Ein weiterer Nachteil dieser Kameraadaptionen
fiir Mikroskope mit Endlich-Strahlengang sind
die notwendigen Linsen in Kamerarichtung.
Diese Mikroskope erfordern ein passendes Pro-
jektiv zur Korrektur der optischen Restfehler.
Eine vollig andere Situation ergibt sich jedoch
bei moderneren Mikroskopen mit Unendlich-
strahlengang. Hierbei ist das Bild iiblicherweise
hinter der Tubuslinse optisch auskorrigiert.
Spezielle Okulare oder Projektive sind nicht
mehr erforderlich, die Tubuslinse konnte das
Bild direkt auf den Kamerachip projizieren.
Dies ist auch der Fall bei C-Mount Adaptern
fur Videokameras mit 1 Zoll Chipgrofe. Diese
Adapter mit dem Faktor 1 enthalten keine
Optik. Aus diesen Uberlegungen heraus
wurde die folgende Ergo-DSLR Adaption ent-
wickelt (der beschriebene Adapter ist beim
Deutschen Patentamt unter dem Aktenzeichen
DE202005013948U1 als  Gebrauchsmuster
eingetragen).

Abb. 3: Herkémmliche Adap-
tion digitaler Spiegelreflex-
kameras an Mikroskope mit
Unendlich-Optik. - Abb. 4:
Ergonomische DSLR Adaption.
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Hierbei wird die Kamera um 90° gedreht mon-
tiert. Der Strahlengang der Tubuslinse wird
iber ein 90° Prisma umgelenkt. Wenn die
Brennweite der Tubuslinse grof$ genug ist, kann
die Kamera mechanisch tiber dem trinokularen
Tubus montiert werden (Abb. 4). Mit einer
Brennweite der Tubuslinse von 200 mm bei
Leica Mikroskopen der DM-Serien schwebt die
Kamera wenige Millimeter iiber dem Trinoku-
lartubus. Auch Zeiss Gerdte mit einer Brenn-
weite der Tubuslinse von 160 mm erlauben
diese Montageweise. Olympus Mikroskope mit
einer Brennweite der Tubuslinse von 180 mm
sind ebenfalls geeignet. Fiir Nikon Mikroskope
(200 mm Brennweite der Tubuslinse) liegen
keine eigenen Erfahrungen vor. Die Vorteile der
digitalen Fotografie konnen bei dieser Anbau-
weise wie gewohnt voll genutzt werden, da die
Kamera in gewohnter Position unmittelbar in
Augenhdhe des Benutzers liegt.

Alle Bedienelemente sind ohne Umdenken oder
Andern der Sitzposition des Mikrofotografen
wie gewohnt erreichbar. Der Monitor der
digitalen SLR ist unmittelbar einsehbar. Gerade
die sofortige Kontrolle der Bildergebnisse ist
schlieBSlich der entscheidende Systemvorteil
der digitalen Fotografie. Unter herkémmlichen
Adaptionsgegebenheiten wird dieser Vorteil
durch die ungunstige Lage des Monitors stark
beschnitten. Einige der neueren digitalen Spie-
gelreflexmodelle bieten zwar auch eine so ge-
nannte Live-view Funktion, nicht alle Modelle
bieten jedoch den dazu konsequenterweise no-
tigen schwenkbaren Monitor. Mit dieser Adap-
tion ldsst sich auch bei Kameramodellen wie
der Leica Digilux 3 diese hilfreiche Vorschau-
funktion ergonomisch nutzen (Abb. 8). Die
Scharfstellung des Bildes geschieht bei dieser
Ergo-DSLR Adaption ausschliefSlich tiber die
Okulare. Die Parfokalitit der Anordnung wird
durch eine Langenvariation des mikroskopsei-
tigen Anschlusses des Winkeladapters gewahr-
leistet. Kameras mit Live-view Funktion sind
dabei natiirlich sehr hilfreich, aber auch ohne
diese Funktion geniigen einige Probeschiisse,
um einen exakten Abgleich durchzufihren.

Mikroblitz

Neben zahlreichen Vorteilen der Verwendung
von DSLRs in der Mikrofotografie haben diese
Kameras einen gravierenden Nachteil: Der
Spiegelschlag und insbesondere der Verschluss

6

Abb. 5: Erschiitterungsbedingte Unscharfe.
Pentax DSLR, Belichtungszeit 1/30 Sekunde, mit

Spiegelvorausldsung. — Abb. 6: Prdparat aus
Abbildung 5, Blitzbelichtung.

erzeugen erhebliche Erschiitterungen (Abb. §).
Eine besonders wirkungsvolle MafSnahme da-
gegen ist die Verwendung eines Elektronenblit-
zes. Die Leuchtzeiten konnen deutlich kiirzer
sein als die Dauer der Erschiitterungen. Die im
Hinblick auf die Kameravibrationen ungiinsti-
gen Belichtungszeiten des Systems Mikroskop
plus Kamera brauchen beim Einsatz eines Blit-
zes nicht ausgespart werden (Abb. 6). Bedingt
durch eine recht lange Nachleuchtdauer von
Xenon-Blitzrohren ist die Leuchtdauer jedoch
nicht beliebig kurz einstellbar. Daher ist es
glinstig, den Blitz auf den zweiten Verschluss-
vorhang der Kamera zu synchronisieren, falls
moglich. Unscharfe durch zu langes Nach-
leuchten wird so vermieden.

Zur Realisation einer Mikroblitzeinrichtung
wurde folgender Losungsweg beschritten: Da
bereits mehrere positive Erfahrungen hinsicht-
lich der Verwendung leistungsfihiger Leucht-
dioden (LEDs) im mikroskopischen Strahlen-
gang vorlagen, wurde kurzerhand die im exter-
nen Lampengehduse befindliche 100 W Halo-
genlampe durch das System LED-Blitzrohre er-
setzt. Leuchtdioden emittieren nahezu keine
Warmestrahlung. Dadurch ist es méglich, un-
mittelbar vor die LED eine Blitzréhre zu posi-
tionieren. Wird dieses System dort platziert, wo
sich der Gluhwendel der Halogenlampe be-
fand, sind die Bedingungen der Kohler’schen
Beleuchtung weitgehend eingehalten (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Anordnung der Blitzréhre
mit Leuchtdiode auf der Ebene der ersetzten Halo-
genlampe.

Durch die fehlende Nachleuchttrigheit der
LED kann zusitzlich eine Stroboskopbeleuch-
tung mit integriert werden, die detaillierte Be-
obachtung schneller Bewegungsmuster ermog-
licht. Hat das Blitzgerdt noch einen Hochspan-
nungs-Synchronkreis zur Verwendung an ilte-
ren Analogkameras mit X-Kontakt, muss ein
Optokoppler in den Synchronkreis geschaltet
werden, der das Synchronsignal der DSLR gal-
vanisch vom Blitz entkoppelt. Erfolgt diese
Mafsnahme nicht, wird die Kamera nach weni-
gen Auslosungen stark beschidigt, da die Syn-
chronspannungen bis 400 V die kameraseitigen
Schaltkreise zerstoren. Entsprechen die Blitzge-
rate der ISO 10330, zum Beispiel die Gerite
mit SCA 300 Adaptern dlterer Metz Serien,
konnen diese problemlos Verwendung finden.

Steverung der Blitzbelichtung

Die TTL-Belichtungssteuerung analoger Kame-
ras kann nicht problemlos ins digitale Zeitalter

portiert werden. Ursdchlich hierfiir sind die
vollig unterschiedlichen Reflexionseigenschaf-
ten von Film und Sensorchip. Soll eine ver-
gleichbare Zuverlassigkeit und Handhabbar-
keit erzielt werden, ist der Einsatz aktueller
Systemblitzgerdte mit Vorblitzmessung zwin-
gend erforderlich (Kreutz und Miller, 2008).
Die Steuerung der Blitzintensitdt — letztlich der
Blitzzeit — erfolgt bei der hier vorgestellten Rea-
lisation jedoch manuell. Der Sensor des Blitz-
computers wird durch einstellbare Widerstinde
in Form eines Potentiometers oder Stufenschal-
ters mit entsprechenden Festwiderstinden er-
setzt. Ein in Reihe zum Stufenschalter geschal-
tetes Potentiometer ermoglicht die Variation
der Blitzintensitdt um = drei Lichtwerte.

Realisierte Adaptionsbeispiele

Neben einer Pentax *istDs DSLR, welche be-
reits seit tiber drei Jahren mit der beschriebenen
Adaption erfolgreich eingesetzt wird, konnte
im Januar 2007 eine Leica Digilux 3 dank der
freundlichen Leihgabe der Firma Leica/Solms
getestet werden. Aufgrund der abweichenden
Auflagemafle des Four-Thirds Standards (38,85
mm) ergibt sich insgesamt eine ausgewogenere
mechanische Adaption.

Bildbeispiele

Auch wenn die hier gezeigten Bildgroflen keine
endgiiltige Beurteilung der Bildqualitit zulas-
sen, sollen dennoch Bilder einiger Kontrastie-

Abb. 8: Adaption Leica Digilux 3 am Leica DMLB. — Abb. 9: Adaption Pentax *istDs am Zeiss Axioskop 40.
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Abb. 10: Fossile Diatomeen, Hellfeld. — Abb. 11: Volvox aureus Kolonie, Dunkelfeld. - Abb. 12:
Klebsormidium spec., Primérfluoreszenz bei Blauanregung. — Abb. 13: Trichodina spec., Differentieller

Interferenzkontrast.

rungsverfahren kurz vorgestellt werden, um die
Einsatzbandbreite der DSLRs zu dokumentie-
ren (Abb. 10-14).

Fazit

Viele aktuelle DSLR Modelle eignen sich gut
bis sehr gut fiir die mikroskopische Dokumen-
tation. Abgesehen von den systembedingten Vi-
brationen durch Spiegelschlag und Verschluss
ergeben sich keinerlei Nachteile gegentiber dem
Einsatz anderer Konsumermarkt-Kameras. Ins-
besondere der flichenmifig grofle Sensor pra-
destiniert eine DSLR fiir die Mikrofotografie.

Optimale Anpassung an eine direkte Projektion
des Bildes durch die Tubuslinse der Unendlich-
Mikroskope bieten hierbei Kameramodelle mit
Four-Thirds Sensoren. Der Vorteil der lingeren
Marktprasenz der DSLRs kommt hinzu. Mit
der gezeigten Adaption ergibt sich zusitzlich
eine ergonomische Arbeitsweise, auch ohne
den Einsatz eines die Kamerafunktionen fern-
steuernden PCs.
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Camera AG, Solms, namentlich Frau Looke, be-
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Verbesserter Klebegrund
fir groBere Objekte

Kirzlich erschien im MIKROKOSMOS ein Artikel
unseres Autors Eberhard Raap zur Arretierun
von Mikrofossilien bei der Préparation durc
Schmelzfixierung (Raap, 2008). Inzwischen ent-
wickelte er ein verbessertes Rezept, das wir
hiermit vorstellen méchten.

Er schreibt uns: Durch weitere Untersuchungen an
Klebegrundgemischen, die ich zwischenzeitlich durch-
gefiihrt habe, michte ich fiir groflere Mikrofossilien
noch folgende Rezeptur erginzend zu den bisherigen
Angaben empfehlen:

StammlGsung: 8 g Schellack der Marke ASTRA (un-
gebleicht) in 100 ml Isopropanol (wasserfrei) l6sen.
Amwendungsgemisch: 6 ml Stammlosung (ASTRA-
Schellack), 4 ml Ather und 4 ml n-Butanol zum Ge-
brauch vermischen.

Der Vorteil der Anwendung ist hierbei in der etwas
hoheren Schichtdicke sowie in der besseren Bestin-
digkeit des ASTRA-Schellacks gegeniiber dem Lo-

sungsmittel des Einschlussharzes zu sehen.

Literaturhinweis

Raap, E.: Arretierung von Mikrofossilien bei der
Praparation durch Schmelzfixierung. Mikrokos-
mos 97, 178-180 (2008).
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Erweiterte Techniken zur Software-gestiitzten
dreidimensionalen Rekonstruktion

und Schérfeoptimierung

mikrofotografischer Bilder

Jorg Piper

Begrenzte Tiefenschdrfe stellt ein grundlegendes Problem in der Mikrofotografie dar,
welches die fotografische Wiedergabe visueller mikroskopischer Eindriicke ein-
schrénkt. Bei jedem Mikroskop nimmt die Tiefenscharfe des abbildenden optischen
Systems mit zunehmender ObijektivvergroBerung iiberproportional ab. Tabelle 1 gibt
einen orientierenden Uberblick iber die ungeféhren fotografisch verwertbaren Tie-
fenscharfebereiche in Abhdngigkeit von der VergroBerung verwendeter Objektive

(Hart, 2003).

ei der direkten mikroskopischen Beob-
» achtung konnen Begrenzungen der Tie-
B fenscharfe durch kontinuierliches Betiti-
gen der Mikrometerschraube kompensiert wer-
den, so dass der Betrachter auch bei raumlichen
Objekten, deren Schichtdicke deutlich tber
dem Tiefenscharfebereich der verwendeten Op-
tik liegt, einen Eindruck von der Gesamtbe-
schaffenheit des Objektes gewinnen kann. In
der konventionellen Mikrofotografie kann pro
Foto jedoch nur eine definierte Schirfenebene
fokussiert werden. Liegt die vertikale Ausdeh-
nung des Objektes hoher als der jeweilige Tie-
fenscharfebereich, ergeben sich daher unver-
meidbare regionale Bildunschirfen.

Auf konventionellem Wege konnen diese Ein-
schrankungen der ridumlichen Darstellbarkeit
uberwunden werden, wenn anstelle eines Fotos
ein Videofilm gedreht wird. Hier kann der Be-
trachter das Spiel des Mikroskopikers mit der
Mikrometerschraube visuell nachvollziehen.
Filmdokumente haben allerdings den prinzi-
piellen Nachteil, dass die Bildauflésung deut-
lich niedriger als die erreichbare Auflésung her-
kémmlicher Fotos liegt; dies gilt gleichermaflen
fir den analogen wie fiir den digitalen Bereich.
Alternativ besteht die Moglichkeit, von einem
dreidimensionalen Objekt ein konventionelles
Foto unter Verwendung eines moglichst gering
vergrofsernden Objektivs zu erstellen, um in ei-
nem separaten Schritt eine Ausschnittsvergro-

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008
www.elsevier.de/mikrokosmos

Berung anzufertigen. Je nach Objektbeschaf-
fenheit kénnen solche Ausschnittsvergrofserun-
gen unter Aspekten der Tiefenschirfe zu besse-
ren Gesamtresultaten fithren, als wenn mit
starker vergrolernden Objektiven bei geringe-
rer Tiefenscharfe konventionell fotografiert
wird. Diese Methode der optischen Tiefen-
schirfeverbesserung ist mit grundsitzlichen
Nachteilen behaftet. Der Zugewinn an Tiefen-
schirfe vollzieht sich auf Kosten der Bildaufls-
sung, da das Auflosungsvermogen eines Objek-
tivs mit abnehmender Vergroflerung sinkt. Zu-
satzlich st6fit die Methode umso eher an ihre
Grenzen, je grofier die rdaumliche (vertikale)
Ausdehnung des Objeketes ist.

Die beschriebenen methodischen Limitierungen
einer dreidimensionalen Fotodokumentation
konnen mit Hilfe spezieller Bildbearbeitungs-

Tabelle 1: ObjektivvergroBerung und Tiefenschérfe
(nach Hart, 2003).

Obijekfiv- Numerische Tiefenscharfe
Vergréfierung Apertur {pm)
4x 0,10 55,5
10x 0,25 8,5
20x 0,40 5,8
40x 0,65 1,0
80x 0,85 0,4
100x 0,95 0,19
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software iiberwunden werden. Unldngst wurde
ein instruktiver Erfahrungsbericht Gber diese
Thematik publiziert (Giinther, 2006).

In Ergidnzung hierzu soll im vorliegenden Bei-
trag auf weitere spezielle Anwendungsaspekte
der zur Verfiigung stehenden Software und
einige erginzend einsetzbare Techniken einge-
gangen werden, welche die Qualitit der erhalt-
lichen Resultate zusitzlich steigern kénnen.

Material und Methode

Eingesetzt wurden die beiden bereits von Gunt-
her (2006) beschriebenen Programme

Combine Z 5 (Hedley, 2006) und Helicon Fo-
cus (Danylo, 2006); zusitzlich getestet wurde
die astrofotografische Software Registax (Ber-
revoets, 2006). Bearbeitet wurde Bildmaterial
im gesamten lichtmikroskopischen Vergrofse-
rungsbereich unter Verwendung von Stereo-
und Lichtmikroskopen bei verschiedenen Be-
leuchtungsarten (Hellfeld, Dunkelfeld, Phasen-
kontrast, Polarisation, Interferenzkontrast,
Auflicht).

Zunachst wurde die Leistungsfahigkeit der er-
wihnten Programme unter Aspekten der Er-
gebnisqualitdt und Verarbeitungsgeschwindig-
keit vergleichend untersucht. Dariiber hinaus
wurden einige erweiterte Techniken zur zusitz-
lichen Qualitdtsverbesserung evaluiert, welche
in diesem Beitrag vorgestellt werden sollen
(Double-Stacking, Bildiiberlagerungen bei vari-
abler Farbtemperatur, submikroskopische De-
tailvergrofferungen im  monochromatischen

Licht).

Ergebnisse

Die getesteten Programme basieren iiberein-
stimmend auf dem Prinzip, dass mehrere Einzel-
aufnahmen einer Serie unterschiedlich fokus-
sierter Einzelbilder so zu einem Gesamtbild
iiberlagert werden, dass von jedem Einzelbild
nur scharf abgebildete Anteile verwertet wer-
den. Diese Uberlagerungstechnik kann im ge-
samten lichtmikroskopischen Vergrofferungs-
bereich und bei allen getesteten Beleuchtungs-
arten mit Erfolg eingesetzt werden. Da die ver-
schiedenen Programme mit unterschiedlichen
Algorithmen arbeiten, kénnen die erhiltlichen
Ergebnisse im direkten Vergleich programm-
abhingig variieren.

Combine Z 5

Combine Z 5 fithrt als Freeware bei nahezu
allen Applikationen zu ausgezeichneten Ergeb-
nissen; die Abbildungen 1-6 wurden mit dieser
Software erstellt. Die Bildserie, welche als Scan
des jeweiligen Objekts zu dessen 3D-Rekon-
struktion verwendet werden soll, ist zunachst
zu laden. Anschliefend kann die automatisiert
ablaufende Bildiiberlagerung gestartet werden.
Der Fortgang des Verarbeitungsprozesses wird
in einem Textfeld angezeigt. Das resultierende
optimierte Summationsbild ist abschliefSend als
separate Bilddatei zu speichern.

Sofern die Grofle der Einzelbilder etwa drei
Megapixel nicht aberschreitet, werden die
Einzelbilder und das fertige Summationsbild
jeweils im Vollbildmodus prasentiert.
Uberschreitet die Grofle der Einzelbilder drei
Megapixel, lasst sich das Programm weiterhin
einsetzen; allerdings werden die Einzelbilder
und das resultierende Rekonstruktionsbild in
diesem Fall nicht mehr visuell angezeigt. Das
Programm informiert nur noch textbasiert tiber
den Bearbeitungsfortgang. Das fertige Summa-
tionsbild kann daher erst nach seiner Speiche-
rung mittels anderweitiger Software geoffnet
und betrachtet werden.

Combine Z § bietet im Unterschied zu den sons-
tigen getesteten Programmen mehrere alterna-
tiv verwendbare Makros zur automatisierten
Bearbeitung. In der Routine fithrt das Stan-
dard-Makro ,,Do Stack® meist zu sehr gut ver-
wertbaren Ergebnissen. Bei diesem Makro wer-
den Farbgebung und Helligkeit der Einzelbilder
gewichtet, die Zentrierung der Einzelaufnah-
men optimiert und Artefakte eliminiert.

Der alternativ mogliche Befehl ,,Do Average
and Filter® verwendet eine modifizierte Filter-
methode hinsichtlich Artefakten. Hierdurch
konnen gegebenenfalls noch schirfere und
kontrastreichere Resultate entstehen, welche
dem Ergebnis des Standard-Makros bisweilen
sichtbar tberlegen sind.

Das Makro ,,Stack Only“ verzichtet auf Zen-
trierungskontrolle und weitergehende Modi-
fikationen der Einzelbilder. Daher muss die je-
weilige Bildsequenz exakt vorzentriert sein.
Das resultierende Summationsbild ist meist we-
niger kontrastreich und von weicherer Kontur.
Diese Variante der Uberlagerung kann vorteil-
haft sein, wenn das rekonstruierte Bild mit
anderweitiger Bildbearbeitungssoftware nach-
bearbeitet werden soll.
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Fiir die Speicherung des resultierenden Summa-
tionsbildes stehen zwei alternative Befehle zur
Verfigung, ,,Safe Frame/Picture As“ und ,,Safe
Rectangle As“ Wenn vor der Speicherung die
Taste A gedrickt wird, werden randstindige
Artefakt-Sdume, welche bei der Bilduberlage-
rung entstehen, beschnitten. Alternativ kann
manuell mittels Mauszeiger ein beliebiger Bild-
ausschnitt zur Speicherung festgelegt werden.
Der jeweils gewdhlte Ausschnitt kann als ,,Rec-
tangle“ abgespeichert werden. Als ,,Frame be-
ziehungsweise ,,Picture® wird hingegen grund-
sitzlich das zugehorige Vollbild einschlieflich
eventueller Randsaume gespeichert. Die gleich-
zeitige Verwendung beider Speicherbefehle
kann zur Schirfeoptimierung mittels ,,Double-
Stacking“ eingesetzt werden (siehe unten).

Helicon Focus

Die Arbeitsweise dieser Software entspricht
prinzipiell Combine Z 5. Im Unterschied zu
Combine Z 5 werden die Einzelaufnahmen der
jeweiligen Bildsequenz jedoch als Miniaturbil-
der zur Auswahl angezeigt; weiterhin werden
Einzelbilder, aktuelle Bearbeitungsphasen und
fertige Resultate kontinuierlich visuell prisen-
tiert, und zwar unabhingig von der GrofSe be-
ziehungsweise Megapixelzahl der Einzelbilder
(Testungen bis zu 8 Megapixeln).

Zur automatisierten Bildrekonstruktion bietet
Helicon Focus nur einen Standardbefehl
(»Start“). Das Ergebnis, welches unter Beibe-
haltung der werksseitigen Voreinstellungen er-
hiltlich ist, entspricht demjenigen des Makros
,»Do Stack® bei Combine Z 5. Die Abbildungen
7-8 veranschaulichen die Leistungsfihigkeit
dieser Software bei monochromatischer Be-
leuchtung. Auf die deutlich schnellere Bear-
beitungsgeschwindigkeit dieser Software und
einige weitere anwendungsbezogene Vorteile,
vor allem die intuitive Bedienbarkeit wurde
bereits von Gunther (2006) hingewiesen.

Registax

Dieses Freeware-Programm bietet neben einer
automatisierten Uberlagerung serieller Einzel-
bilder sehr weitreichende Bearbeitungsoptio-
nen, steht allerdings hinsichtlich der erreichba-
ren Endergebnisse nach eigener Erfahrung im
mikroskopischen Anwendungsbereich hinter
Combine Z 5 und Helicon Focus zuriick. Insge-
samt erscheinen die Strukturen bei dieser Soft-
ware weniger exakt rekonstruiert und durchge-
zeichnet. Dariiber hinaus ergibt sich die Ein-

schriankung, dass die Software nur Einzelbilder
bis zu einer ungefihren Grofle von 2 Mega-
pixeln verarbeiten kann. Bei groferer Daten-
dichte reagiert die Software nach ihrem Starten
nicht. Andererseits bietet diese Software die
Option, neben Standbildern auch AVI-Video-
sequenzen einzulesen und deren Einzelbilder zu
einem Summationsbild zu iiberlagern.

Komponenten der Quadlitdtsverbesserung

Werden die erwihnten Programme (Combine Z5
und/oder Helicon Focus) eingesetzt, tragen ver-
schiedene Komponenten zur qualitativen Verbes-
serung des resultierenden Summationsbildes bei.
Evident ist die fundamentale Steigerung der Tie-
fenschirfe, welche bereits in dem erschienenen
Beitrag von Giinther (2006) ausfiihrlich be-
schrieben wurde. Zusdtzlich konnen Artefakte
eliminiert oder verringert werden, wenn die Soft-
ware diese bei der Bildrekonstruktion heraus-
rechnet. Dies gilt beispielsweise fiir mogliche
Rauschartefakte und Uberstrahlungseffekte bei
Dunkelfeldbeleuchtung. Bei Objekten mit sehr
hohen Helligkeitskontrasten kénnen ausgewoge-
ner belichtete Bilder mit verringerten iiber- oder
unterbelichteten Anteilen realisiert werden,
wenn eine Belichtungsreihe erstellt wird und die
unterschiedlich belichteten Einzelaufnahmen an-
schlieffend tiberlagert werden.

Speziell bei hohen Vergrofierungen konnen
Konturschiarfe und Auflosung substanziell ver-
bessert werden, wenn interessierende Details
bei minimal variierender Fokussierung mehr-
mals fotografiert und die zugehorigen Einzel-
bilder anschliefSend iiberlagert werden. In die-
sem Fall kénnen verbliebene punktuelle Rest-
unschirfen seitens Software herausgerechnet
werden. Auch physiologisch und technisch be-
dingte Einschrankungen der Fokussiergenauig-
keit (Akkomodationsschwankungen des Auges,
Restfehler bei der Justierung eines Fehlsichtig-
keitsausgleiches, eingeschrinkte Schirfe eines
Monitors oder Kameradisplays etc.) konnen
durch wiederholtes Fokussieren und Foto-
grafieren mit anschlieBender Bildiiberlagerung
reduziert oder ausgeschaltet werden.

Die Vergréflerungsfahigkeit digitaler Aufnahmen
wird grundsitzlich verbessert, da die Daten-
dichte resultierender Summationsbilder auf
Grund gesteigerter Bildinformation in der Regel
héher liegt als bei den Einzelaufnahmen der zu-
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gehorigen Bildsequenz. Je nach Informations-
dichte des Objektes kann der Datenumfang des
rekonstruierten Bildes auf das Zwei- bis Vier-
fache anwachsen.

Software-abhéngige Einschrénkungen

Von anderen Autoren wurde diskutiert, dass
ein Mikroskop einer Stereolupe vorgezogen
werden sollte, da bei Stereolupen wihrend der
Erstellung einer Bildserie ein Bildversatz mog-
lich ist, den nicht alle Programme korrigieren
konnen (Giinther, 2006). Im Hinblick auf Heli-
con Focus kann dies auch nach eigener Erfah-
rung bestitigt werden. Combine Z S hingegen
ist nach Mafgabe eigener Testungen sehr gut in
der Lage, vorhandene Bildverschiebungen
innerhalb einer Serie exakt zu korrigieren, so
dass einwandfreie Rekonstruktionen moglich
bleiben (Abb. 1 und 2).

Weitere Einschrinkungen konnen sich pro-
grammabhingig bei Verwendung von mono-
chromatischem Licht ergeben. In diesem Fall
kann Combine Z 5 mit der Konturerkennung
tberfordert sein, so dass die Bildtuiberlagerung
programmseitig vorzeitig unter Fehlermeldun-
gen abgebrochen wird. Helicon Focus konnte
hingegen alle getesteten monochromatischen
Bilder ohne Probleme mit sehr guten Resulta-
ten verarbeiten (Abb. 7 und 8).

Bearbeitungsgeschwindigkeit

Auf programmabhingige Unterschiede der je-
weiligen Verarbeitungszeiten wurde bereits von

Giinther (2006) hingewiesen. Werden Bildse-
quenzen mit verschiedenen Rechnern unter
Einsatz unterschiedlicher Programme und Ver-
wendung unterschiedlicher Makros verglei-
chend verarbeitet, konnen mehrere mathemati-
sche GesetzmafSigkeiten abgeleitet werden:
Wenn die Grofse der Einzelbilder verdoppelt
wird, verlingert sich die Verarbeitungszeit etwa
auf das 2,0- bis 2,5fache.

Die Bearbeitungszeit verhilt sich proportional
zur Anzahl der zu verarbeitenden Einzelbilder.
Abbildung 9 zeigt beispielhaft Messergebnisse
fiir Helicon Focus und zwei Makros von Com-
bine Z 5, jeweils bezogen auf Einzelbilder
unterschiedlicher Grofle (2027 x 1520 und
3072 x 2304 dpi). Es ist ersichtlich, dass die
ungefihre Bearbeitungszeit fiir eine Bildserie
abgeschitzt werden kann, wenn die Anzahl der
zu verarbeitenden Einzelbilder je nach Soft-
ware, Makro und Bildgrofse mit dem 3- bis 20-
fachen multipliziert wird.

Die Vergleichsmessungen wurden mit zwei
unterschiedlichen Computern durchgefiihrt.
Zur Verfiigung stand ein PC mit Pentium III-
1333-Prozessor und Windows 98 SE, ein weite-
rer mit Pentium IV-1994-Prozessor und Win-
dows XP; beide Rechner waren mit 512 MB
RAM bestiickt. Die erhiltlichen Messwerte wa-
ren fiir die getesteten Applikationen bei beiden
Rechnern identisch.

Erweiterte Techniken

Die Qualitdt der erhiltlichen 3D-Rekonstruk-
tionen kann auf verschiedene Weise weiterge-
hend verbessert werden.

Abb. 1: Seestern-Arm, Lénge
ca. 25 mm, Stereomikroskop,
Auflicht, Objektiv 1x, Okular
10x, 3D-Rekonstruktion aus
acht Einzelbildern, Double-
Stacking-Technik.
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Abb. 2: Seestern aus Abbildung 1, Detailansicht, Stereomikroskop, Auflicht, Objektiv 4x, Okular 10x,
3D-Rekonstruktion aus sechs Einzelbildern, Double-Stacking-Technik.

Doppelte Bildiiberlagerung (,,Double stacking”)

Wenn Objekte mit besonders hoher Tiefen-
ausdehnung zu fotografieren sind, kann das
Rekonstruktionsergebnis gegebenenfalls Rest-
unschirfen enthalten, auch wenn das Objekt
liickenlos in zahlreichen Einzelbildern gescannt
wurde. In diesem Fall kann die resultierende
Bildschirfe weitergehend verbessert werden,
wenn bei identischer Ansicht zwei separate Re-
konstruktionen aus zwei separat erstellten Bild-
sequenzen durchgefihrt werden. In einem
zweiten Schritt konnen die beiden resultieren-
den Summationsbilder erneut iiberlagert wer-
den. Das hieraus entstehende Rekonstruktions-
bild zeigt meist eine nochmals sichtbar verbes-
serte Schirfe (Abb. 1).

Bei Verwendung von Combine Z 5 kann das
Rekonstruktionsbild einer Serie zweifach abge-
speichert werden, und zwar als ,,Frame/Picture
und als ,,Rectangle®. Da diese beiden Speicher-
optionen offenbar mit unterschiedlichen Algo-
rithmen arbeiten, konnen die Schirfeebenen bei
»Frame® und ,,Rectangle® leicht differieren. In
solchen Fillen kann die Schirfe im Endergebnis
ebenfalls sichtbar verbessert werden, wenn
»Frame“ und ,Rectangle in einem zweiten
Schritt nochmals zu einem Summationsbild
tiberlagert werden (Abb. 2).

Bildiiberlagerungen bei variabler Farbtemperatur

Bei bestimmten Objekten, zum Beispiel unge-
farbten vitalen Zellen im Phasenkontrast, kon-
nen zusitzliche Farbkontraste zur Bildverbesse-
rung beitragen, wenn von einem Objekt zwei

Rekonstruktionsbilder bei unterschiedlicher
Farbtemperatur erstellt werden, welche ihrer-
seits erneut uberlagert werden, wie vorausge-
hend unter ,Double stacking® beschrieben.
Zwei separate Bildsequenzen eines Objektes
konnen beispielsweise bei Glithlampenlicht und
Blitzlichtbeleuchtung angefertigt werden. Diese
Sequenzen und ihre Summationsbilder unter-
scheiden sich wesentlich in Farbtemperatur und
Farbcharakteristik.

Werden die Summationsbilder beider Serien ih-
rerseits erneut tberlagert, bewirken die Koinzi-
denzen von rot-gelbem Glihlampenlicht und
blau-violettem Blitzlicht zusitzliche farbliche
Kontrastierungseffekte, welche einer Solarisa-
tion dhneln. Auf diese Weise konnen feine
Strukturen im submikroskopischen Grenzbe-
reich, Dbeispielsweise Membrantexturen des
Zellrandes oder intrazellulire Granulationen,
deutlicher dargestellt werden (Abb. 6).

Bildiiberlagerungen in monochromatischem Licht

Wenn auf mehrfarbige Darstellungen verzichtet
werden kann, gewihrleistet monochromati-
sches Griinlicht (Wellenlinge ca. 540 nm) aus
technisch-physikalischen - Griinden eine opti-
mierte Bildschirfe. Potenzielle Restunschirfen
auf Grund chromatischer Aberrationen im Be-
reich der Mikroskop- und Kameraoptik wer-
den bei monochromatischer Beleuchtung voll-
standig eliminiert. Zusatzlich ergibt sich bei Di-
gitalkameras im monochromatischen Grinlicht
eine optimierte Auflosung und Konturschirfe,
da die Pixel handelsiiblicher Farbchips mehr-
heitlich auf Griinlicht ansprechen (50% Griin-



Abb. 3: Kopf einer Miicke, Detailansicht, Dunkelfeld, Objektiv 10x, Vario-Okular 10x, 3D-Rekonstruk-
tion aus sieben Einzelbildern. - Abb. 4: Grillenmagen, Polarisation mit Lambda-Kompensatoren,
Objektiv 16 x, Vario-Okular 8 x, 3D-Rekonstruktion aus 17 Einzelbildern.

Abb. 5: Plattenepithelzelle der Mundschleimhaut, Vitalpréparat, ungeférbt, Phasenkontrast, Objektiv
100x, Vario-Okular 12,5 x, 3D-Rekonstruktion aus 11 Einzelbildern.
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Abb. é: Plattenepithelzelle aus Abbildung 5, Farbkontrastierung durch Uberlagerung zweier Kunst-
und Blitzlicht-Serien. — Abb. 7: Plattenepithelzelle aus Abbildung 5, Bildiberlagerungen im mono-
chromatischen Griinlicht (Wellenlénge: 540 nm). — Abb. 8: Detail aus Abbildung 7 (siehe Rechteck),
Membrantexturen des oberen Zellrandes. Schichtdicke der schwarz kontrastierten Grenzlinie

ca. 40 nm.

licht, je 25% Rot- und Blaulicht). Auch die Dis-
kriminierungsfihigkeit des menschlichen Auges
ist im Griinbereich maximiert. Weitere Einzel-
heiten zu diesen GesetzmifSigkeiten sind ander-
weitig publiziert (Altmann, 2003). Wenn von
einem Objekt eine Bildsequenz in monochro-
matischem Griinlicht erstellt wird, kann das
resultierende Summationsbild bei Vergleichs-
ziehung zu konventioneller WeifSlichtbeleuch-
tung von uberlegener Qualitdt sein, so dass
auch feine Strukturen im Grenzbereich der
lichtmikroskopischen Darstellbarkeit sichtbar
werden (Abb. 7 und 8).

Der Kontrastumfang kann bei streng mono-
chromatischer Beleuchtung im Vergleich zu
Weifslicht herabgesetzt sein. Wahrscheinlich
auf Grund dieser Gegebenheiten kann die Soft-
ware Combine Z 5 monochromatische Bilder
nach eigener Erfahrung nicht verarbeiten. Fiir
monochromatische Bildrekonstruktionen muss
daher auf andere Programme, wie Helicon Fo-
cus, zuriickgegriffen werden. Die scharfeopti-
mierten monochromatischen = Summations-
bilder konnen mittels konventioneller Bild-
bearbeitungssoftware nach ihrer Fertigstellung
im Kontrast nachtraglich gesteigert werden,
vorzugsweise durch Verianderung der Grada-
tionskurve beziehungsweise des Gradations-
histogramms.

Diskussion

Mehrere aktuelle Computer-Programme ermog-
lichen eine rechnergestiitzte substanzielle Steige-

rung der Tiefenschirfe mikroskopischer Bilder.
Die sonst in der Lichtmikroskopie tiblichen Li-
mitierungen der Fotodokumentation dreidimen-
sionaler Objekte konnen auf diese Weise tiber-
wunden werden. Die erhiltlichen Ergebnisse
sind bei entsprechenden Objekten mit raster-
elektronenmikroskopischen  Aufnahmen ver-
gleichbar, wie bereits von anderen Autoren ein-
drucksvoll gezeigt wurde (z.B. Gunther, 2006).
Als Vorteil kann herausgestellt werden, dass
lichtmikroskopische Bildrekonstruktionen im
Unterschied zur Raster-Elektronenmikroskopie
eine Objektdarstellung in natiirlicher Farbe er-
moglichen.

Unabhingig von dieser fundamentalen Erho-
hung der Tiefenschirfe konnen mit Hilfe der
rechnergestiitzten  Bilduberlagerung weitere
wesentliche qualitative Verbesserungen erreicht
werden:

o Artefakte konnen verringert oder vollstindig
eliminiert werden.

e Helligkeitsgegensitze kénnen durch Uberlage-
rung von Belichtungsmessreihen ausgeglichen
werden.

e Visuelle Fokussierungenauigkeiten konnen
durch Uberlagerung mehrerer separat fokus-
sierter Aufnahmen kompensiert werden.

e Strukturen im Grenzbereich der lichtmikros-
kopischen Darstellbarkeit koénnen durch
Uberlagerung mehrerer Einzelaufnahmen
deutlicher hervorgehoben werden.

Die beschriebenen erweiterten beziehungsweise
erganzend einsetzbaren Techniken (Double
stacking, Verwendung von Lichtquellen unter-
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Abb. 9: Anzahl der Einzelbilder (N) und Bearbei-
tungszeit in Sekunden (i), Helicon Focus (Graph a
und b}, Combine Z 5 (Graph 1-4). Identische Kur-
venverldufe fir P lll-Prozessor, 1333 MHz, Win-
dows 98 SE und P IV-Prozessor, 1994 MHz, Win-
dows XP.

schiedlicher Farbtemperatur, Bildrekonstruktio-
nen im monochromatischen Licht) kénnen zu-
sdtzlich zur Verbesserung der Bildinformation
beitragen. Die Programme Combine Z § und
Helicon Focus fiithren bei den meisten Routine-
applikationen zu vergleichbaren Ergebnissen. In
der Lupen- bzw. Stereomikroskopie sollte Com-
bine Z 5 bevorzugt werden, da diese Software
eventuelle Zentrierabweichungen der Einzelbil-
der infolge Bildversatz gut kompensiert. Fiir Ar-
beiten im monochromatischen Licht ist Helicon
Focus pradestiniert, da Combine Z § mit der
Konturerkennung monochromatischer Bilder
nach eigenen Testungen iiberfordert ist.

Software zur Uberlagerung astrofotografischer
Videobilder (z.B. Registax) ist fur mikroskopi-
sche Zwecke weniger empfehlenswert. Dies
decke sich mit der Erfahrung anderer Autoren,
welche alternative Astro-Software (Astrostack,
InnoStack) getestet haben (Hart, 2003). Ande-
rerseits konnte solche Software fiir Mikrosko-
piker von Interesse sein, welche auch von unbe-
wegten Objekten digitale Videofilme drehen
und aus den Einzelbildern ihrer Video-Sequen-
zen schirfeoptimierte und artefaktbereinigte
Standbilder rekonstruieren méchten. Getestet
wurde die jeweilige Software anhand digitaler
Mikrofotos. Wenn analoges Bildmaterial quali-
tativ hochwertig digitalisiert wird, kann auch

Graph a: Einzelbilder 2048 x 1536, durchschnitt-
liche BildgroBe: 2,2 MB, Standard-
Presets, approximative Funktion: t =3 N
Graph b: Einzelbilder 3072 x 2304, durchschnitt-
liche BildgroBe: 3,9 MB, Standard-
Presets, approximative Funktion: t =7 N
Graph 1: Einzelbilder 2048 x 1536, durchschnitt-
liche BildgroBe: 2,2 MB,
Macro , Do Stack”,
approximative Funktion: t = 4,5 N + 40
Graph 2: Einzelbilder 2048 x 1536, durchschnitt-
liche BildgréBe: 2,2 MB,
Macro ,,Do Average and Filter”,
approximative Funktion: t=7 N
Graph 3: Einzelbilder 3072 x 2304, durchschnitt-
liche BildgroBe: 3,9 MB,
Macro , Do Stack”,
approximative Funktion: t = 8 N + 90
Graph 4: Einzelbilder 3072 x 2304, durchschnitt-
liche BildgroBe: 3,9 MB,
Macro ,Do Average and Filter”,
approximative Funktion: t = 20 N

dieses bei Bedarf in gleicher Weise Software-ge-
stiitzt optimiert werden,

Da die herstellerseitigen Voreinstellungen sehr
ausgewogen sind, kann die jeweilige Software
ohne benutzerseitige Konfigurationsinderun-
gen bei einfacher Handhabung mit iiberschau-
barem Arbeitsaufwand eingesetzt werden. Die
Bearbeitungszeit fir iibliche Bildserienlingen
liegt im Bereich weniger Minuten. Daher er-
scheint die erhiltliche Software auch gut geeig-
net, zur Optimierung der Dokumentationsqua-
litit in mikroskopische Routineabldufe inte-
griert zu werden.

Attraktiv sind auch die Budget-schonenden Be-
zugsbedingungen der getesteten Software (Free-
ware oder Shareware zu fairen Lizensierungs-
preisen). Nach MafSgabe anderweitig publizier-
ter Testergebnisse stehen die erhiltlichen Resul-
tate unter Aspekten der Bildqualitiat den Ergeb-
nissen deutlich kostspieligerer professioneller
Bearbeitungssoftware nicht nach [z.B. Image
Pro und AnalySIS, getestet von Giinther (2006)
oder AutoMontage, getestet von Hart (2003)].

Zusammenfassend kann die beschriebene Soft-
ware daher jedem Mikroskopiker empfohlen
werden, der Mikrofotografie betreibt und we-
sentliche technisch-physikalisch bedingte Limi-
tierungen der konventionellen Fotodokumenta-
tion iiberwinden méchte.
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Der Verkieselung von Diatomeen-Schalen auf der Spur

Es gibt iiber 10.000 Diatomeen-Arten, die sich
alle in der Struktur ihrer Schalen unterscheiden.
Trotz der grofSen biologischen und 6kologischen
Bedeutung der Kieselalgen weiff man iiber die
biochemischen Prozesse bei der Schalenbildung
immer noch nicht viel. Die Verkieselung beginnt
mit dem aktiven Transport von geloster Kiesel-
sdure in die Zelle, gegen einen hohen Konzen-
trationsgradienten. Daran sind Diatomeen-spe-
zifische Transporter beteiligt. Deren Expression
und Aktivitit ist eng an den Zellzyklus gekop-
pelt. Die intrazellulire Konzentration von gelos-
ter Kieselsdure tbersteigt ihre Loslichkeit bei
Weitem. Es wird daher vermutet, dass sie Kom-
plexe mit organischen Molekiilen bildet. In ,,sili-
con deposition vesicles“, die miteinander fusio-
nieren und zusammen mit Cytoskelett-Struktu-
ren quasi als Gussformen dienen, wird dann
amorphe Kieselsdure ausgefallt. Dabei entsteht
die spezifische Schalenstruktur. Beteiligt sind
daran wohl self assembly- und Polymerisations-
Prozesse, aufferdem Phosphoproteine (Silaffine)
zusammen mit langkettigen Polyaminen. Diese
Daten wurden vor allem durch die Analyse von
Schalenproteinen gewonnen. In vitro konnte
man aber damit nur ganz einfache Nanosphiren
erzeugen.

Mock et al. (2008, kommentiert durch Brze-
zinski, 2008) haben einen ganz anderen Weg
eingeschlagen, um den Prozessen der Schalen-
verkieselung auf die Spur zu kommen. Sie haben
bei der marinen Diatomee Thalassiosira pseu-
donana die Expression des gesamten Genoms
untersucht und identifizierten dabei Transkripte
von mehr als 8.000 Genen, von denen 3.000
vorher noch nicht bekannt waren. Sie haben da-

bei nicht nur normal gewachsene Kulturen ana-
lysiert, sondern auch solche, die unter Kiesel-
saure-, Stickstoff- und Eisenmangel angezogen
wurden und bei erhchtem pH-Wert und bei nie-
driger Temperatur. Sie fanden dabei 75 Gene,
die nur durch Kieselsdure-Mangel aktiviert wur-
den, also an der Verkieselung beteiligt sind.
Teilweise handelt es sich dabei um Diatomeen-
spezifische Transmembran-Proteine. Unerwartet
war der Befund, dass 84 Gene sowohl durch
Kieselsaure-Mangel als auch durch Eisenmangel
induziert wurden. Es war schon lianger bekannt,
dass bei Eisen-Mangel-Zellen die Schalen mehr
Kieselsiaure enthalten als bei solchen, die in Voll-
medien angezogen wurden. Man nahm bisher
an, dass das eine Folge des durch den Mangel
verlingerten Zellzyklus ist. Die Befunde von
Mock et al. (2008) sprechen eher fir kompli-
ziertere Regulations- und/oder Kooperations-
prozesse.
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Der Ritt auf der Welle -

Totale Interne Reflexionsmikroskopie (TIRFM)

Annett Burzlaff

Fluoreszenzmikroskopie ist in biomedizinischen Labors eine weit verbreitete Mikro-
skopietechnik. Uber immunchemische oder gentechnologische Kopplungstechniken
lassen sich Fluoreszenzfarbstoffe ganz gezielt an bestimmte Zellorganellen (z.B. an

Vesikel =
Zelle) oder an das Zellskelett anlagern.

rden die so markierten Zellen mit
Licht einer bestimmten Wellenlange
(z.B. blaues Licht mit 488 nm) be-
strahlt, fluoreszieren die Farbstoffmolekiile in
grinem Licht. Ausschlieflich die markierte
Struktur (z.B. das Zellskelett oder Vesikel) ist
sichtbar. Die Totale Interne Reflexionsmikros-
kopie (TIRFM) ist spezialisiert auf die hoch
aufgeloste Darstellung der dufleren Zellmem-
bran und Strukturen, die in unmittelbarer
Interaktion mit der Zellmembran stehen.

Ideale Untersuchungsobjekte sind lebende
(oder auch fixierte) Zellen, in denen bestimmte
Organellen oder das Zellskelett mit Fluores-
zenzfarbstoffen markiert sind. Diese Zellen
kultiviert man in Petrischalen, deren Boden aus
einem Deckglas besteht. Die Zellen nutzen den
Glasboden als Substrat, wachsen auf ihm und
haben dadurch bedingt eine sehr enge Assozia-
tion zum Glasboden. Diese Petrischale wird auf
ein inverses Mikroskop gestellt, das heifst, das
Objektiv schaut von unten auf das Objeke. In
einem konventionellen Epifluoreszenzmikros-
kop tritt das Anregungslicht aus dem Objektiv
aus, durchquert das Deckglas und das Objekt.
Alle Strukturen, die im Kegel des Anregungs-
lichts liegen (gleichgiiltig in welcher Hohe der
Zelle) beginnen zu fluoreszieren. Im Bild tber-
lagert sich die scharfe Information der Fokus-
ebene mit der unscharfen Information aus Ebe-
nen oberhalb und unterhalb der Fokusebene.
Feine Details werden durch die unscharf abge-
bildete Information nebulos uberdeckt.

Im Gegensatz dazu basiert TIRFM auf reflek-
tiertem Licht. Um dies zu erreichen, justiert
man einen Laserstrahl so, dass er am aufSersten
Rand des Objektivs entlang lduft und in einem
bestimmten Winkel auf den Glasboden der Pe-
trischale trifft. Er durchquert das Deckglas und

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008

www.elsevier.de/mikrokosmos

kleine Membranhohlkugeln zum Transport von Proteinen innerhalb der

stofst auf die Grenzfliche Deckglas/Zelle. Die
Zelle beziehungsweise das wissrige Medium
hat einen niedrigeren Brechungsindex als das
Deckglas. Der Unterschied im Brechungsindex
bedingt, dass Licht, welches im so genannten
kritischen Winkel auf die Grenzflache eintrifft,
total reflektiert wird. Das Licht durchquert
also nicht die Grenzfliche und trifft auch nicht
auf die Zellen. Bei dieser Totalreflexion ent-
steht jedoch eine so genannte evaneszente
Welle. Diese tritt in die Zelle ein und regt den
Fluoreszenzfarbstoff in der Zelle an. Die Reich-
weite der evaneszenten Welle betriagt nur circa
100 Nanometer (abhingig von der verwende-
ten Wellenlinge und dem Einfallswinkel des
Laserstrahls). Als Folge davon werden aus-
schliefSlich Fluoreszenzfarbstoffmolekiile ange-
regt, die sich in unmittelbarer Nihe zur Deck-

Deckglas

Objektiv

Laserstrahl a b

Abb. 1a: Der Laserstrahl féllt senkrecht auf die
Grenzfldche Deckglas/Zelle ein. Er durchdringt
die Grenzfldche und durchquert die gesamte
Zelle. Abb. 1b: Der Laserstrahl ist so in die Peri-
pherie des Objektivs justiert, dass er in einem
Winkel grofer als der kritische Winkel auf die
Grenzfldche trifft. Der Strahl wird total reflektiert,
es enisteht die evaneszente Welle. Fiir die TIRF-
Mikroskopie sind nur solche Obijektive geeignet,
die eine numerische Apertur von mindestens 1,45
oder sogar 1,65 haben. Nur diese ermogllchen
in der Perlpherle des Obijektivs geniigend Spiel-
raum, um den Laser justieren zu kénnen.
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Abb. 2a: Das Anregungslicht im herkémmlichen Epifluoreszenzmikroskop fritt aus dem Objektiv aus,
durchquert das Deckglas und dringt in die Zelle ein. Alle Fluoreszenzmolekiile, die im Kegel des An-
regungslichts egal in welcher Hohe der Zelle liegen, fluoreszieren (weill dargestell). Bildinformationen
aus unterschiedlichen Ebenen iiberlagern sich. Abb. 2b: Licht, das in einem Winkel groBer als der so
genannte kritische Winkel auf die Grenzfliche Deckglas/Zelle stoBt, wird reflektiert und bildet eine
evaneszente Welle aus. Diese pflanzt sich etwa 100 nm in die Zelle hinein fort und verliert nach circa
100 nm derart an Intensitét, dass sie keine Farbstoffe zum Fluoreszieren mehr anregen kann. Folglich
werden nur die Farbstoffmolekiile angeregt, die in unmittelbarer Néhe zur Zellmembran liegen.

Abb. 3a: Zelle im herkdmmlichen Fluoreszenz-
mikroskop aufgenommen. Teile des Zellskeletts
(Aktin) sind mit dem griin fluoreszierenden Farb-
stoff FITC markiert. Die Aktinféden ziehen sich
wie Strange durch die Zelle, geben ihr wie ein
Gerist Stabilitat und stehen mit der Zellmembran
in Verbindung. Die Information des FITC-markier-
ten Aktins wird unspezifisch und unscharf von
Fluoreszenzlicht aus den Tiefen der Zelle iberla-
gert. Abb. 3b: Dieselbe Zelle wie a im TIRF-Mikro-
skop aufgenommen. Die evaneszente Welle
dringt nur wenige Nanometer tief in die Zelle ein
und regt ausschlieBlich die Aktin-Molekiile in
unmittelbarer Néhe der Membran an. Diese er-
scheinen scharf und differenziert. Stérende un-
scharfe und unspezifische Bildinformation ist aus-
geldscht (Fotos: Olympus Life and Material
Science Europa GmbH und M. Faretta, Europ.
Inst. Oncology, Dept. of Experimental Oncology,
Flow Cytometry and Imaging Core, Milan, ltaly).

glas/Zell-Grenzschicht und damit zur Zellmem-
bran befinden. Tiefer in der Zelle liegende
Strukturen werden von der evaneszenten Welle
nicht erreicht und fluoreszieren daher auch
nicht. TIRFM macht auf diese Weise ganz ge-
zielt Strukturen an der Membran lebender Zel-

len in hoher Auflsung sichtbar und verhindert

unscharfe, tiberlagernde Bildinformation aus
der Tiefe der Zelle.

Verfasserin: Dr. Annett Burzlaff, Sirona Dental Ser-
vice GmbH, Fabrikstr. 31, 64625 Bensheim
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Metamiktisierung und Korrosion -
Mikroskopische Kristallzerstérungen
bei akzessorischem Zirkon

Robert Sturm

Das akzessorische Mineral Zirkon verfiigt im Gegensatz zu den meisten anderen Mi-
neralphasen eines Intrusivgesteins iber eine erhohte Widerstandsfahigkeit gegen-
Uber GuBeren Einwirkungen physikalischer oder chemischer Natur. Diese Stabilitét
hat Zirkon in der Vergangenheit zu einem bevorzugten Studienobijekt fiir den Petro-
logen und Mineralogen werden lassen, da mit Hilfe des Minerals geochronologische
und petrogenetische Daten gewonnen werden kénnen. Zirkon darf jedoch nicht als
unbegrenzt stabil erachtet werden, sondern beginnt ab gewissen Druck-Temperatur-
Bedingungen ebenfalls verschiedenen, von aullen wirkenden Zerstorungsprozessen
zu unterliegen. Zudem kommt es im Inneren mancher Kristalle durch den radio-
aktiven Zerfall von Uran und Thorium zu einer sukzessiven strukturellen Umwand-
lung, der so genannten Metamiktisierung. Diese externen und internen Prozesse der

Zirkondestabilisierung sollen im Folgenden dargestellt werden.

W as Mineral Zirkon ist neben seinem all-
 gegenwirtigen Auftreten in Gesteinen
7 der Erdkruste vor allem durch seine
hohe physikalische Stabilitit gekennzeichnet,
welche einerseits durch seine iiberdurchschnitt-
liche Hirte (Stufe 7-8 auf der Mohs’schen Har-
teskala) und andererseits durch seine reduzierte
Spaltbarkeit hervorgerufen wird. Diese Stabi-
litit ist es auch, die Zirkonkristalle dazu befa-
higt, Zyklen von Verwitterung, Sedimenttrans-
port, Diagenese (Verinderung durch Druck
und Temperatur), Metamorphose und in man-
chen Fillen sogar Anatexis (partielle Auf-
schmelzung von Krustengesteinen) zu iiberste-
hen. Eine solche Abfolge von geologischen Er-
eignissen ldsst jedoch das Mineral nicht vollig
unbeschadet, sondern fiithrt vor allem an dessen
Oberflache zu zahlreichen Verianderungen, die
bis hin zu einer vollstindigen Uberprigung der
urspringlichen Morphologie fithren konnen
(Speer, 1980; Sturm, 1995).

Wenn man jene Vorginge niher betrachtet,
welche wihrend einer Dislokationsmeta-
morphose, also wihrend der gegenseitigen Ver-
schiebung zweier angrenzender Gesteinseinhei-
ten auf einzelne Mineralkomponenten des im
Zentrum der Deformation stehenden Gesteins
einwirken, so kann in den meisten Fillen eine
vollige Umwandlung der Hauptgesteinsminera-
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logie beobachtet werden. Dieser metamorphe
Verinderungsprozess wird durch eventuelle In-
filtration flissiger (fluider) Phasen noch zusétz-
lich unterstiitzt. Wie aber wirkt sich das ange-
sprochene Szenario auf einzelne Zirkonkristalle
aus? Wie die schematische Darstellung in Ab-
bildung 1a verdeutlicht, fithren entsprechende
Deformationskrifte in Kombination mit den
Fluidphasen einerseits zu einer Rissbildung an

fluide Deformation _
Phase — o "
S — -
Rundung\j
o Ri IS5e

Abb. 1: Schematische Darstellung externer und
interner Zerstérungsprozesse von akzessorischem
Zirkon. a Rissbildung und Korrosion durch Einwir-
kung von Deformationskréften und Fluidphasen
auf das Korn. b Veranderung der Kristallstruktur
durch Prozesse der Metamiktisierung.
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groferen Kristallen, andererseits zu korrosiven
Beschddigungen und Abrundungen. Korrosion
bedingt das Herausbrechen beziehungsweise
-l6sen von Kristallfragmenten aus einem Korn,
wobei die entstehenden Korrosionsgruben tief
in die Internstruktur von Zirkon einzudringen
vermogen. Im Falle der Loslichkeit einzelner
Zirkonkomponenten in der Fluidphase erfolgt
zumeist wieder eine rasche Auskristallisation,
die am angel6sten Korn selbst zu entsprechen-
den Anwachsungen fuhren kann.

Metamiktisierung

Einer dufleren, deformationsbedingten Zersto-
rung von Zirkonkristallen steht in manchen
Fillen ein innerer Umwandlungsprozess gegen-
iiber, der nachhaltige Folgen firr die Mineral-
phase mit sich bringt. Diese so genannte Meta-
miktisierung gilt generell als Resultat einer Be-
schadigung, welche im Zusammenhang mit
dem Zerfall der radioaktiven Elemente Uran
und Thorium steht (Abb. 1b). Beide Elemente
sind aufgrund ihrer physikalischen Ahnlichkeit
zum Element Zirkonium (Ladung, Atom-
radius) in der Lage, in messbaren Konzentra-
tionen in die Kristallstruktur aufgenommen zu
werden, wo schliefSlich ihr sukzessiver Zerfall
unter anderem zur Freisetzung von o-Partikeln
(Heliumkernen) fiithrt. Diese wiederum verur-
sachen durch ihre Kollision mit benachbarten
Atomen deren Verschiebung im Kristallgitter
und in weiterer Folge die zunehmende Bildung
von Leerstellen oder Vermehrung interstitieller
Atome (Speer, 1980). Am Ende des radioakti-
ven Bombardements steht eine nahezu amor-
phe Struktur, die sich in vielerlei physikalischer
Hinsicht vom Ursprungskristall unterscheidet.
So etwa kommt es mit zunehmendem Grad
der Metamiktisierung zu einer Steigerung des
Brechungsindex, der Kristallgitterdimensionen
und der Thermolumineszenz (Aufleuchten
beim Erwirmen), begleitet von einer Verringe-
rung der Dichte, der Hirte und der Warmeleit-
fahigkeit. In optischer Hinsicht ist zudem eine
deutliche Verdunklung metamikter Zirkonkris-
talle wahrzunehmen.

Im vorliegenden Beitrag soll eine Darstellung
jener oben beschriebenen externen und inter-
nen Verinderungen am Beispiel ausgewahlter
Zirkonkristalle gegeben werden, wobei je nach
zu untersuchendem Prozess unterschiedliche
elektronenmikroskopische Methoden zur An-

wendung gelangten, iiber welche bereits an
anderer Stelle berichtet wurde (Sturm, 2003,
2006).

Elektronenmikroskopie von Zirkonkristallen
mit unterschiedlichem Grad externer und
interner Verdnderung

Aufgrund ihrer von 50 bis etwa 300 pm rei-
chenden Grofle kann eine effiziente Oberfld-
chen- und Internanalyse von Zirkonkristallen
nur mit Hilfe der Elektronenmikroskopie ge-
wihrleistet werden. Lichtmikroskopische Ver-
fahren sind jedoch in unterstiitzender Funktion
zur Untersuchung mit hinzuzuziehen, da mit
ihrer Hilfe eine Vorauswahl geeigneter Kristalle
erfolgt und manche Priparationsschritte nur
unter Verwendung eines Stereomikroskops zu
realisieren sind.

Fur die Studie der metamorphosebedingten
Verinderung der Zirkonoberfliche wurden
ausgewdahlte Kristalle auf einem Glasobjekt-
trager (55 x 20 mm) mittels Epoxidharz fixiert.
Die entsprechend priparierte Probe wurde
hierauf mit Kohlenstoff bedampft und in einer
Elektronenstrahlmikrosonde des Typs JEOL
JXA-8600 am Institut fiir Geologie/Paldontolo-
gie der Universitit Salzburg untersucht. Um die
gewunschten Bilder der Kristalloberflichen
und ihrer Modifikationen zu erhalten, wurde
das Gerit im Sekundirelektronenmodus betrie-
ben, bei welchem die an einem Objekt durch
Ionisationseffekte erzeugten Sekundirelektro-
nen zur Detektion gelangen. Der Elektronen-
strahl der Mikrosonde wird in diesem Analyse-
modus in der Regel mit 15 kV beschleunigt.
Zur Analyse der Internstruktur einzelner Zir-
konkristalle und damit verbundenen Bewer-
tung des Metamiktisierungsgrades ist eine we-
sentlich aufwiandigere, aus zahlreichen Schrit-
ten bestehende Priparation notwendig (Sturm,
2005). Diese sieht vor, einzelne Kristalle ent-
weder parallel oder senkrecht zu ihrer kristal-
lographischen Hauptachse zu schneiden. Ziel
der Priparation ist es, moglichst perfekte
Schnittflichen zu erzeugen, was nur durch ge-
nau abgestimmte Schleif- und Polierprozesse
erreicht werden kann. Fiir die vorliegende Stu-
die wurden unabhingig voneinander Kristall-
langs- und -querschnitte erzeugt und die Aus-
breitungen metamikter Verdnderungen unter-
sucht. Die fotografische Dokumentation der
einzelnen Schnittpraparate erfolgte nach der
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Kohlenstoffbedampfung wiederum mit der
Elektronenstrahlmikrosonde, diesmal jedoch

“unter Betreibung des Gerites im Riickstreu-
elektronenmodus bei dem die von einem Ob-
jekt ruckgestreuten oder reflektierten Elektro-
nen mit Hilfe eines geeigneten Detektors aus-
gewertet und einer entsprechenden Bildverar-
beitung zugefiihrt werden (Abb. 2). Die Be-
schleunigungsspannung wird in diesem Modus
auf 20 kV erhoht. Der Strahlstrom erfihrt im
Vergleich zum Sekundirelektronenmodus so-
gar eine Erhohung auf mindestens das 10fache,
um eine moglichst hohe Dichte an riickgestreu-
ten Elektronen und damit eine bessere Auf-
l6sung feiner Kristallinternstrukturen zu ge-
wahrleisten.

Abb. 2: a Schematischer Auf-
bau der Elekironenstrahl-
mikrosonde und jener Kompo-
nenten, welche an der Bild-
erzeugung teilhaben. b Auf-
nahme eines Kristallléngs-
schnittes im Rickstrevelektro-
nenmodus. MaBstrich 50 pm.

Metamorphe Verénderungen
der Zirkonoberfldche

Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde,
kommt es bei Zirkonkristallen mit zunehmen-
dem Grad der Metamorphose zu einer sukzes-
siven Verdanderung der Oberflache. Diese wird
in erster Linie durch die Bildung von Abrun-
dungen, Rissen, Spriingen, Briichen, Korro-
sionsgruben und schliefSlich auch Anwachsun-
gen zum Ausdruck gebracht. Je nach Anteil an
fluider Phase, welche in der Deformationszone
enthalten ist, sind entweder stiarkere oder nur
abgeschwichte korrosive Verdanderungen und
Anwachsungen zu beobachten. In Abbildung 3
wird eine Kristallsequenz gezeigt, welche die

Abb. 3: Kristallsequenz zur
Verdeutlichung oberfléch-
licher Veréinderungen von
Zirkonkristallen, welche unter
zunehmendem Einfluss der
Gesteinsmetamorphose ste-
hen. a Unbeeinflusstes Korn.
b Kristall mit ersten deutlichen
Korrosionsspuren. c und d
Deutlich Gberpragte Korner,
welche ihre urspriingliche
Form vollsténdig verloren
haben. MaBstriche 50 pm.



Metamiktisierung und Korrosion — Mikroskopische Kristallzerstérungen

235

geschilderten Modifikationen zum Teil sehr gut
wiederzugeben vermag. Die Zirkonkristalle
stammen aus einer Scherzone mit zunehmen-
den Druck- und Temperaturbedingungen vom
Rand zum Zentrum. Kristall a von Abbildung
3 wurde aus dem undeformierten Ausgangsge-
stein gewonnen und weist demzufolge prak-
tisch keine oberflachlichen Veranderungen auf.
Die perfekt ausgebildeten Kristallfiachen (Idio-
morphie) des Korns erlauben seine eindeutige
morphologische Klassifikation und Verwen-
dung zur gesteinsbildenden (petrogenetischen)
Indikation. Bei den folgenden Zirkonkristallen
sind die Spuren zunehmender Einwirkung von
auflen leicht erkennbar, wobei Korn b noch
tiber relativ wenige oberflachliche Schaden ver-
fugt, Korn ¢ und d hingegen, welche aus dem
Scherzonenzentrum stammen, in ihrer externen
Morphologie vollstindig verdndert sind. Die
Kombination von oben erlduterten Prozessen
fuhrte zu einer externen Umgestaltung, welche

Abb. 4: Weitere Beispiele
der externen Verénderung
von Zirkonkristallen. Die
Sequenz beginnt wiederum
mit einem ungestdrten Kristall
(a) und endet mit stark Giber-
prégten Kornern (g, h).
MaBstriche 50 pm.

eine Ansprache einzelner Kristallflichen un-
moglich macht und deshalb den indikativen
Wert der Korner drastisch vermindert.

In Abbildung 4 ist eine weitere Reihe von Kris-
tallen mit zunehmender deformationsbedingter
Verdnderung der Oberflache dargestellt. Hier
sollen zusitzliche Merkmale wie etwa die Bil-
dung von Rissen und Spriingen (Korn b) oder
die Formation von Briichen (Korn d), welche
vor allem bei Kristallen mit hohem Verhiltnis
zwischen Linge und Breite zu beobachten ist,
gezeigt werden. Risse und Briiche entstehen vor
allem dann, wenn vermehrt Spannungskrifte
auf den Kristall einwirken, was hauptsichlich
bei dessen Vorliegen in der Gesteinsmatrix oder
als Einschlussphase in leicht deformierbaren
Schichtsilikaten der Fall ist. Derartige Phiano-
mene konnen jedoch auch bei der Gesteins-
aufbereitung und Zirkonseparation selbst auf-
treten, weshalb darauf zu achten ist, ob auf-
tretende Briiche ,frisch® sind oder tiber eine
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entsprechende korrosive Uberpragung verfii-
gen, welche bei Korn h besonders deutlich in
Erscheinung tritt.

Verédnderungen der Zirkoninternstruktur
durch Metamiktisierung

Als dhnlich spektakulir wie die durch Gesteins-
metamorphose erzeugten externen Verdnderun-
gen an Zirkonkristallen kénnen die Modifika-

tionen der Internstruktur infolge ausgedehnter
Metamiktisierung bewertet werden. Der zuneh-
mende Grad metamikter Umwandlung soll an-
hand der beiden in Abbildung 5 und 6 darge-
stellten Kristallschnittsequenzen demonstriert
werden. Diesmal wurden die Zirkonkristalle
von ein und demselben Gestein gewonnen,
unterscheiden sich jedoch in ihrem Gehalt an
den radioaktiven Elementen Uran und Thorium.
Aus der Serie von Kristalllingsschnitten (Abb.
5) kann eindeutig entnommen werden, dass die

Abb. 5: Sequenz von Kristall-
langsschnitten zur Demonstra-
tion der Verdnderung der
Internstruktur mit zunehmen-
dem Grad der Metamiktisie-
rung. Wahrend bei Kristall (a)
die innere Kristallstruktur noch
vollstandig erhalten ist, treten
bei Kristall (b) bereits erste
Spuren der Umwandlung auf.
Die Kristalle (c) und (d) weisen
bereits eine durch den Prozess
verursachte porése Struktur
auf. MaBstriche 50 pm.

Abb. 6: Kristallquerschnitte
zur Verdeutlichung des Pha-
nomens der Metamiktisie-
rung. a Kristall ohne Um-
wandlungsspuren. b Leichte
Spuren einer beginnenden
Metamiktisierung. c und d
Deutliche strukturelle Verén-
derungen im Kristallzentrum.
MaBstriche: 50 pm.
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Metamiktisierung ihren Ausgang im Kristallzen-
trum nimmt und sich von dort nach bestimmtem
Muster ausbreitet. Bei Korn b treten einzelne,
zufillig verteilte Umwandlungsbereiche auf, die
sich in Form heller Punkte duffern. Bei Korn ¢
und d hat die Metamiktisierung bereits ein fort-
geschrittenes Stadium erreicht, wobei sich die
dichte Kristallstruktur immer starker aufzulosen
beginnt und durch eine porése Struktur mit hel-
leren und dunkleren Zonen ersetzt wird. In die-
ser Phase ist das urspriingliche Kristallgitter vol-
lig zerstort und lediglich noch eine amorphe
Substanz vorhanden.

Ahnliche Phinomene der Umwandlung kénnen
bei den Querschnitten beobachtet werden
(Abb. 6). Auch hier werden erste Spuren der
Metamiktisierung durch rdumlich begrenzte,
helle Zonen zum Ausdruck gebracht (Abb. 6b),
deren Zahl sich im weiteren Verlauf kontinuier-
lich erhoht, bis schlieflich der gesamte Kern-
bereich hell aufleuchtet und uber typisches po-
roses Aussehen verfiigt (Abb. 6d). Den Quer-
schnitten kann als zusitzliche Information ent-
nommen werden, dass die Ausbreitung meta-
mikter Umwandlungen nicht nach allen Rich-
tungen in gleicher Weise erfolgt, sondern sich
im Wesentlichen dem Flichenverlauf anpasst.
Dieser Umstand ldsst sich auf die anisotrope
Struktur (mit verschiedene Eigenschaften in ver-
schiedenen Richtungen) von Zirkon mit ihrer
charakteristischen Abfolge von SiO,-Tetraedern
und ZrO;-Dodekaedern zuriickfiihren.

Resimee

Die vorliegende Arbeit zeigt auf durchaus spek-
takulire Weise, welchen Kriften Zirkonkris-

talle unter anderem in der Natur ausgesetzt
sind und wie sich diese Krifte auf die Kristall-
oberfliche und -struktur auswirken. Der Wir-
kung metamorpher Krifte wurden jene des ra-
dioaktiven Zerfalls gegentibergestellt, welche in
ihrer Zerstorungskraft diesen um nichts nach-
stehen. Fir die mikroskopische Darstellung der
in diesem Beitrag geschilderten Phinomene
sind mitunter sehr aufwindige Prdparations-
techniken anzuwenden, welche dem Bearbeiter
zudem ein hohes Maf§ an Erfahrung abverlan-
gen. Deshalb bleibt ein Eindringen in diese
mikroskopische Welt wohl nur dem besonders
ambitionierten und mit allerlei Gerat ausgestat-
teten Mikroskopiker vorbehalten. Es ist hier
jedoch darauf hinzuweisen, dass die beschrie-
benen Prozesse mit entsprechenden Einschrin-
kungen auch im Lichtmikroskop beobachtet
werden konnen.
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Die Bliite des Gilbweiderichs —
Oldepot und Nachtquartier

Hans Brogmus und Erich Lithje

Steht straff gefiihrte Blitenmorphologie und -6kologie geradewegs vom Kelchblatt
bis zum Fruchtknoten auf dem Programm? Oh nein: Viel héngt ganz allgemein und
zumal bei militdrischen Operationen vom gliicklichen Zufall ab, notierte bereits Gaius
Julius Caesar. Bei makro- und mikroskopischen Beobachtungen nicht weniger, wire
aus zeitgenossischer Erfahrung hinzuzufiigen. Und so fiihrt uns der Weg zum botani-
schen Ziel Lysimachia diesmal Gber zwei entomologische Zwischenstationen.

Is ich am 1. Juli 2007 abends noch ein-

mal durch unseren Garten ging, fiel mir

auf dem Blatt einer Zuckermaispflanze
ein braunes Insekt mit groflen, griinen Augen
auf. Trotz widriger Windverhiltnisse gelangen
einige Fotos der Biene — soviel war bereits im
Sucher zu erkennen — auf ihrer schwankenden
Unterlage. Kein leichtes Unterfangen bei
einer Tiefenscharfe von etwa 1,5 Millimetern
(Abb. 1)!

Ein Parasit macht schéne Augen

Zur Feststellung der Personalien nahm ich das
Exemplar voriibergehend in einem Glasrohr-
chen mit ins Haus. Unverwechselbare Kenn-
zeichen wiesen den fraglichen Hautflugler ein-
deutig als ein Minnchen der Schmuckbiene
Epeoloides coecutiens aus (Westrich, 1989;
Miiller et al., 1997). Danach wurde das Tier
unbeschidigt in die Freiheit entlassen. Mit
Interesse las ich sodann, was Jane van der Smis-
sen (2007) als ausgewiesene Kennerin der hie-
sigen Hautfliiglerfauna iiber die Schmuckbiene
schreibt: Die Gattung Epeoloides ist in
Deutschland mit nur einer Art vertreten. Die
Mdannchen ziblen zu den schonsten Bienen:
Kopf und Brust sind dicht strohgelb behaart.
Durch und durch goldgelb sind die Beine und
der Hinterleib. So ist das Tier im verdorrten
Gras gut getarnt und man bemerkt zuerst nur
seine Augen: Sie leuchten smaragdgriin. Hat
man erst begriffen, wer einen da bedugt hat, ist
es lingst fort — auf Nimmerwiedersehen. Denn

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008
www.elsevier.de/mikrokosmos

die Mdnnchen sind kurzlebig und die Art ist
sehr selten. Da hatte mir Caesars Fortuna also
einen entomologischen Sonntagsschuss be-
schert; vom Gilbweiderich indes war noch
keine Rede.

Die Wirtsart:
Stramme Schenkel, weiBe Strimpfe

Das inderte sich alsbald bei der weiteren
Durchsicht der Fachliteratur: Epeoloides coe-
cutiens ist eine Kuckucksbiene; sie schmarotzt
bei der Gattung Macropis. Deren deutscher
Name Schenkelbiene leitet sich von den auffal-
lend verdickten Hinterbeinen der Minnchen
her (Abb. 2). Noch augenfilliger sind die leuch-
tend hellen Sammelhaare an den Beinen der
Weibchen (Abb. 3). Schenkelbienen zeigen eine
bemerkenswerte Nahrungsbindung an die Gat-
tung Lysimachia, in deren Bliiten sie Ol sam-
meln. Wir nihern uns mithin der Titelzeile!
Eine Lysimachia-Art wichst als Zierpflanze in
unserem Garten (Driisiger Gilbweiderich, L.
punctata). Bisher hatte ich dieser Pflanze noch
keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt.
Nun fand ich noch am selben Abend drei Ma-
cropis-Miannchen und zwei Weibchen in ihren
sattgelben Bliten! Das schwindende Tageslicht
erlaubte es gerade noch, einige Belegfotos zu
blitzen.

Dull und Kutzelnigg (1992) merken in ihrem
bewidhrten botanisch-6kologischen  Exkur-
sionstaschenbuch zu Lysimachia vulgaris an:
Die Bestaubung erfolgt ausschlieflich durch
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Abb. 1: Ménnchen der parasitischen Schmuckbiene Epeoloides coecutiens. Zeiss-Tessovar, Original-
vergroBerung 2x. — Abb. 2: Zwei Ménnchen der Schenkelbiene Macropis europaea in ihrem Nacht-
quartier, einer Gilbweiderichbliite (Lysimachia punctata). Zeiss-Tessovar, OriginalvergroBerung 1,2x. -
Abb. 3: Weibchen der Schenkelbiene Macropis europaea in einer Lysimachia punctata-Bliste (Ruhe-
haltung). Ein Artmerkmal ist der , weiBe Kniestrumpf” der Hinterschienen. Zeiss-Tessovar, Original-
vergroBerung 1,5x. — Abb. 4: Spezidlisierte Haare fiir die Aufnahme von Bliitensl am Mittelbein einer
Schenkelbiene (M. fulvipes). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme aus Miller et al. (1997).

die Wildbiene Macropis vulvipes (Druckfehler
fir “fulvipes’). Bei meinem Fund im Driisigen
Gilbweiderich handelte es sich hingegen um
Macropis europaea (= M. labiata), denn im
Gegensatz zu M. fulvipes kontrastiert beim
Weibchen die schneeweifS gefdrbte Behaarung
der Hinterschienen auffdllig mit den tief-
schwarz bebhaarten Fersen (Miiller et al., 1997,
Abb. 3). Wie tanken diese weifSbestrumpften
Damen nun das Ol der Gilbweiderichbliiten?
Eine rasterelektronenmikroskopische — Auf-
nahme zeigt eine spezielle Beinbehaarung (Abb.
4). Mit diesen Saugpolstern tupfen die Weib-
chen das Ol auf, wobei es sich kapillar in den
stark verzweigten Haaren verteilt. Die Larven
erndhren sich von einem Gemisch aus Pollen
und Bliitenol, das geringe Beimengungen von

Nektar enthalten kann. Uberdies dient das Ly-
simachia-Ol zur Imprignierung der unterirdi-
schen Brutzellen (Miiller et al., 1997).

Die Bliite der Wirtspflanze

Als das einzige Beispiel der heimischen Flora
fiir eine Olblume ist Lysimachia vulgaris (Abb.
5) kaum weniger prominent als die Schenkel-
biene und ihr Parasit. Bemerkenswert ist auch
der Photodimorphismus ihrer Bliiten: Je nach
Belichtung am Standort zeigen die so genann-
ten Lichtbliten dunkelgelbe Kronblitter mit
roter Basis; Schattenbliiten sind heller und klei-
ner (Diill und Kutzelnigg, 1992). Die Filamente
der Staubblitter umgeben Fruchtknoten und
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Abb. 5 und 6: Gemeiner Gilb-
weiderich (Lysimachia vulga-
ris). = Abb. 5: Oberer Ab-
schnitt des Blitenstands. -
Abb. 6: Bliite von oben und
seitlich (man beachte die Ver-
wachsung der Staubféden).
Links: Griffel (Lange 5 mm),
rechts: oberer Abschnitt eines
Staubfadens (5-7 mm) mit

6 | Staubbeutel (1,5 mm).

Griffel sehr eng (Abb. 6). Auf der AufSenseite
dieser Filamentrohre sitzen Driisenhaare, wel-
che Lipide sezernieren (Hefl, 1983; Abb. 7).
Zudem sind auch die Kronblitter griesartig
dicht mit Driisen besetzt (Abb. 8). Jedoch fand
ich nur die Driisenhaare der verwachsenen
Staubfadenrohre als Nahrungsquelle erwihnt
(Hef3, 1983; Miiller et al., 1997). Das konnte
man doch niher untersuchen.

Mikroskopische Untersuchungen

Schon bei geringerer VergrofSerung treten die
Oldriisen als Besatz der Kron- und Staubblitter
unverkennbar hervor (Abb. 9). Im Hellfeld
sieht man bei stirkerer Vergroflerung un-
schwer, dass die zarten Gebilde aus einer etwa
kegelformigen Epidermiszelle, einer oder bis-
weilen zwei Stielzellen (Abb. 10) und dem
mehrzelligen Kopfchen bestehen. In einer As-
trablau-Safraninlosung firben sich die 6lhalti-
gen Kopfchen selektiv leuchtend rot. So werden
ihre Verteilung tber die Fliche sowie ihre
grofle Anzahl deutlich (Abb. 8). Unter dem
Deckglasdruck tritt bisweilen der Inhalt aus
den (gefirbten) Driisen aus. Diesen Olfilm, so
kann man sich leicht vorstellen, brauchen die
Schenkelbienen nur aufzutupfen. Die Farbung
ganzer Bliiten veranschaulicht weiterhin, wa-
rum vornehmlich die Bliitenmitte als Olquelle
zu gelten hat: Die safraningefirbten Oldriisen
sind auf den Kronblittern deutlich zum Zent-

Abb. 7: Verwachsungszone der Staubblétter des
Drisigen Gilbweiderichs (Lysimachia punctata)
mit dichtem Driisenhaarbesatz (Anférbung mit
Astrablau-Safranin). Auflichtaufnahme mit Leitz
4 x-Planachromat-Obijektiv und Leitz Periplan-
Okular 6,3x, Vergr. ca. 11fach.

rum hin und besonders an den Filamentrohren
konzentriert. Dort fand ich es auch ausgetreten
und fleckig tiber die Oberfliche der Rohre ver-
teilt (Abb. 7).

Wer Lysimachia-Bestinde auf Schenkelbienen
absucht, wird sicher auch ihre ,special guests®,
die Schmuckbienen, beim Bliitenbesuch finden.
Am Mikroskop bieten die Driisenhidrchen von
Lysimachia punctata am Rande eines Kronblat-
tes sowie ein mit Astrablau-Safraningemisch
gefdarbtes Staubblatt im Dunkelfeld reizvolle
Aspekte. Und warum nicht auch gleich den Pol-
len einmal niaher anschauen?
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Abb. 8 und 9: Gemeiner Gilb-
weiderich (Lysimachia vulga-
ris). = Abb. 8: Kronblatt
(Lange 10 mm, Breite 4,5 mm)
mit Drisenhaarbesatz. Im
Gegensatz zum Driisigen
Gilbweiderich (L. punctata) ist
der Kronblattrand nicht mit_
Drijsen besetzt. — Abb. 9: OI-
driisenhaare am oberen
Staubblatt und auf der Mitte
eines Kronblattes (von der
Seite); rechts ein vergroBerter
Ausschnitt. Im geéffneten
Staubbeutel (Lange 1,5 mm)
sind Pollen zu erkennen.

Zur Foto- und Zeichentechnik

Die Makroaufnahmen der Schmuck- und
Schenkelbiene wurden mit einem etwas unkon-
ventionellen Vorsatz an der Olympus-OM2n-
Kamera geschossen. Hier leistet mir schon
seit lingerem ein Zeiss-Tessovar-Korpus gute
Dienste (Liithje, 2006, 2007). Diese Zoomlupe
erlaubt per Knopfdrehung eine variable Verin-
derung des AbbildungsmafSstabes von 1,2x bis
5x. Bis zu 3x kann man bei giinstigen Umstén-
den im Geldnde ohne Stativ, aber moglichst an-
gelehnt oder aufgelegt fotografieren. Eine
Mikro-Einstellscheibe bietet auch bei Blenden-
werten zwischen 1:50 und 1:80 ein helles Su-
cherbild bei realer Tiefenscharfe. Die Schmuck-
und Schenkelbienen konnte ich bei 1,2- bis
zweifacher Vergroflerung aufnehmen. Zur Be-
stimmung der (lebenden!) Schmuckbiene be-
nutzte ich eine Olympus-SD30-Stereolupe.
Auflichtfotos mit bis zu sechzehnfacher Vergro-
Berung fertigte ich nach bewihrter Methode
mit 3x-, 4x- und 10x-Optik und Leitz Periplan
6,3x an einem alten Voigtlainder-Stativ an
(Luthje, 2005). Die mikroskopischen Hell- und
Dunkelfeldaufnahmen entstanden an einem
Olympus BH 2-Geridt. Zur Erzielung eines
Dunkelfeldes bevorzugte ich statt des eigent-
lichen Dunkelfeldkondensors die Variante
»Hellfeldkondensor mit eingelegter Zentral-
blende*, weil man hier mit dezentem Abblen-
den Helligkeit und Kontrast wunschgemif$ be-
einflussen kann.

ELe «a?"’

Abb. 10: Drusenhaure von Lysimachia punctata;
Stiel links zweizellig, rechts einzellig. Objektiv
60x O, Vergr. ca. 340fach.

Hans Brogmus iibernahm (wie schon in frithe-
ren Beitrdgen des MIKROKOSMOS) den
zeichnerischen Part. Er legte die Bliiten von
Lysimachia vulgaris unter ein Hertel & Reuss-
Schulmikroskop mit S5x-Optik (ohne Kon-
densor) und betrachtete sie mit Sx-Okularen
im Auflicht. Ergidnzend benutzte er eine ein-
fache Stereolupe mit 2x-Objektiv und §x-Oku-
laren, also zehnfacher Vergrolerung. Die
Zeichnungen entstanden auf glattem, festem
Papier (160 g) mit einem HB-Bleistift. Dieser
schmiert nicht und ist im Bedarfsfall gut zu ra-
dieren. Die Reinzeichnung erfolgt dann mit
den Rotring-Rapidographen 0,13 mm und
0,25 mm.
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Wichtiger als alle technischen Details bleibt
festzuhalten, dass uns die Zusammenarbeit viel
Freude bereitete!
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Fiscihll(rankh;ifeﬁ

Bei der ausgewiesenen Fachkom-
petenz der drei Autoren, zwei
Fachtierdrzten fur Fische und ei-
ner Biologin mit Schwerpunkt
Fisch- und Bienenkrankheiten, ist
es eigentlich keine Frage, dass die-
ses Werk gelungen ist. Als Nach-

Erklaren - Erkennen - Behandeln

Leogeld Stocker Verlag

system, Fischtransport, Anwen-
dung von Kalk und Wasserbelas-
tung. Die meisten Krankheits-
bilder und Parasiten (Einzeller,
Wiirmer, Krebse) werden nicht
nur durch kompakte Erlduterun-
gen beschrieben, sondern auch
durch farbige Fotos sehr guter
Qualitdr belegt. So kann eine Er-
krankung der Fische moglicher-
weise selbst erkannt werden. Es
wird aber von den Autoren aus-
driicklich  darauf hingewiesen,
dass Diagnose und Therapie aus-
schliefflich Tierarzten unterliegen
und bei der Durchfihrung von
Mafinahmen immer auf die gil-
tige Rechtslage zu achten ist.

schlagewerk fiir die wichtigsten
Begriffe der Fischpathologie soll
das ,ABC der Fischkrankheiten*
Tierdrzten, Biologen, Gewisserbe-
wirtschaftern, Fischziichtern und
allen Fischfreunden eine Ubersicht
iiber die Krankheiten der Siif3-

wasserfische geben. Alphabetisch
aufgebaut, informieren mehr als
900 Stichworte in knapper Form
iiber Parasiten und Krankheiten
sowie andere Fragen zu Fisch-
biologie und Gewissern wie z.B.
Immunsystem, Haut, Verdauungs-

Das ,,ABC der Fischkrankheiten*
ist ein nitzliches, ansprechend
aufgebautes Nachschlagewerk fiir
Fischliebhaber jeder Art (Koche

ausgenommen).

Renate Radek, Berlin
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Mikrofotografie im Wandel der Zeit -

Der TTL-gesteuerte digitale Mikroblitz

fir analoge und digitale Kameras

mit ausgelagerter Blitzréhre im Doppelkollektor

Hans Jirgen Steinkohl

Neue Blitztechniken und Beleuchtungen finden in der Mikroskopie immer mehr An-
wendung. So l6st die LED-Beleuchtung so nach und nach die bisher ibliche Halogen-
beleuchtung ab, und die digitalen Kameras erfordern neue Blitztechniken, die eine
~analoge TTL-Steverung” mit Reflektion iiber die Filmflache nicht mehr erméglichen,
so dass bei Verwendung der neuen digitalen Kameras iiber das Mikroskop auch die
Blitztechnik neue Wegen gehen muss. Im vorliegenden Bericht soll erstmals eine viel-
seitige Losung aufgezeigt werden, die sowohl ,analoges” wie , digitales” Blitzen mit
Kompakt- und SLR-Kameras (mit und ohne Objektiv) in hdchster Qualitét erméglicht.

Is ich vor nun 15 Jahren meinen ersten
analogen TTL-Mikroblitz fiir ein Mik-
roskop mit angesetztem Lampenhaus
verwirklichte (siehe MIKROKOSMOS 81,
1992), erfolgte dies durch die Auslagerung der
Blitzrohre aus einem Metz 45 CT3 Stabblitz
und Einbau in einen so genannten Doppelkol-
lektor, der zwischen Lampengehduse und
Mikroskop angebracht war. Mit dieser Anlage
konnte ich in all den Jahren mit der analogen
Spiegelreflex mit TTL-Steuerung hervor-
ragende Aufnahmen auf Velvia-Diafilmen mit
konstant guten Ergebnissen erzielen. Aus opti-
scher Sicht ist der hier verwendete Zeiss’sche
Doppelkollektor nach F. K. Moéllring die ein-
deutig beste Voraussetzung, um hochwertige
Mikrofotografie zu verwirklichen (Abb. 1).
Aus meinen guten ,,analogen Erfahrungen® mit
dieser Doppelkollektorlosung entstand der
Wunsch, diese Losung auch fiir die digitale
Mikrofotografie weiter zu entwickeln (Abb. 2).

Wissenswertes zu den unterschiedlichen
TTL-Blitz-Systemen

Der wesentliche Unterschied der analogen TTL-
Steuerung zur digitalen TTL-Steuerung besteht
darin, wie im Mikrokosmos schon mehrfach be-
richtet (z.B. Piper, 2007), dass die reflektierte
Lichtmenge von der Kamera nicht mehr uber die
Filmoberfliche gemessen werden kann, sondern
tiber einen so genannten Messblitz, der iiber die
Vorderseite des Verschlusses reflektiert wird und
so der Kamera einen Messwert erméglicht.

Mikrokosmos 97, Heft 4, 2008
www.elsevier.de/mikrokosmos

Welche Funktion erfiillt der Messblitz? Das
Blitzgerit gibt eine Reihe von Vorblitzen ab,
um die Beleuchtungssituation des Motivs zu
untersuchen. Mit Hilfe dieser reflektierenden
Messblitze kann die Kamera das Motiv analy-
sieren und eine Vorausberechnung der benotig-
ten Blitzmenge vornehmen, bevor dann der
eigentliche Hauptblitz geziindet wird. Damit je-
doch dieser Vorgang utber Messblitz und
Hauptblitz gesteuert werden kann, muss zu-
nichst im Blitzgeh4use ein Lichtsensor aktiviert
werden. Doch davon spiter mehr.

Welcher Blitz eignet sich
zur Auslagerung der Blitzrohre?

Wegen seiner vielseitigen Verwendbarkeit an den
verschiedensten Kameras iiber entsprechende
Adapter habe ich mich wieder fiir den Metz Me-
cablitz 45 entschieden, allerdings jetzt das neue
Modell, mecablitz 45 CL-4 digital. Die liefer-
baren SCA-Kamera-Adapter kénnen im Internet
unter info@metz.de aufgerufen werden. Dieser
Stabblitz ist in seinem Inneren sehr tibersichtlich
aufgebaut, und wegen des fehlenden Zoomre-
flektors kann die Blitzrohre mit ihrem gesamten
Reflektorgehause leicht ausgebaut werden.

Nach der Schilderung meines Vorhabens bei
Firma Metz, die Blitzrohre des digitalen 4Ser,
wie bei meinem analogen 45er auszubauen und
{iber entsprechende Kabel in das Kollektor-
gehduse einzubauen, konnte mir die Funktion
zunichst nicht zugesichert werden, da hieriiber
bei Metz keine eigenen Erfahrungen vorgelegen
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Lampenhaus Doppelkollektor mit Mikro-
Blitzrohre skop 1

Abb. 1: Skizze zum Strahlengang. Lampe/Dop-
pelkollektor/Mikroskop. Die Verbindung zum
Lichtsensor im Blitzgehduse erfolgt iiber das Alu-
rohr mit innen liegendem Plexiglasstab. Der Kol-
lektor wird seitlich im Zentrum der Blitzréhre auf-
gebohrt. = Abb. 2: Gesamtansicht des Mikroskops
mit angesetzter Lampe und Mikroblitz-Einheit.

haben. Der Eigenversuch war also wie vor 15
Jahren angesagt! Nach dem Kauf des neuen
Metz 45 CL-4 digital mit Steuerkabel und
Adapter fiir eine digitale SLR (Canon 350D)
begannen die Vorbereitungen zur Auslagerung
der Blitzrohre und deren Einbau in den Dop-
pelkollektor.

Erster Schritt:
Stilllegen des Blitzes (spannungslos machen)

Ein neu gekaufter Blitz ist normalerweise span-
nungslos, da durch die Lagerung vor dem Ver-
kauf eine Selbstentladung des Kondensators
stattfindet. Trotzdem sollte man beim Offnen
des Blitzgehduses (vier versenkte Schrauben)
diese Vorarbeit einem Fachmann iiberlassen.

Wenn man einen geladenen Blitz spannungslos

machen muss, schaltet man den Blitz ein, lisst
ihn unter Volllast abblitzen und schaltet ihn da-
nach sofort aus und entnimmt den Akkupack
im Stab. Nach einigen Stunden Lagerung ent-
ladt sich der Kondensator von selbst.

Hinweis in eigener Sache: Der Eingriff in das
Blitzgehduse geschieht auf eigene Gefahr und
sollte besser einem Fachmann iibertragen wer-
den. Jegliche Haftung muss daher vom Autor
in diesem Zusammenhang abgelehnt werden.

Zweiter Schritt:
Ausbau des Blitzreflektors mit Blitzrohre
nach Entnahme der Schutzscheibe

Es empfiehlt sich, Reflektor und Rohre als Ein-
heit auszubauen (entléten) und sich bei Metz
eine Blitzrohre gesondert fir die Auslagerung
zu kaufen. Nach dem Entfernen des Blitzreflek-
tors sind die beiden gesteckten Platinen frei zu-
ganglich, und die waagrechte Platine kann teil-
weise herausgenommen werden, so dass das
nun folgende Entléten der drei diinnen Kabel
der Blitzrohre in der Platine moglich ist. Hier-
bei sollte man die Farben der Kabel an ihren
Lotstellen und auch an der Blitzrohre genau
kennzeichnen. Die diinnen Kabel werden nun
durch flexible Silikonkabel (drei verschiedene
Farben) mit innerem Kabelquerschnitt von
etwa 1 mm? ersetzt, wobei die Liange von der
gewiahlten Konstruktion abhingt. Das Einloten
in die Platine erfordert etwas Geschick und
sollte unbedingt fachminnisch ausgefiihrt wer-
den, um die kleinen Bauteile der Platine dabei
nicht zu beschidigen.

Hier kommt einem der tibersichtliche Aufbau
des 45 CL-4 digital sehr entgegen, aufSerdem ist
das Gehaduseinnere durch die fehlende Zoom-
funktion des Reflektors nicht zu tiberladen.
Die neuen Kabel werden nun mit Sicherheits-
buchsen verbunden. So ist spiter ein problem-
loses Trennen des Blitzes vom Doppelkollektor
jederzeit moglich. Zur besseren Kennung der
drei Anschliisse (Kathode/Anode/Blitzleitung)
sollten Kabel und Buchsen die gleichen Farben
haben (Rot/Blau/Schwarz).

Dritter Schritt:
Beriicksichtigung des Lichtsensors
auf der senkrechten Platine

Bei meinem ersten Versuch, wie vor 15 Jahren
lediglich die Blitzrohre auszulagern, und in ge-
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Lampeneinheit

Mikroblitzeinheit

Abb. 3 und 4: Mikroblitz-Gesamtanlage bestehend aus Lampenhaus, Doppelkollektor mit zentrier-

barer Blitzréhre und angesetztem Blitzgerdt.

wohnter Weise die iiber Bajonett auf dem Foto-
tubus montiert digitale SLR anzusteuern, ergab
sich die erste Enttduschung. Es loste der Blitz
mit Volllast aus und zwar bevor sich der Ver-
schluss der digitalen SLR geoffnet hatte. Die ers-
ten Zweifel kamen auf, ob die angedachte Lo-
sung jemals zum Erfolg fithren wiirde, nachdem
mir ja auch Firma Metz keine Garantie geben
konnte. Nach Schilderung meiner bisherigen
Ausfithrungen bei Firma Metz wurde ich auf die
Funktionen des Lichtsensors hingewiesen.

Der Sensor in der senkrechten Platine im meca-
blitz verfugt iber mehrere Aufgaben. Zum ei-
nen muss er an die Elektronik im Blitzgerat
melden, sobald die Blitzrohre zu leuchten be-
ginnt. Dadurch werden die internen Abldufe im
mecablitz CL-4 digital synchronisiert. AufSer-
dem wird mit diesem Sensor auch die abgege-
bene Lichtmenge fiir den Messblitz (Vorblitz)
abhingig von der Blitzbetriebsart tiberwacht
und entsprechend gesteuert. Daraus ergab sich
gegeniiber meiner bisherigen analogen TTL-
Steuerung eine wesentliche Forderung an die
digitale Konstruktion beim Auslagern der Blitz-
rohre, namlich dass zum Aktivieren des Licht-
sensors dieses erforderliche Lichtsignal von der
geziindeten Blitzrohre dem Sensor zugefithrt
werden muss! Der erste Versuch zum Aktivie-
ren des Sensors erfolgte iiber einen kleinen Blitz
in Slave Funktion. Nach dem Auslosen der Ka-
mera wurde der Blitz geziindet; der Slave Blitz
wurde provisorisch gegentiber dem Lichtsensor
angeordnet und ebenfalls durch den Hauptblitz
geziindet. Der Sensor erhielt so seine erforderli-
che Information. Ergebnis: Eine korrekt belich-
tete Aufnahme! Hieraus ergab sich zunichst
die Uberlegung, den Lichtsensor eventuell mit
der Blitzrohre ,auszulagern® und ebenfalls im
oder am Kollektor unterzubringen. Hiervon

wurde mir von der Fa. Metz jedoch abgeraten,
da aufgrund der Impulse beim Ziinden der
Rohre tiber die dann noch lingeren Kabel zur
Blitzrohre und dem Lichtsensor unkontrollierte
Storungen auftreten konnten.

Als weiterer Versuch wurde ein so genanntes
LWL-Optokabel zur Lichtiibertragung heran-
gezogen. Diese zunidchst Erfolg versprechende
und elegante Losung wurde nach einigen Ver-
suchen jedoch aufgegeben, weil die Positionie-
rung des winzigen Lichtaustrittes des Opto-
kabels zu der ebenfalls nur stecknadelkopf-
groflen Offnung des Lichtsensors mechanisch
nicht einfach und vor allem zuverléssig zu ver-
wirklichen war. Auflerdem hatte ich den Ein-
druck, dass die so iibermittelte Lichtmenge des
diinnen Kabels zum Sensor zu knapp war.
Fehlbelichtungen waren die Regel. Daraufhin
wurde ein weiterer Versuch mit einem hoch-
transparenten Plexiglasstab mit @ 12 mm ge-
macht, wobei die Enden poliert wurden.

Uber ein Alu-Rohr, welches den Plexiglasstab
in seiner Linge aufnahm, wurde die Verbin-
dung zwischen Kollektor und Blitzgehduse her-
gestellt. So erfolgt aus dem Lichtraum der Blitz-
rohre iiber diesen Steg eine hervorragende
Lichtibertragung bis 5 mm vor den Sensor
(siche Abb. 5-8).

Anmerkung

Diese Art der Lichtriickfithrung von der ausge-
lagerten Blitzrohre zum Lichtsensor in das
,,Blitzrechenzentrum“ diirfte eine bisher einma-
lige Losung darstellen und wird eventuell wei-
tere Losungen von digitalen TTL-Mikroblitz-
einrichtungen in abgewandelter Form ermog-
lichen. Hier bietet sich dem Mikroskopiker
noch ein grofSes Betitigungsfeld.



246  H. J. Steinkohl
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Abb. 5: Doppelkollektor und abgenommenes Blitzgerdt. In der abnehmbaren Blende des Blitzgerétes

ist die Aufnahmedffnung fir das Alurohr mit dem innen liegenden Plexiglasstab sichtbar. Diese Off-
nung sitzt genau zentrisch zum Lichtsensor. — Abb. 6: Mikroblitzanlage. 1 Doppelkollektor mit um-
schlieBender Zentriereinheit fir die Blitzrohre. 2 Obere Justierplatte der Rhre. 3 Untere und obere
Justierschraube. 4 Silikonkabel zur Blitzrohre. 5 Seitlich angesetztes Alurohr mit innen liegendem
Plexiglasstab. 6 Lochaufnahme fiir das Alurohr in der Blitzgehdusefront. Der Plexiglasstab beginnt
im Inneren des Doppelkollektors und endet 5 mm vor dem Lichtsensor im Blitzgehause. 7 Stabblitz. -
Abb. 7: Mikroblitzanlage mit Adaptierung an das Mikroskop.

Vierter Schritt

Wie bereits erwihnt, ist der Doppelkollektor
die optimale Losung, um im Strahlengang des
Mikroskops zwischen der angesetzten Beleuch-
tung (Lampenhaus) und dem Mikroskop eine
ausgelagerte Blitzrohre unterzubringen. Die
Blitzrohre befindet sich hierbei im Strahlengang
an derselben Stelle wie die Glithwendel der an-
gesetzten Lampe (Abb. 1 und 2). Wie man da-
raus erkennen kann, wird aber nur dieser ge-
dachte Brennpunkt zwischen den Kollektor-
linsen aus der Blitzrohre herausgeschnitten, das
heifst die Blitzenergie (Leuchtdichte) der gesam-
ten Blitzrohre beschriankt sich in etwa auf die
Grofle der Glihwendel der Halogenlampe
(siche hierzu ,,Der Mikroblitz* von Klaus Hen-

kel, Internetseite der Mikrobiologische Vereini-
gung Miinchen e.V.). Daraus ergibt sich die
Forderung, dass der Zentrierung der Blitzrohre
im Doppelkollektor die groffite Aufmerksam-
keit zu widmen ist, will man die Lichtausbeute
des verwendeten Blitzes auch wirklich voll aus-
schopfen. Der Einbau der Blitzrohre aus dem
Metzblitz (Abmessung: L = 96 mm, @ 5,3 mm)
in den Doppelkollektor ist eine rein mechani-
sche Aufgabe und ist vom jeweiligen vorhande-
nen oder zu fertigenden Kollektor abhingig.
Wichtiger Hinweis zur Kabellinge: Insgesamt
sollte die gesamte Kabellinge vom Blitz zur
ausgelagerten Blitzrohre so kurz wie moglich
sein, die Empfehlung von Metz hierzu war
eine maximale Kabellinge von jeweils 25 cm
nicht zu tberschreiten, wobei die +-Kabel der



Mikrofotografie im Wandel der Zeit — Der TTL-gesteuerte digitale Mikroblitz

247

Abb. 8: Detailaufnahme vom Blitz-Innenleben. Dieses Lichtsensor-Element mit seiner winzigen, punkt-
formigen Offnung ist verantwortlich fir eine einwandfreie Funktion der gesamten digitalen TTL-Steue-
rung. — Abb. 9: Das Lampenwendel sollte nach erfolgreichem Einbau der Blitzrohre so aussehen; seit-
lich die Begrenzung der Blitzréhren-Glaswand.

Blitzrohre (Anode/Kathode) gleich lang sein
sollten.

Im vorliegenden Fall wurde wieder der Origi-
nalkollektor von Zeiss verwendet, leider ist er
nicht mehr lieferbar. Unter den Mikroskopi-
kern gibt es aber sicher einige Spezialisten, die
hier weiterhelfen konnen.

Wie aus den Abbildungen 3-5 ersichtlich ist,
wurde zur Justierung der Blitzrohre eine auf-
windige Konstruktion gewdhlt, um wirklich
eine optimale Lichtfihrung und Lichtausbeute
zu erhalten. Wenn man bedenkt, dass sich die
im Brennpunkt gebiindelte Lichtenergie im
Millimeterbereich bewegt, bedeutet eine De-
zentrierung um ein Drittel bereits einen erkenn-
baren Lichtverlust. Zur Konstruktion ,,um den
Kollektor“ muss jedoch unbedingt beachtet
werden, dass im Bereich der Kabelanschliisse
an die Blitzrohre und insbesondere im Bereich
des Zundkabels gute Isolierungen gegentiber
den Metallteilen des Kollektors vorgesehen
werden (Silikonschlauch).

Finfter Schritt:
Justierung von Lampe und Blitzréhre

Zunichst wird die Lampenwendel wie gewohnt
tiber das Mikroskop (ohne Kollektor) justiert.
Dann wird die Lampe vom Mikroskop abge-
nommen und mit dem Kollektor mit der ausge-
lagerten Blitzrohre zusammengebaut. Diese
Einheit von Lampe und Kollektor wird nun an
das Netzgerit der Lampe angeschlossen. Nach-
dem die Abbildung der Lampenwendel auf un-

endlich erfolgen sollte, wird auf eine etwa 3 m
entfernte Wand projiziert. Bei erfolgreicher Jus-
tierung der Lampenwendel wird diese in ihrer
gesamten Form als scharfe Abbildung an der
Wand zu sehen sein (Raum verdunkeln).

Die ausgelagerte Blitzrohre zeichnet sich nun je
nach gegliickter Montage innerhalb des Kollek-
tors mit ihrem AufSenmantel mit mehr oder
weniger senkrechten Linien ab, die nun mit
den Justierhilfen am Kollektorgehiduse verstellt
werden konnen, um die Auflenabmessung der
Rohre mit den Abmessungen der mit abgebil-
deten Wendel nahezu deckungsgleich zu brin-
gen. Im Idealfall sollte die Blitzrohre in der
gleichen Breite abgebildet werden wie die
Glithwendel der Halogenlampe (Abb. 9). Der
beschriebene Justiervorgang mag sehr auf-
windig erscheinen, er garantiert jedoch fiir
lange Jahre die besten Lichtverhiltnisse beim
Mikroskopieren und bei der Mikrofotografie.

Anmerkung

Wie aus den beigefiigten Detailaufnahmen
der beschriebenen Mikroblitzanlage ersichtlich
wird, ist zur Verwirklichung dieser vielseitigen
Losung einige Vorarbeit zu leisten: Sie kann
aber mit etwas handwerklichem Geschick oder
entsprechender Hilfe bewiltigt werden, wenn
man bereit ist, die erforderliche Zeit dafiir
zu opfern. Jedenfalls muss sich der Nach-
bauer dabei nicht wie beim Autor mit dem Ge-
danken quilen miissen, ob es iiberhaupt funk-
tioniert.
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Anhand der Fotos und der Auflistung der einzel-
nen Arbeitsschritte ist auch eine gewisse Kon-
struktionshilfe gegeben, welche Fehlversuche zu-
mindest bei der Ausfiithrung deutlich einschrinkt.
Jede Konstruktion wird jedoch von der vorge-
stellten Losung des Autors etwas abweichen, weil
jeweils andere Abmessungen bei den verwende-
ten Doppelkollektoren vorliegen werden. Das
Grundprinzip der ausgelagerten Blitzréhre und
die Lichtzufiihrung zum Steuerelement Lichtsen-
sor im Blitzgehduse werden jedoch bleiben.

Getestet wurden mit der beschriebenen
digitalen Mikroblitzeinrichtung folgende
Kameras

Canon 350D - ohne Objektiv iiber Bajonett
zum Fototubus (Projektiv) ASA 100, Verbin-
dungskabel Metz SCA 3045, Anschlussadapter
Metz SCA 3102 M3, ISO 100, Messung E-TTL
(mittleres zentrales Fokusfeld), perfekte Steue-
rung bei einer Blitzbelichtungskorrektur an der
Kamera von -1,5 im Hellfeld und -1 im oberen
VergroBerungsbereich bei Phasenkontrast und
DIC. Bei RAW-Aufnahmen konnten selbst die
etwas uberbelichteten Aufnahmen noch ein-
wandfrei bearbeitet werden.

Canon Kompakt G7 — iiber Okular des Mikro-
skops, Metz Adapter SCA 3102 M3, Einstel-
lung unendlich. Blendenvorwahl gi6fste Blende
— AV Einstellung, Metz-Blitzfunktion E-TTL,
Ergebnisse wie bei Canon 350D.

Nikon F 4 analog - Bajonett tiber Projektiv,
Metz Adapter SCA 3402 M6, Verbindungska-
bel Metz SCA 3045. Die analoge F4 mit Velvia
Diafilm funktionierte an der digitalen Mikro-
blitzeinrichtung in gewohnter Weise wie an der
alten analogen Blitzeinrichtung. Die Metz-
Blitzfunktion erfolgt automatisch im normalen
TTL-Modus!

Nikon D200 digitale SLR — ohne Objektiv. Fo-
totubus mit Bajonett iber dem Projektiv, An-
schlussadapter Metz SCA 3402 M6, Verbin-
dungskabel SCA 3045, ISO 100, Objektiv-
daten: Blende —, Brennweite (keine Wirkung),
Verschluss manuell 1/250 sec, Messfeld Ma-
trix, Blitzeinstellung TTL-BL (perfekt), bei Pha-
senkontrast und Interferenzkontrast im oberen
Vergroflerungsbereich  Blitzbelichtungskorrek-
tur +1, die Blitzeinstellung #% TTL neigt zu
Uberbelichtung.

Anmerkung

Fremdlichteinfall tber das Sucherokular der
Kamera kann bei den Spiegelreflexkameras
zu unkontrollierten Uberbelichtungen fiithren.
Manueller WeifSabgleich (Diatomeen-Testpra-
parat) bringt beste Ergebnisse einer farbneutra-
len, gleich bleibenden Farbwiedergabe!

Schlussfolgerungen

Aus den vorliegenden Erfahrungen kann man
davon ausgehen, dass eventuell alle digitalen
Kamerasysteme, die mit dem beschriebenen
Messblitz arbeiten, iiber den entsprechenden
SCA Metzadapter am Mikroskop TTL-ge-
steuert eingesetzt werden konnen. Die bei Nach-
bauten eventuell notwendigen Blitzbelichtungs-
korrekturen werden sicher von den angefiihr-
ten Erfahrungswerten des Autors abweichen,
da diese von verschiedenen Faktoren abhingig
sein konnen. Eintesten der Anlage ist in jedem
Fall notwendig. Die analogen SLR mit TTL-
Messung koénnen ebenfalls uneingeschrinkt
weiterverwendet werden. Damit ist die vorge-
stellte, digitale Mikroblitzanlage mit der in ei-
nen Kollektor ausgelagerten Blitzrohre ein we-
sentlicher Beitrag, um perfekt belichtete Mikro-
aufnahmen problemlos und ohne zusitzlichen
Aufwand (Filter etc.) zu erzielen. Wenn man
die digitale Kamera auf dem Mikroskop dann
noch mit einem PC verbinden kann, dessen
Monitor neben dem Mikroskopplatz steht
und ein entsprechendes Programm zur Bild-
bearbeitung vorhanden ist, dann macht das
Mikroskopieren so richtig Spafs.
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Inkohdrent, kohdrent, partiell kohérent —
Zum mikroskopischen Auflésungsvermégen
Teil 3: Abbe’sche Betrachtungsweise

Hinrich Husemann

In den Teilen 1 und 2 wurden theoretische Grundlagen und die auf H. von Helmholtz
zuriickgehende ,Zwei-Punkte-Auflésung” (two point resolution) erlautert. Teil 3 be-
handelt nun die Abbe’sche Betrachtungsweise zum mikroskopischen Auflésungs-

vermadgen.

e in Teil 1 einleitend kurz skizzierte
bbe’sche Theorie der mikroskopischen
*" Abbildung sei anhand von Abbildung 1
néher erldutert. Links ist dort der Strahlengang
mit den Lichtbiindeln und ihren Wellenfronten
zu sehen. Rechts sind die auf den fiir die Abbil-
dung relevanten Ebenen (Objekt- und Bild-
ebene, Aperturblende des Objektivs) zu beob-
achtenden optischen Erscheinungen und deren
Intensitatsverteilungen I(x) (z.B. Beleuchtungs-
stirke) schematisch dargestellt. Modellobjekt
sei ein einfaches Amplituden-Linien-Gitter GO
mit periodisch-rechteckigem Transmissions-
profil und der Gitterkonstanten g. Von der als
punktformig und monochromatisch angenom-
menen Lichtquelle L in seinem unteren Brenn-
punkt greift der Kondensor K einen Lichtkegel
ab. Dieser verldsst ihn als Parallelbiindel mit
ebenen Wellenfronten, das in gerader Beleuch-
tung (Beleuchtungsapertur — 0) senkrecht von
unten in das Objektgitter GO einfillt. Dort
wird es infolge Beugung aufgefachert in die ge-
rade durchgehende 0. Ordnung (direktes Licht)
und die mit aufsteigender Ordnung zunehmend
weiter ausgelenkten, ebenfalls quasi-parallelen
Beugungsbiindel. Diese sind — da erzeugt durch
Teilung nur eines Biindels — untereinander ko-
harent. Das Bild entsteht daraus in einem zwei-
stufig zu denkenden Prozess: Soweit sie in
seinen Offnungswinkel fallen, fingt das Objek-
tiv O diese Biindel ein und entwirft aus ihnen in
seiner bildseitigen Brennebene jeweils eigene
Bilder der Lichtquelle (dort als kleine Kreise
dargestellt). Allgemeiner ausgedriickt, entsteht
eine durch die dort befindliche Aperturblende
AB des Objektivs beschnittene — und damit
nicht mehr vollstindige — Fraunhofer’sche Beu-
gungsfigur des Objektgitters. Deren Maxima —
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die Lichtquellen-Bilder — sind, wie im Neben-
bild rechts veranschaulicht, innerhalb der
Blende AB bei herausgenommenem Okular be-
ziehungsweise durch ein Hilfsmikroskop sicht-
bar.

Abb. 1: Zur Abbe’schen Theorie. AB Apertur-
blende des Objektivs, B Bildebene des Objektivs
(Zwischenbildebene des Mikroskops), GO Objekt-
gitter, g Gitterkonstante, | Intensitat (Beleuch-
tungsstdrke), K Kondensor, L Lichtquelle, O Ob-
jektiv, 0, £1, £2 ... Beugungsordnungen.
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Beispiele: Bei einem Gitter mit g = 10 pm (z. B.
Objektmikrometer) und Licht der Wellenldnge
0,55 pm (Grunfilter) entsprache das nebenste-
hende Bild der Aperturblende mit Maxima bis
zur 2. Ordnung etwa dem eines Objektivs
5/0,12; bei einem Objektiv 40/0,95 sieht man
unter sonst gleichen Bedingungen noch die
+17. Ordnungen (Husemann, 2005).

Diese Lichtquellenbilder beleuchten kohirent
die Bildebene B des Objektivs und damit die
Zwischenbild-Ebene des Mikroskops. Die dort
in Form eines Hell-Dunkel-Streifen-Systems re-
sultierende Interferenzfigur stellt dann das Bild
des Objektgitters dar. Der Prozess der 1. Stufe
(Objekt — Beugungsfigur) wird quasi in der
2. Stufe (Beugungsfigur — Bild) wieder umge-
kehrt. Da das Objektiv wegen seiner begrenz-
ten Apertur aber nicht alle Beugungsbiindel
einfangen kann, fehlen in der 2. Stufe die von
den weiter ausgelenkten, nicht eingefangenen
Biindeln transportierten Informationen. Diese
betreffen die feineren Objektdetails, hier im
Transmissionsverlauf des Gitters besonders die
scharfen Ecken seines Rechteck-Profils. Das
Bild entsteht damit nicht mehr vollstindig ob-
jektihnlich, sein Intensititsverlauf ist — wie
rechts oben schematisch dargestellt — tber-
schwingend gerundeter und damit grober als
das Objekt. Diese Erscheinung ist umso aus-
geprigter, je weniger Beugungsordnungen an
der 2. Stufe — und damit an der Interferenz —
teilnehmen konnen. ‘
Abbildung 2 soll zeigen, wie die Objektdhnlich-
keit der Abbildung des dort oben angegebenen
rechteckigen  Transmissionsverlaufes unter
sonst gleichen Bedingungen von der Zahl der
vom Objektiv eingefangenen Beugungsordnun-
gen und damit von dessen Numerischer Aper-
tur abhidngt. Dazu ist links jeweils die Apertur-
blende AB mit den Lichtquellenbildern, rechts
der zugehorige Intensititsverlauf I(x) der als
Bild des Objektes resultierenden Interferenz-
figur dargestellt.

Um iiberhaupt Interferenz zu bekommen und
so die periodische Grundstruktur des Objekt-
gitters gerade noch abzubilden, muss das Ob-
jektiv bei der hier angenommenen senkrechten
»geraden® Objekt-Beleuchtung zusidtzlich zur
0. mindestens die beiden = 1. Beugungsordnun-
gen erfassen. Deren Beugungswinkel weiten
sich aber mit kleiner werdender Gitterkon-
stante. Sie dirfen zur Auflésung den Apertur-
winkel (= halber Offnungswinkel) des Objek-
tivs nicht tiberschreiten. Die Gitterkonstante ei-

Abb. 2: Zur Objektdhnlichkeit der Abbildung.
AB Blick auf die Aperturblende.

nes Objektgitters, bei dessen Beleuchtung diese
Bedingung gerade noch erfiillt wird, entspricht
dann der Auflosungsgrenze d des betreffenden
Objektivs (bei der jeweiligen Wellenlange). Mit
nur einem Biindel allein, hier der 0. Ordnung,
wird die Zwischenbildebene nur noch gleich-
formig beleuchtet, die periodische Struktur des
Gitters nicht mehr abgebildet.

Zur Ermittlung des Auflésungsvermogens be-
notigt man also die Beugungswinkel von Paral-
lelbiindeln an Gittern in Abhingigkeit von de-
ren Gitterkonstante und der Wellenlinge des
benutzten Lichtes. Dazu seien einige wellenop-
tische Grundlagen vorausgeschickt.

Beugung an Gittern

Abbildung 3 erldutert die Beugung an einem
Gitter zunichst fir die oben genannte gerade
Beleuchtung. Diese erfolge durch ein mono-
chromatisches Parallelbiindel. Seine ebenen
Wellenfronten — angedeutet durch gerade Li-
nien, deren Abstand ihrer Wellenlinge A (im
das Gitter einbettenden Medium) entspricht —
treffen von unten senkrecht auf das Gitter G
mit der Konstanten (Spaltabstand) g. Dessen
als sehr eng (< A) angenommenen Spalte wir-
ken, erregt durch die Wellenfronten, im Sinne
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-1.

0. +1. +2.

Abb. 3: Zur Beugung am Gitter: Entstehung der
Maxima bei ,gerader” Beleuchtung.

« Beugungswinkel der 1. Ordnung, B Beleuch-
tungsschirm, G Gitter, g Gitterkonstante, | Inten-
sitdt (Beleuchtungsstarke), A Wellenldnge,

0., £1., 2. ... Beugungsordnungen.

des Huygens’schen Prinzips als Zentren fiir ko-
hiarente gleichphasige Elementarwellen. Diese
breiten sich im Raum oberhalb des Gitters —
dabei einander tiberlagernd — aus. Nur in Rich-
tungen, fiir die der Gangunterschied T' zwi-
schen den von direkt benachbarten Spalten
ausgehenden Wellen ein ganzzahliges Vielfa-
ches der Wellenldnge A betragt, konnen sich
mit zunehmendem Abstand zusammenhin-
gende ebene Wellenfronten, das heifdt Parallel-
bundel, ausbilden. Auf einem geniigend weit
entfernten oder in der Brennebene einer abbil-
denden Linse befindlichen Beleuchtungsschirm
B (Fraunhofer’sche Beugung) werden diese da-
mit als weitgehend diskrete Intensititsmaxima
einer Beugungsfigur sichtbar, wie oben in Ab-
bildung 3 dargestellt (der Unterbrechungsriss
dort soll den zu fordernden grofsen Abstand
andeuten). Als Bedingung fiir deren Entstehen

giltalso: T'(i) = A x imiti=0, 1, 2, 3 ... als
Beugungsordnungen. Die verstdarkt gezeichne-
ten Linien im vom Gitter ausgehenden Wellen-
feld sollen die Entwicklung solcher Wellenfron-
ten fur die hier interessierenden 0. und 1. Ord-
nungen veranschaulichen. Fir die Beugungs-
winkel o(i) — alle Winkel sind von der Senk-
rechten auf der Gitterebene aus zu zdhlen - gilt
danach bei ,,gerader Beleuchtung;:

sin a(i) = T(i)/g = (A x i)/g miti=0, 1, +2, +3
(Gleichung 1);

fir das Maximum 1. Ordnung ist das mit
sin a(1) = Mg geometrisch unmittelbar (mar-
kierte Dreiecke) ersichtlich.

Anmerkung: Wie in Abbildung 3 oben ange-
deutet, treten im Beugungsbild eines Gitters mit
N Spalten zwischen den Maxima aufeinander
folgender Ordnungen noch jeweils N — 2 so ge-
nannte Nebenmaxima auf. Diese sind insbeson-
dere bei groferem N von geringer Intensitit
und hier ohne Bedeutung.

Den Fall des unter einem Winkel B (ebenfalls
von der Senkrechten auf der Gitterebene aus zu
zdhlen) schriag auf das Gitter einfallenden Pa-
rallelbtindels — die so genannte schiefe Beleuch-
tung — erlautern die Abbildungen 4a und b. Der
fir das Entstehen von Maxima 1. Ordnung
notwendige Gangunterschied T'(1) = A ergibt
sich dort je nach Situation als Differenz oder
Summe der beiden Teilstrecken a = g x sin a.(1)
und b = g x sin . Fir den in Abbildung 4a dar-
gestellten Fall (A < g) ergibt sich T'=a - b, fiir
den in Abbildung 4b (A > g) I' = a + b. Letzterer
ist fiir das maximale Auflosungsvermogen bei

Abb. 4: Zur Beugung am Gitter: Entstehung der
Maxima bei ,schiefer” Beleuchtung.

0., 1. Ordnungen, q, b, Teilstrecken des Gang-
unterschiedes, « Richtungswinkel der 1. Ord-
nung, B Einfallswinkel der Beleuchtung, A Wellen-
lénge, G Gitter, g Gitterkonstante.
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schiefer Beleuchtung mafigebend. Er fordert als
Bedingung fiir ein Beugungsmaximum 1. Ord-
nung:

['(1)=g(sina(l)+sinB)=A  (Gleichung 2).

Auflésungsvermégen
bei gerader Beleuchtung

Die aus Abbildung 1 abgeleitete Abbildung §
soll das Erreichen der Auflosungsgrenze bei ge-
rader Beleuchtung (B = 0) veranschaulichen,
wobei wieder sehr enge Gitterspalten angenom-
men wurden. Wie schon zu Abbildung 1, Teil 1
dieser Artikelserie beschrieben, imitieren die
hellen und dunklen Streifen die sinusférmigen
Maxima und Minima der Wellenfronten. Kreu-
zung von hell und dunkel bedeutet dabei des-
truktive, von hell und hell beziehungsweise
dunkel und dunkel konstruktive Uberlagerung
der Amplituden, woraus die allein wahrnehm-
baren Intensititen (proportional dem Quadrat
des jeweiligen Uberlagerungsergebnisses) resul-
tieren.

Praktische Hinweise: Die als quasi punktfor-
mig und monochromatisch gedachte Licht-
quelle L soll im unteren, objekt-abgewandten
Brennpunkt des Kondensors K liegen. Bei hier
angenommener Kohler’scher Beleuchtung liegt
in dessen Ebene das vom Kollektor entworfene

Bild der realen Lichtquelle des Mikroskops
(meist der Glithwendel). Begrenzt durch die
dort ebenfalls befindliche Aperturblende des
Kondensors ist dieses damit stellvertretend die
fir den weiteren Strahlengang wirksame Licht-
quelle. Durch gentigend enges Zuziehen der
Kondensorblende lisst sie sich niherungsweise
zur gewunschten punktformigen Quelle L ge-
stalten.

Die zur Auflésung des Gitters mindestens not-
wendigen = 1. Beugungsordnungen werden ge-
rade noch erfasst und ihre Maxima sind — wie
im Nebenbild angedeutet — innerhalb der Aper-
turblende AB des Objektivs bei herausgenom-
menem Okular oder mit dem Hilfsmikroskop
eben noch randstindig zu sehen. Die von die-
sen drei kohidrenten Zentren weiter laufenden
Wellen erzeugen dann in der Bildebene B des
Objektivs — der Zwischenbildebene des Mikro-
skops — als Interferenzfigur das gerade noch
aufgeloste Bild des Objektgitters GO.

Seine oben in Abbildung 5 dargestellte Intensi-
tatsverteilung ldsst sich aus dem Moiree des
Uberlagerungsbildes der Wellen visuell nach-
empfinden. Selbst das eine zu erwartende Ne-
benmaximum ist zu erahnen. Zahl und Lage
der Maxima entsprechen dem fiktiven geome-
trisch-optischen Bild des Objektgitters. Zum
Vergleich ist schematisch dessen (gedachte) In-
tensitdtsverteilung — sie stellt den um den Ab-

GO

AB=§

Abb. 5: Auflésungsgrenze
bei gerader Beleuchtung.

AB Aperturblende des Objek-
tivs, B Bildebene, GO Obijekt-
gitter, | Intensitét (Beleuch-
tungsstérke), K Kondensor,

L Lichtquelle, « (1) Beugungs-
winkel 1. Ordnung, u Apertur-
winkel des Obijektivs. -

Abb. 6: Auflosungsgrenze bei
maximal schiefer Beleuchtung.
B Einfallswinkel der Beleuch-
tung (weitere Bezeichnungen
wie unter Abb. 5).
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bildungsmafistab vergrofferten Transmissions-
verlauf des Gitters dar — gestrichelt eingefiigt.
Lediglich die Periodizitit des Gitters wird da-
nach richtig wiedergegeben. Das Bild ist also
nur diesbeziiglich noch objektdahnlich. Die
Konstante g desjenigen Objektgitters, fur das
bei gegebener Wellenlinge A die Beugungswin-
kel der 1. Ordnung (1) = u, also gleich dem
Aperturwinkel des Objektivs sind, stellt dann
die gesuchte Auflosungsgrenze d des Objektivs
(bei dieser Wellenldange) dar. Aus Gleichung 1
folgt: d = Msin u.

A ist hier — wie schon oben erwihnt — die Wel-
lenlinge des Lichtes im das Objektgitter ein-
bettenden, bis zur Frontlinse des Objektivs rei-
chenden Medium. Mit A = Av/n ersetzt man
sie wieder durch die von diesem unabhingige
Vakuum-Wellenldnge Av und erhilt d = Av/(n x
sin u), wobei der Nenner die objektseitige Nu-
merische Apertur des Objektivs, NA obj. = n x
sin u, darstellt. Die Auflésungsgrenze d des
Mikroskops bei gerader Beleuchtung berechnet
sich damit nach Abbe zu:

d = Av/NA ob;. (Gleichung 3).

Aufli:isun?sverméigen
bei schieter Beleuchtung

Das Auflosungsvermogen lasst sich erhohen
durch die bereits erwihnte schiefe Beleuchtung,.
Voll wirksam ist sie allerdings nur in jeweils ei-
ner, durch die Einfallsebene des beleuchtenden
Parallelbiindels bestimmten Richtung. Abbil-
dung 6 versucht das in analoger Weise wie Ab-
bildung 5 zu veranschaulichen. Verschiebt man
die punktférmige Lichtquelle in der objektab-
gewandten Brennebene des Kondensors K aus
der optischen Achse (hier in der Papierebene,
senkrecht zur Richtung der Gitterlinien), fallt
das diesen verlassende Parallelbundel unter ei-
nem Winkel § > 0 im Objektgitter GO ein.

Praktisch realisierbar ist das zum Beispiel
durch Dezentrieren der eng zugezogenen Kon-
densorblende, provisorisch auch durch Ein-
legen exzentrischer Lochblenden in den Filter-
halter des Kondensors. Wie den Abbildungen
4a und b zu entnehmen, werden damit auch
die Richtungswinkel a(+1) und a(-1) der
beiden Maxima 1. Ordnung ungleich. Solange
aber f und wenigstens einer von ihnen den
Aperturwinkel u des Objektivs jeweils nicht
Uberschreiten, also neben dem Maximum
0. Ordnung zumindest eines der beiden Ma-

xima =1. Ordnung vom Objektiv erfasst wird,
kann Interferenz stattfinden und damit noch
eine strukturierte Interferenzfigur als Bild ent-
stehen. Wie sich aus Abbildung 4b im Zu-
sammenhang mit Gleichung 2 ergibt, ist die
Auflosungsgrenze d fiir zwischen 0 und u lie-
gende Einfallswinkel § des beleuchtenden Biin-
dels (0 = B =< u) erreicht, wenn a.(1) = u, also
gleich dem Aperturwinkel des Objektivs ist. d
ist dann gleich der - bei gegebenem A ~ dazu
passenden Gitterkonstanten g:

d =g =M(sin u + sin §); und mit A = Av/n (s.0.):
d =Av/(n x sin u + n x sin B).

Bei 3 > u gelangt die 0. Ordnung nicht mehr ins
Objektiv; die daraus resultierende Dunkelfeld-
beleuchtung soll hier nicht behandelt werden.
Mit n x sin u = NA obj. ergibt sich somit als
Auflosungsgrenze d fiir Beleuchtung mit einem
Parallelbiindel unter dem Einfallswinkel:

d = Av/(NA obj. + n x sin B) mit der Einschrin-
kung B =u (Gleichung 4).

Fir B = u wird die 0. Ordnung gerade noch
vom Objektiv eingefangen, und die so durch
schiefe Beleuchtung giinstigstenfalls (in einer
Richtung!) erreichbare Auflésungsgrenze be-
tragt nach Abbe

d = Av/(2 NA obj.) (Gleichung 5).

Abbildung 6 illustriert letzteren Fall. Innerhalb
der Aperturblende AB (siche Nebenbild) sind
gerade noch die Maxima 0. und +1. Ordnung
randstandig sichtbar. Bei sonst gleichen Dar-
stellungsverhiltnissen wie in Abbildung 5 (glei-
che Streifenbreite fiir die Wellenldnge, gleicher
Aperturwinkel u, gleicher Abstand zur Bild-
ebene B) ergeben sich aus dem die Wellen und
ihre Uberlagerungen simulierenden Moiree-
Muster schon rein anschaulich bei gleicher
Bildbreite doppelt so viele Intensitdtsmaxima in
der Bildebene B wie dort. Es wird also noch ein
Gitter mit halb so grofSer Gitterkonstante wie
in Abbildung 5 aufgelost. Auch hier ist zum
Vergleich die Intensitdtsverteilung des fiktiven
geometrisch-optischen Gitterbildes gestrichelt
mit angegeben.

Es sei aber noch darauf hingewiesen, dass die
fiir eine objektihnliche Abbildung mindestens
notwendigen zwei interferierenden Beugungs-
ordnungen auch benachbart sein miissen. Denkt
man sich in Abbildung 5 die 0. Ordnung ausge-
blendet — was real durch einen einfachen Ein-
griff mittels einer kleinen zentralen Blende in die
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Aperturblende AB zu erreichen ist — dann inter-
ferieren nur noch die beiden = 1. Ordnungen.
Diese sind — da getrennt durch die 0. Ordnung —
nur iiberndchste Nachbarn. Wie der direkte Ver-
gleich mit Abbildung 6 zeigt, resultierte ohne die
vom Maximum 0. Ordnung ausgehenden Wel-
len das gleiche Beugungsbild wie dort. Fiir das
Objektgitter der Abbildung 5 wirde damit die
doppelte Raumfrequenz vorgegaukelt und das
Bild wire nicht mehr objektihnlich.

Der zweite Term in Gleichung 4 wird entspre-
chend seiner Form auch als Numerische Be-
leuchtungsapertur NA bel. = n x sin B bezeich-
net und damit die allgemeine Beziehung fiir die
Auflosungsgrenze nach Abbe angegeben zu:

d = Av/(NA obj. + NA bel.), mit der Einschrian-
kung NA bel. = NA obj. (Gleichung 6)

NA bel. beschreibt aber hier an sich nur den
Winkel B, unter dem ein Parallelbiindel auf der
Objektebene einfillt. Ein solches hat jedoch in
sich nur eine gegen Null gehende Apertur und
erzeugt — genau wie ein senkrecht (8 = 0) einfal-
lendes - stets eine kohidrente Beleuchtung. Die
damit verbundene Erhéhung des Aufldsungs-
vermogens ist richtungsabhingig, das heifft nur
einseitig.

Fihrt man, wie fir Abbildung 7 im Teil 2, den
hier neutrales Apertur-Verhiltnis S genannten
Ausdruck S = NA bel/NA obj. in Gleichung 7
ein, ergibt sich nach einfacher Umformung fiir
die Auflosungsgrenze:

d = (1/[1 + S]) x (A\v/NA obj.) mit der Beschrin-
kung0=<S=<1 (Gleichung 7)

Der Vorfaktor f aus Gleichung 1 im Teil 1, lau-

tet hier also f = (1/[1 + S]) und variiert zwischen
1 und 0,5.

AusEdenyArbeitsgemeinschcfien

Dieser Zusammenhang wurde in Abbildung 7
im Teil 2 vergleichend mit dargestellt.

Erginzung: Zur Beschreibung eines Gitters
wird anstelle seiner Konstanten g oft auch seine
ihrem Kehrwert 1/g entsprechende so genannte
Raum-Frequenz vr — Zahl der Gitterspalten
pro Langeneinheit — im Allgemeinen in Lp/mm
angegeben. Lp bedeutet Linienpaare, denn be-
nachbarte Spalten (hell) sind immer durch ei-
nen Steg (dunkel) getrennt; g = 1 pm entspricht
damit vr = 1000 Lp/mm.

Das Auflésungsvermogen wird dann durch die
dem Kehrwert der Auflésungsgrenze d entspre-
chende Grenz-Frequenz:

vig=1/d = (1 + S) x ( NA obj./Av)
(Gleichung 8)

beschrieben.

Beispiel: $ = 1 (NA bel. = NA obj.), Av = 0,55
pm (= 0,00055 mm), NA obj. = 0,65: d =0,55
pm/(2 x 0,65) = 0,42 pm; vi,g = (2 x 0,65)/
0,00055 mm = 2364 Lp/mm.

In Teil 4 wird die hier vorausgesetzte — an sich
ja nicht realistische — Beschrankung auf die Ob-
jektbeleuchtung durch Parallelbiindel aufgege-
ben und Auflésungsvermogen und Kontrast-
verhiltnisse bei weiter gedffneter Kondensor-
blende, also ausgedehnten Lichtquellen, unter-
sucht.

Die Literaturhinweise befinden sich am Ende

von Teil 1.

Verfasser: Dr. Hinrich Husemann, Molinder Gras-
weg 31, 32657 Lemgo, Tel.: 052 61/ 716 96

Treffen der Mikroskopischen Arbeitsgemeinschaft Mainfranken

Die Mikroskopische Arbeitsgemeinschaft Main-
franken ladt ein zum Treffen im BIO-Zentrum der
Universitdat Wiirzburg in Gerbrunn-Hubland. Giste
sind immer herzlich willkommen.

Termin: Samstag 11.10.2008, piinktlich um 10 Uhr.

Treffpunkt: Letzter Parkplatz an der Riickseite des
Gebiaudekomplexes vom BIO-Zentrum

Vorgesehene Themen:

Ernst Hippe: Kristallbilder

Peter Schreyer: Ins Objektiv geblickt

PD Dr. Rainer Wol: Radiolarien im Rasterelektronen-
mikroskop

Robin Wacker: Bestimmung von Edelsteinen (voraus-
sichtlich)

Anfragen an: Joachim Stanek, Am Moosrangen 28, 90614 Ammerndorf, Tel.: 091 27/88 32,
E-Mail: info@stanek.name, Internet: www.stanek.name
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