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Mikroskoopit ovat 1dhes kaikkien niveljalkaisia eldimid tutkivien tai méarittdvien henkildiden rutiininomaisessa kéytossa.
Ne ovat myos keskeisid optisia tydkaluja hyonteisten, kidusjalkaisten ja hdméhikkieldinten kuvantamisessa. Perinteinen
tapa taksonomiseen kuvantamiseen on ollut kyné ja paperi, mutta sen on osittain tai kokonaan korvaamassa kerroskuvaa-
minen digitaalisten kameroiden avulla, jotka on kiinnitetty mikroskooppeihin. Téssé kirjoituksessa esitellddn valomikros-
kopian perusteita, kuten resoluutiota ja numeerista apertuuria, sekd mikroskooppien (yhdistelmé- ja stereomikroskooppi),
digitaalisten kameroiden ja valaisimien keskeisid ominaisuuksia ja kdyttotapoja. Teoreettisen ja teknisen taustoituksen
ohella tarjotaan kaytdnndssé koeteltuja vinkkejd onnistuneeseen kerroskuvaamiseen kuivilla ja nesteessa sdilotyilla nivel-
jalkaisilla.
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Johdanto

Hyonteiset ovat maapallon lajirikkain elioryhma yli miljoonal-
la tieteellisesti nimetylld lajilla. Hyonteiset vaihtelevat suuresti
runsauden, elinkiertojen, elintapojen ja elinympéristdjen suh-
teen, sekéd erot niiden koossa ja morfologiassa ovat suorastaan
hakellyttavét (Grimaldi 2023). Hyonteistaksonomiassa eli tie-
teenalassa, jossa lajeja nimetddn ja rajataan, on vuosisatojen
ajan kéytetty piirtdmistd kuvantamisen menetelméné. Esimer-
kiksi Charles De Geer julkaisi ajankohtaan ndhden kelvollisia
kuvia esimerkiksi hyttysistd ja sulkahyttysistd jo 1776 (De
Geer 1776). Suomalaiset sddskitaksonomit Risto Tuomikoski,
Mauri Hirvenoja, Rauno Viisénen ja Jari Tuiskunen piirsivét
huomattavan tarkkoja ja korkealaatuisia kuvia 1900-luvun jal-
kimmaiselld puoliskolla (Tuomikoski 1960, Hirvenoja 1973,
Viisdnen 1984, Tuiskunen 1986). Heikki Hippa on pitkén ja
edelleen jatkuvan uransa aikana tehnyt kynilld ja paperilla
korkealaatuista kuvantamista kaksisiipisistd hyOnteisistd ja ha-
méahakeistd (esim. Hippa 1978, Hippa & Oksala 1985, Hippa
& Vilkamaa 1991, Hippa 2006). Tunnettu tarkasta kynénjaljes-
tadn oli myo6s haméahékkitutkija Michael Saaristo (esim. Saaris-
to 1971), eiki eldintieteen moniottelija Pontus Palmgrenin piir-
tdmid kuvia riippuh@méhékeistd voi pitdd huonoina (Palmgren
1975, 1976). Toki 1900-luvulla myds valokuvaamista filmille
kéytettiin lajien kuvaamisessa, joko ainoana menetelméné tai
piirroskuvien tdydentdmiseksi (esim. Nordstrom 1933, Figiber
1997). Kuitenkin piirtdminen oli vallitseva kuvantamistapa esi-
merkiksi itselleni l&heisessd sddskitaksonomiassa 2000-luvun
alkupuolelle saakka. Hyvélaatuinen kuvantaminen piirtdmal-
14 vaatii joko ankaraa harjoittelua tai poikkeuksellisia lahjoja,
joita ei ole suotu kaikille, vaikka piirtdmisessa kayttdisi optista
apuvilinettd (camera lucida). Niveljalkaisia késittdvastd val-
tavasta taksonomisesta kirjallisuudesta olisi myds antaa usei-
ta esimerkkejd vdhemmén taidokkaasta piirtdimisestd. Koska
kuvaamattomia hyonteislajeja on kukaties useita miljoonia
(Stork 2018), on tieteellisen kuvantamisen oltava oleellisesti
piirtdmistd nopeampaa, mikali merkittiva osa kuvaamattomis-

ta lajeista yritetddn morfologisesti kuvata ja nimetd kuluvan
vuosisadan aikana. Kilpailukykyinen vaihtoehto hyvétasoiselle
piirtdmiselle onkin digitaalinen kuvantaminen, jota on enene-
vissd madrin kdytetty 2000-luvun alusta ldhtien.

Tarkkojen ja hyvilaatuisten niveljalkaiskuvien tarve on ilmei-
nen. Kuvantamista tehdddn museoissa, jotta arvokkaat koko-
elmat ovat paremmin tiedeyhteison ja yhteiskunnan saatavil-
la (esim. Flemons & Berents 2012). Hyvit kuvat esimerkiksi
tyyppiyksiloistd vdhentdvit niiden lainaamisen tarvetta, ja sa-
malla vihentdvét riskid niiden vahingoittumisesta tai katoami-
sesta (esim. Tauber et al. 2019). Taksonomisen kuvantamisen
ohella tutkijat ja harrastajat haluavat kuvata yksil6itd havain-
non dokumentoinnin tai varmistamisen vuoksi. Korkealaatui-
silla kuvilla voidaan my®ds kertoa hyonteisten paljaalle silmélle
niakymaéttomaéstd kauneudesta ja samalla lisétd niiden arvostus-
ta (Biss 2017, Karjalainen 2024).

Erilaisia laitteita hyonteisten digitaaliseen kuvantamiseen on
saatavilla hintahaitarin molemmista piistd. Vahimmilldén riit-
tdd tehokas dlypuhelin, tai dlypuhelimen kamera varustettuna
lisdobjektiivilla. Tai sitten voi hankkia 50 000-100 000 EUR
arvoisen digitaalisen mikroskoopin, jossa useimmat toiminnot
ovat automatisoituja. Hankittavat laitteet riippuvat toki myos
kuvattavien hyonteisten koosta ja sdilomistavoista — pitddko
olla yhdistelmédmikroskooppi, stereomikroskooppi vai molem-
mat. Mitd niveljalkaisharrastajan tai -tutkijan olisi hyva tie-
tdd digitaalisen mikroskooppikuvantamisen perusteista? Mitd
tekijoitd ja ominaisuuksia kannattaa ottaa huomioon, jos on
hankkimassa mikroskooppia ja siithen sopivaa kameraa? Mitd
ohjelmistoja on tarpeellista kdyttdd, entd mitd apuvélineitd on
hyvé olla olemassa? Témén artikkelin tarkoitus on luoda poh-
jaa valomikroskopian perusteisiin seké tarjota vinkkeja onnis-
tuneeseen digitaaliseen kuvantamiseen mikroskoopin avulla.
Alla esitetyt tiedot perustuvat useisiin ldhteisiin, kuten Lawlor
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(2019), Leica Microsystems Science Lab -sivusto (https://
www.leica-microsystems.com/science-lab/) sekd Nikon Mi-
croscopy U (https://www.microscopyu.com/). Youtuben puo-
lella esim. Microbehunter Microscopy on hyvéa ldhde luotet-
tavaan tietoon mikroskopiasta. Omat kokemukseen perustuvat
nidkemykset ja vinkit on pyritty erottamaan yleisistd mikrosko-
piaa ja kuvantamista koskevista teknisisté tiedoista.

Valomikroskopia

Tassad artikkelissa keskitytddn valomikroskopiaan ja digitaa-
liseen kuvantamiseen, jotka tapahtuvat ndkyvdn valon aal-
lonpituuksien puitteissa, joko yhdistelmd- tai stereomikros-
koopeilla. Hyonteisten ja hdméhékkieldinten kuvantamisessa
voidaan kédyttdd myos muita menetelmid, kuten UV-valoa tai
SEM-mikroskopiaa (Scanning Electron Microscope, pyyh-
kéisyelektronimikroskooppi), mutta niitd ei késitelld téssd ar-
tikkelissa. Lisdksi makrokuvaus digitaalisilla peilikameroilla
ja makro-objektiiveilla (tai mikroskooppiobjektiiveilla) maini-
taan vain lyhyesti.

Valon ominaisuudet ja valomikroskopian rajat

Valo on sdhkdmagneettista sdteilyd, joka etenee avaruudessa
sdahko- ja magneettikenttien vérdhtelynd. Valolla on seké aalto-
luonne ettd hiukkasluonne: sitd voidaan kuvata aallonpituuden
ja taajuuden avulla, mutta se koostuu my0s fotoneista. [hmis-
silmd havaitsee vain pienen osan sihkdmagneettisesta spekt-
ristd, niin sanotun ndkyvin valon, jonka aallonpituudet ovat
noin 380-750 nanometrid. Nikyvéssd valossa eri aallonpituu-
det vastaavat eri vérejd, siten ettd violetti ja sininen valo ovat
lyhytaaltoisimpia ja punainen pitkdaaltoisinta; keskimédréisen
vihredn valon aallonpituus on noin 550 nm. Aallonpituus mé&a-
rittdd valon vérin ja energian, ja lyhyemmaét aallonpituudet si-
séltavit enemmain energiaa kuin pidemmat.

Resoluutio eli erotuskyky

Nékyvén valon aallonpituus asettaa valomikroskopialle perus-
tavanlaatuisen erotuskyvyn eli resoluution rajan. Resoluutiolla
tarkoitetaan kykya erottaa kaksi toisiaan ldhelld olevaa yksi-
tyiskohtaa erillisind rakenteina, eikd yhtend sumeana kohtee-
na. Valon luonteen takia kahta toisiaan ldhelld olevaa yksityis-
kohtaa ei voida erottaa toisistaan, jos niiden vélinen etdisyys
on selvisti alle noin 200 nanometrid (0.2 um). Tdméa raja maa-
rdytyy valon diffraktion (taittumisen) perusteella ja sitd kuva-
taan Abben tai Rayleighin kaavoilla, jossa erotuskyky riippuu
kdytetyn valon aallonpituudesta ja objektiivin numeerisesta
apertuurista (NA, numerical aperture) (ks. esimerkki alem-
pana). Valomikroskopialla voidaan havaita solujen rakenteita,
bakteereja, soluelimié sekéd hyonteisten ja muiden pienelididen
hienoja morfologisia yksityiskohtia, mutta yksittdiset molekyy-
lit, virukset tai atomit jadvat timan menetelmin ulkopuolelle.

Resoluution tarkassa arvioinnissa voi ottaa huomioon myds
(yhdistelméd)mikroskoopin kondensaattorin NA-luvun, mutta
yksinkertaisuuden vuoksi se on jétetty tissd kiytetyistd esimer-
keistd pois. Liséksi syvyysalueen resoluution (aksiaalinen reso-
luutio, z) laskemiseen on oma kaavansa. Tarkempaan resoluu-
tion madrittdmiseen esim. mikroskoopin digitaalisesta kuvasta
on omat menetelménsé, kuten Fourier-analyysi.

Rayleighin kaava on hyddyllinen, kun halutaan maérittda ob-
jektiivin lateraalinen (X, y) erotuskyky. d=Ax0.61/NA, jossa
d=erotuskyky, A on kéytetyn valon aallonpituus (esim. vihred
valo, 550 nm tai 0,55 pm) ja NA on objektiivin numeerinen
apertuuri. Numeerinen apertuuri kuvaa objektiivin kykya ke-
ratd valoa ndytteestd ja siten sen kykyéd erottaa yksityiskohtia.
Mita suurempi NA on, sitd suurempi on objektiivin erotus- ja
valonkerdyskyky. NA lasketaan kaavalla NA = a sin(), jossa
a on véliaineen taitekerroin (ilmalla 1, vedelld n. 1.3, 6ljylld n.
1.5) ja 6 on puolet suurimmasta valokartiokulmasta, jonka ob-
jektiivi pystyy vastaanottamaan ndytteestd. Esimerkiksi itselld-
ni kdytdssd olevassa Leican HC FL PLAN 40%/0.65 (viimeinen
luku on NA) objektiivissa resoluutio vihredlld valolla on noin
0.52 um. Resoluution laskemisesta on apua, kun arvioidaan ka-
meran kykya tallentaa haluttu ndkyma digitaalisesti.

Vaikka objektiivin erotuskyky maarittdd valomikroskoopin
teoreettisen resoluution, digitaalisessa kuvantamisessa ratkai-
sevaa on myds kuvan néytteistiminen kameran kennolla. Jotta
objektiivin tuottama informaatio voidaan tallentaa ilman yksi-
tyiskohtien véadristymistd, tdytyy kameran pikselikoon tdyttaa
Nyquistin kriteeri, jonka mukaan pienimmén erotettavan ra-
kenteen tulee peittyd vahintddn kahdella pikselilld. Jos pikselit
ovat liian suuria suhteessa optiseen resoluutioon, hienot yksi-
tyiskohdat jéavit tallentumatta tai vaéristyvét, vaikka mikros-
koopin optinen erotuskyky sindnsé olisi riittdvd. Digitaalika-
meran todellinen kyky muodostaa tarkkoja mikroskooppikuvia
médrdytyy siten objektiivin NA:n, kdytetyn aallonpituuden, va-
laistuksen ja kennon pikselikoon yhteisvaikutuksena, eikd me-
gapikselimdard yksin takaa parempaa kuvaa. Asiaan palataan
esimerkkien kautta alempana.

Resoluutiosta puhuttaessa on mainittava myds suurennos, kos-
ka ne tarkoittavat eri asioita, mutta niiden merkitykset saate-
taan seckoittaa toisiinsa. Suurennos tarkoittaa mikroskopiassa
sitd, kuinka paljon néytteen kuva suurenee verrattuna sen to-
delliseen kokoon, eli kuinka suureksi rakenne esitetddn ha-
vaitsijalle tai kameran kennolle. Suurennos syntyy objektiivin,
mahdollisten vélilinssien sekd okulaareiden tai kameraliitdnnédn
yhteisvaikutuksesta, ja se vaikuttaa kuvan mittakaavaan mut-
ta ei yksin maéritd kuvan yksityiskohtien maarda. Téstd syystd
suurennosta voidaan kasvattaa myos tilanteissa, joissa resoluu-
tio ei endd parane, jolloin syntyy niin sanottua tyhjad suuren-
nosta: kuva ndyttdd suuremmalta, mutta ei sisidlld uutta raken-
teellista informaatiota.



Kuva 1. Yleiskuva yhdistelmamikroskoopista. Keskeisia osia ovat oku-
laarit (ok), objektiivit (ob), revolveripaa (re), naytepoyta (na), konden-
saattori ja himmennin (ko), valaistus (va) ja tarkennus (ta). Kamerasovi-
te on yleensa lahella okulaareja.

Yhdistelmédmikroskooppi

Yhdistelmédmikroskoopissa (YMK, compound microscope)
(tai valomikroskooppi, tutkimusmikroskooppi, preparaattimi-
kroskooppi, Kuva 1) on kaksiportainen linssijarjestelmi, jossa
objektiivi suurentaa ndytteen ja okulaari suurentaa ndin muo-
dostuneen vilikuvan katsojan silmén verkkokalvolle. Tdma ra-
kenne mahdollistaa suuria kokonaissuurennoksia (40%-1500x)
ja nakemisen optisen erotuskyvyn rajoille, noin 0.2 mikromet-
riin saakka. YMK:lla tarkastellaan lédhes poikkeuksetta lasille
preparoituja niytteitd, joista valo péddsee lapi, mutta sitd voi-
daan periaatteessa kdyttdd myods stereomikroskoopin tavoin
(esim. Buffington & Gates 2008). YMK:n keskeisid osia ovat
okulaarit eli katsojalinssit, joiden suurennos on tyypillisesti
10-15 kertainen. Okulaarien ldhelld sijaitsee tavallisesti myds
mahdollinen kameraportti, johon kameran voi kiinnittaa erilli-
sen sovitteen avulla. Objektiiveja on useita, ja niiden suuren-
nokset ovat useimmiten 4, 5, 10, 20, 40, 60 ja 100 kertaiset;
hyonteistutkijalle kdytdnnossé riittdd maksimissaan 400-kertai-
nen suurennos (40% ilmaobjektiivi), joten tdtd suurempia ob-
jektiiveja ei ole valttdimatontd hankkia. On myds huomattava,
ettd 100x objektiivit vaativat viliaineen objektiivin linssin ja
ndytteen vilille; se voi olla immersiodljya, vetti tai glyserolia.
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Objektiivit kiinnitetdén revolveripddhdn, jota pydrittdmallad voi
helposti vaihtaa suurennosta. Objektiivien alla on naytepOyta,
johon preparaattilasi kiinnitetddn ja jota voi liikuttaa pysty- ja
vaakasuunnassa. Objektiivien korkeutta suhteessa niyttee-
seen sdddetddn pydritettdvdn tarkennusnupin avulla, jossa on
karkea- ja hienotarkennus. Esimerkiksi jo 20- ja 40-kertaiset
objektiivit ovat hyvin ldhelld preparaattilasia, ja niiden tarken-
nuksessa on oltava tarkkana, jotta objektiivi ei riko peitinla-
sia. Néytepoydén alla on kondensaattori ja himmennin, jonka
avulla voi sddtdd naytteeseen tulevan valon méirié ja laatua.
Kondensaattorin etdisyys suhteessa objektiiveihin on tirked
optimoida ns. Kohler-sdddon mukaisesti; esimerkiksi Youtu-
besta 16ytyy aiheesta useita havainnollisia videoita. YMK:ssa
valo tulee alhaalta, ja nykyisin mikroskooppien lamput ovat
LED-valoja, joiden antama virilampotila ja teho ovat erin-
omaiset.

Kuten todettua, YMK:n hyvin erotuskyvyn ansiosta télld lait-
teella voi tarkastella erittdin pienid yksityiskohtia, kuten esi-
merkiksi siipien yksittdisid setoja ja mikrokarvoja (Kuva 14),
siipisuonten tarkkaa sijaintia tai pienid yksityiskohtia kotelo-
nahkojen rakenteessa. YMK:iin voidaan liittda erityisid kont-
rastimenetelmid, kuten faasikontrasti (Phase contrast), dif-
ferentaali interferenssikontrasti (DIC) tai pimedkenttd (Dark
field). Ndiden menetelmien avulla voidaan paremmin erottaa
hentoja tai heikkorakenteisia kohteita, joita ei vélttdmattd pysty
tarkastelemaan tavallisessa kirkaskenttimikroskopiassa (Bright
field). Lisaksi on mahdollista hankkia erilaisia suotimia, jotka
poistavat valosta liiallista kirkkautta tai parantavat ndkymaa
vahentdmalld kromaattisia virheitd (tyypillisesti rakenteiden
reunojen liiallinen keltainen tai violetti véri). Vaikka YMK:n
resoluutio on hyvi, on sen syvaterdvyys erittdin pieni. Talld on
merkitystd kdytdnnon kuvantamisen kanssa, josta lisdd alempa-
na.

YMK:n optisesti tirkein osa on objektiivi. Objektiiveja on eri-
laisten suurennosten lisdksi saatavilla erilaisilla ominaisuuk-
silla varustettuna. HyoOnteismikroskopian puolella on hyva
tunnistaa ainakin mitd tarkoittaa akromaattinen, fluotar tai
apokromaattinen (Taulukko 1). Véri- ja tasokorjausten lisdksi
objektiivien keskeinen ja erittdin tirked ominaisuus on NA eli
numeerinen apertuuri, josta kerrottiin edelld erotuskykyd ké-
siteltdessd. Pienen suurennoksen objektiiveilla (4-10x) NA on
tyypillisesti 0.1-0.25 ja 20—40x objektiiveilla 0.4—0.65. Par-
haat (ja usein kalleimmat, hinta tuhansia euroja) ilmaobjektiivit
ovat viri- ja tasokorjattuja (plan apo) ja niiden NA voi olla suu-
rempi kuin vastaavan suurennoksen akromaattisissa tai fluo-
tar-objektiiveissa. Kuitenkin NA-arvoltaan 1 tai sitd suurem-
mat ovat aina immersio-objektiiveja. Numeerisen apertuurin,
véri- ja tasokorjausten sekd suurennoksen liséksi objektiivissa
on muitakin merkintdjd. Useimmissa nykyisissd objektiiveis-
sa on luku 0.17, miki tarkoittaa, ettd objektiivi on optimoitu
0.17 mm paksuiseen peitinlasiin. Peitinlasilla on olennainen
merkitys mikroskooppiobjektiivin optiselle toiminnalle, kos-
ka objektiivi on suunniteltu muodostamaan virheeton kuva
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Taulukko 1. Yhdistelmamikroskoopin objektiivityypit tarkeimpien ominaisuuksien (vari- ja tasokorjaus) mukaan.

Objektiivityyppi Vérikorjaus

Akromaattinen
(Achromat)

Korjattu kahdelle aallonpituudelle
(punainen-sininen)

Plan-akromaatti

(Plan Achromat) Kuten akromaatti

Fluoriitti / Fluotar
(Fluorite, Fluotar)

Parempi kuin akromaatti,
osittain apokromaattinen

Plan-Fluoriitti
(Plan Fluorite / Plan Fluotar)

Apokromaattinen

(Apochromat) Korjattu kolmelle aallonpituudelle

Plan-apokromaatti
(Plan Apochromat)

Semi-apokromaatti / NeoFluar  Akromaattia parempi,
(valmistajakoht.) apokromaattia heikompi

Tasokorjaus

Ei tasokorjausta

Kylla (tasainen kuva)

Usein osittainen tai taydellinen

Korkea vérikorjaus Kylla

Ei aina tasokorjausta

Erinomainen (3—4 aallonpituutta) Kylla

Usein kylla

Tyypilliset ominaisuudet ja kdytto

Perusobjektiivi; edullinen,
kohtalainen kontrasti

ja resoluutio, reuna-alueilla usein
epateravyytta ja varivirhetta

Yleisin yleiskdyttoinen objektiivi;
tasainen kuva koko nakokentassa,
sopii hyvin dokumentointiin

Hyva kontrasti ja parempi varikorjaus;
soveltuu hyvin biologisiin naytteisiin
ja heikkoihin kontrasteihin

Yhdistaa hyvan vérikorjauksen
ja tasaisen kuvan; erittdin yleinen
tutkimus- ja kuvantamiskaytossa

Erittdin hyva véarintoisto ja korkea NA;
paras erotuskyky, mutta kapea kayttéalue
ilman plan-korjausta

Korkeimman luokan objektiivi;
paras varintoisto, tasaisuus ja resoluutio,
erityisesti kuvantamiseen

Valimuoto; hyvd kompromissi hinnan
ja kuvanlaadun valilla

Kuva 2. Yleiskuva stereomikroskoopista. Keskeisia osia ovat okulaarit
(ok), objektiivi (ob), naytepdyté (na), zoom (suurennoksen vaihto) ja
tarkennus (ta).

vain tietyn paksuisen lasikerroksen lépi. Peitinlasi ei ole opti-
sesti neutraali, vaan se kuuluu objektiivin laskettuun optiseen
jéarjestelmédn: sen paksuus ja taitekerroin vaikuttavat valon-
sateiden kulkuun ennen kuin ne saapuvat objektiivin etulins-
siin. Jos peitinlasi on merkittavisti tdtd paksumpi tai ohuem-
pi, syntyy erityisesti pallopoikkeamaa (spherical aberration),
jolloin tarkennuspiste levidd, kontrasti heikkenee ja korkean
numeerisen apertuurin objektiiveilla erotuskyky voi selvisti
alentua. Vaikutus korostuu suurilla suurennoksilla ja korkeilla
NA-arvoilla, joissa valonséteet saapuvat objektiiviin jyrkissa
kulmissa. Siksi merkintd 0.17 ei ole pelkkd suositus vaan osa
objektiivin optista suunnittelua: optimaalisen kuvanlaadun saa-
vuttamiseksi néyte tulisi kuvata standardipaksuisen peitinlasin
lapi tai kayttad korjausrenkaalla (correction collar) varustettua
objektiivia, jolla peitinlasin paksuuseroja voidaan kompensoi-
da. Infinity-merkintd (o) objektiivin kyljesséd tarkoittaa, ettd
kyseessd on niin sanottu adrettomyyskorjattu objektiivi (infini-
ty-corrected objective), jossa objektiivi ei muodosta lopullista
kuvaa suoraan mikroskoopin putkeen, vaan tuottaa objektiivin
jéalkeen rinnakkaisen eli kiytdnndsséd darettoméin tarkentuneen
valokimpun. Varsinainen vilikuva syntyy vasta mikroskoopin
rungossa olevan putkilinssin (tube lens) avulla. Tama poikke-
aa vanhemmista darellisen putkipituuden (esim. 160 mm) ob-
jektiiveista, joissa kuva muodostui suoraan objektiivin avulla
tietylld mekaanisella etdisyydelld. Infinity-rakenteen etuna on
optinen muunneltavuus: objektiivin ja putkilinssin véliin voi-
daan sijoittaa lisikomponentteja, kuten fluoresenssisuotimia,
DIC-prismoja, polarisaatioelementtejé tai sdteenjakajia, ilman
ettd tarkennus tai suurennos muuttuu merkittdvésti. Samalla
jarjestelmd mahdollistaa paremman aberraatiokorjauksen ja
modulaarisen mikroskooppirakenteen. Kéytanndssé co-merkin-
td kertoo, ettid objektiivi toimii oikein vain sellaisessa mikros-
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koopissa, jossa on sille suunniteltu putkilinssi, ja ettd objektiivi
on osa kahdesta optisesta padelementistd muodostuvaa koko-
naisjdrjestelmad, ei yksindén tdydellinen kuvantava linssi.

Stereomikroskooppi

Stereomikroskooppi (SMK, stereo microscope, preparointimi-
kroskooppi) on tavallisesti matalan suurennoksen kolmiulot-
teinen mikroskooppi (Kuva 2). SMK:ssa on kaksi optista
kanavaa, eli kumpikin okulaari tuottaa tarkasteltavasta koh-
teesta hieman erilaisen kuvan. Téstd syystd ndkymi on aidos-
ti kolmiulotteinen ja melko syvéterdvéd, toisin kuin YMK:ssa.
SMK:ia kédytetddn tavallisesti preparointiin ja isompien kohtei-
den tutkimiseen. Valaistukseen on useita erilaisia vaihtoehtoja
(ks. alempana), mutta tavallisesti valo tulee kohteen pailtd tai
viistosti sivuilta.

SMK:n suurennustoiminto perustuu mikroskoopin rungon si-
sille rakennettuun optiseen zoom-jéirjestelméédn, jossa useat
linssiryhmit liikkuvat toisiinsa ndhden. Zoomia sdéddettdes-
séd linssien vilinen etdisyys muuttuu hallitusti, jolloin koko-
naissuurennos kasvaa tai pienenee ilman, ettd ndytteen tai
objektiivin korkeutta tarvitsee muuttaa. Hyvin suunnitellussa
zoom-jérjestelméssd kuva pysyy likimain tarkennettuna koko
zoom-alueen lépi (parfokaalisuus), mikéd tekee kdytdstd suju-
vaa. SMK:ssa on kaksi toisistaan erillistd mutta synkronoitua
zoom-optiikkaketjua, yksi kummallekin silmalle, mikd mah-
dollistaa kolmiulotteisen vaikutelman sdilymisen kaikilla suu-
rennoksilla.

SMK:n zoom-rakenne voi perustua joko Greenough- tai Com-
mon Main Objective (CMO) -rakenteeseen. Greenough-skoo-
pissa kummallakin silmélld on oma, hieman eri kulmassa oleva
objektiivinsa ja oma zoom-optiikkaketjunsa, mika tuottaa luon-
nollisen stereovaikutelman yksinkertaisella ja valotehokkaalla
rakenteella, mutta aiheuttaa lievdd geometriaeroa kuvien vilil-
1. CMO-rakenteessa molemmat kuvakanavat jakavat yhteisen
padobjektiivin, jonka jilkeen valo jaectaan kahteen symmet-
riseen zoom- ja kuvausketjuun; tdmd mahdollistaa paremman
geometrisen tarkkuuden, tasaisemman kuvakentédn seka lisdop-
tisten moduulien (kuten kamerat, suotimet ja mittausoptiikan)
kayton.

Tavanomaiset SMK:t toimivat alhaisilla, alle 100x suurennok-
silla. Kuitenkin parhaimpien mallien yhteyteen on mahdollis-
ta hankkia 1.6 tai 2.0 —kertaisia objektiiveja ja saavuttaa jopa
250x suurennoksia. SMK:n yleisen rakenteen takia objektii-
vien NA on suhteellisen matala, maksimissaan n. 0.3. Stereo-
mikroskoopissa objektiivin NA ei kuitenkaan ole vakio, vaan
kasvaa zoom-suurennoksen mukana. Toisin kuin yhdistelma-
mikroskoopissa, jossa NA on objektiivin pysyvd ominaisuus,
zoom-stereomikroskoopin optiikka muuttaa sitd, kuinka suuri
osa objektiivin aukosta osallistuu kuvamuodostukseen. Pienilla
zoom-arvoilla hyviksytddn pddasiassa loivakulmaisia, objek-
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tiivin keskiosan kautta kulkevia séteitd — efektiivinen NA on
pieni. Zoomia kasvatettacssa mukaan paddsevdt myds vinom-
mat siteet — valokartio avartuu ja efektiivinen NA suurenee,
miké parantaa erotuskykyé. Tamén vuoksi stereomikroskoopis-
sa suurennus ei ainoastaan suurene visuaalisesti, vaan samalla
optinen resoluutio paranee. NA:n vaihtelu ja sen kasvu riippu-
vat mikroskoopin optisesta rakenteesta, mutta ilmié on yleinen
kaikille zoom-stereomikroskoopeille. Kdytinndssd myds jar-
jestelmén resoluutio ja optimaalinen naytteistys muuttuvat jat-
kuvasti zoom-arvon mukana. CMO-malleissa objektiivit voivat
suurennoksen ohella vaihdella my6s vérikorjauksen perusteella
(plan vs. plan apo). Mikali kuvaa nestendytteitd (etanoli, glyse-
roli), suosittelen kdyttimaan plan apo-malleja.

Ikdan kuin erityisind SMK:n variaatioina mainitaan téssid yh-
teydessd makromikroskooppi ja digitaalinen mikroskooppi.
Makromikroskooppi on optinen mikroskooppityyppi, joka si-
joittuu toiminnallisesti stereomikroskoopin ja yhdistelméami-
kroskoopin viliin. Toisin kuin perinteinen stereomikroskooppi,
makromikroskooppi perustuu yleensi yhteiseen padobjektiiviin
(CMO-rakenne) ja tuottaa yhden, geometrisesti tarkan kuvan
ilman varsinaista stereondkod. Tdmd mahdollistaa korkeam-
man numeerisen apertuurin, paremman resoluution ja tasai-
semman kuvakentin erityisesti kuvantamisessa, mutta kol-
miulotteinen vaikutelma on vdhédisempi tai puuttuu kokonaan.
Makromikroskooppeja ovat esimerkiksi Leica Z 15 apo, Nikon
AZ 100, Zeiss Axio Zoom. Digitaaliset mikroskoopit eroa-
vat molemmista siind, ettd kuva muodostetaan néytdlle suo-
raan kameran ja ohjelmiston avulla ilman okulaareja; ne ovat
usein helppokdyttdisid ja visuaalisesti ndyttdvid, mutta opti-
nen rakenne ja erotuskyky voivat olla vihemmaén lapindkyvid
ja hallittavia kuin perinteisissd optisissa makro- ja stercomi-
kroskoopeissa. Kéaytinnossa tdma tarkoittaa, ettd digitaalisissa
mikroskoopeissa kéyttidjdn on usein vaikea hahmottaa, miten
kuva todellisuudessa muodostuu. Valmistaja ei vélttamattd il-
moita selkedsti optiikan perusparametreja, kuten objektiivin
numeerista apertuuria (NA), todellista suurennosta niytteessa,
optista erotuskykydé tai sitd, mikd osa kuvanlaadusta syntyy op-
tiikasta ja mikd ohjelmistopohjaisesta jélkikasittelystd (esim.
terdvoitys, kohinanvaimennus, HDR [hyvin tummien ja hyvin
vaaleiden kohtien toisto samassa kuvassa]). Lisdksi digitaali-
sissa mikroskoopeissa kdyttdjd ei yleensd voi vapaasti vaihtaa
tai muokata optisia komponentteja. Objektiiveja, valaistusta,
suotimia tai kuvantamismenetelmia (esim. faasikontrasti, DIC,
polarisaatio) ei voi lisété tai vaihtaa samalla tavalla kuin perin-
teisissd makro- ja stereomikroskoopeissa.

Makromikroskooppi soveltuu parhaiten tilanteisiin, joissa vaa-
ditaan hyvéd resoluutiota, mittatarkkuutta ja korkealaatuista
kuvantamista, kun taas stereomikroskooppi on ylivoimainen
ndytteiden kasittelyssd. Digitaaliset mikroskoopit soveltuvat
parhaiten nopeaan dokumentaatioon ja opetuskayttoon. Lisdk-
si on huomautettava, ettd ainakin osaan stereomikroskooppeja
pystyy erikseen hankkimaan AX-pidikkeen (4X carrier), joka
mahdollistaa kameran sijoittamisen suoraan optiselle akselille
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ja titen tekee siitd makromikroskoopin. Pidikkeen ansiosta ku-
vaus on geometrisesti tarkkaa ja optisesti symmetristd, koska
se védhentdd optisia vadristymid. Kdytanndssd AX-pidike tuo
erityistd hyotya silloin, kun mikroskooppia kiytetddn sdédnnol-
lisesti dokumentointiin, mittauksiin tai kerroskuvaukseen.

Kameran ominaisuudet

Digitaalikamera muodostaa kuvan muuntamalla niytteestd tu-
levan valon sdhkdiseksi signaaliksi kennon avulla. Kennon
pinta koostuu miljoonista pikseleistd, joista kukin toimii pie-
nend valonilmaisimena ja mittaa sithen osuvan valon méarén;
pikselikoko vaikuttaa siithen, kuinka hienoa yksityiskohtaa
kuva voi tallentaa suhteessa optiseen resoluutioon. Uusimmis-
sa kameroissa kdytetddn CMOS-kennoa (Complementary Me-
tal-Oxide—Semiconductor), jossa jokaisella pikselilli on oma
vahvistin ja lukupiiri, mikd mahdollistaa nopean lukunopeuden
ja alhaisen virrankulutuksen. Viritieto tallennetaan tyypillisesti
RGB-virialueessa, jossa punaisen, vihredn ja sinisen suotimien
kautta mitatut signaalit yhdistetddn varikuvaksi.

Kennon dynamiikka kuvaa kameran kykyi tallentaa samanai-
kaisesti sekd hyvin tummia ettid hyvin kirkkaita yksityiskohtia
ilman, ettd informaatiota menetetdén varjoihin tai huippukoh-
tiin (highlight; kuvan kirkkaimmat alueet). Kohinataso puoles-
taan kuvaa signaalissa esiintyvin satunnaisen sdhkdisen vaih-
telun maardd, joka rajoittaa erityisesti heikkojen kirkkaus- ja
kontrastierojen havaittavuutta silloin, kun signaali on heikko
tai kuvasignaalia joudutaan vahvistamaan nostamalla ISO-ar-
voa tai gain-sditod. Bittisyvyys kertoo, kuinka monella sdvyar-
volla yksittdisen pikselin kirkkaus voidaan esittdd, ja suurempi
bittisyvyys mahdollistaa hienovaraisempien sévy- ja kontras-
tierojen tallentamisen.

Kameran teknisiéd tietoja tarkasteltaessa mikroskooppikuvan-
tajan kannattaa kiinnittdd huomiota erityisesti kennon kokoon
ja pikselikokoon, ilmoitettuun dynamiikka-alueeseen (dynamic
range), lukukohinaan (read noise) sekd kennon kvanttihyo-
tysuhteeseen (quantum efficiency, QE). Suurempi pikselikoko
mahdollistaa yleensd paremman signaali—kohinasuhteen, koska
yksittdinen pikseli kerdd enemmén fotoneita ennen kyllésty-
mistddn. Mikroskooppikameroissa tyypillinen pikselikoko on
noin 2.0-4.5 pm; noin 2-3 pum pikselit ovat yleisid korkean
resoluution dokumentointikameroissa, kun taas 4—6 um pikse-
lit ovat tavallisia herkkyyttd painottavissa tutkimuskameroissa.
Dynamiikka ilmoitetaan usein desibeleind, mutta kiytanndssé
sitd voidaan hahmottaa myos valotusaskelina (stops), joissa
yksi askel vastaa kirkkauden kaksinkertaistumista. Esimerkiksi
noin 70 dB dynamiikka vastaa suunnilleen 11-12 valotusaskel-
ta, miké tarkoittaa, ettd kamera pystyy tallentamaan samassa
kuvassa useita kirkkaustasoja hyvin tummista rakenteista ldhes
ylipalamispisteeseen asti. Kaytdnndssa suurempi dynamiikka
mahdollistaa sekd heikkokontrastisten ettd hyvin kirkkaiden
rakenteiden samanaikaisen toistumisen ilman yksityiskohtien
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katoamista. Noin 60—65 dB dynamiikka edustaa perustasoa,
70-75 dB hyvéi tutkimustasoa ja yli 80 dB erittdin korkeaa
suorituskykya. Lukukohina puolestaan maarittéd, kuinka hyvin
heikot signaalit voidaan erottaa kohinasta, mikd on erityisen
tarkedd heikkokontrastisten mikrorakenteiden kuvaamisessa.
Tyypillisesti noin 5-8 elektronia (e~ RMS) vastaa keskitasoista
kameraa, kun taas 1-3 e~ lukukohina on ominaista laadukkail-
le moderneille sSCMOS-kameroille. Kvanttihyotysuhde kuvaa
kennon kykyd muuntaa saapuvat fotonit sdahkoiseksi signaa-
liksi ja vaikuttaa suoraan kameran herkkyyteen erityisesti ly-
hyilld valotusajoilla ja pienilld suurennoksilla. Vérikameroissa
QE-maksimi on tyypillisesti noin 40-60 %, kun taas korkea-
laatuisissa monokromaattisissa tutkimuskennoissa se voi ylit-
tdd 80-90 %. Pelkkd bittisyvyys (esimerkiksi 12-, 14- tai 16-
bit) ei kuitenkaan yksin médritd kuvan todellista sdvytoistoa,
silld hyodynnettdvissa oleva sdvyinformaatio méérdytyy viime
kddessd kennon dynamiikan ja kohinatason perusteella. Jos
kennon kohina on suuri tai dynamiikka rajallinen, suurempi
bittisyvyys ei lisdd todellista informaatiota, vaan ainoastaan
jakaa saman kohinaisen signaalin useampaan numeeriseen sé-
vyarvoon. Kaytinnossd vasta silloin, kun kennon dynamiik-
ka ylittdd noin 70 dB, voidaan 12-bit tai suurempi bittisyvyys
hy6dyntdd tehokkaasti mikroskooppikuvantamisessa. Kame-
ran todellinen suorituskyky ei kuitenkaan selvid pelkdstddn
bittisyvyydestd tai megapikselimaaréstd, vaan dynamiikka ja
kohinataso maérdytyvét kennon rakenteen, pikselikoon, lukue-
lektroniikan ja signaalinkisittelyn yhteisvaikutuksena. Siksi
nykyaikaiset, suuremman dynamiikan ja matalamman kohinan
CMOS-kennolla varustetut mikroskooppikamerat pystyvit tal-
lentamaan hienorakenteita luotettavammin kuin vanhemmat tai
perustason kamerat (esim. vanhemmat CCD-kamerat), erityi-
sesti tilanteissa, joissa kuvassa esiintyy samanaikaisesti vaalei-
ta ja heikkokontrastisia yksityiskohtia.

CMOS-mikroskooppikamerat ja DSLR (Digital Single-Lens
Reflex)-kamerat (digitaalinen peilikamera, “digijarkkari”) pe-
rustuvat molemmat CMOS-kennoteknologiaan, mutta ne on
suunniteltu eri kayttotarkoituksiin. Mikroskooppikamera on
optimoitu suoraan mikroskoopin kuvaustasolle: se liitetddn
C-mount -liitdnndlld suoraan kameraporttiin, ja sen pikseliko-
ko, kennon koko ja lukunopeus on sovitettu jatkuvaan live-ku-
vantamiseen, mittaamiseen ja kerroskuvaamiseen. DSLR on
puolestaan yleiskamera, jossa on suuri kenno ja vaihdettavat
objektiivit; mikroskoopissa sitd kdytetdéin projektio-optiikan
kautta, niin kuin usein my0s varsinaisia mikroskooppikame-
roita. Kéaytdnnon valintasuosituksena mikroskooppikamera
on paras vaihtoehto rutiininomaiseen tieteelliseen kuvantami-
seen, mittauksiin ja toistettavaan dokumentointiin, kun taas
DSLR-kamera soveltuu erityisesti tilanteisiin, joissa halutaan
suuri kuvakenttd ja korkea kuvanlaatu yksittdisten, huolellises-
ti tuotettujen kuvien ottamiseen. Molemmissa tapauksissa lo-
pullinen kuvanlaatu mééraytyy optiikan, naytteistyksen ja ku-
vausasetusten yhteisvaikutuksesta, ei pelkdstdén kameratyypin
perusteella.
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DSLR-kamera voidaan liittdd mikroskooppiin useilla eri tavoil-
la, joista suositeltavin on kameran kytkeminen mikroskoopin
trinokulaariputken padhan (kameraportti) projektiolinssin avul-
la. Talléin mikroskoopin optiikka muodostaa kuvan suoraan
kameran kennolle, ja jérjestelmé sdilyy geometrisesti hallittu-
na ja mittauskelpoisena. Vaihtoehtoisesti kamera voidaan liit-
tdd okulaarin kautta afokaalisesti (ilman projektiolinssid) tai
projektiomenetelmalld, mutta ndma ratkaisut ovat herkempid
vinjetoinnille (reuna-alueiden tummuminen tai rajautuminen)
ja optisille védristymille, ja soveltuvat paremmin dokumen-
tointiin kuin tdsmaélliseen tieteelliseen kuvantamiseen. Koska
minulla on enemméin kokemusta varsinaisten mikroskooppika-
meroiden kdyttamisestd, ei DSLR-kameroita ja niilld kuvanta-
mista mikroskoopin avulla késitella tassd yhteydessd enempéa.

Kennon koko, projektiolinssi, kuvakentti ja resoluutio

CMOS-mikroskooppikameroiden kennot vaihtelevat kooltaan
merkittavasti, tyypillisesti pienistd 1/3"—1/2.8" kennoista (dia-
gonaali 6-6.5 mm) aina 1” (diagonaali 16 mm) ja sitd suurem-
piin kennoihin, ja kennon koko vaikuttaa suoraan kuvattavan
nikokentdn laajuuteen (FOV, field of view). Mitd suurempi
kenno, sitd laajempi osa mikroskoopin kuvakentdstd voidaan
tallentaa samalla suurennoksella, edellyttden ettd mikroskoopin
optiikka ja kamerakanava pystyvit valaisemaan kennon reu-
na-alueet ilman vinjetointia. Resoluutio puolestaan méaaraytyy
objektiivin optisen erotuskyvyn ja kennon pikselikoon yhteen-
sopivuudesta: pienempi pikselikoko mahdollistaa hienomman
ndytteistyksen, mutta vain siithen rajaan asti, jonka objektii-
vin NA ja kéytetty aallonpituus sallivat. Projektiolinssi (esim.
0.5x%, 0.7x tai 1.0x) toimii optisena sovittimena mikroskoopin
ja kennon vililld, ja sen suurennos vaikuttaa samanaikaisesti
sekd ndkokentdn kokoon ettd ndytteessd saavutettavaan pik-
selikokoon; pienempi projektiokerroin kasvattaa ndkokenttad
mutta heikentdd ndytteistystiheyttd, suurempi kerroin puoles-
taan parantaa resoluution hyddyntidmistd pienemmalld ndko-
kentdlld. Ruutunopeus eli kuvataajuus ilmaisee, kuinka monta
kuvaa kamera pystyy tuottamaan sekunnissa (FPS, frames per
second), ja siithen vaikuttavat kennon lukunopeus, resoluutio,
bittisyvyys, kéytetty rajaus (ROI, region of interest) seka tie-
donsiirron kapasiteetti; kdytdnnossd korkea ruutunopeus on
tirked kuvattaessa liikkuvia kohteita, ja se voi vaikuttaa myds
kuvan kirkkauteen ja kohinan (ei-toivottu, satunnainen vaihtelu
kuvapikseleissd) maddardan. Oman kokemukseni perusteella hy-
vin alhaisellakin ruutunopeudella (2-3 FPS) voi saada onnistu-
neita kerroskuvia.

Megapikseliméddrd kertoo, kuinka monta pikselid kameran
kennolla on, mutta mikroskopiassa se ei yksin maéritd kuvan
todellista informaatiosiséltod. Esimerkiksi sienisddsken siiven
mikrokarvoitus tai koiraan hypopygiumin pienet rakenteet
erottuvat vain niin tarkasti kuin objektiivin optinen resoluutio
ja ndytteistyksen tiheys sen sallivat. Nyquistin kriteeri asettaa
télle yldrajan, eikd tétd rajaa ylittdva pikselimddrd tuo kuvaan
uusia rakenteellisia yksityiskohtia. Suuremmasta megapikse-
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Kuva 3. Naytekohtainen pikselikoko stereomikroskoopissa zoom-teki-
jan funktiona kahdella kameran pikselikoolla (sininen: 2.4 pm, oranssi:
4.5 ym). Projektiolinssin suurennokseksi oletetaan 0.5%. Punainen
katkoviiva osoittaa Nyquistin minimivaatimuksen d/2 = 3.35 ym, joka
perustuu Rayleighin erotuskykyyn (d = 6.7 um) numeeriselle apertuu-
rille NA = 0.05 ja aallonpituudelle A = 550 nm. Katkoviivan alapuolella
naytteistys tayttaa Nyquistin ehdon, jolloin optiikan valittdma pienin
yksityiskohta voidaan tallentaa digitaalisesti. Suuremmilla zoom-arvoilla
naytekohtainen pikselikoko pienenee, ja naytteistys muuttuu riittavaksi
ensin pienempia pikseleita kayttavalla kameralla ja myéhemmin suu-
rempipikselisella kameralla. Huom. Tama on pedagoginen yksinker-
taistus: kuvassa oletetaan NA vakiona, vaikka stereomikroskoopissa
NA yleensa kasvaa zoomin my6ta, jolloin myds Nyquist-raja pienenisi
zoomin kasvaessa.

limédrastd on kuitenkin selkedd kdytdnnon hyotyd. Jos sama
ndyte kuvataan samalla objektiivilla joko 2 tai 20 MP:n kame-
ralla, optinen erotuskyky on periaatteessa sama, mutta 20 MP:n
kameralla nakokenttddn mahtuu huomattavasti suurempi osa
ndytteestd. Tamé tarkoittaa, ettd esimerkiksi kokonainen siipi
tai hypopygium voidaan dokumentoida yhdella otoksella siten,
ettd yksityiskohtia voidaan myShemmin tarkastella rajauksilla
ilman, ettd kuvan terdvyys heikkenee. Kahden megapikselin
kamera voi riittdd tilanteissa, joissa kiinnostuksen kohteena on
yksittdinen pieni rakenne ja nékdkenttd voidaan rajata kapeak-
si. Talloin kuitenkin joudutaan usein valitsemaan yksityiskoh-
tien tarkkuuden ja kuvattavan kokonaisuuden laajuuden valilla:
riittdvin erotuskyvyn saavuttaminen edellyttdd suurempaa op-
tista suurennosta, mikd pienentdd niakokenttdd ja voi pakottaa
ottamaan useita osakuvia tai vaikeuttaa rakenteiden keskindis-
ten mittasuhteiden hahmottamista yhdessd kuvassa. Suurempi
megapikselimédrd parantaa mikroskopiassa ennen kaikkea do-
kumentaation kattavuutta, mittausten luotettavuutta ja kuvien
jatkokadytettdvyyttd, kun taas varsinainen resoluutio maardytyy
edelleen optiikan ja néytteistyksen yhteensopivuudesta.

Jos 40x objektiivin erotuskyky on esimerkiksi 0.52 pm, tdma
tarkoittaa, ettd kahta rakennetta ei voida optisesti erottaa toi-
sistaan, ellei niiden vélinen etdisyys ole vahintddn tdmén suu-
ruinen. Nyquistin kriteerin mukaan tdllaisen yksityiskohdan
luotettava digitaalinen tallentaminen edellyttdd, ettd erotus-
kyvyn raja peittyy vahintdan kahdella pikselilld, jolloin ndyt-
teessd vaadittu minimipikselikoko on noin 0.26 pm/pikseli.
Kuvantamisessa tdméd asettaa vaatimuksen kameran kennon
pikselikoon ja kokonaissuurennoksen yhdistelmélle: niiden on
tuotettava naytteessd pikselikoko, joka on titd arvoa pienem-
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pi tai sitd vastaava. Naytepikselikoko = pikselikoko kennolla
/ kokonaissuurennos. Esimerkiksi 2.4 um pikselikoolla varus-
tettu nykyaikainen CMOS-kamera tuottaa 40% objektiivilla
néytteeseen pikselikoon noin 0.06 um/pikseli ilman erillistd
projektiolinssid. Tama on selvésti Nyquistin ehdon alapuolella,
eli ndytteistys on tdssd suurennoksessa enemman kuin riittava.
Tastd seuraa, ettd modernit CMOS-mikroskooppikamerat pys-
tyvdt useimmissa tapauksissa hyodyntdméddn tdysiméadraisesti
40x objektiivin optisen resoluution. Kdytdnnoén kuvanlaadun
rajoitteet liittyvitkin tavallisesti pikemmin valaistukseen, kont-
rastiin, ndytteen laatuun ja optiikan suorituskykyyn kuin ken-
non néytteistystiheyteen.

Jos siirrytddn alhaisen suurennoksen stereomikroskopiaan ja
oletetaan 1.0x objektiivin numeeriseksi apertuuriksi noin 0.05,
optiikan teoreettinen erotuskyky nikyvilld valolla (A = 550
nm) on Rayleighin kaavan mukaan noin 6.7 um. Nyquistin
mukaan tdméin hyodyntdminen edellyttdd, ettd nidytekohtainen
pikselikoko on korkeintaan noin d/2 = 3.4 pm/pikseli (Kuva
3). Stereomikroskopiassa haaste syntyy siitd, ettd kokonaissuu-
rennos kennolle muuttuu zoomin mukana: alhaisilla zoom-ase-
tuksilla kuva niytteestd projisoituu kennolle pienelld suuren-
noksella, jolloin tyypillisen CMOS-kameran (noin 2.4-4.5 pm
pikselikoko) ndytekohtainen pikselikoko voi jdddd luokkaan
~3-7 pum/pikseli, jolloin Nyquistin minimindytteistys ei aina
tdyty ja hienoin informaatio voi alindytteistyd. Kun zoomia
kasvatetaan niin, ettd kokonaissuurennos kennolle kasvaa riit-
tavésti (riippuen pikselikoosta ja kéytetystd kamera-adapteris-
ta), padstddn tasolle, jolloin Nyquistin ehto alkaa téyttyd ja op-
tiikan vélittdma yksityiskohta tallentuu luotettavammin (Kuva
3). Kaytdnnossd tdma tarkoittaa, ettd suurilla suurennoksilla
stereomikroskooppi ja CMOS-kamera tayttdvdt Nyquistin eh-
don yleensd helposti ja voivat ylittdd sen (oversampling), kun
taas kaikkein alhaisimmilla zoom-asetuksilla ehto ei aina tiy-
ty, ellei kdytetd suurempaa projektiokerrointa tai hyvin pientd
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Kuva 4. Eukiefferiella-lajin (Chironomidae) kotelonahka (exuvia), kuvat-
tu selan puolelta kahdella eri objektiivilla Leica M205 C stereomikros-
koopilla. A) 0.63-kertainen plan apo -objektiivi (NA n. 0.15), 16-kertai-
nen zoom, eli suurin mahdollinen suurennos (100x%). B) 1.6-kertainen
plan apo -objektiivi (NA n. 0.22), 6-kertainen zoom (96x), reilusti alle
maksimisuurennoksen (256x).
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pikselikokoa. Tama ei kuitenkaan tarkoita, etteikd stereomi-
kroskoopilla saisi hyvid, julkaisukelpoisia kuvia pienillakin
suurennoksilla; kyse on siitd, ettd kaikkea optiikan vélittdmaa
informaatiota ei vélttdméttd saada tallennettua digitaalisesti.

Kun tarkastellaan puhtaasti kuvan laatua ja kennolle tallentu-
via yksityiskohtia, DSLR-kamera makro-objektiivilla voi olla
parempi ratkaisu kuin SMK ja CMOS-mikroskooppikamera
silloin, kun kuvattavan kohteen koko on muutamia millimet-
reja tai sitd suurempi ja tarvitaan laajaa ndkokenttdd yhdistet-
tynd hyviddn erotuskykyyn. Makro-objektiivit on suunniteltu
toimimaan ldhelld 1:1-suurennosta tai sen alapuolella, jolloin
ne tarjoavat korkean kuvanlaadun koko kuvakentéssd, suuren
kennon edut (alhainen kohina, korkea dynamiikka) seké erit-
tdin tihedn néytteistyksen suhteessa optiseen resoluutioon.
Téllaisessa mittakaavassa stereomikroskoopin alhainen nu-
meerinen apertuuri ja kameran rajallinen ndkokenttd alkavat
muodostua rajoittaviksi tekijoiksi, eikd sen optinen etu endi
realisoidu kennolle. Sen sijaan alle millimetrin kokoisissa koh-
teissa, joissa vaaditaan suurempaa NA:ta ja korkeampaa todel-
lista resoluutiota, stereomikroskooppi tai makromikroskooppi
CMOS-kameralla tarjoaa selvisti paremman kyvyn erottaa
hienoja rakenteita, vaikka yksittdinen kuva-ala olisi pienempi.
Valinta néiden jérjestelmien vililld on siten ensisijaisesti mit-
takaavakysymys: DSLR + makro-objektiivi on parhaimmillaan
suurikokoisten, mutta yksityiskohtaisia rakenteita sisdltdvien
kohteiden kuvantamisessa, kun taas mikroskooppipohjaiset jér-
jestelmit voittavat pienten kohteiden todellisessa resoluutiossa.
Adrimmiinen muoto DSLR-makrokuvaamisesta on YMK:n
objektiivin kiinnittdminen kameraan, jonka avulla voidaan po-
tentiaalisesti saada erittdin korkealaatuisia kuvia (suuri reso-
luutio ja tiedostokoko). Toisin kuin SMK:ia, titd yhdistelmaa
voidaan kdyttda vain kuvaamiseen, ei muuhun tydskentelyyn.

Kuvantamisen kannalta resoluution merkitys tulee ilmi Ku-
vasta 4, jossa sama rakenne on kuvattu stereomikroskoopilla
kahdella eri objektiivilla. Kuvaparin ylempi versio on kuvattu
0.63x plan apo -objektiivilla, jonka NA on n. 0.15. Kuva on
otettu 100-kertaisella suurennoksella, eli mikroskoopin 16-ker-
taisella zoomilla. Kuva on sindnsd melko hyvé, mutta se ha-
vidd 1.6 kertaiselle objektiiville, jonka NA kaytetylld zoomil-
la (96-kertainen suurennos, zoom 6x) on n. 0.22. Kuvaparin
alempi versio on huomattavasti tarkempi, vaikka siind ei ole
lahellekdan otettu irti kaikkea objektiivin potentiaalia. Erot
resoluutiossa johtuvat ensisijaisesti objektiivien erilaisista nu-
meerisista apertuureista.

Mikroskoopin valaistus

YMK:n valaistus tulee ndytepdydén alta kondensorin kérkilins-
sin kautta, ja sen voimakkuuteen ja laatuun voidaan vaikuttaa
himmentimien (diaphragm, valon kulkua rajoittava aukko) ja
suotimien avulla. Yleisin on kondensorin apertuurihimmennin
(condenser aperture diaphragm), joka sdéitda ndytteeseen koh-
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Kuva 5. DYI eli tee-se-itse A) himmennin (diffusori) ja B) kupuvalo.
Molemmissa tapauksissa valonldhteena voi kayttaa Airam Loop Clip —
rengasvaloa, josta on otettu suurennuslasi pois.

distuvan valon avautumiskulmaa ja siten efektiivistd numee-
rista apertuuria, vaikuttaen kuvan kontrastiin, resoluutioon ja
syvaterdvyyteen; tima himmennin on rakenteeltaan usein iiris-
kalvo (iris diaphragm), jossa aukko muodostuu limittdin liik-
kuvista metallilamelleista. Kenttdhimmennin (field diaphragm)
puolestaan sijaitsee valaistusjirjestelmissd ennen kondensoria
ja sen tarkein tehtdva on Kohler-valaistuksen (Kohler illumina-
tion) sditd: se suljetaan ensin ldhes kiinni, tarkennetaan niy-
tetasoon kondensorin korkeussaddolld ja avataan lopuksi juuri
ndkokentdn reunojen tasalle, milld parannetaan valaistuksen
tasaisuutta ja vdhennetddn hajavaloa vaikuttamatta kontrastiin
tai erotuskykyyn. Kondensorin apertuurihimmennin sdddetdan
tavallisesti noin 60—80 % objektiivin numeerisesta apertuurista,
jolloin saavutetaan tasapaino kontrastin ja resoluution vélilld;
liian suljettu asento lisdd kontrastia mutta heikentéd erotus-
kykyé ja tekee kuvasta helposti rakeisen, kun taas liian avoin
asento tuottaa lattean ja vdhédkontrastisen kuvan. Kondensorin
yhteyteen tai valopolkuun asetettavat suotimet (filters) vaikut-
tavat ensisijaisesti valaistuksen laatuun, eivdt mikroskoopin
optiseen erotuskykyyn. Harmaasuodin (reutral density filter,
ND filter) vaimentaa valon voimakkuutta tasaisesti kaikilla
aallonpituuksilla ja sitd kdytetddn silloin, kun valoa on liikaa
tai kun kamerakuvaus edellyttdd pidempid valotusaikoja ilman
aukkojen sulkemista; ND-suodin on suositeltavampi keino va-
lon véhentdmiseen kuin apertuurihimmentimen sulkeminen,
koska se ei muuta valon avautumiskulmaa eikd numeerista
apertuuria. Vérisuotimia (color filters), kuten sinistd suodinta,
kaytetddn valon spektrin muokkaamiseen esimerkiksi halogee-
nivalaisimissa vérildimpétilan korjaamiseksi tai kontrastin hie-
novaraiseen parantamiseen.

Stereomikroskooppien valaistus perustuu tavallisesti yld- ja
sivuvaloon, ja eri valaisintyypit soveltuvat eri tavoin kohteen
pintarakenteen, muodon ja heijastavuuden esiin tuomiseen.
Rengasvalo (ring light) on objektiivin ympdrille sijoitettu tasai-
nen valonldhde, joka valaisee kohteen symmetrisesti ja varjot-
tomasti; se soveltuu hyvin yleiskuvaamiseen, dokumentointiin
ja tilanteisiin, joissa halutaan tasainen valaistus ilman voimak-
kaita varjoja, mutta se korostaa heikosti pintamuotoja. Koh-
devalo eli joustavilla varsilla toteutettu sivuvalo (goose neck)
mahdollistaa valon suunnan vapaan sddtdmisen, minké ansios-
ta pintarakenteet, karvat ja reliefi korostuvat varjojen avulla.
Kupuvalo (dome light) koostuu puolipallon tai kartion muo-
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toisesta, sisdltd hajavalaisusta rakenteesta, joka tuottaa erittdin
pehmeédn ja monisuuntaisen valon; se soveltuu erityisesti kiil-
taville, tummille tai voimakkaasti heijastaville kohteille, kuten
kovakuoriaisten peitinsiiville, vdhentden hairitsevid heijastuk-
sia. Koaksiaalinen valo (coaxial illumination) johdetaan opti-
sen akselin suuntaisesti puolildpédisevén peilin kautta, jolloin
valo osuu kohteeseen ldhes kohtisuoraan; tima valaistus toimii
parhaiten tasaisilla, heijastavilla pinnoilla ja tuo esiin hienova-
raisia véri- ja sdvyeroja ilman varjoja.

Omasta mielestdni rengasvalo on ns. pakollinen yleisvalo, joka
on hyvé olla, otti SMK:lla kuvia tai ei. Se sopii my0s useis-
sa tapauksissa kuvantamiseen, mutta heijastavilla pinnoilla
kuvattavan kohteen ja rengasvalon viliin on jarkevda asecttaa
himmennin (diffusori). Esimerkiksi Orthexin vaalean harmaa,
valoa lapaiseva kulho (tilavuus 3.5 dl, halkaisija 12 cm) toimii
hyvéna diffusorina, kun tasaisen pohjaosan leikkaa pois (Kuva
5a). Kohdevalot voivat toimia hyvin ainakin hdméhéikkien
leukaraajojen kuvaamisessa, varsinkin suurempia objektiive-
ja kéytettdessd; ilman niitd kohdetta on vaikea valaista, koska
tyoskentelyetdisyys voi olla vain pari-kolme senttid. Kupuvalo
on erinomainen ratkaisu useissa tilanteissa, koska se tuottaa va-
loa niin tasaisesti (Kuva 5b). Mikroskooppivalmistajien omat
kupuvalot voivat olla hyvin kalliita, yli 2000 EUR arvoisia.
Tehokkaita ja edullisia kupuvaloja voi rakentaa itsekin (ks.
esim Silva-Ferreira ym. 2021). Oma ratkaisuni kupuvaloksi on
Airam Loop Clip suurennoslasivalo, josta olen ottanut suuren-
noslasin pois. Kupuna olen kayttinyt Gastromaxin valkoista
suppiloa, josta olen jattanyt jiljelle vain “kuvun”. Valon sijoi-
tan kuvun sisddn, normaaliasentoon ndhden yldsalaisin (Kuva
5b). Koaksiaalista valaistusta kaytetddn hyonteistaksonomiassa
melko harvoin, ja se on yleisempi erityisesti teollisessa kuvan-
tamisessa ja pintojen tarkastuksessa, joissa halutaan korostaa
tasaisia tai voimakkaasti heijastavia pintoja. Airam Loop Clip
-valaisimen vérildimpdtila on 6500 K, mikd vastaa viileda,
neutraalin valkoista valoa. Se soveltuu hyvin kuvantamiseen,
silld arvo on ldhelld standardoitua pdivdanvaloa (D65, noin 6500
K), vaikka luonnollisen auringonvalon vérildmpdétila vaihtelee
tyypillisesti noin 5000-6000 K valaistusolosuhteitten mukaan.
Virilimpdétilasta riippumatta kuvan vérintoisto varmistetaan
valkotasapainon (white balance) avulla, jolla kamera tai ku-
vankisittelyohjelma sddtdd virikanavien keskindiset suhteet
siten, ettd neutraalit pinnat toistuvat kuvassa vérittomina. Mi-
kroskooppikuvantamisessa valkotasapaino kannattaa asettaa
manuaalisesti tai madrittaa jalkikédteen neutraalin taustan perus-
teella, jotta kuvien vérit pysyvét keskendin vertailukelpoisina.

Tarpeellisia ohjelmistoja ja tarvikkeita

Mikroskooppien ja digitaalisten kameroiden ohella erilaiset oh-
jelmistot ovat valttamattomid. Erityisen tarkeédssd roolissa ovat
kerroskuvien pinoamisohjelmat, mittaaminen ja mittakaavaja-
nat sekd kuvien jilkikésittelyyn soveltuvat ohjelmat.
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Kerroskuvauksella (Focus stacking, Z-stacking, Multi-focus
imaging) tarkoitetaan kuvaustekniikkaa, jossa samasta koh-
teesta otetaan useita kuvia eri tarkennustasoilta ja nima kuvat
yhdistetddn jilkikasittelyssd yhdeksi kuvaksi, jossa koko ha-
luttu kohdealue on terdvd. Menetelméad kdytetdédn erityisesti ns.
makrokuvaamisessa ja mikroskopiassa, joissa syviteravyys on
luonnostaan hyvin pieni. Menetelmi mahdollistaa yksityiskoh-
tien dokumentoinnin ilman optisen resoluution heikentdmista.

Kuvien pinoamiseen on saatavilla useita ohjelmistoja. Helicon
Focus on yksi yleisimmistd ja tarjoaa useita pinoamisalgorit-
meja sekd tyokaluja artefaktien korjaamiseen, minkd ansiosta
se soveltuu monenlaisille niytteille ja kuvausasetelmille. Ze-
rene Stacker on toinen alan vakiintunut ohjelma, jota arvoste-
taan erityisesti hyOnteis- ja muun hienorakenteisen biologisen
materiaalin késittelyssd sekd monipuolisista kdsin tehtévistad
korjausmahdollisuuksista. ImageJ/Fiji edustaa avoimen l&dhde-
koodin ratkaisua, johon on saatavilla pinoamiseen tarkoitettuja
lisdosia. Adobe Photoshop ja Affinity Photo siséltivdt molem-
mat automaattisen pinoamistoiminnon, jotka soveltuvat ldhinna
yksinkertaisiin tapauksiin, mutta eivét ole optimoitu vaativaan
mikroskooppikuvantamiseen, kun taas CombineZP on ilmainen
mutta vanhentunut vaihtoehto. Kameroiden tai mikroskoop-
pien valmistaja voi tarjota myds omia ohjelmistoja kerrosku-
vaamiseen. Itse kdytdn Leica LAS X -ohjelmiston kerrosku-
vaustoimintoa, joka on erittdin hyva. Siitd huolimatta kdytén
lahes kaikissa kuvissa myds Helicon Focus -ohjelmaa, koska
“kerroskuvien kerroskuva” on parempi vaihtoehto vaativassa
kuvantamisessa kuin koko pinoamisalan yhdelld otolla kuvattu
LAS X -kerroskuva.

Edelld mainituista itselldni on jatkuvassa ja rutiininomaises-
sa kiytossd vain Helicon Focus. Erityisen tykdstynyt olen
Retouching-toimintoon, jonka avulla voi paikallisesti korva-
ta lopullisen pinotun kuvan alueita yksittdisistd ldhdekuvis-
ta. Esimerkiksi “helposti” kuvattavissa habituskuvissa tdhin
on harvoin tarvetta, mutta hankalammissa, monimutkaisis-
sa kuvissa, joissa on paljon paallekkdisid rakenteita, tdima on
usein tarpeen (Kuva 14). Sienisddskien tai muiden vastaavien
hyonteisten ulkoisten genitaalien (hypopygium) osat, kuten
gonostylit, voivat olla 1dpikuultavia, ja niissd on usein setoja
molemmin puolin. Jos kuva on vaikka sisdpuolelta, on hyva
manuaalisesti korjata kuvaa niin, ettd ulomman puolen setat tai
niiden tyvet eivit tule lainkaan nékyviin.

Kameroiden mukana tulevissa ohjelmissa on usein mukana eri-
laisia mittaustydkaluja sekd mahdollisuus asettaa kuvaan mitta-
kaavajana. Mikroskooppikuvissa mittakaavajana on luotettava
vain silloin, kun se on kalibroitu kéyttden esimerkiksi objekti-
lasille tehtyd mikrometrimittaa. Ohjeet kalibroimiseen tulevat,
tai pitéisi tulla, kameran ohjelmiston mukana. Jos kaytettavissa
ei ole kamerakalibrointia, mittauksia voidaan tehdd myds oku-
laarimikrometrin eli graticulen avulla. Graticule on okulaariin
asetettava asteikkolevy, jossa nékyy viivasto tai jaotus, mutta
sen asteikko ei vastaa suoraan mikrometrejd ennen kalibrointia.
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Ensin on siis selvitettdvd, kuinka pitké yksi asteikkoyksikko on
kullakin objektiivilla. Kalibrointi tehdddn vertaamalla graticu-
len asteikkoa tunnettuun mittaan, tavallisesti objektilasin mi-
krometriin (esim. 1 mm jaettuna 100 osaan = 10 pm per viiva).
Mikrometri asetetaan mikroskooppiin ja tarkennetaan normaa-
listi. Tamaén jédlkeen lasketaan, kuinka monta graticulen asteik-
kovilid vastaa tiettyd mikrometrin tunnettua pituutta. Jos esi-
merkiksi 50 graticule-yksikkod vastaa 500 pm mikrometrilld,
yksi graticule-yksikko on 10 um kyseiselld objektiivilla. Kalib-
rointi on tehtéva erikseen jokaiselle objektiiville (ja stereomi-
kroskoopilla myds jokaiselle zoom-asennolle), koska suuren-
noksen muuttuessa myds asteikon todellinen pituus muuttuu.
Kun kalibrointi on tehty, ndytteiden rakenteita voidaan mitata
suoraan laskemalla, kuinka monta graticule-yksikkoa rakenne
kattaa ja kertomalla tdma kalibrointikertoimella.

Onnistuneen kerroskuvaamisen jidlkeen kuva on harvoin vield
valmis, vaan sité pitdd esimerkiksi rajata, kddntaa, saataa kirk-
kautta ja sdvyjd, sekd poistaa polyhiukkasia tai muita roskia.
Adobe Photoshop on yleiskdyttéinen rasterikuvien késittelyoh-
jelma, jota kaytetddn laajasti kuvien yksityiskohtaiseen muok-
kaukseen, mittakaavojen, kuvataulujen ja tieteellisten kuvitus-
ten viimeistelyyn. Adobe Lightroom puolestaan on suunniteltu
erityisesti valokuvien hallintaan ja raakakuvien (RAW) kasit-
telyyn, ja se soveltuu hyvin suurten kuvamiérien yhdenmu-
kaiseen sddtdmiseen. Muita ohjelmistoja ovat ainakin GIMP,
Affinity Photo, Capture One, Imagel/Fiji ja Corel PaintShop
Pro. Itselldni néistd kdytdssd on vain Photoshop, ja osaan silld
lahinnd perustoimintoja. Kuvien késittelystd voisi helposti kir-
joittaa oman artikkelin, eikd aihetta késitelld tdssd sen syvélli-
semmin. Youtubesta on 16ydettdvisséd useita hyvid ohjevideoita
vaikkapa kohteen tai taustan tunnistamiseen, maskaamiseen ja
virien sddtimiseen. Kuvien jélkikdsittelyyn liittyvd ohjelma
on myds Topaz Sharpen, joka terdvoittdd kuvia tekoélypohjai-
sesti. Sen kdyttdminen voi olla joskus tarpeen, mutta hyvilla
kameralla ja mikroskoopilla kuvattaessa kuva on jo valmiiksi
riittdvan terdvd, tai tarvittavan terdvoittdmisen voi tehdd Pho-
toshopin RAW-tyokalulla. Saatavilla saattaa olla paljonkin te-
ravoittimiseen sopivia Al-tyokaluja, joista en ole tietoinen; nii-
den hankkiminen ei milld&n muotoa ole valttimé&tonta.

Hyonteisten kuvaamisessa tarpeellisia tydkaluja ovat muutkin
entomologin perustarvikkeet, kuten pinsetit (useat erilaiset tar-
peen), hyonteisneulat ja petrimaljat. Neulattujen tai lapuille
liimattujen hyonteisten kuvaamiseen on hyva olla valkoinen ja
harmaa taustapahvi seké L-muotoinen alusta neulalle (mahdol-
listaa kuvat useasta eri kulmasta). Jos haluaa erityisen hyvén
tyokalun titd varten, kannattaa hankkia ns. manipulaattori, jol-
la neulatun hydnteisen voi asettaa tarkasti mihin tahansa asen-
toon.

Etanoliin sdilotyt hyonteiset pitdd kuvata samassa nesteessé, tai
ainakin upotettuina nesteeseen. Verrattuna neulattujen hyon-
teisten kuvaamiseen, on etanolissa kuvaaminen hieman vai-
keampaa. Luonnollisesti ero tulee siind, neulattu kohde pysyy
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Kuva 6. Metsamiinakoi (Phyllonorycter ulmifoliella), neulattu yksil6. A)
Rengasvalo ilman diffusoria, B) kupuvalo.

paikoillaan ja sitd voi kuvata periaatteessa mista vain kulmasta.
Etanolissa olevan hyonteinen taas liikkuu herkésti eikd pysy
paikoillaan, ja kuvaaminen on usein helpointa vain sivuilta,
paaltd tai alta. Nesteessd kuvaamisen soveltuvat hyvin kove-
rapohjaiset lasimaljat (kauppanimi staining block), joissa voi
kuvata pienid tai korkeintaan n. 15 mm pitkid hydnteisid. Ku-
vattava hyonteinen asetetaan maljalle ja etanolia lisdtdén niin
paljon, ettd hyonteinen selvisti peittyy. Pdille laitetaan pyored
peitinlasi, joka pitdd hyonteisen paikoillaan; peitinlasin tdytyy
my0s olla nestepinnan alapuolella. Mikéli kuvataan tummalla
taustalla, on erityisen tirkedd pitdd huolta maljojen, pinsettien
ja lasien puhtaudesta. Yksikin ylimédérdinen hiukkanen voi pi-
lata kuvan, useampi tekee sen varmasti. Mikili lasimaljoja ei
ole saatavilla, voi aika hyvin kdyttdd myds pienen ldpimitan
petrimaljoja. Himdhdkkeja sekd niiden koiraiden leukaraajoja
kuvataan ldhes poikkeuksetta etanolissa. Sama koverapohjai-
nen lasimalja toimii tdssdkin, mutta pohjalle laitetaan hienoja-
koista hiekkaa ikddn kuin pediksi. Hienojakoista (rakeen hal-
kaisija alle 0.1 mm), tasaisen vaaleaa tai valkoista hiekkaa voi
olla vaikea 10ytdd. Sitd voi koittaa kysyé lasin valmistajilta tai
maalausyrityksistd (puhallushiekka). Itse kdytdn sdhkdsulak-
keiden sisdlld olevaa hiekkaa. Hiekkapedilla etanoliin upotet-
tuna hdméhékin tai leukaraajan saa aseteltua eri kuvakulmiin,
joko osittain hiekkaan upotettuna tai sen pailla.

Pienten (alle 1 mm) ja monimutkaisten kohteiden kuvaaminen
etanolissa voi olla hankalaa. Téstd syystd on hyva kayttda vis-
kositeetiltaan jahmedmpéad, mutta optisilta ominaisuuksiltaan
hyvdd glyserolia tdhédn tarkoitukseen. Niiden kohteiden, ku-
ten ulkoisten genitaalien, kuvaamiseen tarvitaan glyserolin li-
sdksi kuoppa- seki peitinlaseja (excavated glass, cover glass).
Kuoppalasi on muuten kuin tavallinen preparaattilasi, mutta
sen keskelld on laakea syvennos. Liséksi timanttiporalla voi
tehdd lapimitaltaan pienempid, jyrkkdreunaisia kuoppia alus-
lasiin. Néissd pienissd kuopissa on hyvd kuvata esimerkiksi
sienisédskien genitaaleja suoraan sivulta tai takaapdin, koska
ne pysyvét ndin paremmin halutussa asennossa. Etanolin alhai-
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nen viskositeetti ja nesteiden hidas sekoittuminen aiheuttavat
sen, ettd kohteen ympdrilld on aluksi juoksevampi kerros, jossa
pienet virtaukset ja kosketukset liikuttavat rakennetta helpos-
ti. Ajan myo6té glyserolin osuus kasvaa diffuusion kautta, mika
lisdd hydrodynaamista vaimennusta ja stabiloi kohteen, jolloin
se pysyy melko hyvin halutussa asennossa. Tastd syystd ku-
vattavan kohteen kannattaa antaa olla glyserolissa vdhintdin
tunnin tai pari KOH-késittelyn (kaliumhydroksidi) jélkeen tai
siirrettdesséd etanolista glyseroliin. Myos kuoppalasilla ja gly-
serolilla kuvattaessa voi kiyttdd peitinlaseja tuomaan vakautta,
mutta kuvattavan kohteen asennon hallinta on téllgin vaikeaa.
Optimaalisen “mikrokuvausnesteen” etsiminen on edelleen
kdynnissd, ja olen saanut vinkkeja mm. késidesin ja liukuvoi-
teen kdytostd yhdesséd etanolin kanssa. Kuoppalasilla ainakin
késidesi haihtuu liian nopeasti, eikd yksistdéin kdytettynd so-
vellu kuvaamiseen. Liukuvoide pitdd kuvattavan kohteen hyvin
paikallaan ja sopii kdytettdviksi yhdessé etanolin kanssa.

Kéytannon kuvaaminen esimerkkien kautta

Olen Youtubeen Lapin maakuntamuseon kanavalle tehnyt vi-
deon, jossa kerron sienisddskien mikroskooppisesta kuvanta-
misesta Leican laitteilla. Videon avulla saa paremmin hahmo-
tettua, mitd esimerkiksi tarkoitan Helicon Focus —ohjelman
Retoutching toiminnolla ja miksi sen kdyttdminen on jarkevaa.
Téssd kappaleessa kerron erilaisten kuvien kautta, miten ne
on otettu ja mitd vastaavien kuvien ottamisessa on syytd ottaa
huomioon. Kuvat eivit vélttdmattd ole viimeiseen asti késitel-
tyjd, mutta niiden avulla voi hahmottaa mm. valon médrén ja
laadun térkeyttd. Kuvat on otettu Leica M205 C SMK:lla tai
Leica DM2500 LED YMK:lla, kdyttden K5C kameraa ja LAS
X ohjelmistoa. Kerroskuvien pinoamiseen on kéytetty Heli-
con Focus —ohjelmaa ja viimeistelyyn Adoben Photoshop-oh-
jelmaa. Kuvatut hyonteiset ovat osa Lapin maakuntamuseon
luonnontieteen kokoelmaa.

Kuivaniytteet

Neulatut hyonteiset (tai neulaan liimatut, lapuille liimatut) ovat
kuivia, liikkumattomia ja usein suhteellisen helppoja kuvatta-
via. Kuvattavan hyonteisen koko ja pintarakenne vaikuttavat
mm. valaistuksen seki taustan vérin valintaan.

Kuva 7. Kaljuniluri (Hylurgops glabratus), lapulle limattu yksild, kuvattu
rengasvalolla ilman diffusoria.
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Kuva 8. Kuperamaihiainen (Glischrochilus hortensis), lapulle limattu
yksil6. A) Rengasvalo ja diffusori, B) kupuvalo).

Pikkuperhosiin (miinaajakoit, Gracillariidae) kuuluva metsa-
miinakoi (Phyllonorycter ulmifoliella, méiritys kuvan perus-
teella) on pituudeltaan 3.8 mm (Kuva 6). Pelkélla rengasvalolla
ilman diffusoria (Kuva 6a) suomut heijastavat valoa. Mikéli
heijastus halutaan pois, se onnistuu kupuvalon (Kuva 6b) avul-
la. Kupuvalolla kuvattuna siipisuomujen yksityiskohdat myos
erottuvat paremmin. Kérsdkkaisiin (Curculionidae) kuuluva
kaljuniluri (Hylurgops glabratus) on pienehkd, mattapintainen
kovakuoriainen (Kuva 7). Kuvattu yksilé on liimattu valkoi-
selle lapulle, mutta taustavariksi on valittu harmaa. Valkoinen
alusta voi tuoda ongelmaa valotuksen suhteen, tissa tapaukses-
sa jalat ja tuntosarvet voivat ylivalottua. Kuva otettu niin kirk-
kaana kuin mahdollista, ilman ettd valkoinen ns. palaa puhki
eli ylivalottuu. Valaisussa on kéytetty rengasvaloa ilman diffu-
soria, koska mattapintainen kuoriainen ei juuri heijasta valoa.
Kuperamaihidinen (Glischrochilus hortensis, kiiltokuoriaiset,
Nitidulidae) on keskikokoinen kuoriainen, jonka pinta on hy-
vin heijastava (Kuva 8). Elytrassa, pronotumissa ja padssi on
pistemdisid kuoppia, joiden erottamisella saattaa olla kaytdn-
nén merkitystd. Kuvassa 8a on kéytetty rengasvaloa ja diffu-
soria poistamaan pahin heijastus, mutta sitd ei saatu kokonaan
havitettyd; toisaalta pistemdiset kuopat erottuvat hyvin. Kuvas-
sa 8b on sama yksild kupuvalon alla; heijastuksia ei endi ole,
ainoastaan mikroskoopin objektiivi erottuu tummana varjona.
Toisaalta pintarakenne ikdén kuin latistuu verrattuna rengasva-
loon. Jos niitd kuvia tarvittaisiin esimerkiksi julkaisussa, olisi
asiantuntijan tehtdvd valita sopiva valaistus, joka olisi kysei-
sen lajin tai lajiryhmén tunnistuksen kannalta oleellinen. Pieni
dkdmdipistdinen (Cynipidae) voi olla suhteellisen hankala ku-
vattava, koska samassa yksilossd on heijastava pinta, mikro-
karvoitusta sekd ldpindkyvét siivet (Kuva 9). Kuvassa 9a on
valaistuksena kohdevalo, taustan ollessa valkoinen. Kohdevalo
antaa voimakkaan kontrastin mm. keskiruumiin setoille, mutta
riskind on ylivalottuminen. Yhdistelmélld kohdevalo ja tumma
tausta (Kuva 9b) heijastus on edelleen voimakas, samoin kont-
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rasti. Kupuvalo valkoisella taustalla (Kuva 9¢) antaa melko
hyvén tuloksen, koska heijastus on eliminoitu ja karvat erot-
tuvat luonnollisemmin, my0s siipisuonet erottuvat hyvin. Ku-
puvalo ja tumma tausta (Kuva 9d) on ehké tdssd tapauksessa
suositeltavin vaihtoehto (paras yksityiskohtien erottuminen),
my®os siiven interferenssikuviota tulee nikyviin. Suurikokoinen
aitopalokérpanen (Laphria flava) on hankala saada kokonaan
sovitettua kuvakenttién, eikd siihen ole edes pyritty (Kuva 10).
Kuvassa 10a on kérpédsen pédd suoraan edestd kuvattuna (kupu-
valo); kuva ei melko varmasti tdytd Nyquistin kriteerid, mut-
ta on silti ithan kohtuullisen hyvé. Taustaksi on valittu harmaa
véri, jotta vaaleat setat erottuvat paremmin. Tdmén tyyppiset
kohteet voivat olla hankalia, koska setoja on paljon, ja ovat
toistensa paalld. Suuri koko voi tarkoittaa myos, ettd kuvasy-
vyys on suuri, mikd voi haitata kerroskuvauksen onnistumis-
ta. Kuitenkin yksittdiset ommatidit ja setat erottuvat, samoin
tuntosarvien karkiosan uurre. Koiraan perdpdi (Kuva 10b) on
kuvattu sivulta, kupuvalon alla. Harmaan taustan avulla setat
erottuvat paremmin kuin valkoisella taustalla. Toisaalta mustal-
la tai hyvin tummalla taustalla kuvattuna koko rakenteen hah-
mottaminen voisi olla hankalaa.

Nesteniiytteet ja lasipreparaatit

Nesteessd, eli kdytdnndssd etanolissa tai glyserolissa, kuvaa-
minen voi olla vaikeaa tai hyvin vaikeaa. Ensisijaisena ongel-
mana on kuvattavien kohteiden liikkkuminen. Nesteessd kuvaa-
minen periaatteessa parantaa numeerista apertuuria, mutta vain
immersio-objektiiveja kaytettdessd. Kun YMK:n objektiivilla
kuvataan nestepisarassa ilman peitinlasia, pallopoikkeamaa
syntyy siksi, ettd objektiivi on optisesti suunniteltu toimimaan
tietyn paksuisen ja tietyn taitekertoimen omaavan lasikerrok-
sen ldpi, vaikka tdtd ei aina tule ajatelleeksi. Tavallinen biolo-
gisille niytteille tarkoitettu objektiivi, jossa on merkintd 0.17,
olettaa valon kulkevan néytteen jidlkeen noin 0.17 mm paksun
peitinlasin (taitekerroin ~1,52) ldpi ennen kuin sdteet saapuvat
objektiivin etulinssiin. Tdma lasikerros on osa objektiivin aber-
raatiokorjausta: linssien kaarevuudet ja keskindiset etdisyydet
on laskettu niin, ettd eri kulmista tulevat siteet tarkentuvat
samaan pisteeseen juuri timén optisen polun lipi kuljettuaan.
Kun peitinlasi poistetaan ja ndyte on suoraan nesteessd, opti-
nen tilanne muuttuu kahdella tavalla. Ensinndkin lasikerros
puuttuu kokonaan, jolloin sdteiden taittuminen ennen objek-
tiivia ei endd vastaa suunnitteluarvoja. Toiseksi nesteen taite-
kerroin (etanoli ~1.36; glyseroli ~1.47) poikkeaa seké ilmasta
ettd peitinlasista, jolloin erityisesti objektiivin reuna-alueiden
kautta kulkevat, jyrkédssd kulmassa etenevit siteet taittuvat
eri tavalla kuin aksiaaliset sdteet. Seurauksena on, etti eri si-
dekartiot eivét endd kohtaa samassa tarkennuspisteessd, vaan
kuva pehmenee ja kontrasti heikkenee — ilmid, joka nikyy
juuri pallopoikkeamana. Vaikutus kasvaa nopeasti NA:n kas-
vaessa, minkéd vuoksi ongelma on usein vdhdinen 4x—10% ob-
jektiiveilla mutta huomattavissa jo 20x—40x ja erityisesti nditd
suuremmilla korkean NA:n objektiiveilla. Kéytdnndssa kyse ei
siis ole pelkéstddn siitéd, ettd peitinlasi puuttuu, vaan siité, ettd
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Kuva 9. Akamapistidinen (Cynipidae), neulattu yksild. A) Kohdevalo,

valkoinen tausta, B) kohdevalo, tumma tausta, C) kupuvalo, valkoinen
tausta, D) kupuvalo, tumma tausta.

Kuva 10. Aitopalokarpanen (Laphria flava), neulattu yksilo. A) Paa
suoraan edesté kuvattuna, kupuvalo. B) koiraan takaruumiin karkiosa,
kuvattu sivulta.

objektiivin suunniteltu optinen ympiristd (ndyte — peitinlasi
— ilma — objektiivin etulinssi) korvautuu erilaisella rajapin-
tojen ja taitekertoimien yhdistelmalld, mikd rikkoo objektii-
vin pallopoikkeamakorjauksen. SMK:lla nesteessd kuvaami-
nen vaikuttaa resoluutioon yleensd vihemmén kuin YMK:lla,
koska SMK:n NA on pieni ja séteiden tulokulmat ovat loivia.
Tadméin vuoksi taittumiskertoimen muutoksista aiheutuva pallo-
poikkeama jai vihaiseksi, ja kuva pysyy usein kayttdkelpoisen
terdvand. Optisesti tarkasteltuna neste voi hieman pehmentda
hienoimpia yksityiskohtia ja vahentdi kontrastia.

Nauhatilkukki (Stemonyphantes lineatus) on isohko riippu-
haméhékki (Linyphiidae), joka on kerdtessd sdilotty suoraan
etanoliin. Yksilo on kuvattu koverassa lasimaljassa hiekka-
pedilld. Habituskuvassa (Kuva 11a) on kiytetty rengasvaloa
ilman diffusoria, leukaraajakuvassa (Kuva 11b) rengasvaloa
ja kohdevaloja. Torsot ja leukaraajat pysyvit hyvin paikallaan
hiekkapedilld, ja tilld tavoin saa nopeasti julkaisukelpoista ku-
va-aineistoa. Pienimpien hamihikkien leukaraajat onnistuvat
samalla menetelmélld, mutta yli 100x suurennos on tarpeen.
Hiekkapedilld hdmé&hékki tai muu kuvattava kohde voidaan
melko helposti asemoida mihin tahansa kulmaan objektiiviin
ndhden. Mékarien toukat eldvét virtavedessd ja ne koteloituvat
kivien tai vesikasvien péélle itse kutomiensa suojien (pupal
cocoon) sisddn. Kuvassa 12 on kotelo suojan sisdssd, oksa-
maiset ulokkeet ovat kidukset, joilla on huomattavaa taksono-
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W
Kuva 11. Nauhatilkukki (Stemonyphantes lineatus), koiras, kuvattu eta-
nolissa hiekkapedilla. A) Habitus selan puolelta kuvattuna, rengasvalo.

B) Vasen leukaraaja (pedipalppi), sisdpuolelta kuvattuna, kohdevalo ja

rengasvalo.

mista merkitystd. Kuva on otettu koveralla lasimaljalla etano-
liin upotettuna; kotelon pdélld on pydred peitinlasi pitiméssi
kohteen paikoillaan. Valaistuksena on alavalo sekd rengasvalo.
Kuvan tarkoituksena on esittdd kotelo suojineen ikddn kuin
yleiskuvana; taaempi kiduspari on tarkoituksella jatetty epétar-
kaksi. Kuitenkin suojuksen pintarakenne on hahmotettavissa.
Trichonta-sienisdasken (Mycetophilidae) pdd ja keskiruumis
on kuvattu sivulta etanolissa, kdyttden pientd petrimaljaa, tum-
maa taustaa ja kupuvaloa (Kuva 13). Kuten edelld, sddski on
pidetty paikoillaan peitinlasin avulla. Yksittdisen pdlyhiukka-
sen jattdma jélki huulirihmojen edessd on tarkoituksella jétetty
ndkyviin. Nesteessd ja tummalla taustalla kuvatessa on hyva
pyrkid mahdollisimman suureen puhtauteen, muuten hippuset
pilaavat kuvan tai jélkien korjaaminen kuvankdsittelyssd vie
paljon aikaa. Glyserolissa preparaattilasilla kuvatut Mycetophi-
la cf. adumbrata -sienisddsken genitaalit ja takajalka on otet-
tu M205 C SMK:lla, 1.6x plan apo -objektiivilla (Kuva 14).
Omien kokemusteni perusteella tavallinen plan-objektiivi il-
man virikorjausta tuottaa ndissé kuvissa vakavan kromaattisen
aberraation. Kuvissa valo tulee kokonaan alta.

Lasipreparaatit

Lasipreparaattien historiasta, kestdvdintiaineista, oikeasta
sdilyttdmisestd, optisista ominaisuuksista ja monesta muusta
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Kuva 12. Makaran (Simulium) kotelo suojuksessaan (cocoon). Kuvattu lasimaljassa etanolissa, valaistus alta ja paalta (rengasvalo).

asiasta ovat perusteellisesti kirjoittaneet Neuhaus et al. (2017).
Lasiprepraattien kuvaaminen muuttuu haastavammiksi immer-
sio-objektiiveja kéytettdessd, mutta niiden kdyttiminen hyon-
teisten, edes pienten aikuisten polttiaisten tai surviaissddskien,
kuvaamisessa on harvoin tarpeellista. Kuten edelld on kerrottu,
on YMK:lla korkea resoluutio, mutta alhainen syvaterdvyys.
Kéaytdnnon kerroskuvaamisessa tdméd pitdd huomioida siten,
ettd yksittdiset kerroskuvat ovat hyvin “ohuita”. Kannattaa
ottaa useampia kuvia, mitd vastaavan kohteen kuvaaminen
stereomikroskoopilla vaatisi. Muuten hydnteisten lasiprepa-
raattien kuvaamisessa ei ole mitddn erityistd verrattuna esimer-
kiksi glyserolissa kuvaamiseen. Kuvassa 15 on yksityiskohta
vesiperhosen (hankisirvikds, Chilostigma sieboldi) euparaliin
preparoidusta siivestd, niin sanottu siipitdpld. Siipitdpldn le-
veys on 1.7 mm, ja yksittdisen setan tyviosan leveys n. 8§ pm.
Siipitdplan solurakenne tulee myos hyvin esiin tarkemmassa
kuvassa. Kuvat on otettu DM2500 LED YMK:lla, 5 ja 40 ob-
jektiiveilla.

Lopuksi

Mikroskooppinen kuvantaminen on osaltaan vélineurheilua.
Isojen mikroskooppivalmistajien (esim. Leica, Nikon, Zeiss,
Olympus) laitteet ovat laadukkaita, ja rahalla saa valmiiksi yh-
teensopivia optisia vélineitd ja ohjelmistoja, joilla tydskentely
on suoranaista nautintoa. Asiaa osaa arvostaa, jos kuvantamis-
ta on tehnyt erilaisilla, vihemmaén yhteensopivilla vilineilla.
Mikroskopia on maailmanlaajuisesti harrastettua, ja tarjolla on
my0s kéytettyjd laatuvélineitd suhteellisen edulliseen hintaan.
Asioihin perehtymdlld ja erilaisia osia kdyttiméalld voi padsti
erittdin hyviin tuloksiin, ilman kymmenien tuhansien eurojen
investointeja. Niin kuin kaikessa tekemisessd, osaaminen ku-
muloituu. Olen tdtd kirjoitettaessa huomattavasti parempi mi-
kroskoopilla kuvaaja kuin viisi vuotta sitten saadessani Leican
laitteet kdyttooni. Sarkaa on vield kynnettdvana - aina voi pyr-
kid paremmaksi. Itselléni opettelussa on vield esimerkiksi eri-

laisten kontrastimenetelmien kdyttd YMK:lla kuvattaessa.
Harva asia tuottaa yhtd suurta mielihyvad, kuin korkean reso-
luution hyonteiskuvien tekeminen ja katsominen. Hyvilla lait-
teilla voi saada hyvid kuvia, mutta ei ilman perustason tieta-
mystd vaikkapa resoluutiosta ja valaistuksen merkityksestd.
Unohtaa ei mydskédn sovi, ettd huonoista preparaateista ei saa
hyvid kuvia edes Photoshopin avulla.

Kiitokset
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Kuva 14. Mycetophila cf. adumbrata -sienisaaski, kuvattu peitinlasilla
glyserolissa, alavalolla. A) Hypopygium, vatsan puolelta kuvattuna, B)
hypopygium, takaa (caudal) kuvattuna, C) takajalka.
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Kuva 15. Hankisirvikkaan (Chilostigma sieboldi) siipitapla, leveys 1.7
mm. A) Yleiskuva siipitaplasta 5x objektiivila kuvattuna. B) Yksityiskoh-
ta siipitaplasta, 40x objektiivilla kuvattuna. Setan tyviosan halkaisija n.
8 um.
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