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Abiks Opetajale

Kuidas valguse abil

Dmitri Lubenets, Toivo Maimets,
Sulev Kuuse

algusmikroskoopia ajas-
tu alguseks peetakse
saksa matemaatiku ja

astronoomi Johannes Kepleri
(1571-1630), 17. sajandi teadus-

revolutsiooni votmeisiku téid.

Kepler pakkus 1611. aastal voi-

maluse rakendada kahte kume-

rat lddtse, et vaadeldavat objek-
ti suurendada. Esimese niisuguse
mikroskoobi pani 17 aastat hiljem
kokku Christopher Scheiner (1575-
1650). Pirast seda kulus veel 27 aas-
tat, mille jooksul laétse kvaliteeti tun-
duvalt parandati, enne kui inglise
teadlane Robert Hooke (1635-1703)
kasutas korgipuu korkkoe 16ike vaa-
dates esimesena sona ,rakk®, kirjelda-
des néhtud viikseid ,poore”.

Hollandi é&rimees ja teadlane
Antonie van Leeuwenhoek (1632—
1723) on samuti mikroskoopia kui
meetodi rajaja. Ta uuris ripsloomi,
spermatosoide, baktereid, iihera-
kulisi ja hulkrakseid organisme.
Leeuwenhoek kasutas selleks enda
loodud iihe lddtsega miniatuurset
umbes viie sentimeetri pikkust sea-
deldist, mis suurendas kuni 275
korda (vt 0 2).

Mirkimisvddrne ldbimurre mik-
roskoopias toimus 200 aastat hiljem.
1876. aastal tegi Saksa fuiisik Ernst
Karl Abbe kindlaks, et mikroskoobi-
ga saadava kujutise kvaliteet oleneb
valguse refraktsioonist ning tuli mot-
tele, kuidas mikroskoobi konstrukt-
siooni paremaks muuta. Koos Carl
Zeissi ja Friedrich Otto Schottiga
suutsid nad vilja arendada erilise
klaasi ning teha parema kvaliteediga
apokromaatilise laédtse, kus eri mur-
dumisnditajatega valguskiired koon-
duvad tihes fookuspunktis, mistottu
on vérviline kujutis terav.
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¢ 1. Kasutades sellist mikroskoopi,

vaatles Robert Hooke taimede

korkkoe ehitust. 1665. a ilmu-
nud raamatus ,Micrographia”
kuulutas ta, et koed koosnevad
vaikestest struktuuridest ehk
rakkudest

O 2. Antonie van Leeuwenhoeki
suurendav aparaat, millega

ta vaatles vaikseid objekte.
Tanini on sdilinud Gheksa

sellist seadeldist (paremal).
Leeuwenhoek ktunlavalgusel
l&bi oma abivahendi l&&tse
teravikule kinnitatud preparaati
vaatamas

Sellest ajast joudis mikroskoopide
areng uuele tasemele ning 1886. aas-
tal ehitasid Abbe, Zeiss ja Schott
esimese kombineeritud mikroskoo-
bi, mille lahutusvéime ldhenes néh-
tava valguse teoreetilisele piirile.
Nende seadmest sai koigi tulevas-
te valgusmikroskoopide prototiiiip
ning see koosnes suures osas sama-
dest elementidest, mis on omased ka
praegusaja mikroskoopidele: valgus-
allikas, kondensor, preparaadilaud,
objektiiv ja okulaar (0 3).

Vaadates selle ehitust, on lihtne
tutvustada mikroskoobi t66pohimo-
tet. Koigepealt satub valgusallikast
parit valgus kondensorisse, mille
abil suunatakse see preparaadilaual
olevale preparaadile. Seejirel sise-

Allikas: Wikipedia

ooduse detaile vaadelda?

neb preparaadi labinud valgus objek-
tiivi, kust padseb edasi okulaari ja
sealt vaataja silma. Lébides objek-
tiivi ja okulaari ladtsi, moodustavad
valguskiired uuritava objekti suuren-
datud kujutise. Selline on koige liht-
sama mikroskoobi t66printsiip, kuid
sellest arusaamiseks peab koigepealt
selgeks tegema valguse flitisikalised
omadused.

Koige lihtsama seletuse jargi on
valgus see, mida inimene oma silma-
dega ndeb. See pole tidiesti dige,

sest on teada, et looduses lei-

dub ka ultravioletset voi infra-

punast valgust, mida inimsilm

pole voimeline ndgema. Valgus

on elektromagnetkiirgus, mida
kantakse edasi footonite
abil.

Sada aastat tagasi oli
tehisvalguse allikaks mikroskoo-
bis polev kiiiinal ja hiljem hoog-
lamp. Niitid voetakse laialt kasu-
tusele valgusdioode.

Kuna valgus levib laineliselt,
tahendab see, et eri virvusega
- valgust voib eristada nende laine-
pikkuse ja sageduse jéargi. Tegelikult
on olemas kindel seos elektromag-
netkiirguse lainepikkuse, sageduse
ja energia vahel. Mida lithem on lai-
nepikkus, seda suurem on sagedus
ja seda suurem energia on footoni-
tel (0 4).

Elektromagnetkiirguse lainepik-
kused varieeruvad, kuid valgusmik-
roskoopiale pakub huvi kitsas spekt-
ripiirkond, kuhu kuuluvad ultravio-
lettvalgus lainepikkusega 350-400
nanomeetrit, ndhtav valgus laine-
pikkusega 400-700 nanomeetrit ja
infrapunavalgus, mille lainepikkus
on 700-800 nanomeetrit. Koigile
footonitele lainepikkustega vahe-
mikus 350-800 nm on iseloomuli-
kud nii tithised kui ka erilised oma-
dused. Nditeks iihtlases keskkonnas
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Okulaar
Objektiiv
Preparaadilaud
Kondensor

Valgusallikas

O 3. Tanapéaevane teaduslaboris pruugitav Zeissi uurimismikroskoop (paremal) ja
19. sajandi I6pukiimnendi Leitzi mikroskoop

Sagedus herisides (Hz)
10° 10° 106 10° 1044 1015 1018 107 102
Gamma-kiirgus
Raadiolained Réntgenikiirgus
T— EE—
Mikrolained Uhravioletne
T valgus
Nahtav|valgus
Infrapunane
valgus
10° 10¢ 103 10° 103 10°® 10° 10:% 10:%

Lainepikkus meetrites (m)

Lainepikkusvaheneb, sagedus suureneb

0 4. Elektromagnetkiirguse spekter

levivad koik footonid ithesuguse kii-
rusega. Sattudes tdisnurga all labi-
paistvale pinnale, jatkavad koik val-
guskiired oma sirgjoonelist liikumist
ning murduvad voi peegelduvad, kui
nad langevad pinnale teravnurga all.
Oigupoolest just tinu valguse mur-
dumisele, mis on tuntud kui refrakt-
sioon, tekibki mikroskoobis prepa-
raadi suurendatud kujutis.

Vaakumis levib valgus ithesuguse
kiirusega, footonid saavad seal ldbida
299 792 458 meetrit sekundis. Teistes
keskkondades, nditeks 6hus, vees voi
klaasis, on footonid vastastikmojus
keskkonna aatomite ja molekulidega
ning selle tottu levivad nad tavaliselt
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viiksema kiirusega.

Valgus voib kahe keskkonna pii-
ril neelduda, peegelduda ja mur-
duda. Valgus neeldub siis, kui kogu
footoni energia liheb iile elektronile
ja energia hajutatakse soojuse kujul.
Neeldumise tottu nédivad asjad musta-
na, sest mustale pinnale sattuvad foo-
tonid kaovad. Samas, me koik teame,
et monikord naeb muidu must, kuid
laikiv pind vélja hele. Fenomeni poh-
jus on valguse peegeldumine.

Veeklaasis olev lusikas ndib pain-
duvat 6hu ja vee piiril. Sellist opti-
list néhtust nimetatakse valguse mur-
dumiseks ehk refraktsiooniks, mida
pohjustab asjaolu, et valguskiired

muudavad kahe keskkonna piiril oma
levikunurka.

Léhtudes valguse pohiomadus-
test, saame selgitada, kuidas mikro-
skoobis tekib objektist suurendatud
kujutis. Samamoodi nagu esimestel
mikroskoopidel on iga niitidisinstru-
mendi péhikomponent lddtsed. Viga
sageli moeldakse ladtsede all ainult
suurendavaid ehk positiivseid ladtsi,
kuid tegelikult on mikroskoopides ka
vahendavaid ehk negatiivseid latsi.

Koik lddtsed jaotatakse omakor-
da kaheks: ohukesteks ja paksudeks.
Ohukesed laitsed koosnevad ainult
klaasist ja nendest on tavaliselt teh-
tud odavamad objektiivid. Kallimad
seadmed sisaldavad pakse ladtsi, mille
iiks pool on kaetud lébipaistva kile-
ga. Paksude ldédtsedega siisteem aitab
vihendada kromaatilist korvalekal-
let, mida pohjustab eri virvi valgu-
se murdumine objektiivis eri nurka-
de all.

Olenemata mikroskoobi optilisest
ehitusest on mikroskoobi okulaari
otstarve alati suurendada vahepilti,
st olenemata objektist, mida vaada-
takse, saadakse temast suurendatud
kujutis. Vanasti koosnesid okulaa-
rid kahest ladtsest. Ténapdeval voi-
vad kallimad okulaarid sisaldada kuni
kaheksat lddtse ja annavad terava,
suure vaateviljaga pildi.

Tegelikult on okulaari vaateval-
ja suurus iiks oluline omadus, mis
oleneb otseselt okulaari suurendu-
sest. Mida tugevam suurendus, seda
vaiksem vaatevili. Vaga voimalik, et
just selle parast on koige levinumad
kiitmnekordse suurendusega okulaa-
rid, kuna loppsuurenduse ja vaatevél-
ja suuruse suhe on neil koige parem.

Samas peab mainima, et vajadu-
se korral saab mikroskoopi paigalda-
da ka 8-, 15- voi 20-kordseid okulaa-
re. Kombineerides 20-kordse okulaari
100-kordse objektiiviga, on voimalik
saada 2000-kordne loppsuurendus,
kuid tegelikult ei tidhenda suurem
pilt automaatselt paremat pilti, kuna
mikroskoobi lahutusvéime (vihim
kaugus kahe punkti vahel, mida inim-
silm suudab veel eristada) on piiratud
ning teoreetiliselt ei saa olla parem
kui umbes 200 nanomeetrit ehk 0,2
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O 5. Stereomikroskooide ndidised. Vasakul 40 aastat tagasi NSV Liidus toodétud binokulaar ehk stereomikroskoop MBC-9

(suurendab 4,8 kuni 56 korda) ja paremal ntldisaegne stereomikroskoop Leica M165 FC (suurendab 7,3 kuni 120 korda), mis

voimaldab ka digitaalset tootlust

mikromeetrit. See on pool viiksei-
mast nahtava valguse lainepikkusest.

Koikidest mikroskoobiosadest on
kahtlemata koige keerulisema ehi-
tusega objektiiv. Niitidisajal kinni-
tatakse mikroskoobi kiilge korraga
mitu objektiivi (tavaliselt kolm kuni
kuus). Selline siisteem, mida nimeta-
takse ka revolvriks, voimaldab kiires-
ti objektiivi vahetada. Me juba teame,
et objektiiv vastutab preparaadi kuju-
tise suurendamise eest, kuid see pole
ainuke tilesanne.

Ténapédevased objektiivid tagavad
ka voimalikult suure lahutusvéime
ning parandavad eri sfadrilistele laat-
sedele iseloomulikke korvalekaldeid.
Optilisi vigu on véga tahtis paranda-
da, et saada kvaliteetne pilt, kuid téie-
likult neist koigist lahti ei saa. Peale
selle teeb ithe aberratsiooni paranda-
mine sageli teise suuremaks ja mik-
roskoobi tootjad peavad valima, mil-
list viga koigepealt parandada, ning
proovima samas vihendada teisi vigu.

Mikroskoopias ei olene hea pildi
saamine mitte ainult objektiivi laat-
sedest, vaid ka valgusallikast ja kon-
densorist. Samamoodi nagu kalli-
mad objektiivid koosnevad ka pari-
mad kondensorid mitmest lddtsest
ja on voimelised vihendama korva-
lekaldeid.

Igas mikroskoobis on valgusal-
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lika pohiiilesanne preparaadi ere ja
tihtlane valgustus. See on hidava-
jalik, et vaatleja saaks kindel olla, et
pildil on koik valguse intensiivsu-
se ja kontrastsuse variatsioonid périt
ainult preparaadist, mitte puuduli-
kust valgustusest. Ideaalis peaks val-
gusallikas olema timar, kuid tavaliselt
tdidab seda rolli piklik kiiinlaleek voi
héoglambiniit.

Esimestes mikroskoopides foo-
Esimestes
mikroskoopides

99 fookustati

valgusallikast tulevat
valgust kondensori abil otse
preparaadile, mille téttu

oli valgustus ebaiihtlane ja
hamar.

kustati valgusallikast tulevat valgust
kondensori abil otse preparaadile,
mille tottu oli valgustus ebatihtlane ja
hidmar. Olukord muutus 1893. aastal,
kui August Kohler (1866—1948) pani
lambi ja kondensori vahealasse lisa-
ldatse, mille ta nimetas kollektoriks.
Kollektori abil fookustatakse lambist
tulev valgus kondensori fokaaltasan-
dile nii, et see tdidab kondensoriava
taielikult. Ténu sellele to6tab lambi
iga hoogniit nagu iseseisev valgusal-

likas ning preparaadi valgustus tuleb
tihtlane ja ere. Kohleri vélja moeldud
valgustamispohimote on tdnapdeval
laialt kasutusel.

Mikroskoopia
deid voib jagada mitmeti. Naiteks
on olemas stereo- ja liitmikroskoo-
bid. Liitmikroskoopide hulka kuulu-
vad tavamikroskoobid (pealtvalguse-
ga) ja invertmikroskoobid (altvalgu-
sega). Tavamikroskoobid voivad olla
helevilja- voi tumeviljamikroskoo-
bid. Samuti kasutatakse faaskont-
rast-, fluorestsents- ja konfokaalmik-
roskoopiat ja meetodeid.

Stereomikroskoobid on mdel-
dud suuremate objektide (putukate,
mineraalide, koepreparaatide, elekt-
rooniliste skeemplaatide jms) vaatle-
miseks. Esimese stereomikroskoobi
pani 1896. aastal kokku Carl Zeiss.
Erinevalt esimestest liitmikroskoo-
pidest oli stereomikroskoobil kaks
paaris tootavat objektiivi ja okulaari.
Seetottu vaadeldakse ithe preparaa-
ti kahe optilise raja kaudu. Parem ja
vasak silm néevad objekti veidi erine-
va vaatenurga all ning tekkinud kuju-
tise tolgendab aju kolmemootmelise
pildina (0 5).

vaatlusmeeto-

Liitmikroskoop (ingl compound
microscope) on nii nimetatud see-
parast, et 10pp-pilt objektist tekib

autoriéigus MTU Loodusajakiri
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O 6. Eri tootjaté invertmikroskoobid: vas

akul Zeiss Axiovert 100S, mis on moel-

dud mikrotoiminguteks (nt rakkude slstimine, blastotsusti injektsioon jt); pare-
mal Nikon Diaphoti klassikaline invertmikroskoop. Mélemad suurendavad kuni

400 korda

mikroskoobi kahe poéhikomponendi
objektiivi ja okulaari koostods. Kuna
liitmikroskoop lubab jilgida prepa-
raate 40—2000-kordse suurendusega,
on nad asendamatud mikroorganis-
mide, rakkude ja rakustruktuuride
uuringutes. Nende alusel on ehitatud
koik nitidisaegsed valgus- ja fluorest-
sentsmikroskoobid.

Tehniliselt jagatakse liitmikro-
skoobid kaheks rithmaks. Esimesse
rithma kuuluvad tavamikroskoo-
bid (ingl wupright microscope) ja
teise invertmikroskoobid (ingl
inverted microscope). Optiliselt
tootavad molemad variandid thte-
moodi, kuid erinevalt tavamikro-
skoopidest saab panna invertmik-
roskoobi alla niditeks Petri tassi voi
muu suurema koekultuuri anuma.

autoriéigus MTU Loodusajakiri

Invertmikroskoopide (0 6) téokau-
gus on suurem kui pealtvalgusega
mikroskoopidel.

Tavamikroskoopide valgusallikas ja
kondensor on paigaldatud preparaa-
dilaua alla. Valgus lébib kondenso-
ri, preparaadilaual paikneva objek-
ti ning satub objektiivi. Kuna liit-
mikroskoopide objektiividel on viga
lithike tookaugus, néiteks sajakordse
suurendusega objektiivi puhul voib
see olla vaid 0,25 mm, ei mahu selle
alla midagi muud peale preparaadi
alusklaasi.

See tekitab probleeme. Niiteks
pole tavamikroskoobiga voimalik
jalgida rakke, kui nad elavad ja pal-
junevad Petri tassil. Nad lihtsalt
ei mahu objektiivi alla, kuna koige

viiksem Petri tass on umbes 6 mm
korge. Et vaadata selliseid elavaid
rakke, on méeldud vilja invertmik-
roskoop.

Erinevalt tavamikroskoobist paik-
nevad invertmikroskoobi valgus-
allikas ja kondensor vaadeldava objek-
ti kohal. Kondensori ja preparaadi-
laua vahel on umbes 60—80 mm. Selle
tottu mahuvad invertmikroskoobi
esemelauale ka Petri tassist korge-
mad anumad. Objektiivid paiknevad
preparaadilaua all ning objekti vaa-
deldakse altpoolt. Invertmikroskoobi
ehitus lubab vaadelda koekultuuri
labori kasvutingimustes nditeks Petri
tassi avamata.

Koige lihtsamat tavamikroskoo-
piameetodit nimetatakse helevil-
jamikroskoopiaks (ingl bright field
microscopy). See on koige elemen-
taarsem mikroskoop, mis on varus-
tatud tksnes valgusallika, konden-
sori, objektiivi ja okulaaridega (0 7).
Helevilja puhul valgustatakse uuri-
tavat objekti iihtlase valguskiirega.
Tihedamad alad neelavad valgust
ning vaatleja ndeb neid struktuure
tumedana heledal taustal. Virvides
preparaati eri virvidega, saavutatakse
tisna detailne vérviline pilt.

Heleviljameetodit voib rakenda-
da tiksikrakkude analiisil, kuid koige
parem see siiski ei ole. Uksikud rakud
on enamasti ldbipaistvad ja véga
iksikasjalikku pilti nendest ei saa.
Koige paremini sobib helevéljamee-
tod viérvitud koeldikude voi taime-
struktuuride vaatlemiseks.

Teine lihtne tavamikroskoopia-
meetod, mis nouab iiksnes erilist
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O 7.Nuudisaegsem Olympuse BX61 pealtvalgustusega mikroskoop, millel on ka
ultraviolettvalguses objektide vaatamise filtrid ja vastavad objektiivid. Suurendab

40 kuni 1000 korda

kondensorit, on tumeviljamikro-
skoopia (ingl dark field microscopy).
Selle meetodi eripédra seisneb selles,
et preparaati ei valgustata mitte tiht-
lase valguskiirega, vaid valguse teel on
takistus. Tumevélja puhul varustatak-
se kondensor fiiiisilise tokkega, mille
abil koik valguskiired, mis on voime-
lised sattuma objektiivi, blokeeritakse.
Teisisonu, preparaati valgustatakse nii,
et objektiivi sisse satub tiksnes prepa-
raadi ldbimisel hajunud valgus.
Seepdrast ndeb vaatleja valgust
hajutavaid rakustruktuure heledana
mustal taustal. Tumeviljameetodit
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Et avastada
99 maailma

saladusi, piisab
loodusehuvilisele alustuseks
luubist.

kasutatakse siis, kui on vaja uurida
elusaid labipaistvaid objekte (itksikud
rakud, bakterid, mere mikroorganis-
mid), mida ei ole mingil pohjusel voi-
malik varvida.

Kuidas valida mikroskoopi? Et avas-
tada maailma saladusi, piisab loo-

dusehuvilisele alustuseks luubist.
Seejdrel voib nditeks kahest kumerast
kellaklaasist teha endale ise kaksik-
kumera suurendava lditse. Kindlasti
pole vaja osta teaduse viimast saavu-
tust, piisab, kui leida antiigipoest voi
kooli vanast bioloogiaklassist ,tsaari-
aegne” luup voi mikroskoop, ja maa-
ilm avaneb su ees.

Eesti edasimiiijad pakuvad ka
mitmesuguseud uusi mikroskoope.
Suurima véimaliku suurenduse tea-
dasaamiseks tuleb vaadata kaasas ole-
vate objektiivide suurendust ja kor-
rutada see okulaari suurendusega.
Naiteks kui mikroskoobi objektiivi
suurendus on 4, 10 ja 40 korda ja oku-
laari oma 10 korda, siis mikroskoo-
bi suurendus on vastavalt 40, 100 ja
400 korda.

Kui huvipakkuv mikroskoop voi-
maldab vaadelda objekti nii pealtval-
guse kui ka altvalgusega, saab sellega
peale tavaliste preparaatide vaadelda
véikseid ruumilisi objekte, kasutades
pealt- ehk kiilgvalgust. Uksnes altval-
gustusega mudelite puhul ei saa seda
teha, kuna mikroskoobi to6kaugus on
véike, preparaat saab olla ainult alus-
ja katteklaasi vahele surutuna.

Tahtis on meeles pidada, et kui
mikroskoop on olemas, siis tuleb
tema eest ka hoolitseda. See peab
olema alati tolmu eest kaitstud.
Mikroskoopi ei tohi lasta kukku-
da, sest ladtsed voivad oma kohalt
nihkuda ning pildi teravus kaduda.
Kindlasti ei tohi mikroskoobi koige
tahtsamaid osi — objektiivi ja oku-
laari — hoida hooletult. Kui nende
klaaspinnale tekivad kriimud, siis
ei ole voimalik mikroskoopi enam
paista.

Mikroskoopia on imeline ja see,
mida voib nidha, kasutades mitmesu-
guseid mikroskoopia meetodeid, on
vaimustav.

Dmitri Lubenets (1981) on rakubioloog,
Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloo-
gia instituudi insener.

Sulev Kuuse (1962) on rakubioloog,
Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloo-
gia instituudi vivaariumi juhataja.

Toivo Maimets (1957) on Tartu Ulikooli
rakubioloogia professor.
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