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A major issue of microphotography is the limited depth of focus. This
problem can be overcome by taking series of images (z-stacks), which are
processed by focus-stacking software to extract a sharp image with an
infinite depth of focus. Furthermore, a depth map describing the z-posi-
tions of the sharpest pixels is produced, that can be used to generate
 virtual 3D images. Here we describe the freeware program PICOLAY and
its use with light- and scanning electron microscopy (SEM). For SEM, we
show different ways to produce stereoscopic images, based on only two
or even a single image.
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ó Ein lästiges Problem der Mikroskopie ist
die extrem geringe Schärfentiefe. Am Mikro-
skop sitzend kann man beim Durchfokussie-
ren durchaus einen guten Eindruck der
betrachteten Objekte bekommen. Aber Mikro-
fotos sind fast nie überall scharf (Abb. 1). Frü-
her hat man den scharfen Bereich eines Bil-
des ausgeschnitten und nur diesen verwen-
det. Heute kann man mit digitaler Bildverar-
beitung ein gesamtscharfes Bild erzeugen.
Man nimmt statt eines einzelnen Bildes eine
Bilderserie mit fein abgestuften Fokusschrit-
ten (z-stack) auf. Aus dieser lässt sich mit
einem Focus-Stacking-Programm wie PICO-
LAY (www.picolay.de) innerhalb weniger
Sekunden ein scharfes Bild mit großer Schär-
fentiefe gewinnen (Abb. 1). In vielen Institu-
ten stehen heute konfokale Laser-Scanning-
Mikroskope zur Verfügung, die nach diesem
Prinzip arbeiten. Allerdings sind diese Mikro-

Stacking-Programm PICOLAY

Erzeugung virtueller 3D-Bilder
mit jedem Lichtmikroskop oder REM

˚ Abb. 1: Bakterieller Biofilm auf dem Wasser einer Blumenvase. Drei
Phasenkontrast-Aufnahmen mit unscharfen Bereichen (A–C) wurden
durch Focus-Stacking zu einem gesamtscharfen Bild (D) gerechnet.
Maßstab: 10 μm.

˚ Abb. 2: Schale einer Diatomee (Actinoptychus). A, aus 31 Differen -
zialinterferenzkontrast(DIC)-Aufnahmen extrahiertes gesamtscharfes
Bild. B, Tiefenkarte von Gelb (oben) nach Blau (unten). C, D, Auf der
Tiefenkarte basierende räumliche Projektionen der Karte (C) und der
Überlagerung mit dem scharfen Bild (D).
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skope für fluoreszierende Objekte ausgelegt
und verwenden eine aufwendige Software.
Hier möchten wir zeigen, dass man mit jedem
Mikroskop, mit jedem mikroskopischen Ver-
fahren und ohne teure Software hervor -
ragende Ergebnisse erzielen kann. Als Be -
sonderheit möchten wir verschiedene Mög-
lichkeiten demonstrieren, wie man einfach
am Rasterelektronenmikro skop stereoskopi-

sche 3D-Bilder erzeu-
gen kann.

Von 2D zu 3D
Focus-Stacking-Pro-
gramme wie das
Free ware-Programm
PICOLAY analysieren
Bilderstapel und
extrahieren an jeder
Bildposition die
schärfs ten Pixel für
die Erstellung des
gesamtscharfen Er -
gebnisses. Un scharfe

Bereiche werden dabei herausgefiltert. Gleich-
zeitig wird eine Tiefenkarte über die z-Posi-
tionen der scharf abgebildeten Strukturen
erstellt (Abb. 2). Das bedeutet, die Lösung des
Problems der geringen Schärfentiefe liefert
zusätzliche Informationen über die räumli-
che Struktur. Aus dem scharfen Bild und der
Tiefenkarte lassen sich räumliche Darstel-
lungen rekonstruieren, die die gefundenen

Strukturen in ihrer ursprünglichen Position
zeigen [1]. Man kann geeignete Objekte im
Raum rotieren lassen und auch stereoskopi-
sche Bilder mit leicht versetzten Blickwin-
keln erzeugen.

„Hologramm-Stacking“ zeigt auch
verdeckte Strukturen
Die beim Focus-Stacking erzeugte Tiefenkar-
te ist einschichtig. Nur die schärfste Struktur
an jeder Position wird darin berücksichtigt.
Darunter und darüber liegende Strukturen
mit schwächerem Kontrast, wie sie bei Mikro -
organismen häufig vorkommen, bleiben ver-
deckt. Auch wenn man das Objekt im Raum
dreht, werden sie nicht sichtbar, solange man
die 3D-Information nur aus der Tiefenkarte
bezieht. PICOLAY bietet nun die Möglichkeit
des „Hologramm-Stacking“, um dieses Pro-
blem zu lösen. Dabei werden nicht die schärf-
sten Pixel angezeigt, sondern alle, die einen
einstellbaren Mindestkontrast haben und aus
einem zuvor eingestellten Betrachtungswin-
kel sichtbar sind. Die so erzeugten Bilder wir-
ken nicht so knackig scharf wie die auf der
Tiefenkarte basierenden, zeigen aber zusätz-
liche Struk turen und Informationen. In Abbil-
dung 3 sieht man im „normal gestackten“
Bild (Abb. 3A) die schärfs ten Strukturen, wäh -
rend in den Hologrammbildern (Abb. 3C, D)
Ober- und Unterseiten der dargestellten Dia-
tomeenschale gut sichtbar werden.

Unerwartete Probleme und
Möglichkeiten beim
Rasterelektronenmikroskop
Am Rasterelektronenmikroskop (REM) soll-
ten sich leicht „echte“ stereoskopische 3D-Bil-
der aufnehmen lassen, da die meisten Gerä-
te kippbare Tische haben. Auf diesen lässt
sich ein Objekt in den leicht versetzten
Betrachtungswinkeln montieren und foto-
grafieren, die für die stereoskopische Dar-
stellung benötigt werden. Es stellt sich aber
heraus, dass die beiden so erzeugten Bilder
meistens nicht gut zueinander passen. Es gibt
Verzerrungen, die auf der Topografie des seit-
lich positionierten Detektors und der ange-
legten Saugspannung beruhen. Bereits ein-
faches, planparalleles Verschieben eines

¯ Abb. 3: Komplette Schale (Epitheka und Hypotheka) einer Diatomee
(Coscinodiscus). A, Das durch normales Focus-Stacking gewonnene Bild
zeigt überwiegend die Aufsicht mit einigen durchschimmernden Struktu-
ren aus tieferen Schichten. B, Eine Rotation der tiefenkartenbasierten
Darstellung um 180° zeigt ein Spiegelbild, ohne die Unterseite sichtbar
zu machen. C, D, Durch „Hologramm-Stacking“ lassen sich hingegen
Ober- und Unterseite getrennt darstellen.

˚ Abb. 4: Erstellung eines 3D-REM-Bildes durch seitliche Verschiebung. A, B, Das Objekt wurde
vor und nach der Verschiebung fotografiert, und die korrespondierenden Bereiche (gelbe Rahmen)
wurden ausgeschnitten. C, D, Die beiden Bereiche sind rot (C) bzw. cyan (D) eingefärbt. E, Überla-
gert man die Bilder aus C und D, entsteht ein stereoskopisches Anaglyphenbild für die Rot-Cyan-
Brille. Wer den Kreuzblick beherrscht, kann auch ohne Brille durch Betrachten der Bilder C und D
den Stereoeffekt erhalten.
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Objekts in der Ebene ohne Fokusverstellung
führt zu zwei nicht perfekt kongruenten
Abbildungen. Stattdessen erhält man bereits
ohne Kippen zwei Teilbilder, die sich für eine
stereoskopische Betrachtung eignen. Die Auf-
nahme zweier Bilder vor und nach seitlichem
Verschieben des Präparats stellt somit eine
einfache Möglichkeit zu Gewinnung von 3D-
Bildern dar, ohne dass man hier quantitative
Aussagen über die tatsächliche Tiefe des
Objekts machen könnte. Das oben beschrie-
bene Focus-Stacking lässt sich aber auch am
REM durchführen und führt zu stimmigen,
auch quantitativ auswertbaren virtuellen 3D-
Darstellungen (Abb. 4).

Das Rasterbild als Tiefenkarte
interpretieren
Zum Schluss soll noch eine Möglichkeit der
stereoskopischen Darstellung erwähnt wer-
den, die auf einem einzigen REM-Bild basiert.
Da von näher am Detektor liegenden Struk-
turen („oben“) mehr Sekundärelektronen als
von weiter entfernten Strukturen („unten“)
detektiert werden, lässt sich ein REM-Bild
selbst als Tiefenkarte interpretieren und so
für eine stereoskopische Darstellung nutzen.
Man definiert in PICOLAY mit einem Klick
das REM-Bild als Tiefenkarte, und schon kann
man eine durchaus realitätsnahe 3D-Darstel-
lung erzeugen (Abb. 5). Für dieses Verfahren

eignen sich natürlich nicht alle REM-Bilder,
sondern am besten solche, die mit dem kon-
zentrisch zum Elektronenstrahl angeordne-
ten in-lens-Detektor aufgenommen wurden
und keine seitlichen Helligkeitsgradienten
aufweisen.

Fazit
Wer statt eines einzelnen Mikrofotos einen
z-Stapel aufnimmt, kann mithilfe von
 PICOLAY verbesserte Tiefenschärfe und 3D-
Informationen gewinnen. Das Freeware-Pro-
gramm bietet viele weitere Möglichkeiten, auf
die hier aufgrund des Umfangs nicht einge-
gangen werden kann. Die in diesem Artikel
gezeigten Bilder, weitere Beispiele, Ani -
mationen, 3D-Bilder in verschiedenen For-
maten, Tutorials etc. finden sich unter
www.picolay.de.
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˚ Abb. 5: Erzeugung eines 3D-Bildes aus einem einzigen REM-Bild (Zilienfeld des Ciliaten Aspi -
disca cicada). Das Originalbild (A) wurde von PICOLAY in eine Tiefenkarte (B) umgewandelt, indem
die Helligkeit als Indikator für die z-Ebene interpretiert wurde. C, das von PICOLAY erzeugte ste -
reoskopische Bild für den Kreuzblick.
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