Oculaire micrométrique et photographie
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Etant inscrit sur nombre de forums de mycologie, nous voyons régulierement défiler des pho-
tos de microscopie prises au travers de I'oculaire micrométrique, et supposées fournir des renseigne-
ments quant a la mesure des éléments photographiés.

Force est de constater que beaucoup de photographies présentent des incohérences susceptibles de
troubler complétement I'esprit de débutants, car des renseignements essentiels et indispensables sont
manquants (*). En outre, il faut bien admettre que ce réticule n’est pas trés esthétique sur une photo.

(*) Pourquoi ?
++ Le grossissement utilisé n’est pas indiqué (objectif 10x, 20x, 40x, 63x, 100x) avec un oculaire 10x.
++ Le coefficient de correction a appliquer n’est pas mentionné (voir son calcul a la page suivante).

Remarque : toutes les photos qui vont suivre ont été réalisées a main levée, avec un Nikon Coolpix 995, au tra-
vers d’un oculaire micrométrique (posé sur un tube oculaire ou sur le tube trino) ce qui explique la mauvaise qua-
lité de certaines d’entre-elles ; nous vous demandons votre indulgence a ce propos.

BT :
Fig. 1 : hyphes Fig. 2: spores

Ce type de photo est inutile car il est impossible de connaitre le rapport réel entre I'échelle et 'objet photographié.

Deux cas de figure sont a envisager : ce sont ceux qui vont nous intéresser le plus car ce
sont, que je sache, les seuls cas ou il est possible de photographier le réticule micrométrique en
méme temps que le sujet.

++ Utilisation d’un oculaire micrométrique fileté (dans le cas d’'un Coolpix de la série 990 ou
4500), posé au niveau d’un tube oculaire ou du tube photo (a condition qu’ils possédent tous deux le
méme diamétre) : c’est la situation idéale car 'ensemble est fixe et permet aisément toutes les mani-
pulations au niveau de I'appareil photo et du microscope.

++ Photographie a I'aide d’'un compact numérique (APN) posé contre I'oculaire micrométrique,
soit au niveau d’'un tube oculaire ou du tube photo (a condition qu’ils possedent tous deux le méme
diametre).

Autres cas de figure que nous aborderons :
++ Photographie a I’'aide d’un réflex numérique fixé sur le tube trinoculaire (I'appareil est utilisé
sans objectif, avec un adaptateur spécial qui comprend souvent une lentille variable).
++ Capture d’image a I'aide d’'une caméra numérique, avec capteur CCD ou CMOS placée sur le
tube trinoculaire.
++ Capture d’image a I'aide d’une caméra numérique, avec CMOS placée sur la téte binoculaire,
a la place d’un oculaire.

» il existe sans doute encore d’autres possibilités qui ne nous sont pas connues !




Expérimentations personnelles afin de déterminer des constantes.

Matériel utilisé : préparation définitive de grains de pollen de Althaea rosea (colorés au vert de mé-
thyle acétique), photographiés avec Coolpix 995, oculaire micrométrique (OM) grand champ de 20

mm.
La taille réelle du grain photographié (toujours le méme) est de 115 um.
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Obijectif 20x, zoom numérique

' Objectif 20x, zoom en position maximale

CONCLUSIONS :

e Quelle que soit la position du zoom optique, et au-dela, du zoom numérique, le rapport
entre I’échelle micrométrique et le sujet observé n’a pas changé. La mesure est de 23
pm.

e |l faut maintenant lui appliquer le coefficient de correction correct (CC), soit x5 : 23 ym x 5 =
115 pm (taille réelle).

e Le CC est le rapport qui existe entre I'objectif 100x (le seul objectif ou un espace de I'OM cor-
respond a un pm) et celui qui est concerné ; ce sera une constante, qui devra étre inscrite sur
les photos

100x = (10x) x 10 = CC : x10 100x = (20x) x 5> CC : x5
100x = (40x) x 2,5 > CC : x2,5 100x = (63x) x 1,58 = CC : x1,58
100x = (100x) x 1 = CC : x1 (pas de correction)

L’expérience a été répétée ci-dessous avec une préparation définitive de spores d’Inocybe incarna-
ta, dont la taille réelle est de 9 a 10 um de long. Le zoom a été actionné de maniére aléatoire et diffé-
rente entre le 40x et le 100x.




Objectif 40x, zoom en position médiane Objectif 100x, zoom quasi au maximum

Avec I'objectif 40x, la mesure apparente est de +/- 4 ym ; la mesure réelle sera donc de 4 pm x 2,5 =10 pm
Avec I'objectif 100x, la mesure apparente est de +/- 10 ym, ce qui correspond a la mesure réelle (pas de CC dans ce
cas)

D’autres solutions existent :
» Utiliser des logiciels de mesure qui permettent d’indiquer directement la mesure sur le sujet,
ou de placer une échelle de mesure sur 'image.
» Créer une échelle de mesure (avec Photoshop par exemple).

Cela implique UNE obligation :
- le logiciel employé (quelle que soit sa nature) doit étre paramétré en fonction des objectifs utilisés,
avec une distance constante et immuable entre le plan focal de 'objectif et le capteur numérique
- le systéme doit étre fixe et définitif
» La technique qui présente le moins de risque d’erreurs de manipulation consiste a remplacer
un oculaire par une caméra d’oculaire.
» Sila caméra est placée sur un adaptateur au niveau du tube trinoculaire, il est impératif de
marquer le tube coulissant, car une erreur de positionnement va générer une erreur de me-
sure.



