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OBIETTIVO
Colorazione della parete e del nucleo cellulare della cellula della cipolla attraverso una colazione con soluzione di blu di metilene.

PREMESSA

Lo studio microscopico delle cellule può essere effettuato sia con esame a fresco o previa colorazione che serve per aumentare il contrasto durante l'osservazione al Microscopio ottico. La colorazione permette di determinare più facilmente le dimensioni e la forma delle cellule colorate e di apprezzare alcune strutture cellulari. 
I coloranti sono composti organici ( la maggior parte Sali) contenenti dei radicali cromofori che producono colore e dei gruppi auxocromi salificanti; essi vengono chiamati basici se la porzione colorata si comporta come una base, o coloranti acidi se si comporta come un acido. Le tecniche di colorazione sono molte e si differenziano per composizione a seconda delle strutture cellulari che si vogliono mettere in evidenza, nel nostro caso utilizziamo colorazioni semplici  che rendono le cellule meglio evidenziabili all'osservazione microscopica e che richiedono l'uso di un solo colorante (es. blu di metilene, cristal violetto, fucsina basica).
PROCEDIMENTO
· Indossare mascherina con occhiali protettivi, guanti in lattice e camice usa e getta.

· Si tagliano trasversalmente delle sottili pellicole dal fusto della cipolla, molto sottili utilizzando: bisturi (lama num.11) e pinzette metalliche.

· Si prepara una soluzione di Blu di metilene: per la colorazione di contrasto sciogliendo 0,3 g di cloruro di blu di metilene in 100 ml di acqua distillata.

· Si dispongono le strisce di cipolla all’interno di un becker da 25 ml contenente la soluzione precedentemente preparata e si lasciano per qualche minuto.
· Si dispongono le strisce sul vetrino portaoggetto, si dispone sopra il copri oggetto e si procede all’osservazione al microscopio ottico.

· Si inizia l’osservazione dall’ingrandimento più piccolo (x10), poi (x40) ed eventualmente (x60).

OSSERVAZIONE

Le pareti cellulari si presentano colorate di blu intenso, così come le parete del nucleo. Ciò è possibile perché il blu di metilene (in formula di struttura a fianco) viene assorbito e penetra nella cellula legandosi ai trasportatori di elettroni, (per mezzo degli idrogeni) che è indicato come NADPH.
Essendo un enzima (un amminoacido specifico) che gira in tutta la cellula, la colorazione conseguente permette di osservare la morfologia cellulare e la presenza e dimensioni del vacuolo.
Il vacuolo è presente nella cellula vegetale ed è un contenitore sacciforme che può contenere olii eterei, sostanze coloranti e acqua che aumentano con la vecchiaia di una cellula, dunque le dimensioni di un vacuolo può indicare l’età di una cellula.

In un campione si può distinguere il tessuto a palizzata, costituito da cellule disposte uno a fianco dell’altra nel medesimo verso. A lato si nota la sovrapposizione dello strato cellulare precedente disposto diversamente.
















