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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan mempelajari pembuatan
preparat bentuk keseluruhan (wholemount) tumbuhan kecil atau
organisme kecil lainnya, juga untuk mempelajari struktur
vegetatif/generatif tanpa melakukan penyayatan terhadap objek. Selain
itu, penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh durasi pewarnaan
menggunakan safranin terhadap struktur morfologi Oxalis corniculata,
khususnya dalam membandingkan hasil pewarnaan pada durasi 15
menit dan 30 menit. Penelitian ini menggunakan metode eksperimental
pada wholemount tumbuhan untuk mengamati sampel utuh tanpa
proses penyayatan, sehingé;a memungkinkan pengamatan langsung
struktur morfologi dalam bentuk tiga dimensi. Pewarnaan safranin,
yang sering digunakan untuk memperjelas struktur seluler pada
pengamatan mikroskopis, diterapkan pada preparat jaringan tanaman
Oxalis corniculata dengan dua durasi pewarnaan yang berbeda. Analisis
data menggunakan deskriptif. Hasil pengamatan dengan mikroskop
cahaya menunjukkan durasi pewarnaan mempengaruhi intensitas
warna dan detail struktur morfologi yang terlihat. Pewarnaan selama 15
menit menghasilkan warna yang cukup jelas namun dengan detail
background yang kurang jerni¥1, sementara pewarnaan selama 30 menit
memberikan warna lebih intensif yang memperjelas struktur seperti
dinding sel dan inti sel, dengan backgroun ang lebih jernih.
Kesimpulan pewarnaan selama 30 menit menghasilkan preparat yang
lebih jenih dan lebih jelas terhadap struktur Oxalis coeniculata Temuan
ini menegaskan pentingnya menentukan durasi pewarnaan yang
optimal untuk mendapatkan hasil yang maksimal sesuai kebutuhan
analisis mikroskopis menggunakan metode wholemount.

Kata kunci: Durasi pewarnaan, Morfologi, Oxalis corniculata,
Pewarnaan safranin, Wholemount

PENDAHULUAN

Preparat wholemount merupakan salah satu metode penting dalam pengamatan
struktur anatomi tumbuhan. Wholemount merupakan metode pembuatan preparat yang
nantinya akan diamati dengan mikroskop tanpa didahului dengan adanya proses pemotongan.
Pada metode ini preparat yang diamati adalah preparat yang utuh baik itu berupa sel, jaringan,
organ maupun individu. Gambar yang dihasilkan oleh preparat wholemounthini terlihat dalam
wujud utuh seperti ketika organisme tersebut masih hidup sehingga pengamatan yang dapat
dilakukan hanya terbatas terhadap morfologinya saja secara umum (Fitri,2007). Namun,
kualitas preparat sering kali dipengaruhi oleh teknik pewarnaan yang digunakan, termasuk
durasi aplikasi pewarnaan. Pewarnaan dengan safranin merupakan salah satu metode yang
umum digunakan dalam mikroskopi tumbuhan di mana ia memberikan warna merah terang
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yang membantu memperjelas struktur sel di bawah mikroskop (Jannah N, et all. 2019) yang
sangat berguna untuk membedakan bagian-bagian jaringan tanaman pada saat pengamatan.
Safranin adalah pewarna dasar yang digunakan untuk mewarnai lignin, xilem, dan komponen
dinding sel lainnya pada jaringan tumbuhan. Akan tetapi, belum ada konsensus terkait durasi
optimal pewarnaan safranin untuk menghasilkan preparat wholemount dengan kualitas
terbaik. Pada tanaman Oxalis corniculata, yang memiliki struktur anatomi halus, optimasi
durasi pewarnaan menjadi tantangan penting untuk menghasilkan preparat yang jelas dan
informatif.

Oxalis corniculata, yang dikenal dengan nama lokal seperti calincing, daun asam kecil,
dan semanggi, adalah tanaman herba tahunan yang termasuk dalam famili Oxalidaceae. Oxalis
corniculata merupakan tumbuhan yang memiliki distribusi luas, tumbuh di daerah tropis
hingga subtropis di seluruh dunia. Tumbuhan ini sering ditemukan di tempat-tempat dengan
kelembapan tinggi, seperti pekarangan, ladang, kebun, dan bahkan celah-celah beton. Sebagai
tanaman pionir, Oxalis corniculata mampu tumbuh di berbagai kondisi tanah, termasuk tanah
yang kurang subur. Tanaman ini memiliki batang lunak, bercabang, dan tumbuh merayap
dengan tinggi sekitar 5-10 cm. Dengan ukuran tanaman yang kecil mempermudah dalam
pembuatan preparat dengan metode wholemount karena dapat terlihat jelas struktur
morfologi dari Oxalis corniculata. Batangnya dapat berakar pada buku batangnya, memiliki
daun majemuk yang terdiri dari 3 anak daun yang berbentuk jantung terbalik, dan memiliki
tangkai yang panjang. (Hartono, et all. 2020).

Penelitian ini dirancang untuk menguji pengaruh variasi waktu pewarnaan safranin
terhadap kualitas preparat wholemount pada tanaman Oxalis corniculata. Dua durasi
pewarnaan yang akan diuji adalah 15 menit dan 30 menit. Parameter yang digunakan untuk
menilai kualitas preparat meliputi kejelasan dan keutuhan struktur jaringan, tingkat
kejernihan, dan ketahanan pewarnaan terhadap proses pengamatan mikroskopis. Kajian
sebelumnya menunjukkan bahwa durasi pewarnaan memainkan peran penting dalam
menentukan intensitas warna dan kualitas visual preparat. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa waktu pewarnaan yang terlalu singkat dapat menghasilkan preparat dengan kontras
rendah, sementara waktu yang terlalu lama dapat menyebabkan over-staining yang
mengaburkan struktur jaringan. Namun, penelitian spesifik mengenai durasi optimal
pewarnaan safranin pada tanaman Oxalis corniculata masih terbatas, sehingga penelitian ini
penting untuk mengisi kesenjangan pengetahuan tersebut.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan durasi pewarnaan safranin yang optimal,
yaitu 15 menit atau 30 menit, dalam menghasilkan preparat wholemount berkualitas tinggi
pada tanaman Oxalis corniculata. Dengan demikian, penelitian ini diharapkan dapat
memberikan panduan praktis bagi pengamatan mikroskopis tumbuhan, khususnya untuk
menghasilkan preparat dengan kontras dan kejelasan yang maksimal.

METODE

Penelitian ini menggunakan desain eksperimental laboratorium untuk mengamati
pengaruh durasi pewarnaan safranin terhadap kualitas preparat wholemount tumbuhan pada
tanaman Oxalis corniculata. Populasi penelitian adalah tanaman Oxalis corniculata yang
diambil secara purposif dari area sekitar laboratorium, dengan sampel berupa individu
tanaman sehat yang memiliki daun lengkap. Sampel ini dipilih menggunakan teknik non-
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probabilitas berdasarkan kelayakan spesimen untuk pembuatan preparat mikroskopis.
Penelitian dilakukan di laboratorium biologi Universitas Muhammadiyah Malang selama satu
minggu, mencakup persiapan, pewarnaan, hingga analisis hasil.

Pada pembuatan preparat wholemount alat utama yang digunakan meliputi mikroskop
cahaya untuk pengamatan, botol flakon untuk fiksasi, kaca objek untuk meletakkan spesimen,
kaca penutup untuk menutup kaca objek yang berisi spesimen, gelas arloji untuk tempat atau
wadah spesimen pada saat perlakuan, pinset untuk mengambil spesimen, scalpel dan jarum
pentul untuk memudahkan pada saat pengamatan. Bahan yang digunakan meliputi larutan FAA
(Formalin: Asam asetat: Alkohol, perbandingan 9:3:1), aquades, pewarnaan safranin, alkohol
bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), campuran alkohol-xylol (3:1, 1:1, 1:3), xylol
murni dan entellen.

Prosedur penelitian dilakukan melalui 4 tahapan yaitu fiksasj, dehidrasi, clearing, dan
yang terakhir mounting. Dimulai dengan memilah dan mencuci tanaman Oxalis corniculata
hingga bersih. Kemudian sampel dimasukkan ke dalam botol flakon yang berisi larutan FAA
sebagai tahap fiksasi dan direndam selama 1x24 jam untuk menjaga struktur jaringan
tumbuhan. Setelah itu, spesimen dicuci dengan aquades selama 10 menit. Langkah selanjutnya
yaitu pewarnaan safranin yang dilakukan dengan merendam spesimen selama dua durasi
berbeda, yaitu 15 menit dan 30 menit. Setelah pewarnaan, spesimen dicuci kembali dengan
aquades selama 10 menit untuk menghilangkan sisa pewarnan. Tahap kedua yaitu dehidrasi
yang dilakukan secara bertahap menggunakan larutan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 100%, 100%), dengan durasi waktu masing-masing selama 15 menit yang
bertujuan agar spesimen tidak mengalami kerusakan. Selanjutnya, spesimen direndam dalam
campuran alkohol dan xylol dengan perbandingan bertahap (3:1, 1:1, dan 1:3), masing-masing
selama 15 menit. Tahap clearing dilanjutkan dengan xylol murni I selama 15 menit, dan
kemudian xylol murni Il hingga spesimen tidak mengering. Pada tahap terakhir yaitu mounting,
spesimen diletakkan diatas object glass dan diteteskan cairan entellen, kemudian ditutup
menggunakan cover glass dan diamati menggunakan mikroskop perbesaran 100x untuk
menilai kualitas pewarnaan dan struktur jaringan. Data yang diperoleh berupa kualitas visual
preparat pada masing-masing durasi pewarnaan melingkupi kualitas warna, kualitas
kejernihan dan keutuhan morfologi. Kualitas warna dapat diketahui dengan penyerapan warna
pada jaringan yang akan diamati sedangkan kejernihan preparat dapat diamati dengan
memperhatikan beberapa indikator yaitu ada tidaknya gelembung udara, ketebalan dan jelas
tidaknya struktur jaringan terwarnai (Dafrita, et all. 2020) yang dianalisis secara deskriptif
untuk membandingkan pengaruh durasi pewarnaan terhadap hasil preparat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada percobaan pewarnaan wholemount menggunakan metode pewarnaan dengan
safranin terhadap sampel Oxalis curniculata, dilakukan dua variasi durasi pewarnaan, yakni
selama 15 menit dan 30 menit. Hasil dari pewarnaan menunjukkan bahwa pewarnaan dengan
durasi 30 menit memberikan hasil yang lebih jelas dibandingkan dengan durasi 15 menit
(Azizah, et, al. 2022). Ini dikarenakan durasi yang lebih panjang memberikan waktu pada zat
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warna yang terikat pada jaringan menyerat sinar dengan panjang gelombang tertentu sehingga
jaringan akan tampak berwarna dengan lebih detail dan jelas (Jannah, et,all,.2019).

Safranin yang digunakan dalam pewarnaan ini adalah pewarna basa yang cenderung
menargetkan komponen asam di dalam sel, seperti asam nukleat di dalam inti sel dan lignin
pada dinding sel (Fabien., et.all,, 2020). Safranin akan memberikan warna merah atau merah
muda pada struktur yang kaya akan asam, membuat struktur tersebut lebih terlihat jelas
(Achar & Bhandari, 2013). Karena sifat dasar pewarna ini, durasi yang lebih lama
memungkinkan pewarna meresap lebih dalam, sehingga bagian-bagian yang kaya akan asam
nukleat atau lignin akan terwarnai dengan lebih kontras. Sebaliknya, pada durasi 15 menit,
waktu mungkin tidak cukup untuk memastikan penetrasi pewarna secara optimal, sehingga
kontras yang dihasilkan kurang maksimal. Metode wholemount yang digunakan dalam
praktikum ini adalah teknik di mana sampel jaringan atau bagian dari tumbuhan tidak dipotong
menjadi bagian tipis seperti pada metode irisan melintang, melainkan disiapkan dalam bentuk
utuh (Antonius, Et.,all, 2016). Metode ini memungkinkan pengamatan struktur seluler secara
keseluruhan, termasuk sel-sel epidermis, stomata, serta jaringan lainnya tanpa deformasi yang
terjadi akibat pemotongan (Edward, 2015).

Metode ini sering digunakan untuk mengamati bentuk, distribusi, dan pola jaringan
dalam keadaan utuh (Thu, et,all, 2021). Berdasarkan hasil pengamatan dari gambar
dokumentasi pewarnaan safranin pada Oxalis curniculata, bagian-bagian tumbuhan yang
terlihat setelah pewarnaan safranin dapat dijelaskan sebagai berikut:

Bagian Daun: Pada pewarnaan selama 15 menit, hasil menunjukkan bahwa jaringan
daun masih terlihat cukup jelas, tetapi detail bagian daun seperti permukaan daun berbulu
halus dan tepi daun tipis belum terwarnai secara optimal (Gembong, 2020). Pewarnaan kurang
merata, sehingga beberapa bagian daun tampak lebih pudar. Pada pewarnaan selama 30 menit,
daun menunjukkan warna yang lebih kontras, terutama di bagian ujung daun dan tulang daun.
Permukaan daun serta struktur yang lebih tipis tampak lebih jelas dan terwarnai dengan baik,
menandakan penetrasi safranin yang lebih optimal.

Bagian Tangkai: Pewarnaan safranin selama 15 menit menghasilkan gambar yang
menunjukkan permukaan tangkai daun berambut (Gembong, 2020), namun tidak seluruhnya
terwarnai secara jelas. Hanya beberapa bagian yang memperlihatkan hasil pewarnaan yang
merata. Pada pewarnaan 30 menit, tangkai daun yang menebal pada ujung serta struktur
tangkai lebih terlihat jelas. Warna merah yang lebih intens menunjukkan bahwa pewarna telah
menembus seluruh bagian jaringan dengan lebih baik.

Bagian Batang: Pada pewarnaan 15 menit, batang tampak basah (Gembong,2020) dan
warnanya terlihat samar. Tidak semua bagian batang terwarnai dengan merata, sehingga
beberapa detail tidak terlihat dengan baik. Pewarnaan selama 30 menit memberikan hasil yang
lebih jelas, di mana struktur batang terlihat lebih tebal dan warnanya lebih merata. Hal ini
menunjukkan bahwa safranin lebih banyak terserap ke dalam jaringan batang, memberikan
kontras yang lebih baik antara bagian-bagian yang berbeda dari batang.

Bagian Akar: Pewarnaan 15 menit memperlihatkan akar serabut (Gembong,2020) yang
terwarnai, namun dengan hasil yang kurang tegas. Hanya sebagian kecil dari akar yang
memperlihatkan warna merah dari safranin. Dengan durasi pewarnaan 30 menit, hasil
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menunjukkan akar yang lebih jelas dan detail. Struktur akar serabut tampak lebih tegas dan
seluruh jaringan akar menunjukkan penyerapan safranin yang lebih merata.

Dari hasil pengamatan ini, dapat disimpulkan bahwa durasi pewarnaan safranin yang
lebih lama (30 menit) memberikan hasil yang lebih optimal dibandingkan durasi yang lebih
pendek (15 menit). Pada durasi yang lebih lama, pewarna safranin mampu menembus lebih
dalam ke dalam jaringan tumbuhan, menghasilkan warna yanglebih tajam dan detail yang lebih
terlihat pada preparat. Hal ini sangat penting terutama dalam pengamatan struktur histologis
tumbuhan, di mana detail dari jaringan-jaringan seperti dinding sel, jaringan vaskuler, dan
permukaan daun harus dapat diamati dengan jelas (Rosita Dewi, 2019). Durasi pewarnaan
yang lebih panjang, seperti 30 menit, memberikan waktu yang cukup untuk safranin menembus
jaringan dengan lebih dalam, terutama pada jaringan yang lebih tebal atau mengandung
komponen lignin yang lebih banyak. Oleh karena itu, pewarnaan yang lebih lama menghasilkan
preparat dengan struktur yang lebih jelas dan kontras, memudahkan pengamatan histologi
tumbuhan secara lebih detail. Sebaliknya, pewarnaan dengan durasi 15 menit kemungkinan
tidak cukup memberikan waktu untuk penetrasi pewarna secara menyeluruh, sehingga
beberapa bagian tidak terwarnai dengan baik atau tampak lebih samar.

Secara fisiologis, komponen-komponen yang terwarnai tersebut,seperti dinding sel dan
inti sel, memiliki peran penting dalam kehidupan sel tumbuhan. Dinding sel menyediakan
kekuatan mekanis dan melindungi sel, sementara inti sel mengatur proses-proses seluler
melalui kendali genetic (Pallinti et,, all., 2024). Pewarnaan safranin dalam durasi yang lebih
lama memperjelas struktur-struktur ini, yang memudahkan pengamatan dan analisis di bawah
mikroskop (John &Brian, 2019).

Tabel 1. Kualitas hasil preparat terhadap durasi pewarnaan safranin

Pewarnaan Kualitas Preparat
Safranin Jernih Terwarnai Keutuhan Struktur
15 Menit Kurang Jernih Terwarnai Utuh
30 Menit Jernih Terwarnai Utuh

Safranin 15 menit Safranin 30 menit

Gambar 1. Bagian daun Oxalis corniculata (Perbesaran 100x)
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Safranin 15 menit Safranin 30 menit

Gambar 2. Bagian tangkai Oxalis corniculata (Perbesaran 100x)

Safranin 15 menit Safranin 30 menit

Gambar 3. Bagian batang Oxalis corniculata (Perbesaran 100x)

Safranin 15 menit Safranin 30 menit

Gambar 4. Bagian akar Oxalis corniculata (Perbesaran 100x)

KESIMPULAN
Wholemount merupakan metode pembuatan preparat yang nantinya akan diamati

dengan mikroskop tanpa didahului dengan adanya proses pemotongan. Pada metode ini
preparat yang diamati adalah preparat yang utuh baik itu berupa sel, jaringan, organ maupun
individu. Gambar yang dihasilkan oleh preparat whole mounth ini terlihat dalam wujud utuh

162



Seminar Nasional Pendidikan Biologi IX:
Biologi dan Pendidikan untuk Mendukung Pencapaian SDGs
Malang, 30 November 2024

seperti ketika organisme tersebut masih hidup sehingga pengamatan yang dapat dilakukan
hanya terbatas terhadap morfologinya saja secara umum (Fitri, 2007). Kesimpulannya,
pewarnaan dengan durasi yang lebih panjang, seperti 30 menit, memberikan hasil yang lebih
optimal dibandingkan pewarnaan dengan durasi 15 menit (John & Brian, 2019). Metode
wholemount memungkinkan pengamatan jaringan tumbuhan dalam bentuk utuh, memberikan
gambaran komprehensif tentang struktur sel dan jaringan yang terlibat (Sperling, et.,, all.m
2023).
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