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ABSTRACT

Catharanthus roseus L., or periwinkle has attracted widespread attention because of its
richness in bioactive compounds, especially flavonoids which are beneficial for health.
Therefore, fast and effective propagation techniques are needed to obtain secondary
metabolites in this plant. The aim of this study was to study the effect of Cu2+ Elicitor
application on the morphology of Catharanthus callus and to determine the best
concentration of Cu2+ Elicitor in increasing the flavonoid compound content in
Catharanthus. Callus culture research was conducted at the Laboratory of Plant
Reproductive Bioscience and Biotechnology, Teaching Industry Building, Department of the
Faculty of Agriculture, Hasanuddin University, Makassar, while flavonoid compound
analysis was conducted at the Laboratory of Pharmacognosy and Phytochemistry, Faculty of
Pharmacy, Universitas Muslim Indonesia, Makassar. This study used a completely
randomized design (CRD) with four levels of Cu2+ concentration, namely 0 ppm, 4 ppm, 6
ppm, and 8 ppm, each repeated three times. Each experimental unit consists of 3 culture
bottles. Data were analyzed using analysis of variance and Tukey's test at the 5% level. The
results of the study showed that the addition of Cu2+ elicitor at 4-8 ppm into the callus
growth medium was not toxic to the callus, so the callus cells were still actively dividing as
indicated by the callus being compact and greenish-yellow in color. The addition of Cu2+
elicitor with a concentration of 6 ppm was able to increase the flavonoid compound content
in Catharanthus roseus callus culture. The use of Cu2+ elicitors has the potential to be
developed in the production of secondary compounds in medicinal plants.
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PENDAHULUAN
Tanaman obat telah lama diakui sebagai sumber kaya senyawa-senyawa bioaktif yang berpotensi

untuk pengobatan dan pengembangan produk farmasi (Rady et al., 2021). Catharanthus roseus L., telah
menarik perhatian luas karena kekayaan senyawa bioaktifnya, terutama flavonoid, alkaloid, dan berbagai
senyawa lainnya yang memiliki aktivitas farmakologis yang signifikan (Verrananda, Fitriani, Febrina, 2016).
Senyawa alami khususnya flavonoid yang terdapat dalam tapak dara bermanfaat sebagai antioksidan, anti-
imflamasi, anti-mutagenik dan anti-karsinogen. Bahkan menurut Khoirunnisa dan Sumiwi, 2019), karena
efek menguntungkannya pada kesehatan, flavonoid saat ini dikenal sebagai bahan penting dalam berbagai
aplikasi nutraceutical, farmasi dan kosmetik.
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Melihat banyaknya manfaat tapak dara bagi kesehatan, maka diperlukan teknologi pembiakan tanaman
yang cepat dan efektif untuk mendapatkan metabolit sekunder sebagai bahan bioaktif yang diperlukan.
Secara sederhana, metabolit sekunder bisa didapatkan melalui ekstraksi secara langsung dari berbagai bagian
tanaman. Namun, pemakaian tanaman yang berkelanjutan untuk menghasilkan senyawa yang diinginkan,
bisa berdampak pada ketersediaan tanaman tersebut (Ningsih, 2014). Teknik kultur jaringan dapat menjadi
salah satu pilihan untuk mendapatkan metabolit sekunder tanpa menyebabkan kepunahan pada tanaman
induk.

Pengembangan metode kultur jaringan tanaman, sebagai salah satu pendekatan terdepan dalam
bioteknologi modern, telah memberikan platform yang menjanjikan untuk menghasilkan senyawa-senyawa
bioaktif dalam jumlah yang signifikan dan konsisten. Kultur kalus merupakan satu diantara beberapa teknik
kultur jaringan yang populer digunakan dalam menghasilkan senyawa bioaktif karena kemampuannya untuk
menyediakan sistem yang terkontrol dan dapat diperbanyak untuk meningkatkan kandungan metabolit
sekunder, termasuk flavonoid, dalam tanaman. Meskipun memiliki banyak keuntungan, produksi metabolit
sekunder melalui kultur jaringan masih memiliki kekurangan yaitu produksinya masih cukup rendah pada
beberapa kultur tumbuhan (Ariningsih et al., 2003).

Silalahi (2010) menyatakan bahwa teknik yang banyak digunakan untuk meningkatkan produksi
metabolit sekunder yakni elisitasi. Upaya meningkatkan kandungan senyawa flavonoid pada Catharanthus
roseus, terdapat minat yang meningkat dalam penggunaan elisitor sebagai alat untuk merangsang produksi
metabolit sekunder dalam kultur kalus. Penggunaan elisitor dalam kultur kalus Catharanthus roseus telah
menarik perhatian para peneliti sebagai strategi yang menjanjikan untuk meningkatkan produksi flavonoid
dan senyawa bioaktif lainnya (Verrananda, et al., 2016; Muhammady, 2017).

Elisitor adalah senyawa kimia atau faktor lingkungan yang dapat merangsang respons pertahanan
tanaman, termasuk sintesis senyawa-senyawa bioaktif, sebagai respons terhadap stres biotik atau abiotic
(Khan et al., 2021). Pemberian elisitor atau elisitasi bertujuan untuk menstimulir pembentukan fitoaleksin
dan meningkatkan hasil senyawa sekunder yang terbentuk karena adanya kondisi stress. Elisitor, baik yang
berasal dari senyawa kimia maupun faktor lingkungan, telah terbukti memicu respons pertahanan tanaman,
mengarah pada peningkatan sintesis senyawa-senyawa bioaktif sebagai tanggapan terhadap stres biotik atau
abiotik. Elisitor adalah agen aktif yang dapat merangsang pembentukan metabolit sekunder dengan cara
menginduksi respons pertahanan pada tanaman (Retnhaningati et al., 2021). Penerapan elisitor dalam kultur
kalus tidak hanya mempengaruhi produksi flavonoid, tetapi juga dapat meningkatkan kapasitas tanaman
untuk menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif lainnya.

lon tembaga (Cu®") adalah elisitor yang dapat digunakan dalam peningkatan produksi senyawa
sekunder. Penggunaan Cu®* dalam kultur kalus dapat meningkatkan kadar artemisinin pada kalus Artemisia
vulgaris (Jannah, 2016) maupun kadar antrakuinon dari kalus Morinda citrifolia (Ariningsih, Solichatun,
Anggarwulan, 2003). Demikian pula dengan penelitian yang dilaksanakan Sutini et al. (2008) dengan
pemberian elisitor Cu”* dapat meningkatkan senyawa flavan-3-ol sebesar 12,5% dibandingkan tanpa
pemberian elisitor Cu** melalui kultur kalus Camellia sinensis L. Namun, masih perlu perhatian dalam
penambahan elisitor adalah jenis dan konsentrasi elisitor yang harus tepat untuk meningkatkan senyawa
sekunder yang diinginkan. Penggunaan elisitor Cu?* untuk produksi senyawa flavonoid melalui kultur kalus
tapak dara masih jarang publikasikan. Karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan konsentrasi
elisitor Cu®* yang dapat meningkatkan kadar senyawa flavonoid dalam kultur kalus tapak dara. Penelitian
tentang penggunaan elicitor dalam kultur kalus Catharanthus roseus tidak hanya bertujuan untuk
meningkatkan kandungan flavonoid saja, tetapi juga untuk memahami mekanisme respons tanaman terhadap
elisitor. Melalui pemahaman yang lebih mendalam terkait mekanisme ini, diharapkan akan dapat
dikembangkan strategi yang lebih efektif dan efisien untuk memacu produksi flavonoid pada tanaman ini.
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METODE PENELITIAN
Penelitian kultur jaringan dikerjakan di Laboratorium Bio-Sains dan Bioteknologi Reproduksi

Tanaman, Gedung Teaching Industry, Departemen Budidaya Pertanian di Fakultas Pertanian, Universitas
Hasanuddin, Makassar. Pengujian kandungan Flavonoid dilakukan di Laboratorium Farmakognosi-
Fitokimia, Fakultas Farmasi, Universitas Muslim Indonesia, Makassar.

Alat dan Metode. Peralatan yang digunakan dalam reset ini berupa timbangan analitik, Erlenmeyer 1
ukuran 1 liter, milipore filter, botol kultur, autoklaf, gelas ukur, spatula, kompor gas, pH meter, pinset, cawan
petridish, scalpel, rak kultur, mortar, hot plate, magnetic stirrer, oven, sprayer, bunsen, korek api, colour
chart, pipet tetes, corong, vial, dan pipet mikro dan spektrofotometer UV-Vis Genesys. Bahan yang
digunakan yaitu daun tapak dara bunga pink (daun ke-3 dan ke-4 dari pucuk) dengan ciri warna hijau dan
sehat, media Murashige & Skoog (MS), agar-agar, ZPT (2,4-D, kinetin), gula pasir, HCI, NaOH, CuSQ,,
AICl3, kuersetin standar, bycline, Ch;CooK, tween 20, aquades steril, spiritus, alkohol 70% dan 96%.

Rancangan Percobaan. Penelitian dilakukan dalam tiga tahap utama yaitu Induksi kalus daun tapak
dara, Elisitasi dan Ekstrasi kalus. Desain percobaan berupa Rancangan acak lengkap (RAL) yang beri
penambahan ion CuSO, pada media MS. Perlakuan penambahan ion CuSO, terdiri dari 4 (empat) level
konsentrasi yaitu: 0 ppm, 4 ppm, 6 ppm, dan 8 ppm, menggunakan 3 kali ulangan dan setiap unit
pengamatan terdapat 3 (tiga) botol kultur. Elisitasi dilakukan pada kalus yang telah disubkultur sebanyak 3
kali (Silalahi, 2010). Elisitasi dilakukan dengan menanam kalus ke media perlakuan yang mengandung
elisitor Cu** (CuS0O,4) dengan konsentrasi sesuai perlakuan, dan diinkubasi pada suhu 18°C - 27°C, selama 10
hari (Setiawati et al., 2021).

Pengamatan warna kalus menggunakan colour chart, tekstur kalus, bobot segar dan bobot kering kalus
diamati pada akhir penelitian. Analisis Sidik ragam (ANOVA) untuk mengidentifikasi pengaruh perlakuan,
dan jika terdapat perbedaan yang signifikan, akan dilanjutkan dengan Uji BNJ untuk mengetahui perlakuan
yang berbeda.

Prosedur Penelitian. Eksplan daun tapak dara disterilisasi menggunakan larutan detergen, alkohol
70%, bayclin 20% + tween 20 (2 tetes dan direndam selama 10 menit) dan bycline 15% selama 7 menit, lalu
dibilas aquades steril masing-masing 3 Kkali. Sterilisasi eksplan ini dimodifikasi dari Shofiyani dan
Hajoeningtijas (2010) dan dikerjakan di dalam laminar air flow. Peralatan diseksi pinset, gunting, scalpel,
peralatan gelas (glass ware), dibersihkan menggunakan deterjen, dibilas dengan menggunakan air mengalir
dan disterilisasi menggunakan autoklaf (tekanan 17,5 psi, pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 60 menit).

Media induksi kalus dibuat berupa media MS (Murashige & Skoog) dengan penambahan ZPT 2,4-D
sebanyak 2 ppm, kinetin 0,2 ppm (Lombonbitung et al., 2015), gula pasir sebanyak 30 g per L dan diatur
pHnya pada kisaran range pH 5,6-5,8 dan ditambahkan 7 g/L agar-agar. Media MS dipanaskan di atas
kompor sampai mendidih dan didistribusi pada masing-masing sebanyak 20 ml per botol. Mulut botol
ditutup dengan plastik dan diberi karet pengikat, selanjutnya disterilkan pada autoklaf (suhu 121°C, pada
tekanan satu ATM selama 15 menit).

Penanaman Eksplan. Kultur diinduksi kalus dari ekplan daun (ukuran 1x1 cm) pada botol kultur
berisi media MS dan setiap botol berisi 3 potong daun, lalu ditempatkan pada ruang inkubator. Subkultur
dilakukan setelah kalus berumur 4 minggu setelah inisiasi dan subkultur berikutnya dilakukan 2 kali setiap 3
minggu pada media yang sama. Selanjutnya, kalus disubkultur ke media perlakuan (Pandiangan dan
Nainggolan, 2006), pada suhu 18°C-27°C, cahaya 1.100 lux.

Uji Total Kandungan Flavonoid. Kalus kering ditimbang 0,05 g lalu diekstraksi dengan 5 ml etanol
95 persen dan dikocok dengan kecepatan 200 rpm selama 24 jam. Hasil ekstraksi kalus disaring, dan
filtratnya dicukupkan menjadi 25 ml dengan etanol 80 persen lalu diinkubasi selama 30 menit. Kurva
kalibrasi disusun menggunakan larutan standar kuersetin pada konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 g per mL.
Larutan standar kuersetin yang encer yaitu 0,5 ml diambil lalu dicampur secara terpisah dengan 1,5 ml etanol
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95 persen, 0,1 ml AICI3 10 persen, 0,1 ml CH3 COOK 1M dan 2,8 ml air suling. Nilai penyerapan total
flavonoid diukur pada panjang gelombang 415 nm. Sampel kosong disiapkan dengan memipet 0,5 ml etanol
95persen, 2,8 ml AICI3 10 persen dan CH3COOK 1M Penetapan total senyawa flavonoid dalam kalus tapak
dara dianalisis menggunakan spektrovotometer UV-Vis dan dihitung berdasarkan rumus penetapan kadar
flavonoid total (Chang et al., 2002) sebagai berikut:

VxKonsentrasi AwalxFP

Total Flavonoid=
Bobot sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pertumbuhan Kalus. Kalus adalah kumpulan sel yang amorphous, belum terorganisasi dan belum

mengalami diferensiasi (Retnaningati et al., 2021). Induksi kalus untuk produksi metabolit sekunder
dilakukan dengan pemberian senyawa Elisitor Cu®*. Kultur kalus untuk mendapatkan hasil metabolit
sekunder memiliki keunggulan yaitu kadar metabolit sekunder yang dihasilkan lebih banyak dibandingkan
dengan tanaman itu sendiri (Sulichantini, 2015). Pengamatan warna dan tekstur kalus tapak dara pada
berbagai konsentrasi elisitor Cu®* ditampilkan pada Gambar 1 dan Tabel 1.

Kalus yang terbentuk sebelum pemberian elisitor Cu®* semuanya berwarna kuning pucat (pale yellow)
dan setelah 10 hari sejak pemberian elisitor, sebagian kalus berubah warna menjadi kuning pucat kehijauan
(pale greenish yellow). Perubahan warna menjadi kuning pucat kehijauan terutama terjadi pada pemberian
elisitor Cu®* konsentrasi 8 ppm (Gambar 1). Warna kuning pada kalus disebabkan karena kalus secara
berkelanjutan dan berulang mengalami pembelahan sel sehingga mengakibatkan absennya kloroplas
(Heryanto, Soegihardjo dan Purwijantiningsih, 2014; (Retnaningati et al., 2021).

Gambar 1. Warna dan tekstur kalus hasil induksi berbagai konsentrasi Cu?* pada media. Kontrol= tanpa
Cu? (A), Cu* 4 ppm (B), Cu*" 6 ppm (C) dan Cu?*8 ppm (D).

Tabel 1. Warna kalus sebelum dan sesudah aplikasi berbagai konsentrasi Elisitor Cu*

Konsentrasi CuSOKaonsentrasi Sebelum Perlakuan Setelah Perlakuan

CuSO, (ppm)

CO0 (0) Pale Yellow Pale Yellow
Pale Yellow Pale Yellow
Pale Yellow Pale Yellow

Cl1(4) Pale Yellow Pale Yellow
Pale Yellow Pale Yellow
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Pale Yellow Pale Greenish Yellow
C2 (6) Pale Yellow Pale Yellow
Pale Yellow Pale Yellow
Pale Yellow Pale Greenish Yellow
C3(8) Pale Yellow Pale Greenish Yellow
Pale Yellow Pale Greenish Yellow
Pale Yellow Pale Yellow
Keterangan:
Pale Yellow = Kuning Pucat
Pale Greenish Yellow = Kuning Pucat Kehijaun

Warna kehijauan pada kalus menunjukkan adanya kandungan klorofil dan telah terjadi proses
fotosintesis pada kalus. Hal ini juga terkait dengan peran Cu®* yang ditambahkan ke dalam media
pertumbuhan kalus sebagai komponen plastosianin yang termasuk bagian penting untuk sistem transpor
elektron pada fotosintesis sehingga proses fotosintesis meningkat (Jannah, 2016). Warna kalus yang
terbentuk tersebut dapat diketahui bahwa penambahan elisitor Cu** 4 ppm, 6 ppm dan 8 ppm pada media
pertumbuhan kalus tidak bersifat toksik sehingga sel-selnya masih aktif membela.

Tekstur kalus yang diberikan ion Cu?* sebagai elisitor pada media pertumbuhan kalus memperlihatkan
hasil pada Gambar 1 yang tidak berbeda tanpa pemberian elisitor Cu®* (kontrol). Hal ini mengindikasikan
bahwa tidak ada pengaruh pada tekstur kalus tapak dara dengan pemberian elisitor Cu®*. Tekstur kalus yang
kompak, terbentuk pada kalus tapak dara diduga diakibatkan oleh akumulasi ZPT berupa 2,4-D dan kinetin
yang diaplikasikan ke dalam media. Menurut Dwi, et al. (2012) tekstur kalus yang kompak dapat terbentuk
akibat pengaruh ZPT sitokinin dan auksin terhadap potensial air dalam sel. Hal ini mengakibatkan
penyerapan air dari media ke dalam sel meningkat dan mengakibatkan sel jadi lebih kaku. Morfologi kalus
berupa warna dan tekstur kalus merupakan indikator visual perkembangan kalus dan menunjukkan sel-sel
kalus yang aktif membelah. Induksi kalus pada kultur tanaman tapak dara menghasilkan kalus yang berwarna
kuning pucat (pale yellow) yang merupakan indikasi kalus tumbuh dan selnya aktif.

Sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian elisitor Cu** memberikan pengaruh signifikan pada taraf
uji F 5 persen dan 1 persen pada bobot segar kalus. Hasil uji BNJ (5%) memperlihatkan bahwa bobot segar
kalus paling tinggi ditunjukkan pada perlakuan Cu®* 8 ppm sejumlah 0,679 g dan memberikan perbedaan
nyata dengan perlakuan Cu* 0 ppm, 4 ppm dan 6 ppm. Tekstur kalus kompak yang terbentuk pada kalus
tapak dara diduga disebabkan adanya akumulasi ZPT 2,4-D dan kinetin yang diberikan ke pada medium.

Bobot segar kalus juga menunjukkan hasil dari aktivitas metabolisme dan fotosintesis tumbuhan,
karena hasil fotosintesis dipergunakan untuk membentuk sel-sel tanaman sehingga mempengaruhi berat
basah tanaman. Jadi peningkatan bobot segar kalus tapak dara dengan penambahan elisitor Cu®*
menunjukkan peningkatan aktivitas fotosintesis dan aktivitas metabolisme. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan (Jannah, 2016) bahwa Cu* mampu meningkatkan proses fotosintesis karena Cu®* berperan
menyusun plastosianin yang adalah bagian penting pada transport elektron pada fotosintes/is.

Tabel 2. Rata-rata Bobot Segar Kalus Tapak Dara pada Berbagai Konsentrasi Elisitor Cu®* (gram)

Konsentrasi Cu** (ppm) Rata-rata (g)
CO0 (0) 0,161°
C1(4) 0,496"
C2 (6) 0,434
C3(8) 0,679

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda (a,b,c) berarti berbeda nyata pada taraf uji BNJ 5
persen.
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Sidik ragam menunjukkan bahwa aplikasi elisitor Cu?* memberikan pengaruh tidak nyata pada taraf
uji F 5 persen dan 1 persen pada bobot kering kalus serta kadar total senyawa flavonoid. Persentase bobot
kering pada kalus tapak dara (Gambar 2) dari berbagai konsentrasi Cu®* menunjukkan bahwa rata-rata bobot
kering kalus tapak dara tertinggi (0,155 g) cenderung terjadi pada perlakuan Cu®* dengan konsentrasi 4 ppm.
berat kering kalus yang diperoleh pada media perlakuan (penambahan elisitor Cu?* 4 ppm, 6 ppm dan 8 ppm)
lebih tinggi dibandingkan kalus tanpa pemberian elisitor Cu®* (kontrol) pada media. Peningkatan bobot
kering kalus dikarenakan adanya peningkatan aktivitas metabolisme pada sel-sel penyusun kalus. Hal
tersebut diduga disebabkan karena Cu adalah mikronutrien yang diperlukan untuk metabolisme dan
enzimatik pada tumbuhan dan dapat mengoptimalkan penggunaan tembaga dalam jaringan. Hal ini diperkuat
oleh hasil penelitian sebelumnya (Jannah, 2016) bahwa penambahan elisitor Cu** pada media jika
dibandingkan dengan kontrol dapat meningkatkan bobot kering kalus A. vulgaris.

Umumnya, peningkatan bobot kering kalus sebanding dengan peningkatan bobot segarnya. Namun
pada penelitian ini bobot kering yang diperoleh tidak menunjukkan beda nyata. Artinya, pada beberapa
perlakuan, peningkatan bobot segar kalus tidak diikuti dengan peningkatan bobot keringnya. Menurut
Wardani, Solichatun, dan Setyawan, (2004), hal ini disebabkan karena tiap sel mempunyai kemampuan
penyerapan air yang berbeda. Sel-sel yang mempunyai bobot segar tinggi mengandung lebih banyak air,
untuk itu saat pengeringan air yang terdapat dalam sel terkondensasi habis sehingga bobot kering yang
dihasilkan juga lebih sedikit.
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Gambar 2. Diagram Batang Rata-rata Bobot Kering pada Berbagai Konsentrasi Elisitor Cu?*

Kadar Total Senyawa Flavonoid. Sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian elisitor Cu?
memberikan pengaruh tidak nyata pada taraf uji F 5 persen dan 1 persen pada kadar total senyawa flavonoid.
Persentase kadar total senyawa flavonoid pada kalus tapak dara (Gambar 2) dari berbagai konsentrasi Cu®*
menunjukkan bahwa rata-rata kadar total senyawa flavonoid kalus tapak dara tertinggi (3,615 mg QE/g DW)
cenderung terjadi pada perlakuan Elisitor Cu®* dengan konsentrasi 6 ppm (C2). penambahan elisitor Cu** 4
ppm (C1) dan 6 ppm (C2) lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol (tanpa penambahan elisitor Cu®").
Peningkatan kandungan flavonoid terjadi karena ion Cu®* sebagai elisitor menyebabkan stress oksidatif.
Dalam kondisi stress, ion Cu®* merangsang respons pertahanan pada tumbuhan dengan mengaktifkan gen-
gen tertentu dan memperkuat lintasan metabolime sekunder. Hal ini sejalan sebagaimana penelitian yang
dilakukan Sutini B at al. (2008), penambahan Cu®* sebanyak 5 ppm meningkatkan kadar flavan-3-ol dalam
kalus Camellia sinensis L. sebesar 12,5 persen dibandingkan dengan media tanpa pemberian Cu?*.

Penambahan ion Cu®* pada konsentrasi tertentu dikenali sebagai agen patogen sehingga
keberadaannya menyebabkan kalus secara langsung menghasilkan senyawa H,O, yang selanjutnya
meningkatkan ROS. Hal tersebut dikarenakan logam Cu merupakan katalisator enzim yang membentuk
ROS. Aktivitas ini akan direspon flavonoid untuk merangsang produksi antioksidan. Peningkatan ROS serta
asam jasmonat dan metil jasmonat endogen menstimulir kalus menghasilkan senyawa fenolik yang dibantu
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oleh enzim PAL, sebagai respons awal pada penyusunan senyawa fenolik tersebut (Retnaningati et al.,
2021), dimana flavonoid juga merupakan salah satu senyawa dari golongan fenolik (Sampepana, Apriadi and
Rahmadi, 2020).

4 3,615

3 2,500
2,135 2,001

Rata-rata Kadar
Flavonoid (mg QE/g
DW)

0 4 6 8
Konsentrasi Cu?* (ppm)

Gambar 3. Diagram Batang Rata-rata Kadar Total Senyawa Flavonoid pada Berbagai
Konsentrasi Elisitor Cu®*

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan elisitor Cu** 4 ppm, 6 ppm dan 8 ppm pada media
pertumbuhan kalus tidak bersifat toksik pada kalus, sehingga sel-selnya masih aktif membela. Yang
ditunjukkan oleh kalus yang kompak dan berwarna kuning pucat kehijauan (pale greenish yellow).
Penambahan Elisitor Cu? sebanyak 6 ppm mampu meningkatkan kandungan senyawa flavonoid pada kalus
tapak dara. Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa Elisitor Cu? memiliki potensi untuk digunakan
sebagai Elisitor dalam pengembangan senyawa sekunder pada tanaman obat.
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