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PERBANYAKAN TANAMAN ANIS (Pimpinella anisum L.)
SECARA IN VITRO

Otih Rostiana
Balai Penelitian Tanaman Obat dan Aromatik

ABSTRAK

Anis merupakan tanaman introduksi
dari negara sub tropis yang menghasilkan mi-
nyak atsiri, dengan komponen utama anetol.
Untuk memperoleh bahan tanaman yang ba-
nyak dalam waktu singkat, dilakukan perba-
nyakan in vitro melalui kultur tunas di dalam
media MS yang diperkaya dengan sitokinin
yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan jenis dan konsentrasi sitokinin
yang tepat untuk menginduksi tunas anis secara
in vitro. Penelitian dilakukan dalam Rancangan
Acak Lengkap pola faktorial dengan 2 faktor,
diulang 5 Kkali. Faktor pertama adalah jenis sito-
kinin yaitu Kinetin, BAP dan TDZ. Faktor ke-
dua adalah taraf konsentrasi yaitu 1; 1,5; 2; 2,5
dan 3 mg/l. Hasil penelitian menunjukkan in-
teraksi yang nyata antara jenis sitokinin dan
konsentrasinya terhadap kecepatan tumbuh
eksplan. Tunas paling cepat berinisiasi di da-
lam media yang diperkaya kinetin < 1,5 mg/l (5
hari). Jumlah tunas terbanyak dihasilkan dari
media yang diperkaya TDZ dengan konsentrasi
optimum 3 mg/l (13,5). Rata-rata jumlah daun
terbanyak dihasilkan dari perlakuan TDZ de-
ngan konsentrasi 3 mg/l (19,2 daun). TDZ de-
ngan konsentrasi 3 mg/l merupakan perlakuan
paling efektif untuk inisiasi tunas anis in vitro.

Kata kunci : Minyak atsiri, anis, in vitro, kinetin, BAP,
TDZ

ABSTRACT

In vitro Propagation of Anise
(Pimpinella anisum L.)

Anise is an introduced plant of tempe-
rate region which produced essential oils, ane-
thol. For the purpose of an efficient rapidmass
propagation of limited seeds, tissue culture of
anise was performed on MS medium supple-
mented with different kinds of cytokinins. In
obtaining an appropriate plant growth regu-
lator for the shoots growth of anise in vitro, 3
kinds of cytokinins were applied, e.g. BAP,
TDZ and Kinetin. The experiments were ar-

ranged in randomly complete block design
with 2 factors and 5 replications. First factor
was cytokinins types e.g. Kinetin, BAP and
TDZ and second, concentrations of cytokinins
e.g. 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 mg/l. The result sho-
wed that there is an interaction effect between
kinds of cytokinins and their concentrations
on the growth rates of explants. The most
rapidly growth was found on the medium
supplemented with < 1.5 mg/l kinetin (5 days
after culture). On the other hands, the highest
shoots growth was obtained on the medium
supplemented with TDZ with the optimum
concentration of 3 mg/l (13.5 shoots/explant).
Similar to the shoots growth, the highest num-
ber of leaves was obtained on the medium
supplemented with TDZ with the optimum
concentration of 3 mg/l (19.2 leaves/explant).
From this research it is concluded that
medium supplemented with TDZ with the
optimum concentration of 3 mg/l resulted in
the most rapid shoots growth of anise in vitro.

Key words : Essential oils, anise, in vitro, kinetin, BAP,
TDZ.

PENDAHULUAN

Anis (Pimpinella anisum L.)
merupakan salah satu tanaman intro-
duksi yang tergolong famili Apiaceae,
berasal dari Asia kecil, Yunani dan
Mesir. Bagian tanaman yang diguna-
kan adalah buahnya yang mengandung
minyak atsiri yang terdiri dari anethol
(80 - 90%), pinen, fenchon, metil ka-
vikol, anisaldehid, kamfen, felandren
dan minyak lemak (Guenther, 1990;
Stephens, 1994). Minyak atsiri anis di-
gunakan dalam industri parfum, kos-
metika, sabun, detergen, makanan dan
minuman, serta industri obat (Hornok,
1992).
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Anis dapat diperbanyak secara
generatif maupun vegetatif. Perbanya-
kan generatif dengan biji yang tidak
terseleksi akan menghasilkan variasi
cukup besar. Oleh karena itu, perba-
nyakan vegetatif atau klonal yang akan
menghasilkan tanaman baru yang sama
dengan tanaman induknya merupakan
alternatif yang baik. Meskipun demiki-
an, perbanyakan klonal secara konven-
sional memerlukan bahan tanaman da-
lam jumlah besar sehingga teknik kul-
tur jaringan merupakan salah satu alter-
natif dalam perbanyakan tanaman seca-
ra massal dengan bahan baku relatif se-
dikit.

Sitokinin merupakan zat penga-
tur tumbuh yang sering digunakan un-
tuk perbanyakan tunas secara in vitro.
6-Benzyl Aminopurine (BAP) adalah
salah satu jenis sitokinin yang sering
digunakan untuk pembentukan tunas
aksilar. Penambahan BAP 10 mg/l pa-
da kultur in vitro Lili (Winarsih et al.,
1998) menghambat pertumbuhan “bul-
blet”, tetapi memacu pertumbuhan tu-
nas dengan jumlah tunas per eksplan
maksimum 8. Sedangkan pada perba-
nyakan in vitro piretrum dengan eks-
plan tunas lateral, tunas ganda terben-
tuk pada medium Murashige and Skog
(MS) yang diperkaya BAP atau kinetin
sebanyak 5 mg/l (Sukmadjaja dan
Mariska, 1989). Efektivitas BAP di da-
lam menginduksi tunas, juga terlihat
pada kultur in vitro purwoceng, dimana
media MS yang diperkaya BAP meng-
induksi tunas lebih cepat daripada me-
dia yang diperkaya kinetin (Gati et al.,
1990).

Selain BAP dan Kinetin, zat
pengatur tumbuh yang mempunyai ak-
tivitas sitokinin kuat adalah thidiazu-
ron (TDZ). TDZ sering digunakan un-
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tuk menginduksi tunas tanaman rekal-
sitran, terutama tanaman berkayu. Pe-
nambahan TDZ dengan konsentrasi
rendah (< 0,22 mg/l) dapat menye-
babkan proliferasi (multiplikasi) tunas
aksilar lebih baik daripada jenis sito-
kinin lain (Huetteman dan Preece,
1992). Penelitian ini mengkaji efek-
tivitas ketiga jenis sitokinin tersebut di
dalam menginduksi tunas anis secara
in vitro.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan sejak
Agustus 2002 sampai dengan Januari
2003, di Laboratorium Kultur Jaringan
Kelompok Peneliti Plasma Nutfah dan
Pemuliaan, Balai Penelitian Tanaman
Rempah dan Obat (Balittro), Bogor.

Bahan yang digunakan adalah
tunas aseptik yang diperoleh dari per-
kecambahan biji anis in vitro di dalam
media MS padat (agar 0,8%). Tunas
aseptik kemudian dikulturkan di da-
lam media MS padat yang diperkaya
dengan jenis sitokinin yang berbeda
(kinetin, BAP dan TDZ) pada konsen-
trasi yang berbeda (1; 1,5; 2; 2,5 dan 3
mg/l). Penelitian dilakukan dalam ran-
cangan acak lengkap, 2 faktor dengan
5 ulangan. Faktor pertama adalah je-
nis sitokinin, yaitu kinetin, BAP dan
TDZ. Faktor kedua adalah konsentrasi
yaitu 1; 1,5; 2; 2,5 dan 3 mg/l. Peme-
liharaan kultur dilakukan pada kondisi
pencahayaan + 2.000 lux selama 16
jam dan 8 jam pada kondisi gelap,
dengan suhu ruangan 22°C.

Parameter/peubah yang diama-
ti adalah penampakan tunas seperti
warna tunas, warna daun dan vigor,
kecepatan tumbuh eksplan (lamanya
eksplan berinisiasi tunas), jumlah tu-
nas, tinggi tunas, dan jumlah daun.
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Pengamatan dilakukan setiap minggu
selama delapan minggu. Data yang
diperoleh diuji dengan analisis varians
untuk RAL Faktorial, kemudian peng-
ujian dilanjutkan dengan uji Duncan’s.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kecepatan tumbuh

Jenis sitokinin dan konsentrasi-
nya berpengaruh terhadap kecepatan
tumbuh. Inisiasi tunas baru terjadi
antara 5-7 hari setelah kultur bergan-
tung pada jenis perlakuan (Tabel 1).

Inisiasi tunas tercepat diperli-
hatkan oleh eksplan yang dikulturkan
di dalam media yang diperkaya de-
ngan kinetin (5 hari), sedangkan eks-
plan yang dikulturkan di dalam media
yang diperkaya TDZ paling lambat
berinisiasi (7 hari).

Penambahan Kkinetin eksogen
menginduksi kinerja kinetin endogen
(Wattimena et al., 1991), sehingga
mempercepat inisiasi tunas anis.
Diantara ketiga jenis sitokinin yang
digunakan, kinetin dan BAP memacu
kecepatan tumbuh tunas lebih cepat
dibandingkan dengan TDZ (Tabel 1).

Jumlah tunas

Jenis sitokinin yang diaplikasi-
kan tidak berpengaruh nyata terhadap
jumlah tunas anis pada umur 4 minggu
setelah tanam (MST) tetapi konsen-
trasinya berpengaruh sangat nyata
(Tabel 2 dan 3). Pada umur 8 MST,
ketiga jenis sitokinin serta konsen-
trasinya memberikan pengaruh yang
nyata terhadap jumlah tunas.

Tabel 1. Rata-rata kecepatan tumbuh eksplan anis di dalam media MS yang
diperkaya dengan berbagai jenis dan konsentrasi sitokinin
Table 1. Average growth-rate of anise explant on MS media supplemented with
various kinds and concentration of cytokinins

Perlakuan/Treatments

No (mg/l)

Kecepatan tumbuh (hari)/
Growth-rate (days)

1 Kinetin
1
1,5
2
2,5
3

2 BAP
1
1,5
2
2,5
3

3 TDZ
1
1,5
2
2,5
3

YOO OoO O OO O1 Ol

DO NO
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Tabel 2. Rata-rata jumlah tunas anis di dalam media MS yang diperkaya dengan
tiga jenis sitokinin pada taraf konsentrasi yang berbeda, umur 4 dan 8
minggu setelah kultur

Table 2. Average numbers of anise shoot on MS medium supplemented with three

kinds of cytokinins at various concentrations, 4 and 8 weeks after culture

Perlakuan/ Jumlah Tunas/ Numbers of shoot

Treatments 4 Minggu/ Weeks 8 Minggu/ Weeks
Kinetin 1 mg/l 3,2 b 6,8 ab
Kinetin 1,5 mg/Il 3 b 6,1 b
Kinetin 2 mg/l 3,5 ab 6,4 ab
Kinetin 2,5 mg/I 3,5 ab 7,2 ab
Kinetin 3 mg/l 4,6 a 9,1 a
BAP 1 mg/l 3,7 ab 6,6 b
BAP 1,5 mg/l 3,5 ab 6,9 b
BAP 2 mg/l 3,3 ab 6,7 b
BAP 2,5 mg/l 3,1 b 8,3 b
BAP 3 mg/l 3,9 a 11 a
TDZ 1 mg/l 4,1 ab 10 b
TDZ 1,5 mg/l 3 b 6,4 b
TDZ 2 mg/l 3,9 ab 7,5 b
TDZ 2,5 mg/l 4 ab 10 b
TDZ 3 mg/l 4,5 a 13,5 a

Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama, tidak berbeda nyata

menurut 5% DMRT

Note : numbers followed by the same letters within each column are not significantly different at

5% DMRT.

Pada umur 8 minggu media
yang diperkaya TDZ rata-rata meng-
hasilkan tunas lebih banyak (9,5) di-
bandingkan dengan media yang di-
perkaya BAP (7,9) atau kinetin (7,1)
dengan konsentrasi optimum untuk
TDZ (3 mg/l), BAP (3 mg/l) maupun
kinetin (3 mg/l). (Tabel 2 dan 3).
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Berdasarkan data di atas pe-
ningkatan jumlah tunas umumnya se-
jalan dengan peningkatan konsentrasi
untuk masing-masing jenis sitokinin.
Hal ini menunjukkan bahwa baik ki-
netin, BAP, maupun TDZ pada kon-
sentrasi tinggi lebih memacu pening-
katan jumlah tunas dibandingkan pada
konsentrasi rendah. Dari ketiga jenis
sitokinin yang diaplikasikan, TDZ
menghasilkan rata-rata jumlah tunas
terbanyak (9,5) dan berbeda nyata de-
ngan Kkinetin serta BAP.
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Tabel 3. Rata-rata jumlah tunas anis di dalam media MS yang diperkaya dengan
kinetin, BAP dan TDZ, umur 4 dan 8 minggu setelah kultur

Table 3. Average numbers of anise shoot on MS medium supplemented with
kinetin, BAP and TDZ, 4 and 8 weeks after culture

Jenis sitokinin/

Jumlah tunas/Numbers of shoot

Cytokinins types

4 Minggu/Weeks

8 Minggu/Weeks

Kinetin
BAP
TDZ

3,6 a 71 b
35 a 79 b
39 a 9,5 a

Keterangan : angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama, tidak berbeda nyata

menurut 5% DMRT.

Note : numbers followed by the same letters within each column are not significantly different at

5% DMRT.

Aktivitas kinetin di dalam jari-
ngan tumbuhan adalah memacu pem-
belahan dan pemanjangan sel, inisiasi
tunas, inisiasi akar, dan memecah dor-
mansi (Devlin, 1975). BAP merupakan
sitokinin sintetis yang mempunyai efek
pemanjangan batang, sedangkan TDZ
dapat merangsang pembentukan kalus,
menginduksi organogenesis, dan men-
stimulasi produksi etilen endogen (Lu,
1993; Mok et al., 1987). Diantara ke-
tiga jenis sitokinin tersebut, TDZ akti-
vitasnya lebih tinggi daripada Kinetin
sehingga lebih efektif dalam mengin-
duksi tunas. Selain itu, aplikasi TDZ
dapat mengaktifkan sintesis sitokinin
endogen tipe purin di dalam jaringan
tanaman dan mempengaruhi metabolis-
menya sehingga meningkatkan respon
pertumbuhan dan meningkatkan jumlah
tunas baru lebih banyak dibandingkan
dengan mengaplikasikan BAP (Thomas
dan Katterman, 1986).

Aktivitas biologi TDZ yang
tinggi dari kinetin dan BAP dapat di-
lihat dari laju pertumbuhan tunas se-
perti pada Gambar 1. Tunas yang di-
kulturkan di dalam media yang diper-
kaya dengan TDZ pada umur 8 MST
masih menunjukkan kecenderungan
untuk tumbuh, sedangkan tunas di
dalam media yang diperkaya dengan
kinetin atau BAP laju pertumbuhan-
nya mendekati stasioner. Hal ini ter-
jadi karena degradasi TDZ didalam
medium lebih lambat dibandingkan
dengan BAP atau Kinetin (Mok dan
Mok, 1985; Wattimena et al., 1991).

Penampakan visual secara
umum terlihat bahwa media yang di-
perkaya dengan TDZ memiliki jumlah
tunas lebih banyak dibandingkan de-
ngan media yang diperkaya dengan
BAP dan Kkinetin, tetapi berbentuk
roset.
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10 —e—Kin 1mg/L
} —8— Kin 1,5mg/L
Kin 2mg/L
Kin 2,5mg/L
—¥— Kin 3mg/L

Jumlah tunas/ Nos. of
shoots
o ~N = o -]

12345678
Minggu ke-/Week s

—&—BAP Img/L

—B—BAP 15mg/L
BAP 2mg/L
BAP 2,5 mg/J

—*—BAP 3mg/L

Jumlah tunas/ Nos. of
shoots

Y “ A
Minggu ke-/ Weeks

(b)
° 15 TDZ Img/L
o] TDZ 15mg/L
£, 10— TDZ2 )
) mg/L
e S 5 | 224 TDZ 25mgiL
25 TDZ 3mg/L
S
E 0 T T 1 T 7171 T
3 1 3 57

Minggu ke-/ Weeks

(c)

Gambar 1. Laju petumbuhan tunas anis di
dalam media MS yang diper-
kaya dengan kinetin (a), BAP
(b), atau TDZ (c) pada berba-
gai konsentrasi.

Figure 1. Growth-rate of anise shoot on
MS medium supplemented with
various concentrations of kine-
tin (a), BAP (b) and TDZ (c)
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Tinggi tunas

Hasil sidik ragam menunjuk-
kan bahwa jenis sitokinin berpengaruh
nyata terhadap tinggi tunas, sedangkan
konsentrasi tidak memberikan penga-
ruh yang nyata, umur 4 MST. Pada 8
MST, baik jenis maupun konsentrasi
sitokinin yang diaplikasikan tidak
memberikan pengaruh nyata terhadap
tinggi tunas (Tabel 4). Tunas yang di-
kulturkan di dalam media yang diper-
kaya dengan kinetin lebih tinggi dari
pada tunas yang diperkaya dengan
TDZ. Rata-rata tinggi tunas yang di-
kulturkan di dalam media yang diper-
kaya dengan kinetin 4,6 cm, sedang-
kan di dalam media yang diperkaya
BAP 4,1 cm, dan media yang diper-
kaya TDZ 3,7 cm. Menurut
Huetteman dan Preece (1992), pada
umumnya media yang diperkaya de-
ngan TDZ akan menghasilkan tunas
yang berbentuk roset. Hal ini terjadi
karena TDZ menginduksi dan meng-
aktifkan etilen endogen yang mem-
berikan respon terhadap penghambat-
an pemanjangan batang terutama pada
tanaman dikotil (Sallisbury dan Ross,
1995).

Berdasarkan pengamatan vi-
sual, batang dari tunas yang dikultur-
kan di dalam media yang diperkaya
kinetin relatif lebih tinggi, demikian
juga dengan batang dari tunas yang
dikulturkan di dalam media yang di-
perkaya BAP, tetapi vigornya lebih
baik. Sedangkan tunas yang dikultur-
kan di dalam media yang diperkaya
TDZ batangnya tidak beruas (roset)
dengan vigor yang baik.
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Tabel 4. Rata-rata tinggi tunas anis di
dalam media MS yang
diperkaya dengan Kinetin,
BAP dan TDZ, umur 4 dan 8
minggu setelah kultur

Table 4. Average length of anise shoot
on MS medium supplemented
with kinetin, BAp and TDZ, 4
and 8 week after culture

Tinggi Tunas/

Perlakuan/ Shoot length
Treatments 4 8
Minggu/  Minggu/
Weeks Weeks
Kinetin 46 a 655 a
BAP 41 ab 6,70 a
TDZ 3,7 b 579 a
Keterangan : angka yang diikuti huruf yang

sama pada kolom yang sama,
tidak berbeda nyata menurut 5%
DMRT.
Note: Numbers followed by the same letters
within each column are not significantly
different at 5% DMRT.

Jumlah daun

Hasil sidik ragam menunjukkan
bahwa jenis sitokinin, konsentrasi,
ataupun interaksinya tidak berpengaruh
nyata terhadap jumlah daun anis in
vitro pada umur 4 MST. Pada umur 8
MST, jenis sitokinin dan konsentrasi-
nya berpengaruh nyata terhadap jumlah
daun tetapi interaksinya tidak ber-
pengaruh nyata (Tabel 5 dan 6).

Sama seperti halnya jumlah tu-
nas, rata-rata jumlah daun tertinggi di-
peroleh pada media yang diperkaya
TDZ (11,8), diikuti jumlah daun pada
media yang diperkaya BAP (9,5) dan
berbeda nyata dengan jumlah daun
yang diperkaya kinetin (7,3). Jumlah
daun optimum diperoleh pada media
yang diperkaya TDZ 3 mg/l (Tabel 5

dan 6). Hal ini terjadi karena TDZ
merupakan sitokinin yang memiliki
aktivitas biologi yang lebih tinggi di-
bandingkan dengan kedua jenis sito-
kinin lainnya (Lu, 1993), TDZ mampu
memacu sitokinin endogen tanaman
sehingga memberikan respon ganda
terhadap pertumbuhan jumlah daun.
Penambahan jumlah tunas sebanding
dengan penambahan jumlah daun,
dimana media yang diperkaya dengan
TDZ pada konsentrasi optimum (3
mg/l) menghasilkan jumlah tunas dan
daun tertinggi.

Tabel 5. Rata-rata jumlah daun anis di
dalam media MS yang di-
perkaya dengan kinetin, BAP
dan TDZ, umur 4 dan 8
minggu setelah kultur

Table 5. Average numbers of anise
leaf on MS medium supple-
mented with kinetin, BAP
and TDZ, 4 and 8 weeks
after culture

Jumlah Daun/

] Jems_ Numbers of leaf
sitokinin/ 4 3
Cy:ok;r;ms Minggu/  Minggu/

yp Weeks Weeks
Kinetin 355 a 7,3 b
BAP 337 a 9,5 ab
TDZ 349 a 11,8 a
Keterangan : angka yang diikuti huruf yang

sama pada kolom yang sama,
tidak berbeda nyata menurut
5% DMRT.
Note : Numbers followed by the same letters
within each column are not signi-
ficantly different at 5% DMRT.
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Tabel 6. Rata-rata jumlah daun anis di
dalam media MS yang diper-
kaya dengan Kkinetin, BAP
dan TDZ pada taraf konsen-
trasi yang berbeda, umur 8
minggu setelah kultur

Table 6. Average numbers of anise leaf
on MS medium supplemented
with various concentrations
of kinetin, BAP and TDZ , 8
weeks after culture

Perlakuan/ Jumlah daun/

Treatments Numbers of
leaf
Kinetin 1 mg/I 6,6 b
Kinetin 1,5 mg/I 6,1b
Kinetin 2 mg/I 7,0 ab
Kinetin 2,5 mg/Il 7,7 ab
Kinetin 3 mg/I 92a
BAP 1 mg/I 84b
BAP 1,5 mg/I 8,3b
BAP 2 mg/I 7,3b
BAP 2,5 mg/l 10,3 ab
BAP 3 mg/I 134 a
TDZ 1 mg/l 10,5 ab
TDZ 1,5 mg/i 8,1b
TDZ 2 mg/l 8,3b
TDZ 2,5 mgl/l 13,0 ab
TDZ 3 mgll 19,2 a
Keterangan : angka yang diikuti huruf yang

sama, tidak berbeda

menurut 5% DMRT.
Numbers followed by the same letters
are not significantly different at 5%
DMRT.

nyata

Note :

Secara umum penampakan vi-
sual tunas yang dikulturkan di dalam
media yang diperkaya BAP warna da-
unnya lebih hijau dibandingkan dengan
tunas yang dikulturkan di dalam media
yang diperkaya dengan Kinetin atau
TDZ. Setelah delapan minggu di dalam
media kultur yang sama, daun anis dari
media yang diperkaya dengan TDZ
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mulai memperlihatkan gejala vitrifika-
si yang ditandai dengan pucuk yang
berwarna hijau muda, daun dan batang
agak transparan serta rapuh akibat
kurangnya lignin (Gambar 2).

T 3 ppm

Gambar 2. Pertumbuhan tunas anis di
dalam media MS + BAP 3
mg/l (kiri) dan MS +
TDZ 3 mg/l (kanan) yang
menunjukkan gejala vitri-
fikasi

Figure 2. The growth of anise shoots
on MS media + 3 mg/l BAP
(left) and vitrified-shoots of
anise on MS media + 3
mg/l TDZ (right).

KESIMPULAN

Aktivitas ketiga zat pengatur
tumbuh yaitu kinetin, BAP dan TDZ
dalam menginduksi tunas anis in vitro
bergantung kepada konsentrasi yang
diaplikasikan, umumnya semakin ting-
gi konsentrasi maka semakin tinggi
jumlah tunas dan daun yang diperoleh.
Thidiazuron merupakan sitokinin yang
mampu menginduksi dan memacu
pertumbuhan tunas serta daun anis le-
bih tinggi dibandingkan dengan BAP
atau kinetin. Konsentrasi optimum un-
tuk menginduksi tunas dan daun anis
secara in vitro adalah 3 mg/I.

Sampai minggu kedelapan, tu-
nas dari seluruh perlakuan memperli-
hatkan pertumbuhan yang baik tetapi
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mulai nampak gejala vitrifikasi. Untuk
itu perlu disubkultur kembali atau se-
gera diaklimatisasi. Perlu dilakukan pe-
nelitian lanjutan untuk memacu per-
akaran sehingga diperoleh tunas de-
ngan vigor yang baik untuk mening-
katkan keberhasilan aklimatisasinya di
lapangan.
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