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Plante (verskillende genotipes) van Cyclopia spesies word gebruik om Suid-Afrikaanse
heuningbostee ('n kruietee produk) te produseer en word tans deur teling vir grootskaalse
verbouing verbeter. Saaddimorfisme en dormansie beinvlioed egter die ontkiemings-
persentasie negatief. Deur gebruik te maak van volwasse embrioweefselkulture is studies
om die ontkiemingspersentasie van saad te verhoog op C. longifolia, C. maculata en C.
subternata gedoen. Die effek van stratifikasie op saadontkieming deur geen of 'n koue-
behandeling toe te pas, is ook ondersoek. Volwasse embrios is hierna uit sade verwyder en
vir 'n 24-uur fotoperiode by 25°C + 1°C op weefselkultuur gekweek. Die kweek van
volwasse embrios deur middel van weefselkulture was suksesvol en het deurlopend meer
plante vergeleke met konvensionele saaimetodes gelewer. Studies om die effek wat
saadpeulposisie van die moederplant op saadkleur het, is ook gedoen. Volwasse
heuningbospeule is vanaf die boonste, middelste en onderste-derdes van die blaarbedekte
deel van die heuningbosplante versamel om die aantal groen/intermediére /bruin sade wat
by elke gedeelte geproduseer is, te bepaal. Die verhouding van saaddimorfisme wat by elke
gedeelte geproduseer word, kon egter nie deur peulposisie voorspel word nie.

Sleutelwoorde: embrioweefselkultuur, in vitro, kouebehandeling, saaddimorfisme, saad-
dormansie

Honeybush (Cyclopia spp.) mature embryo culture and the influence of pod position on
seed colour: Plants (different genotypes) of Cyclopia, used for production of South African
honeybush tea (a herbal tisane product), are being improved through breeding for large-
scale cultivation, but seed dimorphism and dormancy negatively affect germination
percentage. In order to increase the percentage of plants that can be obtained from a batch of
seed, mature embryo culture and the influence of pod position on seed colour were
investigated for C. longifolia, C. maculata and C. subternata. Mature embryos were excised and
cultured in vitro at 25 °C + 1 °C, 24-hour photoperiod, with and without prior cold treatment.
The culture of mature embryos proved to be very successful, consistently resulting in more
plantlets than conventional sowing. Mature honeybush pods were also collected from the
upper, middle and lower-third foliar portions of honeybush shrubs to determine the number
of green/indeterminate/brown seeds produced in each position. However, the ratio of
dimorphic seed colours produced could not be predicted by pod position.

Keywords: embryo culture, in vitro, dormancy, cold treatment, seed dimorphism

Inleiding

Die genus Cyclopia (Familie Fabaceae) is inheems tot die fynbosareas van Suid-Afrika. Daar is
23 erkende spesies binne die genus, almal kruidagtige struike van verskeie groottes. Slegs 'n
handvol van hierdie spesies word kommersieel vir “heuningbostee” produksie verbou
(Schutte, 1997). Die klein, dog groeiende, heuningbosindustrie voer nagenoeg 390 ton jaarliks
uit, met 'n uitvoerwaarde van R 23 miljoen (Departement van Landbou, Bosbou en Visserye,
2016; McGregor, 2017). Kwessies rakende die verbouing en teling van heuningbos het 'n aantal
studies geinisieer wat ter ondersteuning van die industrie aangepak is. Die doel van die
hierdie studie was om die aantal plante wat vanaf 'n saadgroep verkry kan word, te verhoog.
Probleme rondom saaddormansie, kiemkragtigheid van volwasse saad, asook saadkleur in
verhouding tot peulposisie op die plant, is ondersoek. Volwasse embrio-redding vir klein
saadgroepe as 'n alternatief vir konvensionele saaimetodes is ook ondersoek.

Direk na afloop van bevrugting, groei en verleng die vrugbeginsels van peulgewasse en word
peule gevorm. In die peul ontwikkel die bevrugte kiemselle in klein saadjies (3 tot 5 mm).
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Hierdie saadjies het drie geneties-duidelike komponente:
die embrio, die endosperm en die saadhuid (Koen et al.,
2017). Heuningbosspesies produseer volwasse saad met 'n
bruin en/of groen saadhuid, beide kleure word dikwels in
dieselfde peul geinisieer en gevorm (M. Motsa, pers.
komm., 2015). 'n Vorige studie het, deur verskillende saad-
behandelings toe te pas, bevind dat die verskille in Cyclopia
spp se saadkleur ooreenstem met die verskille in die
ontkiemingspersentasie (Koen et al., 2017). Resultate van
bogenoemde studie het ook getoon dat bruin sade fisies
minder noodlottige beskadiging opdoen weens die skarifi-
kasieproses vergeleke met groen sade. Die faktore wat die
produksie van verskillende saadkleure van die saadhuid
affekteer is tot dusver nog nie vir heuningbos geidentifiseer
nie, maar ditis al bewys dat moederplant omgewingsfaktore
dimorfiese saadproduksie van ander spesies affekteer
(Cheplick en Sung, 1998; Wang et al., 2008).

Indien bepaal kan word dat die posisie van die peul op die
plant 'n spesifieke saadkleur tot gevolg kan hé, kan eenders-
kleurige sade saam geoes word. Sodoende kan die oesproses
aangepas word om meer uniforme saadgroepe te verkry.
Uitsortering van saad na afloop van die oes kan dan
onnodig word. Heuningbossaad het, afhangend van die
betrokke spesie, een van beide fisiese of 'n gekombineerde
saaddormansie (Baskin en Baskin, 2004; Koen et al., 2017).
Hierdie dormansie moet oorkom word alvorens ontkieming
kan plaasvind. In vitro uitsnyding en kweek van volwasse
heuningbosembrios voordat saadrypwording en uitdroging
plaasvind kan fisiese dormansie omseil. Fisiologiese dor-
mansie mag sodoende ook met hulp van hierdie metode
omseil word (Debeaujon et al., 2018). Die voorkoms van
hierdie dormansies en die gepaardgaande verliese wat
voorkom weens konvensionele dormansie-brekende behan-
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delings, dra by tot die lae persentasie ontkieming van
heuningbossaad (Koen, et al., 2017).

Fisiologiese dormansie kan endogeen of eksogeen relatief
tot die embrio wees. Endogene dormansie word veroorsaak
deur faktore binne die embrio en eksogene dormansie deur
faktore soos inhiberende stowwe binne die saadhuid
(Baskin en Baskin, 2004). Indien fisiologiese dormansie in
heuningbos eksogeen is, sal die verwydering van embrios
vanuit hul omliggende weefsel hierdie faktore en die
behoefte vir dormansie behandeling soos kouestratifikasie,
kan omseil.

Aan die ander kant, indien embrios van gehidreerde sade
Fig. 1.a) nie fisiologiese dormansie toon nie, terwyl teenoor
embrios wat vanuit gedehidreerde sade verwyder word
(Fig. 1.b) wat wel hierdie dormansie toon, mag dit 'n aan-
duiding wees dat endogene fisiologiese dormansie binne-
in die embrio tydens of na die uitdroging tydens saad
volwassewording ontwikkel.

In heuningbosspesies word fisiologiese dormansie alge-
meen met 'n sogenaamde “herspruiter” teenoor 'n “her-
saaier” veldbrand-oorlewingsstrategie geassosieer (White-
head en Sutcliffe, 1995; Joubert et al., 2011; Wooldridge et
al.,, 2012; Koen, 2015; Brink et al., 2017). Schutte (1997)
beskryf veldbrand-oorlewingsstrategie, of die voorkeur om
baie saad te vorm (sogenaamde “hersaaier” spesies) teen-
oor die produsering van 'n houtagtige ondergrondse
wortelstok (“herspruiter” spesies), as 'n handige werktuig
om tussen die eienskappe van die heuningbosspesies te
onderskei. Hierdie strategie is egter bekend om ook poli-
morfies in sekere heuningbosspesies te wees (Schutte, 1997;
Joubert en Joubert, 2012). Cyclopia longifolia, C. subternata en
C. maculata is as hersaaier spesies geklassifiseer (Schutte,

FIGUUR 1: Cyclopia subternata peule, a = voor natuurlike uitdroging (gehidreerde saad); b = na natuurlike uitdroging (gedehidreerde saad)
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1997; Joubert et al., 2011). Joubert en Joubert (2012) het
egter aangedui dat C. longifolia as 'n hersaaier of herspruiter
kan reageer. Daarom het Schutte (1997) doelbewus nie
hierdie eienskap van spruitende versus nie-spruitende as
klassifikasie in haar kladistiese analise ingesluit nie, omdat
dit as 'n “polimorfiese karakter” beskou word wat in sekere
populasies teenwoordig en in ander afwesig is.

Alle heuningbosspesies wat voorheen getoets is, het voor-
deel (in terme van ontkiemingstempo en persentasie)
getoon deur 'n voorafgaande koueperiode opgevolg deur
waterabsorbsie voor inkubasie of saai (Koen et al., 2017;
Whitehead en Sutcliffe, 1995). Fisiologiese dormansie is
egter nog nie algemeen vir heuningbosspesies gerapporteer
nie.

Materiaal en metodes

Al die plantmateriaal wat in die eksperimente gebruik was,
is versamel van oopbestuiwende heuningbosplante in
saadboorde van die Landbounavorsingsraad Nietvoorbij
Navorsingsplaas (S 33° 54’ 23.417” E 18° 52" 14.196"), naby
Stellenbosch in die Weskaap Provinsie van Suid-Afrika.
Plantmateriaal is gedurende die tydperk Julie tot Oktober
2017 van drie spesies, i.e., C. longifolia, C. maculata en C.
subternata, versamel. Alle chemiekalie¢ en laboratorium
verbruikbare items is van Sigma-Aldrich, Inc. verkry.

Volwasse embrioweefselkultuur
Versameling van plantmateriaal

Elke saadgroep was vanaf verskeie individuele kloonplante,
afkomstig van dieselfde genotipe, versamel, behalwe vir
gedehidreerde saad van C. maculata, wat 'n mengsel van
verskeie genotipes was. Beide gehidreerde en gedehidreerde
saad is van C. longifolia, kloon LHKS. Vir C. maculata, is
gehidreerde saad van kloon MBV4 versamel en gedehi-
dreerde saad van 'n non-spesifieke C. maculata mengsel van
Klone verkry. Vir C. subternata, is beide gehidreerde en
gedehidreerde saad van kloon SKB6 versamel. Ten einde
embrios van beide saadtipes te verkry, naamlik 1) volwasse
gehidreerde, en 2) volwasse gedehidreerde saad, is
saadpeule net voor en direk nadat die natuurlike proses
van saadvolwassewording plaasgevind het, geoes (Fig. 1.a-
b). Dit is aanvaar dat gedehidreerde saad binne 'n saad-
groep dieselfde vlak van volwassenheid bereik het. Aan-
gesien saad vanaf oopbestuifde bronne van plante verkry is
en die aantal dae wat verloop het na bestuiwing onbekend
was, kon die volwassenheidsvlak van die gehidreerde saad
nie presies vasgestel word nie, en kan dus verskil. Ten
einde uniforme resultate tussen die gehidreerde saad te
verseker, is saadgroepe gekies vir ooreenstemming met
elke spesie. Indien dit bevind is dat die spesifieke embrio
volkome volwasse is (op die laaste stadium van ont-
wikkeling voor uitdroging), is hierdie saadgroep gebruik
as 'n visiuele gids en is gehidreerde saad met dieselfde
morfologiese eienskappe geselekteer vir daardie spesie vir
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die res van die eksperiment. Tien embrios is vir elke her-
haling gedissekteer, met vier herhalings per behandeling.

Saadbehandeling

Gedehidreerde saad het 'n skarifikasie en rehidrasie
behandeling benodig voor die embrios gedissekteer kon
word en is voor die oppervlaksterilisasie afgehandel.
Skarifikasie is gedoen deur die saad in gekonsentreerde
(95%) swaelsuur te plaas waarna dit drie keer met water
afgespoel is. Suurblootstelling is vir een uur vir C. longifolia,
45 min vir C. maculata en een uur vir C. subternata (Bester en
Koen, 2017) toegepas. Die gedehidreerde saad was toegelaat
omvir 6 urein water te week. Geen addisionele behandeling
is toegepas nie. Dieselfde sterlisasiemetode is vir beide die
gehidreerde en gedehidreede sade se buitenste oppervlakte
gevolg. Die saad is onder lopende kraanwater vir 15 minute
afgespoel, waarna dit vir vyf minute in 'n 1% natrium-
hipochloriedoplossing geweek is. Daarna is die saad drie
keer met steriele water afgespoel voordat dit vinning (vir
ongeveer een minuut) in etanol gespoel is wat met drie
finale afspoelings met gesteriliseerde water opgevolg is.
Gehidreerde saad se buitenste oppervlak is egter geste-
riliseer direk nadat dit vanuit die peule verwyder is.
Embrios van elke saadtipe is onder steriele toestande gedis-
sekteer deur gebruik te maak van 'n laminére vloeikabinet.

Weefselkultuurmedium

Embrios is op Murashige en Skoog (1962) basiese medium,
Sigma-Aldrich, Inc. produk kode Mb5524, geplaas. Die
basiese medium is voorberei teen halfsterkte en deurgaans
in die studie gebruik, i.e., dat 4.3 gram poeier in twee liters
water in plaas van een liter water opgelos is. Volgens
literatuur word wortelgroei hierdeur gestimuleer (Dewir et
al., 2016; Kokotkiewicz et al., 2012; Pratap et al., 2010;
Sanchez-Romero et al., 2007; Smith, 2013). Die voorafbe-
reide MS basiese mediummengsel wat beide sout en
vitamiene ingesluit het, is saam met plantweefselkultuur-
agar (0.8% w/v), sukrose (1.5% w/v) en geaktiveerde hout-
skoolpoeier (0.8% w/v) voorberei, waarna die mediums se
pH aangepas is na 5.6 voor dit in ‘n outoklaaf gesteriliseer
is. Medium is in polistireen petribakkies (95 mm) gegiet,
agt bakkies per medium, ongeveer 30 ml per bakkie. Nadat
die embrios gedissekteer en op medium geplaas was, is die
bakkies met Parafilm® geseél.

Inkubasie kondisies en dataversameling

Die helfte van die petribakkies is direk in 'n temperatuur
beheerde inkubator teen 25°C + 1°C met 'n 24-uur
fotoperiode en 35 pmol m™ s ligintensiteit geplaas. Die
oorblywende petribakkies is in n yskas teen 4°C in die
donker vir twee weke geplaas (koue stratifikasie behan-
deling), voordat dit in die inkubator geplaas is. Elke petri-
bakkie het 10 embrios bevat en een herhaling verteen-
woordig. Vir elke embrio wat direk in die inkubator geplaas
is, het dag 7 die eerste observasie dag verteenwoordig. Vir




embrios wat 'n kouehandeling ontvang het voordat dit in
die inkubator geplaas is, was die eerste dag in die inkubator
(dag 0) die eerste observasie dag omdat daar verwag was
dat sommige van die embrios gedurende die twee weke
kouebehandeling reeds kon begin ontkiem het (Koen et al.,
2017). Wanneer die gesamentlike wortel en hipokotiellengte
=10 mm bereik en al die saadlobbe oopgegaan het, was die
embrios getel as ontkiem en uit die petribakkie verwyder
en in 'n 180 ml kultuurbottel, wat op dieselfde metode met
halfsterkte MS basiese medium formule vir voortgesette
groei (ongeveer 30 ml per bottel) voorberei is, geplaas.

Positiewe kontrole

Tweehonderd sade elk van C. longifolia (LHKS), C. maculata
(verskeie klone van 2017) en C. subternata (SKB6) is in
aparte saailaaie gesaai sodat die sukseskoers tussen embrio-
kulture en konvensionele saaimetode vergelyk kon word.
Groeimedium vir saailaaie en suurskarifikasie is volgens
die heuningboshandleiding vir saailinge van die Landbou-
navorsingsraad uitgevoer (Bester en Koen, 2017).

Statistiese Metodes

n Volkome ewekansige blokontwerp is as eksperimentele
uitleg gebruik. Ses eksperimente (drie spesies met twee
saadtipes elk) is gekombineer nadat die variansie van
homogenisiteit getoets is (Levene, 1960). Elke eksperiment
het uit 'n split-plot bestaan waar medium die hoofplot en
stratifikasiebehandeling die subplot was. Die data is as
persentasie ontkieming waargeneem en aan gekombineerde
analise van variansie onderwerp deur van die General
Linear Models Procedure (PROC GLM) van SAS sagteware
(Version 9.4; SAS Institute Inc, Cary, USA) gebruik te maak.
Shapiro-Wilk toets is uitgevoer op die gestandariseerde
residue van die model om normaliteit te verifieer (Shapiro
en Wilk, 1965). Fisher’s se nie-betekenivolle verskil is teen
die 5% waarskynlikheidsvlak bepaal deur behandelings se
gemiddeldes te vergelyk (Ott en Longnecker, 2001). n
Waarskynlikheidsvlak van minder of gelyk aan 5% is vir
alle toetse as betekenisvol aanvaar.

Effek van peulposisie
Versameling van plantmateriaal

Volwasse, toe-peule van oopbestuifde saadboorde is
versamel om die effek van peulposisie op saadkleur-
dimorfisme te bepaal. Vyftien peule is vanaf die onderste,
middel en boonste derde van twee spesies en drie
heuningbosklone per spesie versamel. Die C. longifolia
klone LGR2, LHK23 en LHK35 en die C. maculata klone
MBV3,MBV4, MBV10 was gebruik. Vyf peule per herhaling
met drie herhalings per kloon was gebruik. Die spesie C.
subternata kon ongelukkig nie in die studie ingesluit word
nie omdat die volwasse peule reeds deur werkers versamel
en gemeng was. Nadat die peule uitgedop is, is die saad
volgens peulposisie en herhaling gegroepeer terwyl die
klone en spesies apart gehou is. Die saad is in drie kleur-
groepe verdeel (groen, bruin en intermediér) en getel.
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Statistiese Metodes

Die eksperimentele uitleg was 'n volkome ewekansige
blokontwerp wat bestaan het uit drie herhalings, twee
spesies en drie klone per spesie. Die behandelingsuitleg
binne 'n spesie was 'n split-split plot met klone as
hooffaktor. Die eerste subplotfaktor was die saadposisie
(onderste, middel en boonste derde van die plant) en die
tweede was die saadkleur (groen, bruin en intermediér).
Die Levene toets het getoon dat daar geen heterogene (nie
vergelykbaar) spesie variansies is nie (Levene, 1960). Om
laasgenoemde rede is die data aan 'n geweegde gekom-
bineerde analise van variansie onderwerp deur die General
Linear Models Procedure (PROC GLM) van SAS sagteware
(Version 9.2; SAS Institute Inc, Cary, USA) te gebruik. Die
gewigte was die wedersydse variansie van elke spesie
(John en Quenouille, 1977). Die Shapiro-Wilk toets is
uitgevoer op die gestandariseerde residue van die model
om normaliteit te verifieer (Shapiro and Wilk, 1965).
Fisher’s se nie-betekenivolle verskil is bepaal teen die 5%
waarskynlikheidsvlak deur behandelingsgemiddeldes te
vergelyk (Ott en Longnecker, 2001). 'n Waarskynlikheisvlak
van minder of gelyk aan 5% is as betekenivol vir alle
betekenisvolle toetse aanvaar.

Resultate
Volwasse embrioweefselkultuur

Resultate van die konvensionele gesaaide saad (positiewe
kontrole) was 75% ontkieming vir C. longifolia, 38% vir C.
maculata en 70% vir C. subternata (geen figuur beskikbaar).

Spesies

Klein, maar betekenivolle verskille is gesien in die aantal
embrios wat ontwikkel en die wat mikrobiese kontaminasie
gekry het (dood) (Ontwikkel: kleinste betekenivolle verskil
(KBV)p:O.05:4.9; Dood: KBVP:O.O5:5'6; Fig. 2). Geen bete-
kenivolle verskille is waargeneem in die aantal embrios
tussen die drie spesies wat onderontwikkeld gebly het nie.
Cyclopia maculata en C. longifolia het die hoogste persentasie
embrios wat ontkiem het gehad, maar dit was nie bete-
kenivol verskillend tussen die twee spesies nie. Alhoewel
daar geen betekenivolle verskille tussen C. subternata en C.
longifolia was nie, het betekenisvol minder C. subternata
embrios in vergelyking met C. maculata ontkiem. Die aantal
plante wat vanaf embrioweefselkulture verkry is, was met
24% vir C. longifolia, 56% vir C. maculata en 18% vir C.
subternata meer as die positiewe kontrole.

Kouebehandeling

Daar was geen betekenisvolle verskille tussen hoe spesies
met of sonder kouebehandeling gereageer het nie en
gevolglik is spesies saamgevoeg vir 'n totaal van 120
embrios per behandeling. Betekenivolle verskille is in die
aantal embrios wat ontwikkel het, dood is en die wat
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Spesies

0% 10% 0% A% 40% 0% 60% 70% 80% 0% 100%

M %Ontwikkel g %Dood %Onderontwikkeld
(KBVp=0.05=4.9) (KBVp=0.055.6) (KBVp=g.05=1.5)

FIGUUR 2: Persentasies van Cyclopia spp. embrios wat ontwikkel het, dood is of onderontwikkeld gebly het, volgens die spesies. A = C. longifolia; B = C. maculata; C
= C. subternata. Gemiddeldes met dieselfde kleur en letter is nie betekenisvol verskillend by p=0.05 nie. Waardes afgerond tot die naaste heelgetal.
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B %Ontwikkel (KBVp=00=3.6) 1%Dood (KBVp=0.0s=3.7) u %Onderontwikkeld (KBVp-905=1.5)

FIGUUR 3: Persentasies van Cyclopia spp. embrios wat ontwikkel het, dood is of onderontwikkeld gebly het volgens die behandeling en embriotipe. Behandeling
1 = koue behandeling; Behandeling 2 = sonder kouebehandeling; E-tipe = embriotipe; E1 = gehidreerde embrios; E2 = gedehidreerde embrios. Gemiddeldes met
dieselfde kleur en letter is nie betekenisvol verskillend by p=0.05 nie. Waardes afgerond tot die naaste heelgetal. Nul waardes uitgelaat.

onderontwikkeld gebly het asook in die interaksie tussen verhouding behou het en vining ontwikkel het na ver-
behandeling en embrio tipe gevind (Ontwikkel: skuiwing na die groeikabinet.

KBVP:OAU5=3.6; Dood: KBVP:0_05=3.7; Onderontwikkeld gebly:

KBV ,,=15) (Fig. 3). In beide behandelings is Effek van peulposisie

betekenisvolle groter persentasies van ontwikkelde
embrios in vergelyking met gedehidreerde embrios gevind.
Daar was geen betekenivolle verskille tussen die resultate
vir gehidreerde embrios vir beide behandelings nie (Fig. 3)
en vir gedehidreerde embrios, het die kouebehandeling
betenisvol minder plante in vergelyking met die
behandeling sonder koue gehad.

Gemiddelde aantal sade versamel vir spesies, peulposisie
en saadkleur

Die gemiddelde aantal sade per peul wat per spesie
versamel is, betreffende al die faktore, was 11.84 vir C.
maculata en 6.77 vir C. longifolia. Die spesie C. maculata het
betekenisvol meer saad per peul as C. longifolia gevorm ('n
verskil van 27%; KBVP:0405=1.03; Fig. 4). Peulposisie het nie
n groot effek op op die aantal sade wat gevorm het gehad
nie. Die gemiddelde aantal sade per peul versamel,
betreffende al die faktore, was 8.54 vir die boonste posisie,
8.15 vir die middel posisie en 7.34 vir die onderste posisie.
Peule wat vanaf die boonste posisie geneem is, het meer

Soos verwag, het 'n aantal embrios (ongeveer 5%) gedu-
rende die koue stratifikasie behandeling begin ontkiem. Dit
is ook waargeneem dat selfs embrios wat nie gedurende
die kouebehandeling ontkiem het nie, opmerklik in grootte
toegneem het terwyl hulle proporsioneel hul embrioniese
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FIGUUR 4: Gemiddelde aantal Cyclopia spp. sade wat vanarsamel is, verwerk vir spesies, posisie en saadkleur onderskeidelik. Gemiddeldes met dieselfde kleur en

letter is nie betekenisvol verskillend by p=0 nie.
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FIGUUR 5: Gemiddelde aantal Cyclopia spp. sade per spesie per herhaling (vyf peule) versamel, saamgevoegde spesie interaksies tussen spesies, peulposisie, en
saadkleur. Gemiddeldes met dieselfde letter is nie betekenisvol verskillend by p=0.05 nie.

sade as die van laer posisies geproduseer, maar die verskil,
alhoewel statisties betekenivol, was klein  (3%;
KBV _s=0.96; Fig. 4). Die gemiddelde aantal sade per
saadkleur versamel, betreffende al die faktore, was 16.82 vir
groen, 5.69 vir bruin en 1.52 vir intermediér. Oor die
algemeen was betekenisvol meer groen (70%) teenoor bruin
(24%) of intermediére saad (6%) gevorm (KBV__ =1.33;

Fig. 4).

p=0.05

Vergelyking van spesies

Statisties betekenisvolle interaksies was tussen peulposisie,
saadkleur, spesies en klone binne spesies waargeneem. Die
gemiddeldes vir spesieklone het bewys dat daar meer
groen as bruin of intermediére sade geproduseer word vir
alle peulposisies (Fig. 5). Die enigste ander waarskynlike

http://www.satnt.ac.za E Open Access

ooreenkoms in die patroon van interaksie vir peulposisie
en saadkleur tussen die spesies was 'n geringe neiging vir
‘n groter aantal bruin sade wat by die middelste posisie vir
beide spesies geproduseer word (Fig. 5).

Vergelyking van klone

Daar was heelwat variasie in die verhouding van dimorfiese
saad wat by die verskillende posisies geproduseer is en is
by die klone van beide spesies waargeneem (Fig. 6-7). Daar
is geen vaste patroon in saadkleurverspreiding in ver-
houding tot peulposisie tussen die klone van die spesies
waargeneem nie. Die grootse aantal groen sade was vanaf
die boonste posisies versamel in twee van die drie klone vir
C. longifolia (Fig. 6), en vanaf die onderste posisie vir twee
van die drie klone vir C. maculata (Fig. 7).
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FIGUUR 7: Gemiddelde aantal Cyclopia maculata sade per kloon per herhaling (vyf peule) versamel, saamgevoegde spesie interaksies tussen klone, peulpossisie en
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Bespre kin g heuningbossaad wees wat eks.ogeen relatief tot die embrio
is — m.a.w. deur die saadhuid en/of endospermweefsel
veroorsaak. Dit is ook belangrik om te onthou dat slegs een
Spesies kloon (MBV4) vir die kweek van embrios van gehidreerde
saad gebruik was, terwyl verskeie klone van die oesjaar
2017 in die eksperimente vir kweek van embrios van
gedehidreerde saad en konvensionele saaimetodes gebruik
was. Dit is dus moonlik dat genotipiese variasie tussen C.
maculata klone 'n effek op die finale resultaat kon gehad
het. Tog was die persentasie plante wat in weefselkultuur
van die gemengde klone C. maculata saadgroep ontwikkel
het, nog steeds baie meer as die persentasie saailinge wat
vanaf konvensionele saaimetodes nl. die positiewe kon-

Volwasse embrioweefselkultuur

Alhoewel C. maculata as 'n saadspesie beskou word
(Schutte, 1997), kan die lae persentasie saailinge vanaf
konvensionele saaimetodes van C. maculata saad (38%)
waarskynlik aan die teenwooordigheid van 'n mate van
fisiologiese saaddormansie in die saadgroep wat getoets
was, toegeskryf word. Wanneer die persentasie saailinge
vergelyk word met die persentasie plante wat vanaf
gedissekteerde C. maculata embrios ontwikkel het (94% sien

Fig. 2), is die verskil tuseen die twee metodes baie duidelik. . i : ; .
trole, verkry is. In die konvensionele saaimetode eksperi-

Dit kan 'n aanduiding van fisiologiese dormansie in . T . - o
ment, is ontkiemingspersentasies vir C. longifolia en C.
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subternata relatief hoog, soos wat vir hersaaier spesies
verwag kan word (Motsa et al., 2017; Schutte, 1997).
Nogtans is die aantal plante wat deur volwasse
embrioweefselkultuur verkry is, ook hoér as die aantal
saailinge wat vanaf konvensioneleel saaimetodes vir die
twee spesies verkry is.

Kouebehandeling

Geen betekenisvolle verskille is tussen die behandelings
waargeneem nie, asook geen interaksies tussen die spesies
nie. Dit blyk dat kouestratifikasie van gedissekteerde
heuningbos embrios onnodig is, alhoewel dalk nuttig as 'n
kondisionerende behandeling, omdat fisiologiese dorman-
sie deur die verwydering van embrios uit hul saadhuid/
endosperm omseil was. Toekomstige studies met ander
heuningbosspesies mag hierdie bevindinge bevestig, soos
bv. C. intermedia, wat bekend is om fisiologiese dormante
saad te produseer (Whitehead en Sutcliffe, 1995).

Effek van saadposisie

Die doel van die hierdie studie was om te bepaal of saad
tydens oes volgens kleur onderskei kan word deur bloot
die peule vanaf verskillende hoogtes van die plant te
groepeer. Alhoewel betekenivolle statistiese verskille opge-
merk is (Fig. 6 en 7), is die effek nie groot genoeg om 'n
praktiese verskil aan die probleem om tussen saadkleur te
onderskei te maak nie. Genetiese variasie sal moontlik 'n
beduidende faktor wees om gedragsverskille in hierdie
genus (Cyclopia) van poliploide spesies te bepaal, maar
moederplant-veldomgewing interaksie is ook al met
uiteenlopende saadeienskappe in ander spesies gekoppel,
en moet daarom in ag geneem word (Carta et al., 2016;
Gutterman, 2000; Motsa et al., 2018; Penfield en MacGregor,
2016; Postma en Agren, 2015; Wulff, 2017). Omgewings-
faktore (nl. plaaslike klimaat) wat n effek op saadont-
wikkeling kan hé, sluit fotoperiode en ligintensiteit, hoogte
bo seespieel, water stres, en veral temperatuur in (Carta et
al., 2016; Gutterman, 2000; Penfield en MacGregor, 2016).
Volgens Penfield en MacGregor (2016), kan selfs geringe
verskille in moederplant en/of omgewingsfaktore tot
saaddimorfisme aanleiding gee, omdat die saadhuid n
“hoogs plastiese orgaan” is, m.a.w baie reaktief op omge-
wingsseine (ongeag of dit deur die moedergenotipe of n
direkte reaksie op die sigoot is). Onlangse studies op
heuningbosspesies het sommige van hierdie raaisels begin
ontrafel betreffende die blomstruktuur en stuifmeelkiem-
kragtigheid, wat ook 'n effek op die interaksies tussen
bestuiwing en gevolglik suksesvolle bestuiwing kan hé
(Koen et al., 2020a; Koen et al., 2020b). Dit is waarskynlik
dat 'n komplekse kombinasie van al die bogenoemde
faktore verantwoordelik is vir die hoogs veranderlike
verhoudings van dimorfiese saad wat tydens oopbe-
stuiwing van heuningbos onder veldkondisies geproduseer
word. Toekomstige studies kan die effek van hierdie
interaksies op die verhoudings en verspreiding van bruin
en groen saadkleur in heuningbos ondersoek. Tans is daar
nog te veel onbeantwoorde vrae om ‘ningeligte voorspelling
ten opsigte van die primére veroorsakende faktore te maak.
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Gevolgtrekking

In die embrioweefselkultuuur eksperiment het in vitro
kweking deurgaans hoér persentasies plante as konven-
sionelesaaimetodes gelewer,enmagdittot nlewensvatbare
alternatief tot ontkieming vir klein saadgroepe aanleiding
gee. Saaddormansie is suksesvol deur die verwydering van
die saadhuid omseil en dus kouebehandeling (stratifisering)
onnodig gemaak. Dit dui daarop dat saaddormansie ekso-
geen tot die embrio is en verdere studies, word aanbeveel.
Die gebruik van gehidreerde saad van volwasse embrio-
weefselkulture was meer suksesvol as gedehidreerde saad
en word aanbeveel. 'n Afhardingsprotokol word nog
benodig vir plante wat vanaf embrioweefselkulture verkry
is. In hierdie dimorfiese saadstudie is dit bevind dat die
verhouding dimorfiese saad wat geproduseer word nie
baie deur peulposise geaffekteer word nie. Daarom sal die
verkryging van uniforme saadgroepe van ‘n eenvormige
kleur nie so maklik wees deur bloot die oesmetode aan te
pas nie. Die bepalende faktore wat saadhuidkleur in
heuningbosspesies beinvloed, moet nog vasgestel word.
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