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INLEIDING 

Sikadee is bekend as die plimitiefste lewende saaddraende plante en behoo11 aan die orde 

Cycadales. Hierdie orde het gefloreer in die Mesosolese-tydperk, 50 tot 60 rniljoen jaar 

gelede (Adinolfi et at. 1991). Gedurende hierdie periode is 'n warm en vogtige klimaat 

beleef en steenkoolneerleggings is op aarde gevorm (Giddy 1984). Die resente lewende 

sikadee het sedert hul ontstaan, morfologies baie min verander en kan heel waarsk.-ynlik 

beskryfword as die Coelacante van die plantewereld (Giddy 1984). 

Slegs tien genera wat tot dIie families beho0l1, is tans lewend. In totaal sluit dit ongeveer 

150 spesies in wat regdeur die tropiese en gematigde dele van die wereld versprei is. In die 

verlede is al die lewende sikadee in een familie gekiassifiseer, maar in 1959 verhef L.A. S. 

Johnson in "Proceedings of the Linnaean Society of New South Wales" die geneliese naam 

Cycas tot die familienaam Cycadaceae met Cycas as die tiperende genus en skep tel' 

selfde11yd die familienaam Stangeriaceae vir die monotipiese Suid-Afiikaanse genus 

Stange ria (Giddy 1984). Die familienaam Zamiaceae word vir al die oorblywende genera, 

naamlik Zamia, Dioon, Ceratozamia, Microcy cas, Macrozamia, Lepidozamia, Bowellia en 

Encephalartos gebruik (Giddy 1984). 

Ve11eenwoordigers van die genus Encephalartos Lehm., staan in Suid-Afiika algemeell as 

broodbome bekend. Die populariteit van broodbome as tuinplante en die feit dat die besit 

van ou eksemplare 'n statussimbool geword het, het daal10e bygedra dat die plantsoorte 

tans skaars en bedreig is. Voortplanting in die natuurlike habitat het by sekere spesies feitlik 

tot stilstand gekom as gevolg van die verkleiuing van populasies (Giddy 1984). 

Ongemagtigde uithaal van baie ou eksemplare in die Oos-Kaap het gelei tot 'n reusagtige 

skandaal (Pieters 1995). 'n Goeie voorbeeld van 'n spesie wat glad nie meer in die 
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natuurlike staat aangetref word nie, maar slegs in botaniese tuine gesien kan word, is E. 

woodii. E. woodii-plante is almal manlik met die gevoIg dat die spesie nie meer deur middel 

van saad voortgeplant kan word nie en die voortbestaan van vegetatiewe voortplanting 

afhanklik is. As gevolg van hul bedreigde status word aile Encephalartos-spesies deur 'n 

plalltbeskermingsordonnansie van die onderskeie Provinsiale Administrasies beskerm. Elke 

provinsie is tans besig om hul1e eie ordonnansies te hersien. 

Geslagtelike voortplanting word beperk deur die feit dat die plante tweehuisig is, nie elke 

jaar keels vorm nie en die voortbling van keels by die twee geslagte nie altyd 

gesinchroniseer is nie. Om die plantsoort van uitsterwing te red, het ktmsmatige bestuiwing 

of handbestuiwing van die keels reeds feitlik standaardpraktyk geword (Stalmans 1995, 

Onbekend 1988 & 1992). 

Alhoewel daar reeds stuifmeelbanke bestaan waar stuifrneel geberg en deur Iede van die 

Broodboom Vereniging van Suid-Afrika bekom kan word, is wetenskaplike gegewens tell 

opsigte van die berging van Encephalartos-stuifmeel egter skaars. Slegs beperkte gegewens 

is beskikbaar (Osborne et at. 1992 en ongepubliseerde data). 

Sistematiese navorsing oor stuifmeelberging het reeds aan die einde van die 19 de eeu begin. 

Roemer het in 1915 gevind dat stuifmeel wat by lae temperature geberg word, huile 

kiemkragtigheid beter behou as wanneer stuifmeel by hoe temperature geberg word (Stanley 

& Linskens 1974). Literatuur oor die berging van stuifrneel is hersien in die vyftiger en 

sestiger jare deur Visser (1955), John & Vasil (1961) en Linskens (1964). 
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Afgesien van temperatuur kan faktore soos relatiewe humiditeit (RH) (Agueguia & Fatoklm 

1988, Ciampolini et al. 1991, MacFarlane Smith et al. 1989) en bergingstydperk ook die 

lewenskragtigheid van stuifineel bemvloed (Shivanna & Johri 1985; Stanley & Linskens 

1974). Eksperimente met homogene stuifineelmonsters wat by verskillende humiditeite 

geberg is, het getoon dat die lewenskragtigheid van die stuifmeel oor die algemeen negatief 

kOlTeleer met die RH gedurende berging (Stanley & Linskens 1974). Baie spesies se 

stuifmeel verloor hulle lewenskragtigheid vinniger by baie hoe of baie lae RH. Mishra en 

Shivanna (1982) vergelyk die doeltreffendheid van organiese oplosmiddels tydens berging 

van stuifineel van vyf peulplantsoorte. Die genera Croto/aria, Lathyrus, Trigoneffa, Vicia 

en Pisum se stuifinee1, is by 1ae temperature en verskeie relatiewe humiditeite in organiese 

oplosmiddels so os dietieleter, sikloheksaan, amielalkohol en asetoon geberg. 

Stuifrneelkorrels van Lilium spp. en Camellia spp . wat in organiese oplosmiddels geberg is, 

vorm aansienlik langer stuifmeelbuise in vergelyking met die kontroles wat nie in organiese 

oplosmiddels geberg is nie (Shivanni & Johri 1985). 

Die eerste poging om peer- en appelstuifineel te vriesdroog is in 1955 deur Visser 

aangewend. Hy slaag daarin om peer- en appelstuifineel suksesvol te vriesdroog. Stuifineel 

van verskillende spesies varieer in hulle vermoe om vliesdroging en vakuumdroging te 

weerstaan (Davies & Dickinson 1971; King 1965; Layne & Hagedorn 1963; Stanley & 

Linskens 1974). 

Berging van stuifineel by baie lae temperature kan verkry word deur gebruik te maak van 

vloeibare stikstof (-196 0 C) (Bowes 1990). Chemiese reaksies wat normale selbeskadiging 

veroorsaak, word deur die metode totaal gefuhibeer (Shivanna & Johri 1985). Visser (1955) 
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het dan ook suksesvol stuifineel van Pyrus malus, Lycopersicon esculentum ell 

Rhododendron catawbiense vir twee jaar in vloeibare stikstof geberg. Zea mays-stuifmeel se 

lewensduur is by heersende dagtemperature beperk tot slegs 'n paar UUf. In vloeibare 

stikstof (Barnabas & Rajki 1976) kan die stuifmeel egter al vir langer periodes (365 dae) 

geberg word. 

Baie navorsing is op ander Gymnosperm-stuifmeel gedoen en in besonder op die van Pinus 

spp. (Stanley & Linskens 1974). Stuifmeel van P. avium (cerasus) is vir 1460 dae by 'n 

temperatuur van 2° C tot en met ±8 ° C en RH van 50% geberg. P. communis-stuifmeel 

(Stanley & Linskens 1974) is geberg vir 3287 dae by 'n temperatuur van _l7 0 C en -37° C 

en RH van 5%. Katoenstuifmeel (Gossypium hirsutum) kan egter nie by baie lae 

temperature soos in vloeibare stikstof (-196° C) of by 5° C geberg word nie (Stanley & 

Linskens 1974). Hierdie stuifineel verloor hulle lewenskragtigheid baie gou by lae 

temperature (Rodriquez-GalTey & Banow 1986). Vir Gossypium hirsutunI se stuifmeel is 

'n RH van 100% en 15° C die optimaIe toestand vir berging. Korttermynberging van 

stuifmeel is 'n bekende gebmik, veral in kommersiele vmgteproduksie en in die 

saadboordbestuur van die Departement Bosbou in Frankryk (Cerceau-Larrival & Challe 

1986). Volgens laasgenoemde outeurs is langtelmynberging van lewenskragtige stuifmeel 'n 

noodsaaklikheid vir die behoud van genetiese bronne. 

In vitro-kiemingstoetse kan 'n aanduiding gee van kiemkragtigheid en lewenskI'agtigheid 

Stanley & Linskens 1974) van stuifmeelkonels. Vir in-vitro toetse word 'n kiemingsmedium 

benodig (Krell et al. 1987). Verskeie substrate kan gebmik word waarin sukrose en 

bOOl'SUur die belanglikste komponente is (Stanley & Linskens 1974). Uit die literatuur blyk 

dit dat hoofsaaklik dlle faktore 'n kardinale rol speel by die berging van stuifmeel, naamlik 
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temperatuur, RH en opbergingstyd. 

Van der Melwe (ongepubliseerde skripsie, Universiteit van Pretoria) het 'n voorlopige 

studie gedoen op die berging van stuifineel van sekere Encephalartos-spesies. Hierdie 

studie het as gidsstudie vir die huidige ondersoek gedien. 'n Bruikbare tegniek vir die 

bepaling van die kiemkragtigheid van stuifineel het tot en met die aanvang van hierdie 

navorsing, nog nie bestaan nie en gebergde stuifineel moes op goedertrou vir bestuiwing 

gebmik word. Dit is dus noodsaaklik om 'n eenvoudige tegniek daar te stel sodat die redelik 

onervare persoon die tegniek kan toepas. Die in vitro-toetse moet so saamgestel word dat 

dit maklik uitvoerbaar is. Hierdie studie is veraI gemik om as praktiese handleiding vir 

bestaande kwekers en voornemende kwekers van broodbome te dien. 

Die doel van hierdie ondersoek is om die gunstigste toestande waaronder berging van 

Encephalartos-stuifmeel plaasvind te bepaal en aanbevelings te maak vir die effektiewe 

berging van broodboomstuifineel. Geslaagde berging sou beteken dat stuifineel beskikbaar 

sal wees wanneer die vroulike keels gereed is vir bestuiwing. Verder sal die stuifineel se 

kiemkragtigheid getoets kan word, voordat dit vir bestuiwing beskikbaar gestel word en 

verseker dat die stuifineel nie onnodig weggegooi word nie of vroulike keels onwetend met 

dooie stuifineel bestuif word. 

In hierdie studie is vier Encephalartos-spesies se stuifineel ondersoek, naamlik: 

* E. caffer (Thunb.) Lehm. 

* E. eugene-maraisii Verdoorn subsp.eugene-maraisii LaVl·anos & Goode 

* E. ferox Bertol. f 

* E. lehmannii Lehm. 
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ALGEMENE BOU VAN ENCEPHALARTOS-STUIFMEEL 


SEM-studies toon dat Encephalartos-stuifmeel in die medium grootte (25-49 !lm) groep val 

(Marshall et al. 1989). Daar is ook rue 'n groot variasie in grootte tussen eksemplare van 

dieselfde spesie uit verskillende habitatte rue. AI die stuifmeel van die verskillende spesies is 

karakteristiek bootvormig (Figuur 2.1), met variasie in lengte en breedte, monosuikaat, 

bilaterale stuifmeelkonels (Dehgan & Dehgan 1985). Stuifmeel van E. caffer (Thunb.) 

Lehm., E. eugene-maraisii Verdoom, E. ferox Bertol. f en E. lehmannii Lehm. wat in 

hierdie studie gebmik is, is verleng en die proksimale kant is konveks. Die lengte van hierdie 

stuifmeel wissel tussen 32,5-36,1 !lm en die wydte tussen 19,1-20,2 !lm (Marshall et af. 

1989). 

Volgens Marshall et al. (1989) het net stuifmeel van E. lehmannii op die proksimale kant 

klein gaatjies in die wandskulphmI. Die ander drie spesies:in hierdie studie toon 'n band met 

klein gaatjies op die proksimale kant van die wand skulp tuur. AI vier stuifmeelspesies is op 

die distale kant glad. Die wandskulptuur van die vier spesies is almal breinagtig (Figuur 

2.2). 

GEOGRAFIESE VERSPREIDING EN MORFOLOGIESE BOU V AJ\' 

VIER SPESIES 


1) Encephaiartos caffer (fhunb.) Lehm . 


E. caffer broodbome kom die verste suid in Suid-A£rika en dus die verste suid in Afrika 

voor. Hierdie spesie is saam met E. longifolius van die eerste broodbome wat in Suid­

Afrika beskryf is (Kemp 1985). 
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Verspreiding: 

Eksemplare van E. caffer kom in hulle natuurlike staat in die Oos-Kaap, in die distrikte 

van Humansdorp, Albany, Bathurst en Oos-Londen en die Transkei in die distrik van 

Kentani tot so ver oos as Willowvale voor. Hierdie plante groei in suur grasveld, dikwels 

tussen rotse. Die reenval in hierdie verspreidingsgebiede wissel tussen 1000 mm by die kus 

tot 750 mm en minder binnelands. Somers is warm. Winters is matig tot koel met geen ryp 

wat in hierdie gebiede voorkom rue (Jones 1993). 

Beskrywing van die plant: 

Starn : 'n Ondergrondse starn wat 30 em tot 40 em lank en 20 tot 25 em breed kan wees, 

kom voor. SOllS steek 'n klein gedeelte van die starn bo die grond uit en die kroon van die 

starn is altyd wollerig. Die starn is normaalweg onvertak, maar met beskadiging is 

veltakking van die starn weI al waargeneem. Karakteristiek van die spesie is die knolagtige 

wortelsisteem wat uit verskeie kort, dik wortels bestaan. 

Blare: Blare van E. caffer is 40 em tot 100 em lank en liggroen van kletu (Kemp 1985). 

Die jong blare is eers wollelig en bmin en raak nooit volkome glad en blink rue, al verloor 

die blare baie van die hare soos wat die blare ouer word. Die ragis van die blaar is 

gewoonlik reguit maar SOllS kan die ragis weI gedraai of gebuig wees (Figuur 2.3). Indien 

baie blare teenwoordig is, sal die blare wat nader aan onder is, amper horisontaal gedra 

word (Giddy 1984). Die pinnas in die middel is 8 em tot 10 em lank en ongeveer lem breed. 

Keels: Beide manlike sowel as vroulike plante dra elk een keel wat groengeel van kleur is 

wanneer dit volwasse is. Die keel word op 'n kort, dik starn gedra. Manlike keels kan 20 em 

tot 30 em lank en 7 em tot 12 em in deursnee wees (Figuur 2.4). Die vroulike keels is 30 em 

lank en 15 em in deursnee. Skubbe van die vroulike keel is in ses tot agt spirale gerangskik 
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(Figuur 2.5). Hierdie skubbe het 'n plat, tenninale faset met 'n effens geligte en getande 

kant. 


Sade: Helder rooi en glansend. 


2) Encephalartos eugene-marais;; Verdoorn subsp. eugene-marais;; 


Lavranos & Goode. 


Verspreiding: 


Die Waterberg-broodbome is beperk tot 'n klein area op die Polala-plato na die noordweste 

van Naboomspruit by 'n hoogte van 1450 m bo seespieel. Baie koue winters word mer 

beleefmet 'n reenval wat wissel tussen 625 mm tot 750mm (Lavranos & Goode 1988). 

Beskrywing van die plant: 

Starn: Die starn oorskrei seIde 250 em wanneer regop. Indien die starn langer is, word die 

plante leunend. Die deursnee van die starn met sy klein, reehnatige blaarbasisse is 30 em tot 

45 em. 

BI are: Die blare is 100 em tot 150 em lank en het 'n silwerblou kleur. Blare word met 

ouderdom geel. Die blaarsteel is reguit maar ' n derde van die punt af krom opwaalts. Die 

blare sprei uit en word amper horisontaal ten opsigte van die kroon gedra. Pinnas in die 

middel van die blaar is 15 em tot 20 em lank en 1,5 em breed. Pinnas is gewoonlik 

gaafrandig maar kan laer afop die rand een tot twee tande besit (Osborne 1989). Die pinnas 

word kleiner na onder en laat die onderste 15 em van die blaarsteel kaal tot by die basis 

(Koeleman et. at. 1981). 

Keels: Tot agt manlike keels en ses vroulike keels op plante is a1 waargeneem. Die keels is 

groengIYs met 'n digte laag bruinrooi hare wat 'n algemenedonker bruinrooi voorkoms aan 
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die keels gee. Manlike keels is 20 em tot 40 em in deursnee (Figuur 2.6) en het 'n 

onaangename reuk wanneer hulle volwasse is. Vroulike keels is 30 em tot 50 em lank en 16 

em tot 20 em in deursnee (Figuur 2.7) (Giddy 1984). 

Sade: Die kleur van die sade is ligte bruin (Giddy 1984, Jones 1993) en die sade staan 

algemeen bekend as wildedadels in die gebied waar hulle voorkom (Giddy 1984). 

3. En cephalartos ferox Bertol. f. 

Verspreiding: Hierdie brooodbome kom voor in Natal en Mosambiek. Groot getalle 

kom in die kusgebied van KwaZuluINatal en noordwaarts tot in Mosambiek voor. Bulle 

groei gewoonlik in die skadu van die duin-plantegroei. Op die sandduine, in die natuurlike 

habitat, is die starn dikwels begrawe in die sand en humuslaag (Giddy 1984, Jones 1993). 

Reenval wissel van 1 000 mm tot 1 250 mm per jaar en geen ryp kom voor nie (Giddy 

1984). 


Besk~ng van die plant: 


Starn: Laaggroeiende plante met stamme wat seIde 100 em tot 200 em in hoogte oorskry 


en 'n deursnee van 25 em tot 30 em het (Osborne 1987). 


Blare: Die blare is 100 em tot 200 em lank en is glansend groen. Die me diane pinnas is 15 


em lank en 3,5 em tot 5 em breed met 2 tot 4 gelobde tande op beide rande. 


Keels: Hierdie plante dra 'n groot hoeveelheid keels, tot tien op 'n manlike plant en soveel 


soos vyf op 'n vroulike plant. Die keels is gewoonlik 'n helder rooi, maar goud-geel keels 


kom voor in sekere lokaliteite in Mosambiek. Manlike keels is 40 em tot 50 em in lengte en 


8 em tot 10 em in deursnee (Figuur 2.8). Vroulike keels is 25 em tot 50 em lank en 20 em 


tot 40 em in deursnee (Figuur 2.9). 


Sade: Donker, glansend rooi. 

11. 

 
 
 



4. Encephaiartos iehmannii Lelun. 

Verspreiding: Endemies tot Suid-Afuka, waar hierdie plante in die Karoo-gebiede van 

Pearston en Bedford weswaarts deur Uitenhage, Steytlerville tot naby WilloWDlore, voor 

kom (Jones 1993). Hulle groei hoofsaaklik op sandsteenheuwels tussen Euphorbia- en 

Karoo-struikgewasse. Somerreenval is laag, seIde meer as 350 mm met lang periodes van 

droogte en koue winters (Kemp 1985). 

Beskrywing van die plant: 

Starn: Die spesie se starn is tot 150 em lank en stamme van 200 em en langer is baie raar 

(Kemp 1985). In deursnee is die starn 25 em tot 45 em (Figuur 2.10). Die blaarbasisse is 

groot en die kroon het 'n kenmerkende gee1 kraag waar die blaarsteel en die starn mekaar 

raak. Vertakking van die starn is algemeen (Kemp 1985). 

Blare: Die blare is 100 em tot 150 em lank en sluit die blaarsteel in wat tot 25 em lank kan 

wees. Die ragis is styf en amper reguit, behalwe vir die punt, wat effens terug buig of 

sywaarts gedraai kan wees. Die blaarbasis is groot en het 'n opvallende rooibruin tot 

geelbmin kraag. Die blare is glysblou van klem wanneer hulle jonk is en mag groen word na 

mate hulle ouer word. Dje pinnas in die middel van die blaar is ongeveer 12 em tot 18 em 

lank en 1,5 em tot 2 em in deursnee. Die pinnas nader aan die punt en basis van die blaar is 

kleiner. Pinnas is gewoonlik sonder tande, alhoewel 'n tand nou en dan wei op die rand kan 

voorkom (Kemp 1985). 

Die pinnas is so geheg aan die ragis dat hulle horisontaal georienteerd is ten opsigte van die 

ragis maar vorm 'n V ten opsigte van die blaar. Die pinnas is reelmatig gespasieer, veral na 

die basis van die blaar. Na die punt is hulle nader aan mekaar, maar oorvleuel seide. Die 

blare van die saailinge is kort met relatiefmin pinnas (8 of 10). Saailinge se pinnas het 'n 
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aantal tande op die plillt. Die saailinge se pinnas is ook reelmatig gespasieerd (Kemp 1985). 

Keels: Enkel keels kom voor by manlike en vroulike plante. In beide ges1agte is die Ideur 

van die keels swartrooi as gevolg van kort, swart hare wat die plillt van die keels se skubbe 

bedek (Giddy 1984, Kemp 1985). Die kee1skubbe is groen van kleur onder die 1aag hare. 

Keels word gedra op 'n kort steel. Manlike keels is min of meer silindervormig, maar is 

nouer na die basis en die plillt (Figuur 2.11). Manlike keels is 25 em tot 35 em lank en 8 tot 

10 em in deursnee. Vroulike keels is min ofmeer vaatjievormig en is 30 tot 50 em lank met 

'n deursnee van 15 to 25 em (Figuur 2.12) (Kemp 1985). 

Sade: Vars sade is he1der rooi. 
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INLEIDING 

Nadat stuifineel versamel en geberg is, is dit noodsaaklik om vas te stel of die stuifineel weI 

nog kan ontkiem en normaal kan groei. Hierdie vasstelling behoort gedoen te word voordat 

die stuifineel vir bestuiwing gebmik word. Verskeie tegnieke bestaan om die vasstelling te 

doen, aangesien lewenskragtigheid en kiemkragtigheid gepaard gaan met die stuifineelkorrel 

se selinhoud, die bergingstoestand en 'n kiemingsmedium wat optima Ie stuifmeelkieming tot 

gevolg sal he. Die volgende tegnieke kan gebmik word: 

* Kleurtegnieke 

* In vitro-ontkieming van die stuifmeel 

* Werklike bestuiwing van vroulike keels en die toets van saad vir embriovorming. 

In hierdie studie is die eersgenoemde twee tegnieke gebruik. 

Die gebruik van 'n vmmge metode om die toestand van kernmateriaal in volwasse 

stuifineelkorrels en ontkiemde stuifmeelhu1.se te bepaal, is van ontskatbare waarde vir 

selbioloe, genetici en fisioloe (Coleman & Goff 1985). Baie kortpadmetodes wat die 

lewenskragtigheid van stuifineelkonels bepaal, is al ontwerp. Van hierdie is die in-vitro 

ontkiemingstoets en die fluorokromatiese reaksie (FCR) toets die suksesvolste (Heslop­

Harrison et al. 1984; Shivanna & Heslop-Harrison 1981). Widrlechner et al. (1983) beskryf 

egter 'n paar probleme wat ontstaan met gebergde stuifineel en die gebruik van die FCR­

toets. Die FCR-toets gee egter goeie resultate by twee- en driesel stuifineelkorrels, en word 

gereeld gebruik om stuifineel se lewenskragtigheid te bepaal (Shivanna et al. 1991). 

DNA vorm'n rooierige pers kompleks tydens die Feulgen-reaksie met Schiff se reagens. 

O'Brien en McCully (1981) meld om 'n goeie Feulgen-reaksie te kan kry, moet eers'n 
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optimum hidrolisetyd bepaal word. Hierdie optimale hidrolisetyd hang af van die soort 

weefse~ hoe die weefsel fikseer is en van die dikte van die snee. Die basis van hierdie soort 

reaksie is toets en tref Volgens Coleman & Goff (1985) is die Feulgen-reaksie langdradig 

en kleur verskeie soorte materiale asook DNA by baie plantsoorte. 'n Meer suksesvolle 

kontrastering van stuifineelsmere word deur aseto-orseientipe kleuring verkry. Kleuring van 

nie-geaborteerde stuifrneelkorrels se kemmateriaal word oor die algemeen met asetokarmyn 

in gliseroljellie en "Cotton Blue" in laktofenol gekleur (Alexander 1969). Een nadee~ van 

bogenoemde kleuring is dat dit nie die geaborteerde stuifineelkorrels kleur nie (Alexander 

1969). As gevolg van hierdie nadeel ontwikkel Alexander in 1969 'n kleurstof wat vir 

differensieIe kleuring van geaborteerde en nie-geaborteerde stuifineelkorrels gebruik kan 

word. 

In hierdie studie is verskeie chemiese kleurtoetse uitgevoer om nie net die kiemkragtigheid 

en lewenskragtigheid te toets nie, maar ook om vas te stel wat die chemiese samestelling 

van die stuifineelkorrel is. 

In vitro-ontkiemingstoetse kan 'n aanduiding gee van die lewenskragtigheid van die 

stui:fi:nee~ maar dikwels stop die groei van die stuifrneelbuis nog voordat dit die lengte 

bereik wat dit nOlmaalweg in die styl verkry (Stanley & Linskens, 1974). Selfs die tempo 

waarteen die stuifineelbuis in vitro groei is dikwels stadiger as in vivo. Hierdie tendens 

impliseer dat die optimale groeitoestande ontbreek. 

Faktore wat in vitro groei bemvloed, sluit die spesifieke soort stuifineel, die tyd wanneer die 

stuifineel versamel is, die seisoen van die jaar, die metode van versameling en die 

opbergingsgeskiedenis in (Stanley & Linskens 1974). 
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Interspesifieke variasie moenie buite rekening gelaat word waDlleer 'n monster geneem 

word van groot hoeveelhede stuifmeel vir lewenskragtige in vitro-toetsing nie (Potts & 

Marsden-Smedley 1989). 

Verskillende chemiese en fisiese faktore is bekend wat 'n invloed op optimale in vitro­

ontkieming van stuifmeel het (Demeke & Hughes 1991). Sommige chemiese stowwe 

stimuleer ontkieming byvoorbeeld boorsuur, magnesium, kalium en kalsium (Stanley & 

Linskens 1974). Soortgelyke of ooreenstemmende stowwe kom waarskynlik in die 

stylweefsel of stempelvloeistof, waarin die stuifmeel in vivo ontkiem, voor (Stanley & 

Linskens 1974). Variasie in kiemingsmediums is deur Brewbaker en Kwack (1963) 

ontwikkel en word algemeen gebruik in die ontkieming van stuifmeel by verskillende 

spesies. Volgens Potts & Marsden-Smedley (1989) speel sukrose 'n groter rol as boorsuur 

in die kiemingsmedium by Eucalyptus-stuifmeel, maar boorsuur toon 'n moontlike 

chemotropiese reaksie van stuifineelbuise volgens Robbertse et al. (1990). KOlingstuifmeel 

kiem beter op raffinose of maltose en kieming geskied nie op 'n kiemingsmedium wat 

sukrose bevat nie (Cheng & McComb 1992). 

Die doel vall h1erdie studie wag dus om 'n kiemingsmedium te vind, wat optimale, vinnige 

en herhaalbare resultate tydens in vitro-kiemingstoetse met Ellcephalartos-stuifmeel lewer 

en wat onc1ersteun kan word deur kleuringsreaksies. 

Materiaal en Metode 

Tabel 3.1 dui die stuifineel aan van Encephalartos-spp. wat vir in vitro-kiemingstoetse 

gebmik is. Stuifineel van E. ferox is ook vir kleurtoetse gebmik. Hierdie stuifineel is uit die 

Manie van der SchijffBotanieseTuin van die Universiteit van Pretoria, versamel. 
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Volwasse manlike keels is van die plant verwyder, pas nadat die eerste sporangnuns 

oopgebreek het. Nadat die keels afgesny is, is hulle op skoon velle bruinpapier in die 

laboratorium geplaas sodat die stuifineel tydens vrystelling daarop kan versamel. 

Versamelde stuifineel is gesif om sporangiumwande en ander growwe materiaal te 

verwyder. Die stuifmeel is in digsluitende glashouers geplaas. Houers met stuifmeel is by 5° 

C en heersende relatiewe humiditeit geberg. 

Kleurtegnieke / Histochemiese toetse 

Ondergenoemde kleurtoetse is tydens die studie aangewend: 

1) Kontrastering met asetokarmyn 

Om kontrastering van gekiemde stuifmeelkorrels te verbeter Vlf die gebruik van die 


projeksieligmikroskoop, is die materiaal met asetokarmyn gekleur. 


Die volgende kleurtoetse is veral geskik vir die onderskeid tussen geaborteerde en rue­


gea b0l1eerde stuifmeelkorrels. 


2) Kleuring van gearborteerde en nie-gearborteerde stuifmeelkorrels: 

(Alexander 1969; Heslop-Harrison et at. 1984) 

Stuifmeelkorrels is direk in 'n druppel van Alexander se kleurstof op 'n voorwerpglasie 

geplaas en bedek met 'n dekglasie. In die kleurstofmengsel is 4% ysasynsuur gebruik om 

beter kleur resultate te verlay Die voorwerpglasie met 'n druppel kleurstof en stuifmeel is 

vir 24 tot 48 uur op 'n warmplaat (35° C) gelaat. Na die tydperk verloop het, is die 

stuifmeelkorrels met behulp van 'n ligmikroskoop bestudeer. 'n Duidelik groengekleurde 

wand met 'n duidelik rooigekleurde inhoud dui op nie-geaborteerde stuifmeelkorrels. 
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3) DAPI-toets, (4,6 Diamino-2-fenielindool): (Coleman & Goff 1935). 

Stuifmeelkorrels is eers deur middel van die hangdmppelmetode (Stanley & Linskens 1974) 

ontkiem. 'n Waterige ontkiemingsmedium wat bestaan uit 5%, 10% of 15% sukrose tesame 

met 0,005% boorsuur, is saam met die Ideurstof DAPI gebmik om die lewenskragtige 

stuifmeelkorrels te Ideur. Kleurstofkonsentrasies wat wissel tussen 0,25 tot 5,01lg/ml is in 

die waterige ontkiemingsmedium gevoeg. Waarnemings is met behulp van 'n 

fluoressensiemikroskoop (Nikon Optiphot ligmikroskoop toegerus met epifluoressente 

optika met 450 nm - 490 nm B-2A "excitation" filter en 'n 520 nm ''banier'' filter) gemaak. 

4) Fluorochromatiese (FeR) toets: (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1970, 

Heslop-Hamson et al. 1984). 

Tien mg fluoressien diasetaat IS III 5 ml asetoon opgelos. Die oplossing is op 'n 

voorwerpglasie druppel vir dmppel by 'n paar mikroliter van 'n 10% sukrose-oplossing 

gevoeg. Stuifmeelkorrels is vir 'n kort rukkie in die medium gelaat. Hierna is die 

stuifineelkorrels en medium bedek met 'n dekglasie. Die preparaat is met behulp van 'n 

fluoressensiemikroskoop met blou filters ondersoek. Waarnemings moet binne10 minute 

gemaak word, anders veIvaag die fluoressensie. Die lewenskragtigheid van stuifineel gaan 

gou verlore in die medium. 

Om te toets vir sekere chemiese stowwe in die stuifineelkoITel sel£: is semi-dtlli snee gemaak 

en op verskeie maniere behandel. Vir die voorbereiding vall semi-dun snitte, is die stuifineel 

in 2,5% glutaaraldehied in 'n 0,1M kakodilaatbuffer en 0,5 % kafeYen (Mueller & 

Greenwood 1978) gefikseer. Daarna is dit gedehidreer en ingebed in glikolmetakrilaat 

(GMA) volgens Feder & O'Brien (1968). Die monomeer-mengsel wat gebmik is, is volgens 

Von Teichman & Robbertse (1981). GMA-snee, 1-2 11m dik, is op 'n Reichert OM U3 

ultramikrotoom, met glasmesse gesny. Snee is soos volg geIdeur: 

24. 


 
 
 



5) Toets vir stysel 

Die perjodiumsuur-Schiff se reaksie (PAS) volgens Feder & O'Brien (1968) is op sekere 

snee uitgevoer. 0,5~{2,4-dinitrofenielhidrasien (DNPH) in 15% asynsuur (vir 30 minute) 

is as blokkeringsreagens vir onspesifieke aldehiedgroepe gebruik. Vir die doel van 

mikrofotografie is die snee met 0,5% toluidienblou 0 in bensoaatbuff'er by 'n pH van 4,4 vir 

1 tot 5 minute, gekontrasteer (Sidman et af. 1961). 

6) Toets vir lipiede 

Versadigde Soedanswart B in 70% etanol is vir 10 minute op die snee gelaat Die snee is 

met 70% etanol gespoel en daarna in vloeibare gliserienjellie gemonteer. 

7) Toets vir prote'iene 

Snee is gekleur met amido-swalt lOB (Bullock et af. 1980). 

In vitro kiemingstoetse 

In vitro-kiemingstoetse, volgens die hangdruppelmetode van Stanley & Linskells (1974) is 

op die vars stuifrneel van E. caff'er (1986) en E. ferox (1986) uitgevoer. Om 'n geskikte 

kiemingsmedium te vind, is daar met verskillende konsentrasies van sukrose en boorsuur 

geeksperimenteer. Sukrosekonsentrasies van 0%; 3%; 5% ;15% en boorsuurkonsentrasies 

van 0,005%; 0,05% of 0, 1%, opgelos in gedistilleerde water, is gebruik (By1aag 3. 1). 

Stuifrneelkorrels is vir 48 uur by 28° gei'nkubeer. Aanvanklik is ontkiemde en nie-ontkiemde 

stuifrneelkorrels in agt gesigsvelde (twee hangdruppels per spesie) van die 

projeksiemikroskoop getel. Stuifineel is as gekiem beskou, indien die stuifrneelbuis se lengte 

twee keer die deursnee vall die stuifrneelkorrel was. Die aantal gekiemde stuiftneelkorrels is 

as 'n persentasie van die totale aantal getelde stuifrneelkorrels per veld uitgedruk. Elke 
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gesigsveld is as 'n herhaling beskou, aangesien nie minder as 30 stuifmeelkorrels telkens per 

veld getel is nie. 

Tabel 3.1 Besonderhede van versamelde Encephalartos-stuifmeel en datums waarop in 

vitro-ontkiemingstoetse op die stuifmeel uitgevoer .is 

Spesie Datum Versamel In vitro-kiemingstoets 

uitgevoer 

Tydsverloop ill 

dae 

E. caffer 

E·ferox 

E. lehmannii 

1986-02-19 

1986-02-25 

1989-05-15 

1991-04-15 

1992-03-04 

1989-05-15 

1991-04-15 

1992-05-04 

1986-02-21 

1986-02-28 

1992-09-28 

1992-09-28 

1992-09-28 

1992-09-28 

1992-09-28 

1992-09-28 

±2 

± 3 

± 1228 

± 528 

± 204 

± 1228 

± 528 

± 144 

Om die in vitro-kiemingstoets verder te verfYn is 0,005 gram stuifmeel in 10 milliliter 

ontkiemingsmedium gesuspendeer om 'n homogene verspreiding van die stuifineel in die 

kiemingsmedium te verlay. 'n Submonster van 50 ~d hiervan is gebmik om die 

hangdmppelmetode uit te voer. Soortgelyke toetse is deur Mitra (1989) gedoen. Hy het die 

stuifmeel egter eers oor die voorwerpglasie gestuif en daama een of twee dmppels 

gedistilleerde water bygevoeg, waama die stuifmeel met die stomp kant van 'n 

dissekteemaald in die water versprei is. Vit vier keer honderd stuifmeelkorrels is ontkiemde 

en nie-ontkiemde korrels afsonderlik getel (Bylaag 3.1). 
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Die resultate is statisties verwerk deur personeel van STATOMET, Departement Statistiek, 

Universiteit van Pretoria en die LandbOlmavorsingsraad- Biometrie Eenheid. Ter aanvulling 

van die gewone ANOV A (variansie-analise) is die eksploratiewe prosedure genaamd Xaid 

wat ontwikkel is deur C. Heyman in 1981 van die WNNR ook gebruik (Bylaag 3.2). 

RESULTATE EN BESPREKING 

Kleurtegnieke / Histochemiese toetse 

1) Kontrastering met asetokarmyn 

KleuIing met asetokarmyn het telkens uitstekende resultate verskaf deurdat die kleurstof die 

stuifineelkolTels duidelik konstrasteer. Kernmateriaal van die stuifineelkolTel, of dit kiem al 

dan nie, kleur duidelik rooi (Kearns & Inouye 1992). Met hierdie studie is die kernmateriaal 

duidelik waargeneem met behulp van 'n projeksieligmikroskoop (Figuur 3.1). 

2) .Kleuring van geaborteerde en nie-geaborteerde stuifmeelkorrels 

By die Encephalartos ferox-st~eel wat ondersoek is, is daar in verskillende maande lae 

kiemingspersentasies verkry. Die gebruik van Alexander se kleurstof was 'n moontlike 

oplossing om die persentasie geaborteerde stuifmeelkorrels van die nie-geaborteerde 

stuifm.eelkorrels te onderskei en sodoende 'n bepaling te maak van die lae 

kiemingspersentasies. Volgens Alexander (1969) kleur geabOIteerde stuifineelkorrels groen 

terwyl nie-geaborteerde stuifinelkorrels rooi kleur. Baie goeie resultate is met die kleurstof 

behaal in die sin dat nie-gearborteerde stuifmeelkorrels se inhoud duidelik rooierig kleur met 

Alexander se kleurstof (Figuur 3.2). Die aangepaste ysasynsuur konsentrasie lewer dus 

goeie resultate by die kleurtoets. Verdere studie om die verband tussen kiemingspersentasie 

van die stuifmeelkorrels en die gebmik van Alexander se kleurstofvas te stel is egter nodig. 
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3) DAPI-toets 

Hierdie kleurtoets is 'n vinnige manier om die kernmateriaal van 'n volwasse stuifineelkorrel 

te ondersoek en uitslag te kan gee of die stuifineelkorrel lewenskragtig is al dan rue. 

Volgens Coleman & Goff (1985) kan die kleurstof in die kiemingsmedium geinkorporeer 

word. 'n Positiewe resultaat is wanneer die kern lig kleur. Die kiemingstydperk in die geval 

van Encephalartos-stuifmeel is 48 uur en die kleuring van Encephalartos-stuifineel was nie 

altyd suksesvol nie, aangesien fluoressensie met tyd verlore gaan. Die wand van die 

stuifineelkorrel was dikwels al wat fluoresseer het en dit wil voorkom asof die stof of te 

lank neem om in te dring in die stuifineelkorrel in of dat die metode om die 

vitaliteitskleurstof in die kiemingsmedium in te sluit rue voldoende is nie. Indien die 

vitaliteitskleurtstof direk op die stuifineelkorrels geplaas is het die kemmateriaal lig onder 

die fluoressensiemikroskoop vertoon (Figuur 3.3). 

4) Fluorochromatiese (FeR) toets 

Hierdie toets het geen positiewe resultate gelewer rue, aallgesien fluoressensie te vinnig tot 

niet gegaan het. Die toets gee lewenskragtigheid van stuifineel weer deur die plasmalemma 

van die vegetatiewe sel te evalueer deur vir die teenwoordigheid en aktiwiteit van verskeie 

esterase ensieme te toets (Shivalma & Heslop-Hanison 1981). Aktiewe esterase ensieme 

wat met 'n volledige funksionele selmembraan geassosieer word, hidroliseer die fluoressien 

diasetaat ioon en laat die ioon by ultraviolet golflengtes fluoresseer. Volgens Shiva1ll1a en 

Heslop-Hanison (1981) is daar in die algemeen 'n hoogs betekenisvolle kOlTelasie tussen 

fluoressensie (FCR) en die ontkieming van stuifineelkorrels. In hierdie stu die is dit egter nie 

verkry nie. Die gemodifiseerde samestelling van die kleurstof(Gwyn & Stelly 1989) wat op 

die oorspronklike FCR-toets gebaseer is, kan moontlik ook 'n oplossing bied vir die swak 

resultate verkry van die toetse soos in hierdie verhandeling gedoen is. Verdere toetse in die 

verband moet uitgevoer word. 
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5) Toets vir stysel 

Die PAS-toets kleur stysel en selwand polisakkariede rooi; kal10se en sel1ulose bly 

ongekleurd. Die kontrastering met toluidienbiou Ideur RNA pers; DNA biou tot blougroen, 

pektiensure rooi of rooipers; polifenole en lignien groen of blougroen. Die reaksie van die 

stuifineelkorreis met toluldienblou in bensoaatbuffer saam met PAS bIyk duidelik in Figuur 

3.4. Moontlik is die baie rooigekleurde gedeeltes pektiensure en die bIou, korrelrige 

gedeeltes die DNA. Adinolfi et al. 1991 beskryf in sy studies 'n suuragtige polisakkaried in 

E. Jrederici guilielmi. Dieselfde soort studie is nog nie op E. Jerox-stuifmeel uitgevoer nie 

maar soortgeIyke polisakkariede is ook in E. Jerox-stuifmeel moontlik teenwoordig. 

6) Toets vir lipiede 

Soedanswart kleur lipiede swart. Figuur 3.5 dui aan dat die inhoud van die stuifineelkorreis 

ongekleurd is, terwyl die wande van die stuifmeelkorreis weI swart vertoon. 'n Lipiedagtige 

substans in die wand van die stuifmeelkorrel is dus moontlik teenwoordig. 

7) Toets vir protelene 

Die inhoud van die stuifmeelkorrel kleur biou en die kernmateriaal kleur amper swart- biou 

tot donkerblou. Wande veltoon bykans swart (Figuur 3.6). Dit wil voorkom of proteiene 

weI teenwoordig is. 

In vitro-kiemingstoetse 

Die rou data, bestaande uit minimum en maksimum persentasie kierning, aantal observasies, 

standaardafwyking van die aantal observasies asook die spesie, jaar waarin stuifmel 

versamel is en die konsentrasies sukrose en boorsuur, word in Bylaag 3.1 weergegee. Die 

0% sukrosebehandeling het in geen van die eksperimente positiewe resultate opgelewer nie 

en is dus uit die analise gelaat. Tabe13.2 dui die statistiese verwerking van die kiemings= 
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persentasies vir E. caffer- en E. ferox-stuifineel (1986) aan. Die verskillende kombinasies 

van veranderlikes word ook in Tabel 3.2 weergegee. Aangesien die persentasies kieming 

tussen 0% en 80% Ie, is die data met die booghoektransformasie getransformeer. 

Ss % is die persentasie variasie en verklaar elke effek relatief tot die totale variasie. Wanneer 

die ss% kleiner as 5% is, is die bydrae van die komponent onbelangrik en kan aan toeval toe 

te skryf wees. Die resultate toon dat sukrose-, en boorsuurkonsentrasie in die 

kiemingsmedium weI van belang is. Sukrose-boorsuur interaksie se ss% is ±20%. Dit dui 

daarop dat bier die faktore belangrike komponente van die kiemingsmedium uitmaak en dat 

'n geskikte kiemingsmedium nie daarsonder kan klaarkom nie (Sbivanna & Johri 1985). Die 

ouderdom van Encephalartos-stuifineel in bierdie geval speel nie 'n rol rue aangesien dit 

hoofsaaklik vars stuifineel is wat gebruik is in die in vitro kiemingstoets. 

Stuifineel versamel in die jare 1989, 1991 en 1992 se optimale kiemingsmedium sluit 

0,005% boorsuur en 5% sukrose in. Hierdie stuifinee1 wat al "oud" is, is getoets om seker 

te maak of. ontkieming van stuifineel weI nog kan plaasvind in eersgenoemde 

kiemingsmedium 
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Tabel 3.2 Getransformeerde waardes van die lciemingspersentasies deur die Variansie­

analisemetode. v.g.-vryheidgraad, sk-som van kwadrate, gsk-gemiddelde som van 

kwadrate, F-F-toets van die behandelingseffek, F wh (P)- oorskrydingswaarskynlikheid, 

ss%-persentasie variasie verklaar relatieftot die totale, n.s.-nie betekenisvol verskillend nie. 

Bron van variasie vg sk gsk F F wh (P) ss 0/0 

Sukrose (Su) 1 2851,10 2851,10 206,69 < 0,001 ± 10 

Boorsuur (Boor) 2 3865,45 1932,73 140,11 < 0,001 < 10 

Spesie (Sp) 1 181,50 181,50 13.16 < 0,001 > 10 

Ouderdom (Oud) 2 6227,64 3113,82 225,74 < 0,001 < 5 

Su.Boor 2 37,00 18,50 1,34 n.s. ± 20 

Su.Sp 1 0,00 0,00 0,00 n.s. <5 

Roor.Sp 2 261,54 130,77 9,48 < 0,001 < 5 

Su.Oud 2 938,15 469,08 34,01 < 0,001 <5 

Boor.Oud 4 487,50 121,88 8,84 < 0,001 < 5 

Sp.Oud 2 33,66 16,83 1,22 n.s. < 5 

Su.Boor.Sp 2 136,89 68,44 4,96 0,01 <P< 0,05 <5 

Su.Boor.Oud 4 832,53 208,13 15,09 < 0,001 < 5 

Su.Sp.Oud 2 101,21 50,61 3,67 0,01 <P< 0,05 < 5 

Boor.Sp.Oud 4 11723,88 2930,97 212,48 < 0,001 ±40 

Su.Boor 4 950,11 237,53 17,22 < 0,001 < 5 

Residu 108 1489,75 13,79 

Totaal 143 30117,91 
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Na hierdie bevindings is daar besluit om telkens drie kiemingsmediums naamlik, 

a) 5% sukrose en 0,005 % boorsuur, b) 10% sukrose en 0,005% boorsuur en c) 15% 

sukrose en 0,005% boorsuur opgelos in gedistilleerde water te gebruik. Hierdie navorsing 

resultate word in hoofstuk vier bespreek. 

SAMEVATTING 

Met aanpassing van die ysasynsuur se hoeveelhede het Alexander se kleurstof 'n baie goeie 

aanduiding gegee of die stuifmeelkorrels geaborteer is al dan nie. Verdere verfynde toetse 

kan 'n korrelasie tussen geaborteerde stuifmeelkorrels en nie-geaborteerde stuifmeelkorrels 

aantoon. Selfs met DAPI se toets kan die fluoresserende keme weI waargeneem word. 

Hierdie fluoressering dui op lewenskragtige stuifmeel. Indien die kleurstofkonsentrasie van 

DAPI in die hangdruppelmetode verfyn kan word kan hierdie toets gebruik word om 

dadelik vas te stel hoeveel geaborteerde en nie-geaborteerde by Encephalartos-stuifmeel 

teellwoordig is. So kan 'n vinnige beraming gemaak word of die stuifmeel weI gebruik kan 

word vir verdere ontkiemingstoetse of handbestuiwing van die vroulike keels weI kan 

vooltgaan. 

Die toetse om stysel, lipiede en protelene het ook resultate opgelewer wat nie duidelik 

uitspraak lewer of die stowwe teenwoordig is al dan nie.Duidelike vinnige toetse om gou te 

bepaal wat die chemiese inhoud van die stuifmeelkorrel is, kan baie handig wees, maar 

hierdie toetse sal verfyn. moet word vir Encephalartos-stuifmeel om sodoende die regte 

toets vir die regte histochemiese stof daar te stel. 

Die bepaalde kiemingsmedium soos getoets in hierdie hoofstuk . dui daarop dat lae 

sukrosekonsentrasies nie altyd geskik is in 'n kiemingsmedium om Encephalartos-stuifmeel 
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in te ontkiem rue. Hoer sukrosekonsentrasies in die kiemingsmedium kan rnoontlik aan die 

inherente behoeftes van die stuifineel voorsien aangesien verskillende spesies se stuifineel 

spesifieke behoeftes het (Demeke & Hughes 1991). Laasgenoemde outeurs noem dat die 

inherente behoeftes van die stuifineel weI verskil van jaar tot jaar en van spesie tot spesie. 

Die aanbeveling van die volgende kiemingsmedium vloei direk uit hierdie tendens, naamlik 

5%, 10% en 15% sukrose in water afsonderlik opgelos met 'n 0,005% boorsuur in elke 

oplossing. Hierdie sukrosekonsentrasies dek 'n wye spektrum van behoeftes wat die 

stuifineelkorrel inherent kan besit. 
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