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l.

SAMENVATTING
Een verkennend onderzoek naar de overerving van zaad-

huidkleur en zaadhuidpatronen bij Vigna unguiculata (L.)
Walp. leverde de volgende resultaten op:

1.

2.

B
4.

7

8.

2.

Zaadhuidkleur berust op de aanwezigheid van een grond-
factor R en specifieke kleurgenen. De grondfactor R is
dominant en veroorzaakt de grondkleur (paars)rood.

Zwarte zaadhuid wordt veroorzaakt door de dominante
factor Z3 welke epistatisch is t.o.v. andere kleurgenen.
Mogelijk bestaat een tweede (recessieve) factor voor
"zwart"., Deze komt alleen tot uiting bij afwezigheid wvan
Z1 en is eveneens epistatisch t.o.v. andere kleurfactoren.
Bruine kleur van de zaadhuid berust op een dominante
factor B.

De twee bekende bij het onderzoek betrokken ouders hebben
vermoedelijk de volgende genetische constitutie:

Blackeye = Z1Z31BBRR(zpz0)

African Red = z7z7bbRR(Z2%o)

Effen zaadhuidkleur berust waarschijnlijk op de comple-
mentaire werking van twee dominante genen, H en W, De
factor H alleen veroorzaakt in homozygote vorm het zaad-
huidpatroon "Holstein" of bont, terwijl W verantwoorde-
1ijk is voor het ontstaan van een onduidelijk begrensde
navelvlek en vaak vuile zaadhuidkleur, in de literatuur
aangeduid als "Watson".

In afwezigheid van H en W ontstaat "klein oog", een
zaadtype met duldelijk begrensde kleine navelvlek.

De heterozygoot Ihww heeft een eveneens duidelijk be-
grensde middelgrote tot grote navelvlek ("groot of middel-
groot oog") en vaak kleurstippels op de zaadhuid.

In een groep Fp-lijnen werden afwijkingen van het, op
grond van de onder punten 5 en © beschrevene, te ver-
krijgen overervingsschema gevonden. In de I'z werd slechts
in een incidenteel geval een niet met de hypothese
kloppend resultaat verkregen.

Op het H-niveau werkt waarschijnlijk een extra-gen, dat
graduele verschillen bij bont, groot oog, middel oog en
klein oog veroorzaakt. De gegevens wijzen erop dat ook
binnen het Watson patroon een of meer intensiteitsgenen
werkzaam zijn. Verder onderzoek is noodzakelijk.

VOORWOORD
Dit verslag heeft betrekking op een onderzoek naar de

zaadhuidkleurovererving bij Vigna unguiculata (L.) Walp.
Een deel van het onderzoek werd verricht op het Centrum
voor Landbouwkundig Onderzoek in Suriname in de periode
mei tot december 1970 door J. Sakiman, studente in de
Plantenveredeling aan de landbouwhogeschool te Wageningen,
met medewerking van werkkrachten wvan het CELOS, De eerste
fasen van het onderzoek werden uitgevoerd in 1969 door
achtereenvolgens Mej. M.F. Vis en Mevr. S.B., Hofstede-van
der Meer van wier gegevens in dit verslag met dank ge-
bruik werd gemaakt.

De leiding van het onderzoek berust bij Dr. Ir. G.A.M,

van Marrewijk.
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%« ALGEMENE GEGEVENS OVER VIGNA UNGUICULATA

Vigna unguiculata (L.) Walp. behoort tot de familie
Papilionaceae, orde Leguminosae, Er is vrij veel verwarring
over de naam van deze plant en er bestaan verschillende
synoniemen., Sommige taxonomen onderscheiden de soorten V.
sinensis, V.sesquipedalis en V,unguiculata - waarvan
unguiculata de primitieve en sinensis de meer gecultiveerde
droogboonvormen zouden omsluiten, terwijl de species
sesquipedalis dan de langpeulige vormen (kouseband) bevat -
maar ze kruisen gemakkelijk onder elkaar. Gebruikt wordt
hier de naam Vigna unguiculata om de gecultiveerde "cowpea"
aan te duiden en Vigna sinensis (L.) Savi ex Hassk. kan als
synoniem beschouwd worden (WIENK, 1963).

Vigna (cowpea) wordt reeds lang gecultiveerd in Afrika
en Azie., Het wilde type is vrij sterk verbreid in tropisch
Afrika, zodat aangenomen kan worden dat de cultuurvormen
hiervan afkomstig zijn. Later verbreidde het gewas zich
over het Middellandse zeegebied. In de 16° eeuw werd de
cowpea door de Spanjaarden geintroduceerd in Amerika. Zi]
komt nu algemeen veoor in de tropen en subtropen.

In tropisch Afrika is de cowpea het tweede belangrijk~
ste peulvruchtgewas na Phaseolus vulgaris. De gedroogde
zaden kunnen fijngemalen worden tot meel, dat op verschil-
lende manieren gebruikt kan worden. De verse zaden en on-
volwassen peulen worden gegeten en kunnen bevroren of in-
geblikt worden zoals soms in Amerika wordt gedaan. Ook de
jonge scheuten en bladeren worden gegeten en zijn &&n van
de meest gebruikte groenten in tropisch Afrika. De cowpea
geeft na snoeien in een vroege fase, weer nieuwe bladeren.
Hierdoor kan het gewas ook gebruikt worden als veevoeder
in de vorm van hooi. Ook als groenbemester vindt het gewas
toepassing. In Suriname worden de gedroogde zaden vermengd
met rijst en vlees gegeten (moksi alesi).

Cowpeas kunnen goed groeien op een grote verscheiden-
heid van gronden, als ze maar goed gedraineerd zijn. Ze
kunnen ook goed tegen hitte en relatief droge omstandig-
heden. In Suriname wordt cowpea (pesi) geteeld op zand-
gronden of na de rijstoogst op sawahs. In het laatste geval
worden ze voor of vlak na de rijstoogst gezaaid, zodat de
planten in de eerste groeifase nog wat vocht hebben. De
teelt in het Surinaamse klimaat is tamelijk riskant door
~ de wisselvalligheid van het weer. Het risico wordt sterk

verminderd door ze op ruggen te planten. In de Wageningen-
polder zijn er veelbelovende resultaten verkregen met ge-
mechaniseerde teelt op ruggen (OSTENDORF, 1962; p. 91),

Cowpea kan beschouwd worden als een korte-dag plant.
De plant is een klimmend of halfklimmend, kruidachtig ge-
was. De bloemen openen vroeg in de morgen, slulten zich
v66r 12,00 uur en vallen dezelfde of de volgende dag af.
Twee of meer peulen worden gedragen op &é&n bloeistengel.
Het aantal zaden in de peulen kan varieren van 5 ~ 25, De
zaden verschillen in grootte, vorm en kleur. De plant kan
geoogst worden binnen 2 - 3 maanden na inzaai. Een nadeel
ig, dat de peulen meestal niet gelijktijdig afrijpen.
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4, LITERATUURQVIERZICHT BETREFFENDE DE OVERERVING VAN DE
ZAADHUIDKLBUR PN el ZAADHULIDPATROON

4.1l. INLEIDING

Over de overerving van de morfologische kenmerken van
Vigna is vri]j veel geschreven daar het gewas zich goed
leent voor onderzoek. Het is een zelfbevruchter die vri]
gemakkelijk kunstmatig te bestuiven is. Het kan gemakkelijk
geteeld worden en neemt weinig ruimte in beslag. De totale
groeiduur is ruim 2 maanden, zodat als het nodig is per Jjaar
gemakkelijk % of meer generaties kunnen worden bestudeerd.

4,2, ENKELE THEORIEEN OVER DE OVERERVING VAN ZAADHUIDKLEUR
EN ZAADHUIDPATROON

SPILLMAN (1911, in HARLAND, 1919) was &én wvan de
eerste onderzoekers die de overerving van bepaalde karakte-
ristieken en in het bijzonder van de "oog" patronen naging.
Op grond van de uitsplitsingen na kruising van "small eye”
(klein oog) en "so0lid colour" (effen) concludeerde hij dat
deze 2 typen in 2 factoren verschillen die onafhankelijk
van elkaar overerven. HiJ stelde de volgende genotypen voor:
l. effen = WWHH; 2. Watson = WWhh; 3. Holstein = wwHH en
4. klein oog = wwhh.

HARLAWD (1919, 1920, 1922) vond in geen enkel geval
zulke simpele resultaten als SPILIMAN, maar de door hem
verkregen gegevens gaven een indirecte bevestiging van
Spillman’s hypothese. Hij vond verder dat Spillman's con-
clusies niet algemeen geldig waren. Na uitgebreid onderzoek
kwam hij tot een acceptabele factoriele analyse. Zo vond
hij in 2 kruisingen tussen "Red S0lid" (effen rood) en
"Small eye" (klein oog) dat daar 3 onafhankelijk overervende
factoren een rol speelden; nl.:

W = factor voor het Watson patroon
Hy en Hp = factoren voor het Holstein patroon.

Een combinatie van W en &&n van de Holstein factoren produ-
ceert het effen type, terwijl de afwezigheid van alle 3
factoren het klein oog patroon geeft. Volgens hem zou
Spillman de effen vorm WWHjHihpohp of WWhyhyHoHp hebben ge-
bruikt. Zwarte zaadhuidkleur wordt volgens hem veroorzaakt
door de factor B die "dominant" is t.o.v. niet-zwart; N is
een factor die een geelbruine (buff) kleur produceert,
terwijl M een roodbruine (marcon) kleur verocorzaakt. Al
deze genen zouden slechts werken in asanwezigheid van een
grondfactor voor kleur R. Het door hem voorgestelde schema
van genotypen (met weglating van heterozygoten) luidt dan:

Zwart = saea
Bruin = RbNM
Bruingeel = Rblm
Bruinrood = RbnM
VJit =S I sasee



MANN (1914; in SAUNDERS, 1959) bestudeerde de kleur-
vorming in de zaadhuid en vond 2 pigmenttypen: een melanine-
achtige stof en een anthocyanine die zuur- of basisch-
reagerend kan zijn. Beide pigmenten kunnen gelijktijdig aan=
wezig 2zijn, gewoonlijk in verschillende cellen, maar soms
ook in dezelfde cel. Witte zaadhuidkleur duidt op afwezig-
heid wvan het basale melanine-achtige pigment. Bij alle
kleuringen van de palissadecellen van de zaadhuid zijn de
kleuren gesuperponeerd op de melanine onderlaag.

In 1929 werden, op een enkele uitzondering na,
Harland's bevindingen over de zaadhuidkleur bevestigd door
SPILLMAN en SANDO na een uitgebreid onderzoek., Zij voerden
een factor G in voor de verandering van Holstein vliekken in
kleine vlekjes (zie SAUNDERS, 1959). CAPINPIN (1935; in
SAUNDERS, 1959) nam een verband waar tussen bloem- en
zaadhuidkleur en dacht dat dit veroorzaakt werd door een
sterke koppeling.

SMITH (1956) bestudeerde de overerving van zwarte en
bruingele zaadhuidkleur en de zaadhuidpatronen effen,
Watson, bont en klein oog. Hij vond geen bewijs voor koppe-—
ling tussen de kleur- en patroongenen en hij stelde W voor
Watson, H voor bont, en WH voor effen verantwoordelijk.

SAUNDERS (1959) bevestigde de constitutie van gemotype
volgens Harland en gaf te kennen dal paars zaad dominant
was of epistatisch t.o0.v. alle andere kleuren en zwart
t.0.v, de andere behalve paars.

Zwart kan van elke genische compositie zijn zolang
het gen voor zwart, B, en het basiskleurgen, waarschijnlijk
R (= het gen voor rode zaadhuid), aanwezig zijn. De resul-
taten van zijn onderzoekingen maakten het waarschijnlijk
dat de genetische basis voor de effen kleuren van de
zaadhuid aldus is:

paars = BP aees
zwart = BpB Jaa.
bruin = RpbNM
bruingeel = RpblNm
roodbruin = RpbnM
rood = Rpbnm
Wit = T sene

Er werden geen aanwijzingen gevonden dat er koppeling
bestaat tussen de verschillende kleurgenen bij de effen
typen.

" Het pigment in "bruin gevlekt" leek te verschillen van
dat in de effen kleuren. Deze vlekking kan gesuperponeerd
zijn op een bruingele of bruinrode zaadhuid. Het gen wvoor
vlekken V, dacht hij gekoppeld met N te zijn. Fijne stip-
pels, die een grijzig voorkomen geven en grotere spikkels
komen alleen in zwart voor. Zij kunnen allebel gesuper-
poneerd zijn over gevlekt, bruin, bruingeel, roocdbruin en
rood effen kleuren. De kleurtekening van het ras Victor
is toe te schrijven asan de aanwezigheid van zowel gevlekt
als grijs in de zaadhuid. Spikkels zijn erg variabel van
vorm en grootte, niet alleen tussen zaden van verschillende
peulen van verschillende planten, maar ook bilj zaden uit
een peul of zelfs op &&n zaad (SAUNDERS, 1959).



-9 -

Volgens SAUNDERS (1959), zijn de zaadhuidpatronen
Watson, Holstein (bont), cog en hilum-ring het resultaat
van complementaire werking van % hoofdgenen welke ook de
bloemkleur bepalen. Zaadhuidpatronen en bloemkleur resul-
teren volgens deze auteur uit de multipele effecten van
bepaalde genen. Volgens hem hebben planten met effen of met
Watson zaadpatronen donkerviolette bloemen, die met bonte
of oog-zaadpatronen licht violette bloemen, die met hilume-
ring zaden heel licht paars getinte bloemen en die met
witte zaden ook witte bloemen.

Hij suggereerde het volgende schema:

Effen = WHO
Watson = Who
Bont = wHQ
Klein oog = whO

Hilum-ring WHo, ¥ho, wHo en who.

5. ONDERZOFE OP HET CELOS

5.1. INLEIDING EN PROBLEEMSTELLING

Uit de kunstmatige bestuivingen tussen African Red
(effen rood) en Blackeye (zwart klein oog) uitgevoerd door
Mej. M.F. Vis in 1969 werden effen zwarte zaden verkregen.
Daarnaast werden ook "spontaan" ontstane zwarte zaden ge-
vonden bij Blackeye ouderplanten in een onderzoek naar
natuurlijke bastaarding bij Vigna unguiculata (project 69/7,
zie CELOS Kwartaalverslagen 9 t/m 12).

Deze zwarte Iqj-zaden werden uitgezaaid door Mevr,

S.B. Hofstede-van der Meer en gaven in de Fp een brede uit-
splitsing voor verschillende eigenschappen, zoals bloem~
kleur, bloemgrootte, bloemsteellengte, zaadhuidkleur enz.
Er werden naast de oudertypen en het Fi~type ook andere
zaadhuidkleuren en -patronen gevonden., Hieruit werd afge-
leid dat zaadhuidkleur niet monofactorieel overerft. De
lijnen verkregen van zwarte zaden uit het Blackeye ouder-
materiaal splitsten ook in diverse zaadhuidkleuren en zaad-
huidpatronen uit. Wel leek het onwaarschijnlijk dat deze
zwarte zaden uit kruisingen van Blackeye met African Red
voortgekomen waren, wegens het volledig ontbreken van de
zaadhuidkleur rood.

Aan de hand van de uitsplitsingen in de Fp en de F3
en door vergelijking met de literatuurgegevens wordt ge-
tracht de zaadhuidkleurovererving te analyseren en het
gantal in het betrokken materiaal werkzame kleur- en patroon-
factoren te bepalen.



5.2. METHODIEK

De indeling naar oogomvang en zaadhuidtekening werd
in eerste instantie gebaseerd op die van Spillman (in:
HARTLAND, 1919). Maar er werden enige graduele verschillen
gevonden in de zaadhuidtekening in het eigen materiaal, die
niet door Spillman worden genoemd, Daarvoor werd een verdere
onderverdeling gemaakt binnen enkele van de hoofdtypen
(zie foto's en beschrijving zaadhuidtypen sub 5.4).

De twee onder 5.1 beschreven typen zwarte zaden (Fp)
werden op 1 augustus 1969 uitgezaald op vlakke bedden in
verband 30 x 30 cm. Van het type "spontaan" zwart zaad
waren 17 Fo lijnen aanwezig, van het door legitieme krui-
sing verkregen type 14, Vooral de laatste 1ijnen waren van
geringe omvang, omdat de in de kas in potten geteelde F1's
in het algemeen weinig zaden hadden geproduceerd.

In de generatieve fase werd van alle bloemen naast
de datum van bloeibegin, de bloemkleur en de bloemsteel-
lengte (welke in dit verslag niet aan de orde komen), een
aantal zaadhuidkenmerken geregistreerd: kleur van de zaad-
huid, ocogkleur, oogomvang, zaadhuidtekening en zaadgrootte
en -voImn,. N

Uit het verkregen F2 materiaal werd een selectie ge-
maakt, waarin alle voorkomende zaadhuidtypen waren ver-
tegenwoordigd. De selectielijnen werden nauwkeurig beschre-
ven en begin augustus 1970 uitgezaaid. Omvangrijke lijnen
kwamen op het veld in verband 30 x 30 cm met om de drie
bedden een 1 meter breed tussenpad om het waarnemen en
cogsten te vergemakkelijken. Kleine lijnen werden in
potten gezaaid en op tafels in de kas geplaatst.

Aan de bloeiende planten werd weer de datum van
eerste bloeli en de bloemkleur bepaald., Hiertoe werd aan
een stengel van elke plant een koordje bevestigd waarvan
de kleur met een bepaalde bloemkleurtype correspondeerde.
Na rijping werden de planten individueel geoogst en de
peulen met het kleur-koordje in een zak geborgen. Op de
zakken werd het nummer van de Fz-lijn, het plantnummer, de
inzaaidatum en de oogstdatum genoteerd. De peulen werden
&&n voor &&n gedopt en incidentele peulen met anders-
kleurige zaden werden verwlijderd. Vervolgens werden de zaad-
huidkleur en zaadhuidtekening bepaald en op voorgestencilde
waarnemingslijsten ingevuld. Zaadgrootte en -vorm werden
wegens tijdgebrek niet geregistreerd.

5¢%. RESULTATEN VAN UITSPLITSING

Precies © weken na zaai van de Fz-lijnen werd de
eerste bloei waargenomen en kon met de bloemkleurbepalingen
begonnen worden. Er werd getracht een onderscheid te maken
tussen lichte en donkere bloemkleur en wit met een zeer
licht paarse tint. Volledig witte bloemen werden niet ge-
vonden, wel bloemen met een volledig witte vlag en licht-
getinte zwaarden. Later bleek echter dat ook op de viag
wat kleur aanwezipg was als streepjes of als vlekjes. Ook
in het "licht" en "donker" werden er schakeringen van
violet gevonden, zoals roodachtig of blauwachtig. De be-
paling was hierdoor vrij moeilijk temeer omdat de bloem-
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kleur van een plant zich in de loop van de bloeitijd soms
wijzigde. Er werd daarom besloten om een analyse van de
bloemkleur hier achterwege te laten en voor een later
stadium te bewaren. De laatste kleurbepaling werd op 29
ocktober gedaan.

Met de oogst werd begonnen op 15 oktober en de
laatste planten werden op 14 november binnengehaald.

In tabel 1 zijn de aantallen uitgezaaide Fz-lijnen
van verschillende typen weergegeven.

De resultaten van de Fp en Fz waarnemingen zijn samen-
gevat in de tabellen 2 t/m 4. Hierin zijn de lijnen voor-
afgegaan door I t/m IV afkomstig van "spontane zaden", die
voorafgegaan door V t/m VIII van kruisingen tussen African
Red en Blackeye.

Tabel 1. Overzicht van de aantallen uitgezaaide Fz-lijnen

zaadhuidtype aantal ultgezaglde F5-113ne%“m
uit zwart | uit "spontaan”
kruisingszaad zwart zaad
Effen zwart 5 4
Zwart bont 7 6
Zwart groot oog 5 2
Zwart middel oog 2 3
Zwart Xlein oog 3 4
Doorgelopen zwart oog 8 8
(Watson) |
Effen bruin 4 4
Bruin bont 3 4
Bruin groot oog 2 -
Bruin middel oog 3 >
Bruin klein oog 1 1
Doorgelopen bruin oog 5 5
(Watson)
Effen rood 4 -
Rood groot ocog 1 -
Doorgelopen rood oog 2 -
(Watson) ’
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Foto 1. Zaadhuidkleuren
bij Vigna unguiculata:
zwart, bruin en rood.

Toto 2. Bonte zaadhuid-
patronen: zwart opper-
viak < 50%, ongeveer
50%, > 50%.

Foto 3. Zwarte oog-
patronen: klein oocg,

middelgroot oog, groot
008
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5.4, BESCHRIJVING VAN DE VERKREGEN ZAADHUIDTYPEN

Lo

2e

Se

S

7

8.

%

Effen zwart (zie foto 1)

In dit type komt er behalve voor vorm en grootte
van het zaad eigenlijk geen variatie voor. Alle zaden.
zijn intens zwart gekleurd. Soms worden "gemarmerde"
zaden aangetroffen, waar het zwart pleksgewijs ver-
dwenen is, vermoedelijk door mechanische beschadiging
pperviakkige aantasting door parasieten).

Effen bruin (zie foto 1)

Er werd enige variabiliteit van kleur gevonden
binnen en tussen lijnen. Onderscheiden werden o.a.
flets beige bruin (I1I-3%6-17), bruin (I-31-19,
III=%6-34), flets roodbruin (VIII-12~13), vele tinten
van paarsbruin via bruin naar grijzig bruin (VI-11-9).

Effen rood (zie foto 1)
Kleurvariatie werd nauwelijks gevonden.
Zwart bont (zie foto 2)

Dit type vertoont grote variatie en er zijn geen
duidelijke grenzen aan te geven. Naar toenemend egaal
zwart oppervlak werden de volgende typen onderscheiden:
-~ zwart oppervlak < 50%

- zwart oppervlak + 50%

- zwart oppervlak 5 50%

Echter werden ook grote wverschillen in vorm, aantal en
grootte van de kleurvlekken op het witte deel van de
zaadhuid gevonden.,

Bruin bont

Dezelfde variatie als biJ zwart bont werd hier
aangetroffen. Opgemerkt moet worden dat ook binnen een
1ijn of plant verschillen voorkwamen.

Rood bont
Hier geldt het onder 4 en 5 gezegde.
Zwart groot oog (zie foto 3)

Dit type vertoont een grote zwarte vlek rond de
navel welke aan de onderzijde onregelmatig begrensd
is. Vele zaden vertonen daarnaast speldeknopvormige
vliekjes op de zaadhuid. Vri] grote variatie in aantal,
grootte en vorm van de spikkels werd waargenomen.

Bruin groot cog

Deze bruine pendant van 7 heeft i.h.a. een wat
kleiner oog dan deze, terwijl ook de spikkeling
rmeestal minder uitgesproken is.

Rood grooct oog

Oog en spikkeling komen volledig met die wvan
zwart groot oog overeen.







