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Keimrate zur Bestimmung der Fitness von Dactylorhiza majalis — Ber. Arbeitskrs. Heim. Orchid. 37
(1): 30-40.

Im Rahmen von Artenschutzbemiihungen spielt insbesondere fiir kleine Populationen die Fahigkeit der
Samen zur Keimung zu gelangen eine wichtige Rolle. Die Bestimmung der Keimrate kann helfen, die
Fitness einer Population und damit das Aussterberisiko einzuschdtzen. Fiir die gefihrdete und einen
andauernd negativen Bestandstrend aufweisende heimische Orchideenart Dactylorhiza majalis wurden
als Grundlage fiir weiterfithrende Keimversuche drei Nahrmedien und zwei Beleuchtungsvarianten auf
ihre Eignung zur Keimratenbestimmung getestet. Die Verwendung von Wasser-Agar-Agar in Kombina-
tion mit einer zehntdgigen Initialbeleuchtung erwies sich als besonders geeignet, ein frithes Stadium der
Keimung zu erreichen und damit die Keimrate von D. majalis zu bestimmen.

Germination ability is important for species of conservation concern that have small population sizes.
The determination of germination rate can help to assess population fitness and thus the extinction risk.
We performed a germination experiment using three different nutrient media and two different lighting
conditions as a basis for further experiments on Dactylorhiza majalis, an endangered terrestrial orchid
species with declining population trend. Best result was achieved by using water agar in combination
with a ten day initial lighting.
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1 Einleitung

Nach erheblichen Bestandseinbulien
ist Dactylorhiza majalis (Breitblattrige
Fingerwurz) zwar auch heute noch
gemeinsam mit Dactylorhiza fuchsii
(Fuchssche Fingerwurz) die am wei-
testen verbreitete Orchideenart der
feuchten bis nassen Standorte (BfN
2013). Der Handlungsbedarf fiir diese
Art, fir deren Erhaltung Deutschland
aus globaler Perspektive in hohem Mal3
verantwortlich ist (LupwiG et al. 2007,
BfN 2019), wichst jedoch zunehmend.
D. majalis ist auf allen Roten Listen der
Bundeslénder vermerkt. Teilweise wurde
die Art dort bereits in die Kategorie 2
(stark geféhrdet) eingestuft. Beispielhaft
fiir den Zustand konnten jlingst im Siid-

2 Material und Methoden

harz neben dem kompletten Verlust von
nahezu der Hilfte der Fundpunkte auch
vielfach abnehmende Individuenzahlen
beobachtet werden (DuULLAU et al. 2019).
Verbunden mit schrumpfenden Populati-
onen oder einer zunehmenden Isolierung
stellt sich immer die Frage nach der
Fitness der verbliebenden Vorkommen.
Die Bestimmung der Keimrate ist dafiir
ein geeigneter Parameter und wird viel-
fach angewendet (z.B. BRUNZEL 2010,
STEINER 2011). Als vorbereitende Unter-
suchung fiir einen grof3 angelegten Keim-
test in Petrischalen wurden verschiedene
Niahrmedien und Lichtverhdltnisse auf
ihre Eignung hin untersucht.

2.1 Sammeln und Lagerung der Samen

Die verwendeten Samen stammen aus
einem der drei letzten groen Dactylo-
rhiza majalis-Vorkommen (> 2000 Indi-
viduen) des Biosphérenreservats Karst-
landschaft Siidharz. Die Samenkapseln

wurden im Juli 2018 von 23 Individuen
geerntet, getrocknet und anschlieBend
3 Monate bei 8° C dunkel gelagert. Die
Samen der einzelnen Individuen wurden
zu einer Mischprobe zusammengefiihrt.

2.2 Auswahl und Anlage der Nihrmedien

Es konnten fiir die Gattung Dactylorhi-
za zwei geeignete und im Handel erhalt-
liche Nahrmedien recherchiert werden.
TGZ-N (von E. LUCKE 0.J., iiber Rollke-
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Orchideen) und BM-1 (auf Hinweis von
J. Ponert). Als drittes Medium wurde
Wasser-Agar-Agar (8 % w/v) ohne Zuga-
be weiterer Ndhrstoffe auf seine Eignung
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getestet (Agar-Agar Kobe I, Carl Roth
GmbH). Ponerr et al. (2011) verwen-
deten fiir Dactylorhiza-Keimversuche
das Medium Michl-15, das jedoch nicht
kauflich zu erwerben war und deswegen
nicht mit in den Versuch aufgenommen
wurde. Die Rezepturen konnen Tab. 1

entnommen werden. Die Medien wurden
jeweils mit bidestilliertem Wasser und
8 % Agar-Agar (w/v, bis auf TGZ-N)
angesetzt, autoklaviert und nach Mes-
sung des pH-Wertes (5,75 + 0,5) auf
Petrischalen verteilt.

Tab. 1: Rezepturen der Ndhrmedien. Michl-15 wurde nicht verwendet.

g/l Inhaltsstoff TGZ-N BM-1 Wasser- Michl-15
(nach Lucke | (Van Waes | Agar-Agar | (Michl 1988,
0.J.) etal. 1986) | (Kobe I-Carl | veriind. von
Roth) Ponert 2009)
Nihrstoffe KH>PO, 0,25 0,3 0,216
KCl 0,150
MgSO4*7H,0 0,246
MgSO, 0,12 0,1
CaCly 0,022
CaS04 0,1
Fe-Chelat 0,05
NHiNO; 0,18
Borsiure 0,01
Kobaldchlorid*6H-O 0,000025
Kupfersulfat*SH.O 0,000025
Na; EDTA*2H,0 0,03725
Eisensulfat*7H,0 0,02785
Mangansulfat*2H,0 0,025
Molybdiinsiure*2H>O 0,00025
Zinksulfat*7H,0O 0,01
Organische Caseinhydrolysat/ Pepton 0,5 0,5 0,5
Bestandteile Hefeextrakt 0,5 0,5
Vitamine Thiamin 0,0005 0,001
(HCI)
Pyridoxin 0,0005 0,001
(HCI)
Nikotinamid 0,001
D-Biotin 0,00005
myo-Inositol 0,1
Folsiure 0,0005
Nikotinsiure 0,005
Aminoséduren L-Glutamin 0,1
Glycin 0,002
Andere Zitronensiure 0,192
organische
Bestandteile
Zucker Sucrose 10 20 10
Sonstige Aktivkohle 1.3 1.2
Agar-Agar 6,5 8,0 8.0 8.0
pH 5,75+05 5,75+05 5,75+05 5.8
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2.3 Herstellung einer 5 % Calciumhypochlorit-Lésung mit pH 11,4 (+ 0,1)

Fiir die Herstellung der Bleichlauge
zur Oberflachensterilisierung der Samen
wurden 16 g Ca(OCI)2 Granulat (Carl
Roth, > 65 % Aktivchlorgehalt) in 100
ml sterilem destilliertem Wasser geldst.
Nach 15 bis 20 Minuten Riihren wurde
die Losung, um diese zu klédren, zentri-
fugiert und durch Filterpapier gefiltert.
Uber iodometrische Titration wurde ein
Gehalt von 10 % an aktivem Chlor ermit-
telt. Durch 1:1 Verdiinnung (100 ml 10 %

Bleichlauge + 100 ml autoklaviertes de-
ionisiertes Wasser) wurde die benotigte
5 % Ca(OCl)2 -Losung hergestellt (pH
11,4 £ 0,1, s. PONERT et al. 2011). Die
zur Oberflachensterilisierung von Orchi-
deensamen ebenfalls hdufig verwendete
Natriumhypochlorit-Losung scheint fiir
Dactyloriza majalis ungeeignet zu sein,
da PONERT et al. (2011) damit nur sehr
geringe Keimraten erzielen konnten.

2.4 Oberflichensterilisation der Samen und Auslegen auf die Nihrmedien

Um Verunreinigungen mit Pilzen, Bak-
terien oder anderen Mikroorganismen zu
vermeiden, ist eine Oberflachensterilisie-
rung der Samen vor dem Aufbringen auf
die Ndhrmedien unerlésslich. Aulerdem
wird durch eine Hypochlorit-Behandlung
die Keimung terrestrischer europdischer
Orchideen bei Aussaaten deutlich ge-
fordert (z.B. Brechen der Keimruhe,
WEINERT 1992). Die Sterilisierung
erfolgte nach der Methode von PONERT
et al. (2011) in mehreren Schritten
mittels Einwegspritzen auf einer Steril-
werkbank. Dabei wurde zwischen die
Spritze und die Kaniile (1.2 mm @) ein
feinmaschiges Nylongewebe als Filter
gesetzt. Darauthin wurde die Spritze
mit Hilfe eines gefalteten Papieres mit
Dactylohiza-Samen befiillt. Im ersten
Sterilisierungs-Schritt wurde tiber die
Kaniile eine 70 %ige (v/v) Ethanol-L&-
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sung so in die mit Samen befiillte Spritze
gezogen, dass moglichst keine Luft mit
hineingelangte und die Samen vom Al-
kohol umschlossen waren. Nach zwei
Minuten wurde der Alkohol vorsichtig
ausgespritzt, ohne dabei die Samen am
Spritzenende zu zerdriicken. Es folgten
drei Spiilgdnge mit autoklaviertem de-
ionisiertem Wasser. Anschlielend wurde
die 5 % Calciumhypochlorit-Losung,
ebenfalls luftblasenfrei, aufgezogen und
nach zehn Minuten wieder ausgegeben.
Es folgten erneut drei Spiilungen mit
autoklaviertem deionisiertem Wasser.
Abschlieend wurde erneut ein wenig
(ca. 2 ml) autoklaviertes Wasser in die
Spritze aufgezogen, die Kantile und das
Nylongewebe entfernt und die Samen
portionsweise (ohne Kaniile) auf die
Platten gespiilt. Dabei reichten wenige
Tropfen der im Wasser geldsten Samen
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Abb. 1: Samen und Samenkapsel von D. majalis [H. HENSEN].

Abb. 2: Oberflachensterilisation der Samen nach PONERT et al. (2011) [H. HENSEN].
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aus, um eine ausreichende Anzahl an
Samen auf die Petrischalen zu spiilen
(> 100 Samen pro Petrischale). Es erwies
sich dabei als giinstig, die Spritzendft-
nung nach oben zu halten, da die Samen
in der Spritze nach oben aufstiegen,
und vorsichtig solange mit dem Finger
dagegen zu schnipsen, bis ein kleiner Sa-
menklumpen bis zum Auslauf der Spritze
aufgestiegen war, welcher dann auf die
Petrischale gegeben werden konnte.

Die Petrischalen wurden anschlie3end
beschriftet und mit Parafilm verschlos-
sen. Fiir jedes Ndhrmedium wurden
sechs technische Replikate angefertigt,
welche anschliefend zu gleichen Teilen
in die zwei Beleuchtungsvarianten auf-
geteilt wurden. Die Petrischalen wurden
invertiert im Keimschrank gelagert, um
eine Austrocknung der Oberfldchen der
Néhrmedien zu verhindern.

2.5 Beleuchtung und Temperatur im Keimschrank

Es wurden zwei Beleuchtungsvarianten
getestet. Zum einen werden Dactylo-
rhiza-Arten vielfach als Dunkelkeimer
bezeichnet (SEATON et al. 2011). Zum
anderen konnte RASMUSSEN et al. (1990)
fiir D. majalis hohere Keimraten mittels
einer zehn bis 14 tigigen Initialbeleuch-
tung mit weilem Licht in 16 stiindigen
Photoperioden mit anschlieBender kon-
stanter Lagerung in Dunkelheit erzielen.
Um beide Beleuchtungs-Varianten zu
testen, wurden von jedem Né&hrmedi-

um drei Petrischalen in Alufolie ein-
geschlagen (dunkel) und drei weitere
Petrischalen iiber die Dauer von zehn
Tagen jeweils 16 h mit weilem Licht
beleuchtet. Der verwendete Keimschrank
RuMed verfiigt tiber jeweils zwei mal
vier Leuchtstoffrohren, die Beleuch-
tungsstirke betrug 10.000 Lux. Die
Temperatur des Keimschrankes wurde
auf konstant 23° C (+ 1° C) eingestellt.
Nach einer zehntdgigen Beleuchtung
wurde das Licht ausgeschaltet.

2.6 Auszihlung und Ermittlung der Keimrate

Nach 42 Tagen im Keimschrank (s.
RASMUSSEN et al. 1990) erfolgte die
Auszédhlung unter dem Stereomikroskop
(Euromex NexiusZoom, 10x Vergrdf.).
Dafiir wurde ein Gittermuster mit 32
Quadranten unter die Petrischalen gelegt,
in jedem Quadranten alle gekeimten so-
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wie nichtgekeimten Samen gezdhlt und
anschlieend die prozentuale Keimrate
berechnet. Die Kriterien fiir eine erfolg-
reiche Keimung waren eine aufgeplatzte
Testa und das Vorhandensein von Rhizo-
iden (vgl. RASMUSSEN et al. 1990).
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ADbb. 4: Samen von D. majalis nach 42 Tagen im Keimschrank [H. HENSEN].

36 Ber. Arbeitskrs. Heim. Orchid. 37 (1): 2020



Tab. 2: Ubersicht iiber die Versuchsvarianten und Anzahl der Wiederholungen.

Variante BM-1 TGZ-N Wasser Agar-Agar
Licht 3 3 3
Dunkel 3 3 3

3 Ergebnisse

Auf allen Ndhrmedien, mit und ohne
Initialbeleuchtung, wurde eine erfolg-
reiche Keimung der Samen festgestellt.
Die ermittelten Keimraten wiesen dabei
eine erhebliche Spannweite auf. Die
hochsten Werte wurden jeweils mit und
ohne Initialbeleuchtung auf Wasser-
Agar-Agar erreicht (42,69 % bzw.
39,41 %). Die zweithochsten Keimraten

erzielten die BM-1-Varianten (39,10 %
mit Initialbeleuchtung; 28,07 % ohne In-
itialbeleuchtung). Die niedrigsten Werte
zeigten die TGZ-N-Varianten, wobei hier
die Variante mit Initialbeleuchtung die
niedrigere Keimrate erzielte (15,47 %
mit Initialbeleuchtung; 19,45 % ohne
Initialbeleuchtung).

Tab. 3: Mittlere Keimrate von Dactylorhiza majalis unter Verwendung verschiedener Nédhrmedien und

Lichtverhaltnisse.
Variante BM-1 TGZ-N Wasser-Agar-Agar
Licht (n = 3) 39,10 % + 2,89 15,47 % + 1,42 42,69 % + 1,63
Dunkel (n = 3) 28,07 % £ 5,49 19,45 % + 2,29 35,57 %+ 1,20

4 Diskussion

4.1 Einfluss des Nahrmediums auf die Keimrate

Aufallen Nahrmedien wurde Keimung
von Dactylorhiza majalis beobachtet.
Dabei schnitten die Medien Wasser-
Agar-Agar und BM-1 im Vergleich
zu TGZ-N mit vergleichsweise hohen
Keimraten deutlich besser ab. Das Er-
gebnis zeigt, dass Dactylorhiza majalis
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bis zu diesem sehr frithen Stadium der
Keimung fast keine Néhrstoffe bend-
tigt, da eine Kombination aus Wasser
und Agar-Agar ausreichte, um die
hochsten Keimraten zu erzielen. Fiir die
ausschlieBliche Ermittlung der Keim-
rate nach dieser Methodik ist es daher
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nicht notwendig fertige Nahrmedien zu
erwerben. Ein Nachteil der kostengiin-
stigen Wasser-Agar-Agar-Variante ist,
dass sich die Samen nicht gut iiber den
Versuch zur Ermittlung der Keimrate
hinaus weiterverwenden lassen. Ein
erneutes Ansetzen und das Umsetzen
der Samen auf ein Ndhrmedium mit
Néhrstoffen wéren notwendig, um spi-
tere Entwicklungsstadien zu erreichen.
Sollen die gekeimten Samen fiir Anzucht
verwendet werden, ist zu empfehlen von
Beginn an auf ein anderes Néhrmedium

zuriickgreifen. BM-1 wiirde sich dafiir
mit den zweithochsten Keimraten gut
eignen. TGZ-N besall zwar die nied-
rigsten Keimraten im frithen Stadium
der Keimung, jedoch entwickelten sich
die Protokorme und Sprosslinge in den
Petrischalen im Anschluss an den Keim-
versuch sehr gut, daher scheint es zwar
fiir die Bestimmung der Keimraten im
Rahmen von Untersuchungen zur Fitness
eher nicht das geeignete Nahrmedium zu
sein, fur die Aufzucht von D. majalis ist
es dennoch empfehlenswert.

4.1 Einfluss von Beleuchtung auf die Keimrate

Wie bereits durch RASMUSSEN et al.
(1990) fiir die symbiotische Keimung
dokumentiert, wurde im Rahmen dieses
asymbiotischen Versuches bei Wasser-
Agar-Agar und BM-1 durch eine zehnté-
gige Initialbeleuchtung mit weilem Licht
ebenfalls eine Erhohung der Keimrate
erreicht. Die Empfehlung, die Gattung

5 Fazit

Dactylorhiza in Dunkelheit zur Keimung
zu bringen (LUCKE 1975, SEATON et al.
2011), kann daher fiir D. majalis auch
unter asymbiotischen Bedingungen nicht
unterstiitzt werden. Warum es sich bei
dem Ndhrmedium TGZ-N nicht ebenso
verhielt, bleibt offen.

Bei allen Versuchsvarianten konnte
nach 42 Tagen im Keimschrank ein
frithes Stadium der Keimung von
Dactylorhiza majalis erreicht werden.
Die hochste Keimrate wurde nach
einer zehntidgigen Initialbeleuchtung
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auf Wasser-Agar-Agar erzielt. Die
angewendete Methode ist daher im
Vergleich am besten geeignet, um die
Keimrate als Parameter fiir die Fitness
Zu bestimmen.
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