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Versuche zur symbiotischen Samenkeimung europäischer Erd- 
orchideen unter besonderer Berücksichtigung von Listera ovata 

Summary: From young roots of Listeraovata(L.) R. Br. a mycelium could be isolated that seems to be a compatible endophyte 
of this orchid. The isolateonly stimulated seed germination of Listeraovata (L.) R. Br.; seeds of Epipactis helleborine (L.) Cr. and 
Orchismilitaris L. from the Same natural habitat were not infected. Funaal arowth and mvcorrhizal infection de~ended On the - 
nitrogen and carbon nutrition. Nitrate and organic nitrogen compounds as, for example, amino acids supported good growth of 
the funaus and caused a hiah infection rate, whereas ammonium salts depressed fungal growth and inhibited mycorrhizal in- . . 
fection. Cellulose was found to be the best carbon source. Physical and chemical data of soil from the natural habitat indicate 
that a high level of Ca*+-ions, but very low nitrate concentrations are required for the establishment of a well-balanced mycorr- 
hiza. Degradation products of organic material in the soil seem to be the main nitrogen source for the fungus. 

Einleitung 

In den letzten Jahren ist die Forschung auf dem Gebiet der symbiotischen Orchideenanzucht 
wieder etwas in den Vordergrund gerückt. Die Arbeiten von SElTZ (1980), BORRIS & VOlGT 
(1983) und CLEMENTS, MUlR & CRIBB (1985) beschreiben ebenso wie die Untersuchungen 
vieler anderer Autoren die Erfolge, aber auch die Probleme und Mißerfolge bei den Versuchen, 
auf Agarmedien oder natürlichen Substraten eine Symbiose zwischen Orchidee und Pilz zu 
etablieren. Eine praktische Perspektive symbiotischer Keimungsversuche ist die Möglichkeit, 
robuste Pflanzen heranzuziehen, die an natürlichen Standorten überleben können. Bereits die 
Versuchevon BURGEFF (1936) haben gezeigt, daß dies prinzipiell möglich ist. Durch erfolgrei- 
che Zucht der Erdorchideen im Gewächshaus böte sich ferner eine Chance, die leider immer 
noch häufigen „Ausgrabungenn wenigstens etwas einzudämmen. 
Die mikroskopisch kleinen Samen der Orchideen besitzen nur unzureichende Vorräte an Re- 
servestoffen, so daß eine Keimung ohne externe Nährstoffzufuhr nicht möglich ist. In der Natur 
keimen die Samen daher mit Hilfe eines kompatiblen endophytischen Pilzes, der den Orchi- 
deenembryo und später die Wurzeln junger oder adulter Pflanzen infiziert. Die Infektion führt in 
der Regel zur Ausbildung einer Mykorrhiza, erkennbar an der Vergrößerung und Vermehrung 
der embryonalen Zellen bzw. an der Wachstumsstimulation des Orchideenprotokorms. Die 
Versorgung der Pflanze mit Kohlenhydraten und Mineralstoffen ist somit zunächst einmal si- 
chergestellt. 
Die Balancezwischen Symbiose und Parasitismus ist jedoch in hohem Maß von den am Stand- 
ort vorherrschenden Nährstoffverhältnissen abhängig. In Laborversuchen förderten z. B. Zel- 
lulose (HADLEY 1969) oder niedrige Konzentrationen an Glukose (HARVAIS & HADLEY 
1967) die Ausbildungeinessymbiotischen Gleichgewichts, während hohe Zuckerkonzentratio- 
nen schnell zu parasitischem Verhalten des Endophyten führten. 
Die Mykorrhizapilze grüner Orchideen werden der sehr komplexen Formgattung Rhizoctonia 
zugeordnet. Es handelt sich hierbei um Sterilmyzelien, unter denen auch z. T. ökonomisch be- 
deutsame Nutzpflanzenpathogene (z. B. Rhizoctonia solanq anzutreffen sind. Wenn es ge- 
lingt, bei den Rhizoctonien die Ausbildung ihrer Fruchtform zu induzieren, lassen sich die 
Myzelien meist als Vertreter der Basidiomyceten-Gattungen Tulasnella, Sebacina, Tanatepho- 
rus und Ceratobasidium identifizieren (WARCUP &TALBOT 1967 U. 1971). 

Isolierung eines Wurzelpilzes 

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen ist die rhizombildende Erdorchidee Listera 
ovata (L.) R. Br., über deren Keimungsmodus und Sämlingsentwicklung nur sehr wenig be- 



kannt ist. Da die Pflanze offenbar lediglich im Jugendstadium in direkter Verbindung mit ihrem 
Endophyten steht, erweist sich die Pilzisolierung als problematisch. Sobald diese Orchidee ih- 
ren Kohlenhydratbedarf durch eigene Photosyntheseleistung decken kann, lassen sich im 
Wurzelgewebe kaum noch Pilzhyphen finden (BEYRLE, PENNIGSFELD, HOCK 1985). 
Im Laufe meiner Untersuchungen hat sich ein Verfahren zur Pilzisolierung bewährt, bei dem 
unter sterilen Bedingungen ein Wurzelmazerat hergestellt und in 45" C-warmen Nähragar ein- 
gerührt wird. Auf diese Weise wird das gesamte Wurzelgewebe erfaßt, was bei Orchideen mit 
geringem Verpilzungsgrad vorteilhaft ist. Ferner kann die Pilzentwicklung gut mikroskopisch 
beobachtet und eine mögliche Kontamination durch Bakterien oder Fremdpilze rechtzeitig eli- 
miniert werden. Mit diesem Verfahren konnte ich ein Myzel isolieren, das unter geeigneten Er- 
nährungsbedingungen Listera-Samen infiziert, ohne den Embryo abzutöten (Abb. 1 U. 2). 

Abb. 1 : Wurzelpilz aus Listera ovata (L.) R. Br. Spira- Abb. 2: Chlamydosporen des Wurzelpilzes bei Liste- 
lenförmig zusammengerollte Hyphen auf Regen- ra ovata. Die Chlamydosporen oder Monilien entste- 
wasseragar (Vergr. 400 X). hen als Knospen oder Ausstülpungen bereits 

bestehender Hyphenzellen (Vergr. 400 X). 

Einfluß des Pilzwachstums auf die Infektionsrate 

Für eine effektive lnfektionsrate ist eszweckmäßig, daß ein Keimungspilz eine große Fläche be- 
siedelt und somit eine beträchtliche Menae an Orchideensamen erreicht. Schon BURGEFF 
(1936) wies auf die hohe wahrschein1ichk;eit hin, daß die Erdorchidee in humösem, nährsalz- 
armen Substrat von einem weit ausgedehnten, aus fusionierenden Hyphen bestehenden Netz- 
werk umgeben ist. Dadurch werden dem Pilz ständig Nährstoffe geliefert, die der Orchidee bei 
der Pilzverdauung zugute kommen. Ein nährsalzreiches Medium mit hoher Stickstoffkonzen- 
tration wirkt auf Orchideensamen auch in asymbiotischen Anzuchtversuchen keimungshem- 
mend (DIJK 1988). 
Obwohl es nun beim Wurzelpilz von Listera ovata (L.) R. Br. hinsichtlich der Verwertung ver- 
schiedener Stickstoffquellen z. T. erhebliche Unterschiede gibt, führt eine Konzentrations- 
erhöhung stets zu vermehrter Bildung von Luftmyzel. Der auf nährsalzreichen Medien 
wachsende Endophyt zeigte immer dieTendenz, die Samen zu überwuchern. In einigen Fällen 
wurden die Embryonen ausgehöhlt und gingen zugrunde. Sowohl hohe Stickstoff- als auch 
Kohlenhydratkonzentrationen hatten überdies keinen signifikanten Flächenzuwachs zur Fol- 
ge; sie führten in manchen Fällen sogar zu Flächenreduktion. 

Für die Untersuchungen zur Verwertbarkeit verschiedener Stickstoffquellen wurde ein Basis- 
medium mit unterschiedlichen Stickstofflieferanten angereichert: 



Basismedium (nach BEYRLE 1988) 

KHzP04 80 mg 
KCI 160 mg 
MgS04 X 7 H20 80 mg 
Fe-EDTA 25 mg 
lösliche Stärke 10 g 
Agar-Agar 10 g 

pH-Wert 5 3  

Stickstoffquellen 

anorganisch: Ca(N03)~ X 4Hz0 
NH4N03 
(NH4)zS04 

organisch: Pepton 
Caseinhydrolysat 
Asparagin 
Na-Ribonukleinat 

In allen Versuchen wurde die Pilzfläche regelmäßig mit einem Morphometriegerät (Kontron 
MOP AM0 2) gemessen, bis der Ansatz mit dem schnellsten Flächenwachstum den Pertischa- 
lenrand erreicht hatte (Abb. 4 U. 5). Das geringe Pilzwachstum auf Nährböden mit Ammonium- 
sulfat geht z. T. auf das Absinken des pH-Wertes im Kultuweriauf zurück, ist jedoch damit 
allein nicht zu erklären, denn auch eine Pufferuna des Mediums mit 10/0 CaC03 (SHERWOOD 
1970) brachte keine wesentliche Steigerung derhuchs~eistun~ (Abb. 3 und 4)' 
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Abb. 3: Wachstumskinetik des Listera-Pilzes. Die 
Wachstumskinetiken zeigen die unterschiedliche 
Verwertbarkeit verschiedener Stickstoffquellen bei 
gleicher Konzentration (Mittelwerte aus drei Paral- 
lelansätzen). 

Abb. 4: Flächenwachstum des Wurzelpilzes in Ab- 
hängigkeit von der Stickstoffquelle. Der Stickstoff- 
gehalt entspricht in allen Ansätzen 10 mgll. 
Kulturdauer: 11 Tage; Mittelwerte aus drei Parailel- 
ansätzen. Nitratwird wesentlich besser als Ammoni- 
um, Asparagin besser als Nukleinsäuren verwertet. 
Bei Mischuna von anoraanischen und organischen . -~ - 

~t ickstoff~ueilen zeigt sich eine leichte Wachstums- 
steigerung. Asparagin kann das Aminosäurege- 
misch Caseinhydrolysat ersetzen. 
1. Kalziumnitrat 
2. Ammoniumsulfat 
3. Asparagin 
4. Ribonukleinat 
5. Kalziumnitrat + Asparagin 
6. Kalziumnitrat + Caseinhydrolysat 



Zur Ermittlung des kohlenhydratabhängigen Pilzwachstums wurden dem Basismedium ver- 
schiedene Kohlenstoffquellen in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben; als Stick- 
stoffquelle diente in allen Fällen Kalziumnitrat. Erwartungsgemäß kann der Listera-Endophyt, 
welcher ja als Bodenpilz auch ohne Mykorrhizapartner existiert, alle angebotenen Kohlenhy- 
drate sowie Lignin und den Zuckeralkohol Mannit gut verwerten; für großflächiges Wachstum 
sind jedoch niedrige Cellulose- oder Ligninkonzentrationen am günstigsten (Abb. 5). 

Flache (mm2) 
5000 F---- 

Gluc Sacch Treh Starke Cell Lign Mannit 

Abb. 5: Flächenwachstum des Wurzelpilzes aus Listera ovata in Abhängigkeit von der Kohlenhydratquelle. 
Kulturdauer: 11 Tage; Mittelwerte aus drei Parallelansätzen. Auf Celluloseböden ist die Wuchsleistung am 
besten. Die pilztypischen Stoffwechselmetaboliten Trehalose und Mannit können gut verwertet werden und 
bewirken bei Konzentrationserhöhung eine -wenn auch geringfügige - Wachstumssteigerung. Bei Ver- 
wendung von stärkehaltigen Nährmedien Iäßt sich keine konzentrationsbedingte Anderung der Wachstums- 
rate ermitteln, während Glukose, Saccharose und Lignin mit zunehmender Konzentration zu einer 
Wachstumsdepression führen. 

Mykorrhiza-Synthese in vitro 

Keimfähige Samen und ein kompatibler Keimungspilz bieten natürlich noch keine Garantie für 
das Entstehen einer ausgewogenen Samen-Pilz-Beziehung. Die Mykorrhiza-Synthese ist, wie 
eingangs erwähnt, in hohem Maß von den Ernährungsbedingungen abhängig. Tabelle 1 gibt 
eine Übersicht der Infektionen nach 24 und 40 Tagen Dunkelkultur bei Raumtemperatur auf 
acht verschiedenen Medien: 



Tabelle 1: lnfektionsrate in Abhängigkeit von der Zusammensetzung des Nährmediums 

Nährmedium Infektionsrate, bezogen auf die keimfähigen Embryonen (%)* 

nach25Tagen nach 40 Tagen 

Si 0 2 
S2 25 39 
53 0 0 
S4 0 0 
S5 0 4 
Ss 50 60** 
5 7  15 2 1 
SB 19 26* " 

* Das Samenmaterial von Listera ovata wurde 5 Minuten in 1 %iger NaOCI-Lösung mit 1% Tween 80 als Benetzungsmittel vor- 
behandelt. Die Keimfähigkeit der Listera-Samen unter diesen Bedingungen wurde mit dem modifizierten Tetrazolium-Test 
nach VAN WAES & DEBERGH (1986) ermittelt und betrug 28 & 3%. 
" * einige Samen mit aufgeplatzer Testa 

Die höchste lnfektionsrate wurde bei Verwendung des Nährbodens S6 nach WARCUP (1975) 
erzielt, der Kalziumnitrat als Stickstoff- und Cellulose als Kohlenhydratquelle enthält. Etwa 
60% der keimfähigen Embryonen entfärbten sich, und nach vier Wochen war eine Keimlings- 
vergrößerung, die bis zum Aufplatzen der Testa führte, deutlich erkennbar (Abb. 6 U. 7; Tab. 2). 
Die Ansätze mit Ammoniumsulfat und Pepton, aber auch das Nährmedium S3 ohne Stickstoff- 
angebot erwiesen sich für die Mykorrhiza-Synthese als ungeeignet. 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Nährmedien für die symbiotische Samenkeimung 

Zutaten Si S2 S3 S4* S5 SS S7** Ss 

Stickstoffquelle 
(mg/U 
(NH4)zSOa 
Ca(N03)~ X 4H20 
Pepton 
Caseinhydrolysat 
Na-Ribonukleinat 

Kohlenstoffauelie 

Stärke 
Maltose 
Glucose 
Cellulose 

undefinierte 
Zusätze (mgll) 
Hefeextrakt 
Haferflocken 



Basismedium 
(ms4 
MgS04 X 7Hz0 100 100 100 - 100 100 - 100 
KHzPO4 200 200 200 - 200 200 - 200 
KCI 100 100 100 - 100 100 - 100 

Agar (gll) 10 10 10 10 10 10 10 10 

pH-Wert* * * 5,s 5,s 5,5 5,5 5,4 5 8  5 2  5,3 

* statt VE-Wasser wird Leitunaswasser verwendet .. stan VE-Wasser wird ~egenwasser verwendet 
"' eingestellt mit 0,l M KOH oder 0.1 M HCI 

i ' i  , 

.". ., 

L* 
Abb. 6: Samen von Listera ovata (L.) R. Br. Infizierter Abb. 7: Samenvon Listera ovata (L.) R. Br. Infizierter 
und nicht infizierter Samen von Listera ovata. - Ein- Listera-Samen mit aufgeplatzter Testaauf S6 (Vergr. 
zelne Pilzhypen sind in die embryonalen Zellen ein- 100 X). 

gedrungen (Glyzerinpräparat; Vergr. 100 X). 

Analyse der Standorterde und die Konsequenzen für symbiotische Anzuchtversuche 

Für die Ermittlung einiger physikalischer und chemischer Daten am Orchideenstandort ent- 
nommener Bodenproben wurden in drei Parallelansätzen jeweils 100 g Standorterde in 100 ml 
HzOdest aufgeschlemmt und der Überstand am folgenden Tag abfiltriert. In einem weiteren 
Versuch wurden die Ansätze täglich erneut aufgeschlemmt und erst nach sieben Tagen fil- 
triert. Die so gewonnenen Bodenwasserproben wurden auf pH-Wert, Nitratgehalt, Gehalt an 
organischem Stickstoff, Gesamthärte und Leitfähigkeit untersucht: 

Tabelle 3: Physikalische und chemische Daten von Bodenproben des Listera-Standortes 

Parameter Meßwerte* nach einem Taa Meßwerte* nach sieben Taaen 

pH-Wert 7,6 

Nitratgehalt* * < 10 mgll 

Gehalt an organischem 
Stickstoff 
a) sterilfiltriert 0,9 mgll 
b) unfiltriert 2,2 mgll 

8,1 

< 10 mgll 

3,3 mgll 
6,8 mgll 

Gehalt an Mg++- und 
Cac+-Ionen" * 2,5-3,8 mmolll 3,8 mmolll 

Leitfähigkeit 25" C) 481 ,uS X crn-' 795 PS X cm-' 



Standort: Rheinisch-Westfälische Kalkwerke (RWK) in Wuppertal-Dornap 
Probennahme: 7. Juli 1989 
Zur Erfassung der jahreszeitlichen Schwankungen, denen die Bodendaten unterliegen, sind 
regelmäßige, über das ganze Jahrverteilte Messungen erforderlich. Diesbezügliche Ergebnis- 
se liegen noch nicht vor. 
* Die Daten sind Mittelwerte aus Messungen der drei Parallelansätze 
" Bestimmung mit Teststäbchen 

Tabelle 3 zeigt den beachtlich hohen Gehalt an Erdalkali-Ionen, der sich mit der Zeit noch stei- 
gert. Die Erhöhung der Leitfähigkeit nach sieben Tagen ist nicht auf zusätzlich herausgelöstes 
Nitrat zurückzuführen, da die Nitratmessung unverändert niedrig ausfällt. Der Gehalt an orga- 
nischem Stickstoff wurde mit Hilfe der Ninhydrin-Reaktion photometrisch bestimmt. Die unter- 
schiedlichen Stickstoffgehalte von sterilfiltrierter und unfiltrierter Probe verdeutlichen, daß 
über 50% des organischen Stickstoffs aus Makromolekülen (Mikroorganismen im Boden) 
stammen, die bei der Filtration im 0,2 firn-Sieb zurückgehalten werden. 
Aus den Bodenuntersuchungen geht hervor, daß die für symbiotische Anzuchtversuche ver- 
wendeten Nährböden die natürlichen Ernährungsbedingungen nur sehr unzureichend erset- 
zen. Wenn Listeraovata auch einen relativ großen pH-Bereich toleriert (SUNDERMANN 1980), 
sollten die künftig verwendeten Nährmedien auf einen pH-Wert von etwa 6,5 eingestellt und 
dessen Stabilität im Kulturverlauf verbessert werden. Dies kann durch Pufferung mit 10 g/l Kal- 
ziumkarbonat geschehen, wodurch gleichzeitig eine dosierte Abgabe von Ca++-Ionen ins Medi- 
um gewährleistet ist. Für die Weiterentwicklung der infizierten Embryonen sollte die 
Nitratmenge weiter reduziert werden zugunsten einer Stickstoffversorgung durch organische 
Quellen wie z. B. einzelne Aminosäuren oder Caseinhydrolysat, zumal von vielen Pilzen be- 
kannt ist, daß sie im Medium befindliche Proteine durch ausgeschiedene Enzyme (Proteasen) 
spalten und die dabei freigesetzten Aminosäuren direkt aufnehmen können (DIJK 1988, 
SLAUGHTER 1988). Wahrscheinlich findet dann via Pilzhyphe ein Aminosäure-Transport zur 
Orchidee statt, wie er von STRIBLEY & READ (1975) für die Ericaceen am Beispiel von Vaccini- 
um macrocarpon Ait. dokumentiert wurde. 

Pilz-Wirt-Spezifität 

Unter den aus Orchideen isolierten ßhizoctonia-Stämmen haben sich einige auch als Kei- 
mungsinhibitoren erwiesen (HARLEY 1969). Der Rest zeigte unterschiedliche Spezifitätsgrade 
hinsichtlich der Orchideengruppe, deren Keimung er stimuliert. Dieser „Grad an Spezifität" 
könnte entweder eine ökologische oder eine taxonomische Grundlage haben. Irn ersten Fall 
haben verschiedene Orchideenarten eines Standortes gleiche oder ähnliche Endophyten, die 
sich von den Wurzelpilzen derselben Arten an anderen Standorten unterscheiden (CURTIS 
1937 U. 1939). Im zweiten Fall haben verwandte Orchideenarten standortunabhängig gleiche 
oder ähnliche Endophyten, d. h. der Spezifitätsgrad basiert auf taxonomischen Gruppierun- 
gen (WARCUP 1971). Zu dieser immer wieder diskutierten Problematik können im Fall von Li- 
stera ovata noch keine endgültigen Aussagen gemacht werden. Es scheint hier jedoch eine 
gewisse Spezifität auf taxonomischer Grundlage vorzuliegen, denn das Pilzisolat ,,ignoriertew 
am gleichen Standort geerntetes Samenrnaterial von Epipactis helleborine (L.) Cr. und Orchis 
militaris, L., d. h. die Samen dieser Arten wurden weder infiziert noch parasitiert. 
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