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Abstract: Mykorrhiza formation under in-vitro conditions is described for some Dactylo-
rhizas Necker ex Nerski. Seeds were germinated and infected in the presence of Rhizoctonia
Stahlii isolated from orchid roots. The development of protocorms took place within thirteen
weeks. Further development required a cold treatment of twelve weeks.

Zusammenfassung: Am Beispiel verschiedener Knabenkriuter der GattungDactylorhiza
Necker ex Nerski wird die Mykorrhizierung unter in-vitro Bedingungen beschrieben. Samen
wurden in Gegenwart von Rhizoctonia Stahlii, die aus Orchideenwurzeln isoliert worden waren,
gekeimt und mykorrhiziert. Die Protokorm-Entwicklung erfolgte innerhalb von dreizehn Wochen.
Die Weiterentwicklung erforderte eine Kaltebehandlung von zwolf Wochen.

Einleitung

Die Orchideenmykorrhiza ist eine Symbiose zwischen Orchideen und Pilzen. Thre Er-
forschung begann mit einem Beitrag von Wa hrlich (1886), der die Beziechung zwi-
schen Orchideenwurzel und Pilzpartner klirte. Bernard (1899, 1903) erkannte als
erster die Bedeutung des Mykorrhizapilzes fiir die Samenkeimung. Durch Beitrige von
Burgeff(1909,1932,1936) wurden wesentliche Fragen auf dem Gebiet der Mykorrhiza-
physiologie geklart. Trotz intensiver Forschungsaktivitidt auch in jiingster Zeit, insbeson-
dere in australischen und englischen Arbeitsgruppen, sind noch entscheidende Fragen
ungelost, z. B. die Bedeutung der Symbiose fir den Pilzpartner.

Die erfolgreiche Verbreitung der Orchideen und die Anpassung an die verschiedensten
Klimazonen der Erde beruht nicht zuletzt auf dem Zusammenleben mit geeigneten Pilz-
partnern. Bei griinen Orchideen spielen Vertreter der Formgattung Rhizoctonia die wich-
tigste Rolle. Eine Reihe dieser imperfekten Pilze konnte inzwischen dem natiirlichen
System zugeordnet und als Basidiomyceten aus dem Verwandtschaftskreis der Tulasnellales,
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Tremellales und Aphyllophorales identifiziert werden. Bei den nicht-griinen Orchideen
kommen dagegen andere Pilze vor, die aber ebenfalls iberwiegend aus dem Verwandtschafts-
kreis der Basidiomyceten stammen, unter anderem aus so bekannten Gattungen wie
Armillaria und Fomes.

Pilzpartner spielen bei der Entwicklung der Orchideen eine entscheidende Rolle. Die
Samen sind wenig differenziert, meist kleiner als 1 mm und wiegen ca. 1 ug. Das Endo-
sperm ist unterentwickelt oder fehlt ganz. Zu Keimungsbeginn quillt der Embryo auf. Die
in wenigen Zellen gespeicherten Fette und Ole werden in Stirke umgewandelt. Nach
Sprengung der Testa, die haufig durch Ausscheidung bzw. hineinwachsende Hyphen von
Mykorrhizapilzen erleichtert wird, entwickelt sich ein sog. Protokorm, ein wenig differen-
zierter, spindelformiger Korper aus verhiltnismiflig wenigen Zellen, von dem absorbieren-
de Epidermishaare nach aufen wachsen. Dieses Protokorm ldf3t sich als spites, erst aufier-
halb der Samenschale erreichtes Embryonalstadium interpretieren. Das Protokorm ist oft-
mals, insbesondere bei terrestrischen Orchideen, chlorophyllos. Blitter und Wurzeln wer-
den erst nach einem mehrere Wochen bis Monate dauernden heterotrophen Wachstum ge-
bildet.

Spitestens im Stadium des Protokorms ist der Keimling auf Nahrungshilfe durch den
Mykorrhizapartner angewiesen (Mycotrophie). Sofern der Pilz nicht bereits im Samen
vorhanden ist, erfolgt die Infektion iiber die Epidermishaare, und die Pilzhyphen ver-
breiten sich von Zelle zu Zelle. Eine sichtbare Folge der Infektion einer Zelle ist das
Verschwinden der Stirkekorner. Kurze Zeit spiter setzt das Protokormwachstum ein.
Abbildung 1 zeigt ein mykorrhiziertes Protokorm von Dactylorhiza maculata im Lings-
schnitt.

Abb. 1: Liangsschnitt durch
ein 8 Wochen altes Protokorm
von D. maculata. Die Zellen
im basalen Bereich enthalten
zahlrciche Hyphenknaiuel, die
bereits teilweise verdaut sind.

Fig. 1: Length section through
an eight week old protocorm
of D. maculata. The cells in
~ the basal part contain nume-

rous hyphal balls which are al-
ready partly digested.

Symbiosepilze versorgen den Keimling mit Kohlenhydraten. Neben einfachen Zuckern
konnen diese Pilze auch komplexe Kohlenhydrate wie Zellulose, von einigen sogar auch
Verbindungen wie Lignin und Tannin verwertet werden ( Burge ff, 1936). Die Ver-
wertung der C-Quelle ist jedoch von der Stickstoffquelle und von der Vitaminzufuhr stark
abhingig. Organische N-Quellen werden sehr gut, Ammoniumsalze im allgemeinen besser
als Nitrate verstoffwechselt (Burge ff, 1936).
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Die Kohlenhydrat-Translokation durch den Pilz wurde von S mith (1967) ineinem ein-
fachen und eleganten Ansatz nachgewiesen. Eine Petrischale wurde im Zentrum mit Zel-
luloseagar und an der Peripherie mit Mineralagar beschickt. Die Beimpfung mit dem
Mykorrhizapilz erfolgte im Zentrum, die Aussaat der Orchideen an der Peripherie. Die
Mykorrhizabildung ermoglichte die Entwicklung der Orchideen, die ohne den Pilz und
seine Fihigkeit zum Zelluloseabbau und zur Kohlenhydrat-Translokation nicht hitte
stattfinden konnen. Der Orchideenkeimling erhilt somit samtliche Nahrstoffe (einschlief3-
lich der Vitamine) vom Pilzpartner.

In der Regel bleibt auch nach dem Ubergang zum photo-autotrophen Stadium die Mykor-
rhiza erhalten.

In spiteren Stadien erstreckt sich die Verpilzung auf die Rindenbereiche der Wurzel. In-
wieweit griine Orchideen von dem Mykorrhizapartner mit Kohlenhydraten versorgt wer-
den, ist noch nicht restlos geklart. Eine entsprechende Vermutung liegt jedoch nahe, da
sich die Verpilzung der Wurzeln von der Verpilzung der Protokorme nicht prinzipiell un-
terscheidet und da oftmals gerade wenig Blattmasse bildende Pflanzen stark mykorrhiziert
sind.

Auch iiber die sonstige Nahrstoffaufnahme erwachsener Orchideen gibt es nur wenige
Hinweise. Neuere Arbeiten von A le x an de r und Mitarb. (1984) zeigten, daft die
Phosphataufnahme erwachsener Pflanzen von Goodyera repens in Gegenwart des My-
korrhizapartners Rhizoctonia goodyeraerepentis 100mal grofler sein kann als nicht-
mykorrhizierte Pflanzen. Die Mykorrhiza erwachsener Orchideen zeigte damit eine auf-
fillige Ahnlichkeit zur Ektomykorrhiza, z. B. hinsichtlich der Fihigkeit erhéhter Nah-
rungsaufnahme und groflerer Wachstumsraten, insbesondere unter suboptimalen Ernih-
rungsbedingungen (vgl. Hock und Bartunek, 1984).

Bis heute ist noch kein eindeutiger Nachweis eines von der Pflanze zum Symbiosepilz ge-
richteten Stofftransports gelungen. Neuere Experimente von Harley und Smith
(1983) konnten keine Radioaktivitat in Mykorrhizapilzen nachweisen, wenn mykorrhi-
zierte, griine Protokorme von Dactylorhiza purpurella im Licht mit'*CO, inkubiert wur-
den.

Dennoch wire es zu einfach, Orchideen pauschal als nekrotrophe Parasiten an Pilzen
(Lewis, 1973) zu betrachten. Hijner und Arditti (1973) zeigten, da Orchi-
deenkeimlinge p-Aminobenzoesiure in den Agar abgeben und das Vitaminbediirfnis von
Rhizoctonia befriedigen. Der Pilz selbst produziert Pyrimidin, ein Bestandteil von Thiam-
in, der das Wachstum von Orchideenkeimlingen foérdert. Er zeigte sich jedoch von Thi-
azol, einem weiteren Bestandteil des Pyrimidins, abhingig. Vermutlich wird diese Verbin-
dung vom Keimling geliefert, so daf} sich beide Partner in ihren Vitaminanspriichen ergin-
zen.

Eine Bewertung der Symbiose und ihrer Bedeutung fiir den Mykorrhizapilz wird durch die
Tatsache erschwert, daf} sich der Lebensraum des Pilzpartners auf drei Rdume aufteilt.
Ein externes Hyphensystem, das sich von der Trigerpflanze in den Boden erstreckt, dient
zur Aufnahme von Wasser, Mineralstoffen und organischen Verbindungen. In der Wirts-
pflanze befindet sich ein internes System aktiver Hyphen (Pilzwirtszone) sowie ein wei-
terer Typ integrierter Zellen, in denen die Hyphen verdaut werden (Pilzverdauungszone).
Vermutlich ist der Ort des Austauschs zwischen den Symbionten die Pilzwirtszelle, wih-
rend in den Pilzverdauungszellen der Nutzen allein auf Seiten der Wirtspflanze liegt. Die
Verpilzung beschrinkt sich auf Parenchymzellen im Rindenbereich der Wurzel bzw. des
Protokorms. Durch Bildung der intrazellulairen Hyphenkniuel entstehen bei den autotro-
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phen Orchideen grofie Kontaktflichen. Die Wand dieser Hyphen besteht aus zwei Schich-
ten, aus einer inneren, elektronendichten Schicht gegen das eigene Plasmalemma und
einer duBeren, weniger dichten und granuldren Schicht ( H a dle y und Mitarb., 1971,
Strullu und Gourret, 1974). Da freilebende Hyphen in Agarkulturen nur die
innere Schicht aufweisen, wird angenommen, daf} die dufiere Schicht ganz oder teilweise
vom Wirt produziert wird (Hadley, 1975).

Die Wirtszellen sind physiologisch aufierordentlich aktiv. Die Infektion durch den Mykor-
rhizapilz wird durch eine Hypertrophie des Zellkems ( Burgeff, 1936), Endopoly-
ploidie (Williamson, 1970)und erhohte Proteinsynthese beantwortet. Ein Mate-
rialaustausch zwischen Hyphen und Wirtszelle wird iiber sog. Pinocytose-Vesikel (Nieuw -
dorp, 1972) oder Protuberanzen ( Hadley und Mitarb., 1971) vermutet. Die Hy-
phenkniuel der Pilzwirtszone haben nur eine begrenzte Lebensdauer. Nach kurzer Zeit
werden sie von der Wirtszelle verdaut. Das Hyphencytoplasma wird resorbiert, das Zell-
wandmaterial dagegen bleibt als Klumpen erhalten. Es ist noch unklar, wie der Kollaps
der Hyphen eingeleitet wird. Moglicherweise spielen hierbei Phytoalexine eine Rolle —
Antibiotica der Hoheren Pflanze, die unter anderem gegen Pilze gerichtet sind und auch
aus Orchideen isoliert werden konnten (Gdumann und Kern, 1959, Stoessl
und Arditti, 1984). Wihrend des Vorgangs der Verdauung kann bereits von der
Nachbarzelle her eine neue Infektion erfolgen (Burge ff, 1936, Burges, 1939).
Eine Zelle vermag demnach gleichzeitig eine Verdauungs- und eine Wirtszelle zu sein
(Harley und Smith, 1983).

Trotz der Bedeutung des Mykorrhizapartners fir die Entwicklung der Orchideen gelingt
es, unter Beriicksichtigung geeigneter Kulturmaf3nahmen, auch mykorrhizafreie Orchideen
anzuziehen. In den Jahren 1922 bis 1930 wies Knud s on die erfolgreiche Kultur von
Orchideensamen auf Zuckernihrboden bis zur blihfihigen Pflanze nach. Seitdem wird
dieses Verfahren der asymbiotischen Kultur im groflen Mafistab bei tropischen Orchideen
angewendet. Es bildet heute die wichtigste Grundlage der giartnerischen Orchideenproduk-
tion. Versuche zur Aussaat terrestrischer europdischer Orchideen zeigten jedoch unter-
schiedliche Ergebnisse. Mediterrane Arten erwiesen sich als relativ einfach, andere Gattun-
gen brachten jedoch groflere Schwierigkeiten. Trotz jiingster Erfolge auf diesem Gebiet
(z. B. Frosch, 1983) erscheint es besonders im Hinblick auf die praktische Anwen-
dung (Gewinnung robuster Pflanzen, die ins Freiland tiberfihrt werden) wiinschenswert,
die symbiotische Anzucht voranzutreiben. Burge ff (1954) sowie Seitz (1976) er-
zielten beachtliche Erfolge mit der symbiotischen Anzucht, bei welcher Farnwurzeln
(Polypodium, Osmunda) vom Mykorrhizapilz durchwachsen waren. Prinzipiell erwies sich
jedoch die asymbiotische Kultur als einfacher (Borris, 1969, Hadley, 1983),
nachdem Probleme der Saatgutbehandlung, der Nihrboden und der Uberwindung der
Knospenruhe durch Kilteeinflu gelost waren. Die Schwierigkeiten der asymbiotischen
in-vitro-Kultur steigen in dem Mafle, wie die Orchideen von ihrem Symbionten abhingig
sind. Dies erklidrt auch die unterschiedlichen Ergebnisse bei einheimischen Orchideenar-
ten.

Ziel unserer Arbeit war die Etablierung einer stabilen Mykorrhiza innerhalb der Gattung
Dactylorhiza unter in-vitro-Bedingungen. Hierfir mufiten Verfahren zur Isolierung und
Reinkultur des Mykorrhizapilzes ausgearbeitet werden. Schlielich waren die Vorausset-
zungen fir eine symbiotische Anzucht der Orchideen zu kliren. Die vorliegende Arbeit
zeigt, da® dieses Ziel prinzipiell erreichbar ist, dafd jedoch die Bedingungen fiir einen Ei-
folg bei den einzelnen Arten auflerordentlich unterschiedlich sein konnen.
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Material und Methoden

Nihrmedien

Kultur der Mykorrhiza-Pilze: Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung des Nahragars zur
Kultur der Mykorrhizapilze. Die Vitamine Biotin, Thiamin und p-Aminobenzoesiure und das Antibio-
tikum Streptomycin wurden sterilfiltriert und mit dem autoklavierten und auf 49°C abgekiihlten
Kulturmedium vereinigt.

Tab. 1: Nidhragar zur Isolation der Mykorrhizapilze

Ca(NO;), *4H,0 80 mg
KH, PO, 80 mg
KC1 160 mg
NaFe - EDTA 25 mg
Asparagin 380 mg
Biotin 5 ug
Thiamin 100 ug
p-Aminobenzoesaure 200 ug
l16sliche Stiarke 6 g
Streptomycin 80 ug
Agar-Agar 15 g
Aqua dest. 1000 ml

Die Vitamine und Streptomycin wurden sterilfiltriert. Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit
0,1 N HC1 auf 5,6 eingestellt.

Anzucht der Orchideen inGegenwart von Mykorrhizapilzen: Vierverschiedene
Nihrmedien auf Zellulose-, Stirke-, Hafer- und Hafer/Hefeextrakt-Basis wurden getestet (vgl. Tab. 2).
Fiir die ersten beiden Varianten kam ein gemeinsames Grundmedium zum Einsatz, das in Teilen mit
dem Niahrmedium zur Kultur der Mykorrhizapilze identisch ist.

Wurzelproben

Fir die Entnahme der Wurzelproben von Dactylorhiza und anderen wild vorkommenden, einheimi-
schen Orchideenarten lag Ende Mai 1984 eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern als
hoherer Naturschutzbehérde vor. Zur Isolierung der Mykorrhizapilze geniigte jeweils ein kleines
Waurzelstiick. Das Ausgraben der ganzen Pflanze war daher nicht erforderlich, und die Beschidigung der
Exemplare blieb auf ein Minimum beschrankt.

Oberflichensterilisation

Mykorrhizierte Wurzelstiicke von ca. 1 cm Linge wurden unter einem Leitungswasser-Strahl griindlich
von anhaftenden Bodenpartikeln befreit. Darauf folgte die Oberflichensterilisation nach Freccer o
und Fanelli (1975) durch Inkubation in 30%igem HyO2 (5 s), gefolgt von 20%igem H207 (20 s).
Daran schlossen sich sechs Waschvorginge in sterilem Wasser (jeweils 10 s) an. AnschlieBend wurden
die Wurzelstiicke unter sterilen Bedingungen in Scheiben von ca. 3 mm zerteilt, die zu dritt in Petri-
schalen mit jeweils 20 ml Nihragar zur Kultur von Mykorrhizapilzen (Tab. 1) ausgelegt wurden.

Entnahme von Hyphenkniueln

Als weitere Methode zur Kultur von Mykorrhizapilzen wurden aus der Pilzwirtszone von Wurzeln
Hyphenkniuel entnommen und auf Niahrmedium fir Mykorrhizapilze bebriitet. Als Ausgangsmaterial
dienten wiederum unter Leitungswasser gereinigte, mykorrhizierte Wurzelstiicke, die unter sterilen
Bedingungen durch einen Lingsschnitt mit der abgeflammten Rasierklinge halbiert und mit Hilfe von
zwei feinen Nadeln auf einem Objekttriger unter einem Tropfen Leitungswasser zerzupft wurden. Die
austretenden Hyphenknduel wurden auf mehrere Wassertropfen in einer Petrischale verteilt und mit
20 ml fliissigem, auf 42° C abgekiihlten Nihragar zur Kultur von Mykorrhizapilzen iiberschichtet.

Anzucht der Mykorrhizapilze
Die Bebriitung erfolgte bei 18°C im Dunkeln. Zur Gewinnung von Stammkulturen wurden Stiicke aus
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Tab. 2: Nahragar zur Anzucht von Orchideen in Gegenwart der Mykorrhizapilze

a) Grundmedium* Endkonzentration
mg/1
Ca(NO,), + 4 H,0 83,3 ?
KH, PO, 83,3
KC1 166,7 f
MgSO, - 7H,0 833 |
Asparagin 380,0 }
Na - Fe - EDTA 25,0 }
(ug/D
H,BO, 1000
Zn SO, - H,0 1000
Mn SO, - H,O 75
NiCl, - 6 H,0 30
CuSO, - SH,0 30
AlCl, 30
KJ 10
Biotin 5 |
Thiamin 100
p-Aminobenzoesiure 200 ;
b) Hauptmedien:
Zellulosemedium: 15g Zellulose/l Grundmedium
(gepudert, Merck)
Starkemedium: 10g Stirke/l Grundmedium
(16slich, Merck)
Hafermedium 25g Hafer/ldest. H,0
(nach Clements und Ellyard, 1979): (Ko6lln Instant Flocken)
Hafer/Hefeextraktmedium 3,5 g Hafer
(nach Clements, 1983): 0,1 g Hefeextrakt pro ldest. H,0
(Merck)

c) Nihragar:

Die vier Hauptmedien wurden mit 10 g Agar (Merck) /1 versetzt. Nach der pH-Einstellung auf
5,9 mit 0,1 N HCl erfolgte das Autoklavieren fiir 20 min bei 119°C (1 bar).

*  Das Grundmedium wurde aus den 20fach konzentrierten Stammldsungen (jeweils durch geschwun-
gene Klammer gekennzeichnet) zusammengesetzt.

der Myzelfront auf Stirkeagar (Tab. 2) iiberimpft. Die Ubertragung auf neues Medium erfolgte im
Abstand von jeweils zwei Monaten.

Symbiotische Anzucht der Orchideen

Kulturgefife: Fir die Anzucht wurden sterile Plastik-Petrischalen mit einem Durchmesser von
90 mm verwendet, die durch eine Trennwand in zwei Hilften geteilt waren. Die eine Seite wurde bis
zur Hohe der Trennwand mit einem Nihragar zur Anzucht von Orchideen gefiillt (23 ml), die andere
Seite mit entsprechender Menge Wasseragar (10 g Agar pro 1 1 dest. HpO).

Beimpfenmitdem Mykorrhizapilz: Die geteilten Kulturgefifie wurden in jeweils 15
Ansitzen im Zentrum mit dem gewiinschten Mykorrhizapilz beimpft. Spatestens nach zehn Tagen bei
18°C waren beide Seiten der Petrischale vollstindig mit Myzel bewachsen.
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Oberflichensterilisation und Aussaat der Orchideensamen: Samenmaterial
von Dactylorhiza maculata, D. ericetorum, D. majalis, D. maj. x purpurella, D. praetermissa wurde
freundlicherweise von der Deutschen Orchideengesellschaft (Saattauschzentrale), von Frau von Ra-
min (Frankfurt, Palmengarten) und von Prof. Dr. We bster (University of Exeter, England) zur
Verfiigung gestellt. Das Saatgut wurde bis zur Aussaat trocken bei 4°C gelagert.

Zur Oberflichensterilisation wurden die Samen in kleineren Portionen 5 min lang in 5§ % (w/v) Na-
triumhypochlorit mit 1% (w/v) Tween 80 zur Benetzung auf einer Glasfritte (M. Meyer, 6368
Vilbel-Heilsberg) inkubiert und nach Absaugen der Losung dreimal mit sterilem dest. H2O nachge-
waschen. Zur Aussaat verteilte man die Samen mit einer Impfose gleichmifig auf beide Agarhilften
der vom Pilz bewachsenen Petrischalen. Die Anzucht erfolgte bei 18°C im Dunkeln.

Die Knospenruhe der Protokorme wurde durch eine Kiltebehandlung (5°C) fir zwdlf Wochen im
Dunkeln gebrochen.

Ergebnisse

Zur Isolierung von Mykorrhizapilzen wurden Wurzeln von Dactylorhiza maculata herange-
zogen. Bei stirkerer Vergrofierung von Wurzelquerschnitten waren im verpilzten Gewebe
intrazelluliar kniuelartig aufgewickelte Pilzhyphen zu erkennen (Abb. 2a). In derselben
Gewebezone fanden sich jedoch auch degenerierende und sogar vollig verdaute Hyphen-
kniuel (Abb. 2b). Eine klare Trennung in eine Pilzwirtszone und eine Pilzverdauungszone
konnte nicht beobachtet werden.

Fiir die Isolierung der Mykorrhizapilze wurden zwei Verfahren getestet: 1. Auswachsen
der Pilze aus diinnen Scheiben oberflichensterilisierter Wurzeln in das Kulturmedium (vgl.
Tab. 1). 2. Entnahme von unverdauten Hyphenkniueln aus zerzupften Wurzelhilften und
Ubertragung in das Medium. In beiden Fillen ergab sich ein raschwiichsiges Myzel mit
breiten, an den Septen eingeschniirten Hyphen (Abb. 2c), das nach dem Bestimmungs-
schliissel von A r x (1981) der Formgattung Rhizoctonia zugeordnet werden konnte.
Entsprechend der Nomenklatur von Bur ge f f (1936) handelte es sich um die Form-
art Rhizoctonia Stahlii.

Im Gegensatz zu den Isolaten aus Dactylorhiza erbrachten die beiden Verfahren bei an-
deren Orchideenarten (z. B. Gymnadenia conopsea, Orchis morio) sehr unterschiedliche
Resultate. Nach der Oberflidchensterilisation wuchsen neben Rhizoctonia-Arten verschie-
dene Bodensaprophyten aus, die u. a. den Gattungen Mucor und Trichoderma zugeordnet
werden konnten.

Zur Samenkeimung und Weiterentwicklung von Dactylorhiza maculata in Gegenwart des
Mykorrhizapilzes wurden geteilte Petrischalen verwendet, die auf der einen Hilfte mit
einem Nihragar und auf der anderen Hailfte mit Wasseragar beschickt waren. Als Nahr-
agar-Varianten wurden Medien auf Zellulose-, Starke-, Hafer- sowie Hafer/Hefeextrakt-
Basis getestet. Nach der Beimpfung mit Rhizoctonia Stahlii im Zentrum und Bebriitung
bei 18°C fiir 10 Tage erfolgte die Aussaat der oberflichensterilisierten Samen auf der
Nihr- sowie auf der Wasseragar-Seite.

Hinsichtlich der Samenkeimung ergaben sich bei den verschiedenen Medien nur geringfi-
gige Unterschiede. Anders dagegen verlief die Protokorm-Entwicklung (Abb. 3), wobei die
Differenzen zwischen der Niahr- und Wasseragar-Seite einer Platte mit einer Ausnahme we-
sentlich geringer waren als zwischen den Kulturgefifien mit verschiedenen Nihrmedien.
Auf der Schale mit Zellulose-Agar (Abb.3A) entwickelten sich nur wenige Protokorme,
die auch nur eine geringe Grofe erreichten. Auch auf Hafermedium (Abb.3B) blieb die
Protokormzahl klein; auf der Nihragar-Seite entstanden jedoch grofle Protokorme. Auf
dem Hafer-Hefeextraktmedium (Abb.3C) wurden die Protokorme bald nach der Keimung
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Abb. 2: Mykorrhiza von

D. maculata.

A) Hyphenknduel aus Pilz-
Wirtszellen. Die Pilzknduel ste-
hen mit den Knidueln der
Nachbarzellen durch Hyphen-
briicken in Verbindung. An-
farbung mit Anilinblau (0,05%
in Lactophenol).

B) Degenerierende Hyphen-
kniduel. An der schwicheren
Anilinfirbung der Hyphen-
kniuel 14t sich die von innen
nach auen fortschreitende
Degeneration erkennen.

C) Rhizoctonia Stahlii in Agar-
kultur: Monilioides Myzel.

Fig. 2: Mycorrhiza of D. ma-
culata.

A) Hyphal balls from host cells.
There are hyphal connections
between hyphal balls of neigh-
bouring cells. The specimens
were stained with anilin blue
(0.05% in lactophenol).

B) Degenerating hyphal balls.
The degeneration proceeds out-
wards. It can be recognized by
the weakening of the anilin
blue staining.

C) Rhizoctonia Stahlii in an
agar culture. Moniloid my-
celium.
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Abb. 3: Protokormentwicklung auf verschiedenen Medien.
Linke Halfte: Nahragar,

Rechte Halfte: Wasseragar.

A)Zelluloseagar,

B) Hafer- Hefeextraktagar,

C) Haferagar,

D) Stirkeagar.

Fig. 3: Development of protocorms on different media.
Left part: Nutrient agar. Right part: Water agar.
A)cellulose agar;

B) Oatmeal-yeast extract agar;

C) Oatmeal-agar;

D) Starch agar.

vom Pilz parasitiert und starben ab. Eine optimale Protokormbildung erfolgte auf der
Schale mit Stirkemedium (Abb.3D), bei der sich aus den Samen innerhalb von dreizehn
Wochen allgemein grofie Protokorme bildeten (Abb.4A). Dactylorhiza maculata, D. eri-
cetorum, D. majalis, D. maj. x purpurella und D. praetermissa entwickelten sich ver-
gleichsweise dhnlich und zeigten nur geringfiigige Unterschiede.
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Fiir die Weiterentwicklung der Protokorme war eine Kiltebehandlung (12 Wochen bei
5°C) erforderlich, um die Knospenruhe zu brechen. Nach der Ubertragung ins Licht
(Osram-Fluora, ca. 15 uE m—2 s—!) bei 18°C entwickelte sich innerhalb von 2—3 Wo-
chen das erste Blattchen. Die nicht gekiihlten Kontrollen waren zu diesem Zeitpunkt
schon langst abgestorben.

Die jungen Pflinzchen konnten anschliefend getopft werden. Dem mineralischen Substrat
(Blahton, 0—2 mm) wurde zur Erndhrung des Mykorrhizapilzes 15% Buchenlaub beige-
mischt. Als am Ende der Vegetationsperiode die oberirdischen Pflanzenteile abstarben,
wurden einige Pflinzchen ausgetopft (Abb.4B) und untersucht. Dabei erwiesen sich diese
Orchideen-Jungpflanzen als stark mykorrhiziert. Die weitere Entwicklung verlief erwar-
tungsgemafd.

Diskussion

Die symbiotische Kultur einheimischer Orchideen ist bisher nur in wenigen Fillen gelun-
gen. Seitz (1976) zeigte am Beispiel verschiedener europiischer Erdorchideen, daf die
Anwesenheit des Symbionten das Wachstum beschleunigt und zu gesunden Keimlingen
fihrt. Trotz beeindruckender Erfolge bei der asymbiotischen Aufzucht in-vitro (z. B.
Frosch, 1983) erfordert das erfolgreiche Uberleben unter natiirlichen Bedingungen,
d. h. in Konkurrenz mit anderen Organismen und weiteren Strefisituationen, anscheinend
die Anwesenheit des Mykorrhizapilzes.

Die gezielte Mykorrhizierung verlangt folgende Techniken: 1. Isolierung und Reinkultur
geeigneter Mykorrhizapilze, 2. Mykorrhizierung und Aufzucht der Orchideen. Diese Auf-
gabe wurde zum ersten Mal von Bernard (1903) am Beispiel tropischer Orchideen
gelost. Er legte Wurzelsegmente auf einen passenden Nihrboden. Die auswachsenden Wur-
zelpilze wurden anschlieffend mit den Orchideensamen kombiniert. Die Identifikation der
tatsichlichen Endophyten erfolgte iiber diejenigen Samen, die zur Entwicklung gelangten.
Burge ff (1909, 1936) fihrte die Oberflichensterilisation ein und verbesserte die Iso-
lationsmethode. Er konnte damit die Beteiligung von Fusarien und anderen Schimmelpil-
zen an der Mykorrhizierung ausschliefien.

Die Oberflachensterilisation garantiert jedoch noch nicht die Gewinnung des eigentlichen
Mykorrhizapartners. Aus entsprechend behandelten Wurzelstiicken, die auf Nihrboden
verteilt werden, wachsen hiufig eine Reihe von Nicht-Mykorrhizapilzen aus. Entspre-
chende Beobachtungen machten Harvais und Hadley (1967 b), bei Orchis pur-
purella, Seitz (1976) beiverschiedenen europiischen Orchideen, Vij und Sharma
(1983) bei indischen Orchideen. Dies iiberrascht nicht, da eine Reihe saprophytischer
Pilze bei Orchideenwurzeln nicht nur oberflachlich, sondern auch inter- und sogar intra-
zelluldr vorkommen (Warcup und Talbot, 1967).

Unsere eigenen Isolationsversuche, die in Anlehnung an Bur ge ff (1936) vorgenom-
men wurden, deckten sich mit diesen Beobachtungen: Neben Rhizoctonia-Formarten
wurden insbesondere bei Gymnadenia conopsea und Orchis morio weit verbreitete Bo-
densaprophyten wie Trichoderma und Mucor erhalten. Da auch viele Rhizoctonia-Species
unter diese Rubrik fallen, gewihrleistet ein Rhizoctonia-Isolat mit dieser Methode nicht
den tatsichlichen Symbionten.

Durch eine gezielte Entnahme von Hyphenkniueln aus der Wurzel kann diese Gefahr je-
doch weitgehend umgangen werden. So konnten unsere simtlichen Hyphenisolate aus D.
maculata der Formart Rhizoctonia Stahlii H. Burgeff (1936) und Isolate aus Gymnadenia
conopsea und aus Orchis morio der Formart Rhizoctonia repens N. Bernard (1909)



BEYRLE, PENNINGSFELD, HOCK: Orchideenmykorrhiza 195

Abb. 4: Entwicklungsstadien
von D. maculata.

A) Drei Monate nach der Aus-
saat. — Ein grofier Teil der
Protokorme zeigt neben dem
Sproft die erste Wurzel. Die
Pflainzchen wurden in der 9.
Woche pikiert.

B) Zwolf Monate alte Jung-
pflanze mit neu gebildeter
Winterknospe und sprof3biirti-
gen Wurzeln. Diese zeigen die
fir Dactylorhiza charakteristi-
sche fingerférmige Anordnung.

Fig. 4: Developmental stages
of D. maculata.

A)Three months after sowing.
Most protocorms have devel-
oped in addition to the shoot
the first root. The plants were
transplanted after nine weeks.
B) Twelve months old plants
with newly formed winter bud
and roots. They exhibit the
characteristic finger-like ar-
rangement.
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zugeordnet werden. Probleme ergeben sich hochstens bei Doppelinfektionen, bei denen in
einer Wurzelzelle neben dem eigentlichen Symbionten ein Nicht-Symbiont vorkommt,
der ebenfalls Hyphenkniuel bildet (vgl. Warcup, 1971). Solche Fille sind jedoch
ausgesprochen selten. -

Selbstverstandlich setzt die direkte Hyphenentnahme eine kriftige Mykorrhizierung
voraus, wie sie bei den meisten europdischen Orchideen bereits kurz hinter der Wurzel-
spitze gegebenist (Fuchs und Ziegenspeck, 1925). Ausnahmen machen je-
doch Cypripedium calceolus, Listera ovata, Cephalanthera alba sowie einige Epipactis-
Arten, die als erwachsene Pflanzen vollig autotroph sind und nur selten einen Mykorrhi-
zapilz beherbergen.

Bei der Zusammenstellung des Nihragars miissen in erster Linie die speziellen Nihrstoff-
anspriiche der Mykorrhizapilze beriicksichtigt werden. Als C-Quelle werden Polysacchari-
de ebenso wie einfache Zucker verwertet. Stirke, die von Pilzen gut abgebaut wird (vgl.
Burgeff, 1936), bietet den Vorteil, eine Reihe von Fremdorganismen auszuschalten,
welche den Abbau nicht vollziehen konnen. Nach unserer Erfahrung hat sich die Zugabe
von Streptomycin bewihrt, das durch Angriff auf 70 S-Ribosomen das Bakterienwachs-
tum hemmt. Als organische N-Quelle wurde die Aminosdure Asparagin eingesetzt, die
einen ippigen, buschigen Wuchs verursacht. Dieses Wachstumsverhalten wire nur bei
schwachwiichsigen Symbionten ein Nachteil, die unter diesen Bedingungen nicht rasch ge-
nug aus dem Gefahrenbereich einer moglichen Kontamination herauswachsen konnten.

Die Spezifitit der Mykorrhizapilze von europdischen Orchideen ist anscheinend relativ
gering (Hadley, 1970; Warcup, 1975; Harvais und Hadley, 1967 a).
Die wenigen bisher vorliegenden Ergebnisse beziehen sich jedoch lediglich auf die Samen-
keimung und Protokorm-Bildung einer beschrinkten Anzahl europidischer Orchideen-
arten. Insbesondere Orchis morio und Dactylorhiza purpurella zeigten in Gegenwart von
Rhizoctonia-Isolaten verschiedener Herkunft eine nur geringe Spezifitit.

Beim Aufbau einer stabilen Symbiose spielt das Nahrmedium eine entscheidende Rolle.
Dieser Tatsache wurde in der Literatur bisher wenig Beachtung geschenkt. Durch geeigne-
te Wahl der Einzelkomponenten miissen die unerwiinschten Extremfille — Ausbleiben der
Symbiose oder Parasitismus des Mykorrhizapilzes — vermieden werden. Modifikationen
der urspriinglich mineralischen Symbioseboden durch Zugabe von Hefe- oder Kartoffel-
extrakt brachten nur in Ausnahmefillen ein besseres Wachstum der Orchideenkeimlinge.
Wirksamer zeigte sich dagegen eine Variation der C- und N-Quelle.

Als C-Quelle bewihrte sich bisher vor allem Zellulose und ermoglichte ein ausgewogenes
Wachstum (Hadley , 1969). Einfache Zucker fiihrten dagegen oftmals zu einer zu
starken Virulenz des Pilzes. Losliche Stirke, wie sie von Burge ff (1936) benutzt wur-
de, zeigte diese negativen Eigenschaften nicht. Brauchbare Ergebnisse erhielten W a r ¢ u p
(1981), Clements und Ellyard (1979) bei Verwendung eines einfachen Hafer-
agars, der spdter durch Clements (1983) mit Hefeextrakt ergéinzt wurde.

Unsere Untersuchungen mit den genannten Medien ergaben fiir das Wachstum von Dacty-
lorhiza-Protokormen sehr unterschiedliche Resultate. Als zusitzliche Variante wurde
die Teilung der Agarplatten in eine Nihr- und eine Wasseragarhilfte eingefiihrt, wobei
jedoch die gesamte Fliche mit Myzel bewachsen war. Uber den Ferntransport wurde
hierdurch eine indirekte Versorgung der Wasseragarhyphen mit Nahrstoffen gewihr-
leistet. Dieser Ansatz ermoglicht bei Dactylorhiza ericetorum Keimung und Wachstum
auf der Wasseragarseite in Anwesenheit von Rhizoctonia Stahlii (personliche Mitteilung
von Herrn Prof. Dr. Webster, University of Exeter).
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Das Wachstum des Mykorrhizapilzes auf der Wasseragarseite war gleich gut wie auf der
Nihragarseite. Dasselbe galt u. a. fiir die Keimung und Protokormentwicklung von Dacty-
lorhiza. Das langsame Wachstum der Protokorme auf dem Zelluloseboden spiegelte die
geringe Verfiigbarkeit dieser C-Quelle fiir Rhizoctonia Stahlii unter den gegebenen Ver-
suchsbedingungen wider. Als besser verwertbar erwies sich der Haferagar. Allerdings
kamen hier nur wenige Protokorme zur Entwicklung. Auf dem Hafer- Hefeextraktagar
zeigte sich Rhizoctonia Stahlii als duferst virulent, was sich im parasitiren Verhalten
dufderte. Das schnelle Wachstum der Protokorme von Dactylorhiza auf dem Stirkeagar
in Symbiose mit Rhizoctonia Stahlii bezeugte das ausgeglichene Krifteverhiltnis der
Partner bei geringer Virulenz des Mykorrhizapilzes.

Die Virulenz von Rhizoctonia Stahlii war jedoch auf der Wasseragarseite offensichtlich ge-
ringer. Dies zeigte sich jedenfalls im Zusammenhang mit anderen Orchideenarten (unver-
offentlichte Resultate). Wiahrend die Samen von Orchis morio und Anacamptis pyramidalis
auf der Stirkeagarseite lediglich aufquollen, erfolgte auf der Wasseragarseite des Stirke-
mediums die Samenkeimung und eine allerdings nur geringe Entwicklung der Protokorme.

Weinhold und Mitarb. (1969, 1972) untersuchten den Einflul der Ernihrung auf die
Virulenz von Rhizoctonia solani. Hier standen Virulenz und Pathogenitit in enger Bezie-
hung zum verfiigbaren Nahrungsangebot. Dabei kam der Stickstoffquelle die grofite
Bedeutung zu. Fiir unsere Experimente wurde als N-Quelle Asparagin gewihlt, da sie von
den Symbionten gut verwertet wird — zumal von Burge ff (1936) Hinweise vorlagen,
daf® organischer Stickstoff das Zustandekommen der Symbiose erheblich fordert. Im Hin-
blick auf die Virulenz der Pilze sollte jedoch bei anderen Orchideenarten die Stickstoff-
quelle variiert werden.

Die symbiotische Kultur einheimischer Orchideen, wie Dactylorhiza ist insbesondere im
Hinblick auf bessere Uberlebenschancen beim Anpflanzen auf natiirlichem Substrat aus-
sichtsreich. Sie diirfte nicht nur als Moglichkeit fiir den Erwerbsgartenbau in Zukunft an
Bedeutung gewinnen, sondern auch im Rahmen des Naturschutzes bei der Erhaltung be-
drohter Orchideenarten praktische Anwendung finden.
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