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Keimungsfordernde Faktoren bei schwerkeimenden europaischen
~_ichideen:

2. Eine verfeinerte Methode der Samen-Voraussaatbehandlung mit Natrium-
hypochlorit und Uberpriufung der Vitalitat mit Tetrazoliumchlorid®)

Zusammenfassung: 1. Bei der Natriumhypochlorit-Desinfektion der Samen europaischer Orchideen zur in vitro-Aussaat hangt
der Grad der Bleichung nicht nur von der Konzentration der NaOCI-Lasung, der Einwirkdauer und der Dicke der Carapace ab.
Es wird an Epipactis palustris (L.) Crantz gezeigt, daB bei Verwendung einer 0,3%igen NaOCI-Ldsung ab einer Einwirkdauer von
zwei Stunden der Anteil physiologisch aktiver Samen wesentlich durch das Mengenverhaltnis zwischen Samenportion und
Hypochloritlésung bestimmt wird. Die optimale Einwirkdauer liegt in diesem Versuch je nach Mengenverhaltnis bei zwei bzw.
drei Stunden. Aus den gewonnenen Erkenntnissen a6t sich ein Verfahren zur Voraussaatbehandlung ableiten, das durch die
Einschaltung des Tetrazolium-Tests den meBbar groBten Anteil physiclogisch aktiver Samen liefert — insbesondere bei schwerkei-
menden Orchideenarten.

2. Durch Anwendung des Tetrazolium-Tests werden bei Epipactis palusiris innerhalb einer Samenherkunft zwei vollig unterschied-
lich bleichungsbedurftige Samentypen nachgewiesen (optimale NaOCI-Einwirkzeit 10 Minuten bzw. 2-3 Stunden). Damit ist ein
Faktor fiir das heterogene Verhalten von Aussaaten schwieriger Arten aufgezeigt.

Summary: 1. Several factors are known to influence the intensity of bleaching in sodium hypochlorite-treatment before sowing
of seeds of European orchids in vitro: concentration of hypochlorite-solution, duration of treatment, thickness of the embryo's
cover (carapace). Results with Epipactis palustris (L.) Crantz at 0.3 % NaOCI! show that there is another factor which influences
the percentage of physiologically active seed at treatment durations from two hours up: the ratio between the quantity of seed
and the quantity of hypochlorite-solution. In this investigation the optimum duration of bleaching is two and three hours respectively,
dependent on the seed/hypochlorite-ratio used. In conclusion a bleaching procedure including the tetrazolium test is developed,
which ensures the measurable optimum percentage of physiologically active seed after NaOCl-treatment, especially with hard-
to-germinate orchids.

Using the tetrazolium method two types of seed within one batch were detected, which require totally different intensity of
__.aching (optimum duration 10 minutes and 2-3 hours respectively). This must be one of several factors responsible for the
heterogeneity in germination of hard-to germinate orchid species.

Einleitung

Eine entscheidende Bedingung zur Brechung der
Keimruhe bei Aussaaten terrestrischer Orchideen ist
die Voraussaatbehandlung mit Natriumhypochlorit
(NaOCl). Insbesondere LUCKE hat viel zur Klarung
dieser Frage beigetragen.

Fest steht, daf3 bei Samen europaischer Orchideen die
innere Samenschale (Carapace) das Haupthindernis
der Samenkeimung in vitro darstellt (3). Sie bewirkt
eine physikalische Keimhemmung. Es wird zudem an-

") Eine ausfuhrliche Fassung dieses Artikels ist beim Autor
erhaltlich.
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genommen, dafB das Phytohormon Abscisinsaure eine
Rolle bei der physiologischen Keimhemmung européi-
scher Orchideen spielt und die NaOCI-Behandlung der
Samen hierauf EinfluB nimmt (Auswaschung oder Oxi-
dierung der Hemmstoffe).

Je dicker die Carapace entwickelt ist, desto starker.
die Hemmwirkung. Variationen in der Dicke der Cara-
pace ergeben sich innerhalb einer Art durch die geo-
graphische Herkunft, das Erntejahr und die Individual-
streuung (3). Dies bedeutet, daB die Voraussaatbe-
handlung mit NaOCI (2, 4) nicht schematisch erfolgen
kann und ein Parameter zur Feststellung der optimalen
Bleichung gefunden werden muB (1). Es zeigt sich
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namlich, daB reife und optimal mit Natriumhypochlorit-
LLésung behandelte Samen so gut keimen wie im giin-
stigsten Stadium geerntete unreife Samen.

Bei der Hypochlorit-Behandlung ist die Wirkungsin-
tensitat der Bleichung abhangig von der Dicke der
Carapace sowie der Konzentration und der Einwirk-
dauer der NaOCI-Lésung. FROSCH erkannte die fast
vollstandige Entfarbung der zunachst mehr oder weni-
ger intensiv braunen Carapace als brauchbares MaB
fir den richtigen Bleichungsgrad (1). Bei Epipactis pa-
lustris und Cephalanthera spp. erwies sich das Verfah-
ren nach meinen Erfahrungen allerdings als zu unge-
nau. Exakte Aussagen uber den Anteil physiologisch
aktiver Samen nach der Hypochlorit-Einwirkung er-
zielte VAN WAES durch selektive Anfarbung mit Tetra-
zoliumchlorid (Nachweis aktiver Dehydrogenasen in
den Embryozellen) mit anschlieBender Auszahlung bei
schwacher VergroBerung (7). Auch LUCKE und SINGH
(1981) wendeten die Tetrazoliumchlorid(TTC)-Farbung
bei Orchideensamen an (5).

Bei der Literaturdurchsicht fallt auf, daB trotz aller Fort-
schritte in der Voraussaatbehandlung die Empfehlun-
gen fur Konzentration und Einwirkzeit der Hypochlorit-
Ldsung flr dieselbe Orchideenart zwischen den Auto-
ren auBerordentlich differieren. Mit unterschiedlichen
Samen-Herkinften ist dieses Phanomen nicht allein
zu erklaren. AuBerdem ist augenfallig, daB die Uberwie-
gende Zahl der veroffentlichten Aussaatversuche den
Nachweis der physiologischen Aktivitat der Samen
(TTC-Test) nicht beinhaltet. Es kann also nicht ausge-
schlossen werden, daB haufiger als bisher angenom-
men, die Ursachen fir mangelhafte oder ausbleibende
Keimung in Fehlern bei der Voraussaatbehandlung zu
suchen sind. Die wesentliche Aussage Uber die Quali-
tat einer Aussaatmethode liefert namlich nicht der An-
teil keimender Samen an der Gesamt-Samenmenge,
sondern der Anteil keimender Samen an der Menge
physiologisch aktiver Samen!
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Abb. 1: Epipactis palustris-Sa-
men nach der TTC-Reaktion.
Man beachte den unterschiedli-
chen Grad der Anfarbung des
Embryos: gelb ist die Farbe des
tot-sterilisierten, TTC-negativen
Embryos; lebende Samen sind
orange sowie intensiv rot, je
nach Stoffwechselintensitat.
Foto: M. Weinert

Es sei ausdrlicklich darauf hingewiesen, daB der posi-
tive Nachweis einer physiologischen Aktivitat im Em-
bryo nichts Uber eventuell noch vorhandene Keimhem-
mungen aussagt. Dennoch eignet sich der TTC-Test
als MaB fur die Qualitat einer Voraussaatbehandlung,
da er schnell und unkompliziert eine Aussage uber
denAnteil potentiell keimféhiger Embryonen nach
einer NaOCI-Behandlung erlaubt.

In diesem Artikel wird ein Verfahren vorgestellt, das
eine physiclogisch optimale Bleichungsintensitat ge-
wahrleistet — insbesondere bei schwerkeimenden Ar-
ten, die mit bisherigen Methoden nur unzureichend
erfaBt werden. Ein weiteres Ergebnis ist der Nachweis
zweier unterschiedlich bleichungsbedurftiger Samen-
typen innerhalb einer Herkunft bei E. palustris — ein
Faktor, der neben anderen flir das heterogene Verhal-
ten bei der Voraussaatbehandlung verantwortlich ist.

Material und Methoden

Flr die Versuche wurde folgende Samenernte von Epi-

pactis palustris verwendet:

— Alpinum des Botanischen Gartens Munchen, 2™
8. 1990, vollreif, Ernte 5-6 Wochen nach der Ble -
(heiBer Sommer); geschlossener Pflanzenhorst,
durch vegetative Vermehrung entstanden.

Gleich nach der Ernte wurden die Samen aus den

Kapseln entfernt und griindlichst von Fremdbestand-

teilen gereinigt.

Die Bleichbehandlung wurde in der Vakuumfritte nach

LUCKE durchgefiihrt mit einer 0,3%igen NaOCI-Lo6-

sung + 1% Tween 80 (3 x 1 min Vakuum). Anschlie-

Bend erfolgte nach Absaugen der alten Ldsung die

vollstandige(!) Uberfiilhrung der Samenportionen mit

15 ml frischer 0,3%iger NaOCl in 20 ml fassende Glas-

chen, die mit einer Plastikkappe luftdicht(!) zu ver-

schlieBen waren. Wahrend der Einwirkdauer (1, 2, 3,

4, 5 h) wurden die Glaser dunkel(!) in einem Umluft-

Brutschrank bei 20°C aufgestellt und alle 10-15 min
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