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Abschlussbericht Projekt DivOrch, gefordert vom HLNUG

Zusammenfassung

Die Biodiversitit ist durch verschiedene Faktoren wie Landnutzungsédnderungen, Habitatfrag-
mentierung und den Klimawandel bedroht. Besonders die hier heimischen Orchideenpopulati-
onen sind auf’kleinen, voneinander isolierten Standorten zu finden und weisen seit Jahren einen
stetigen Riickgang auf. Neben den klassischen, abiotischen und biotischen Einflussfaktoren
stellt die genetische Diversitéit ein wichtiges Mall zur Bewertung der Populationen dar. Die
genetische Diversitdt unserer heimischen Orchideen zu erfassen ist Ziel dieser Untersuchung.
Weiterhin sollen zur Unterstiitzung der Orchideenpopulationen Anzucht- und Kulturversuche
durchgefiihrt werden und die angezogenen Individuen an ihren Ursprungsort ausgebracht wer-
den. In dieser Arbeit werden die hessischen Populationen von sechs heimischen Orchideenarten
Anacamptis morio, Cypripedium calceolus, Dactylorhiza majalis, Herminium monorchis, Ne-
otinea ustulata und Spiranthes spiralis mittels der populationsgenetischen Methoden Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) und Start Codon Targeted (SCoT) untersucht. Es zeigte sich,
dass der Grof3teil der genetischen Varianz innerhalb der untersuchten Populationen zu finden
ist und bei den meisten Arten eine moderate genetische Differenzierung vorliegt. Die Werte der
genetischen Diversitét lagen in den Populationen zwischen Hj = 0,073 und Hj = 0,343. Trotz
der Isolation der Populationen voneinander und einem stetigen Riickgang sowohl der Populati-
onen selbst, als auch ihrer Anzahl an Individuen innerhalb der Populationen, liegen die Hj-
Werte iiber den Erwartungen. Eine genetische Abgrenzung zwischen Populationen trat nur teil-
weise auf, was auf einen genetischen Austausch hindeutet, der wahrscheinlich in der Vergan-
genheit zu finden ist. Erfolgreiche Keimungen waren bei 4. morio, D. majalis, C. calceolus und
S. spiranthes zu beobachten, bei H. monorchis konnten nur wenig Individuen erfolgreich kei-
men, wahrend bei N. ustulata nur ein Protokorm zu beobachten war.
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1. Einleitung (Fragestellung und Stand der Forschung)

Die verstiarkte Landnutzungsdnderung der letzten Jahrzehnte, die anhaltende Habitatfragmen-
tierung, sowie die immer grofler werdenden Belastungen durch den Klimawandel, stellen fiir
die heimische Artenvielfalt eine immer gro3ere Gefdhrdung dar. Dies resultiert in einem Riick-
gang der Biodiversitdt und kann im schlimmsten Fall das Aussterben von Arten begiinstigen.
Trotz der Bemiihungen des Naturschutzes, hat sich die Gefahrdungslage vieler Arten nicht ver-
bessert (HLNUG 2019). Gerade in der heimischen Flora haben viele gefahrdete und bedrohte
Arten Verluste zu verzeichnen. Auch in Hessen ist ein Riickgang der pflanzlichen Vielfalt spiir-
bar. So heifit es in der hessischen Biodiversititsstrategie (3.6.2013/ aktualisiert 1.2.2016), dass
in den letzten 230 Jahren 140 Pflanzenarten ausgestorben sind. Die Hessische Biodiversitéts-
strategie wurde 2013 mit dem Ziel verabschiedet, die biologische Vielfalt zu erhalten. Unter
dem Begriff biologische Vielfalt, wurde auf der Konferenz der Vereinten Nationen fiir Umwelt
und Entwicklung, im Ubereinkommen zur biologischen Vielfalt (Secretariat of the Convention
on Biological Diversity (SCBD) 2010) festgehalten, dass biologische Vielfalt neben der Vielfalt
der Arten, auch die Vielfalt der Okosysteme und die genetische Vielfalt Teile des Begriffs Bio-
diversitét darstellen und dementsprechend zu schiitzen sind.

So sind Orchideen von einem stillen Aussterben bedroht; mehr als die Halfte aller auf der Roten
Liste der IUCN aufgefiihrten gefdhrdeten Pflanzenarten sind Orchideen (IUCN 2026). Dabei
gehoren Orchideen mit tiber 27 000 Arten zur zweitgroften Familie der Angiospermen und bis
auf die Arktis und Antarktis sind sie weltweit verbreitet.

Der Schwerpunkt ihres Vorkommens liegt in den Biodiversitdtshotspots der Tropen, doch auch
in Deutschland sind etwa 60 Orchideenarten heimisch (Arbeitskreis Heimischer Orchideen
2005, S. 71). Dass es in Deutschland heimische Orchideen gibt, ist in der breiten Offentlichkeit
nicht prisent. Alle hier vorkommenden Orchideen sind bedroht und durch das Bundesnatur-
schutzgesetz (BNatSchG) streng geschiitzt. In Hessen stehen sie alle auf der Roten Liste der
Farn- und Bliitenpflanzen (HLNUG 2019). Aufgrund ihrer Seltenheit finden sich Orchideen-
vorkommen héufig in kleinen, voneinander isolierten Populationen. Aus populationsgeneti-
scher Sicht kann dies einen Risikofaktor darstellen.

Damit eine Population iiberleben kann, sind nicht nur die dulleren Einfliisse wie Klima, Boden,
Licht, Temperatur und Konkurrenz von Interesse, sondern auch populationsgenetische Fakto-
ren wie die genetische Variabilitdt (Stange et al. 2021). Die genetische Variabilitét ist ein wich-
tiger Faktor, der Aussagen tliber den Zustand einer Population, einer Art, in einem bestimmten
Gebiet geben kann. Ist eine grofle genetische Variabilitdt in einer Population vorhanden, ist
diese anpassungsfiahiger gegeniiber sich dndernder (Umwelt-)Bedingungen und die Wabhr-
scheinlichkeit fiir das Uberleben dieser Population steigt. Eine Population mit einer geringen
genetischen Variabilitdt hat nicht das Potenzial auf sich dndernde Umweltbedingungen zu rea-
gieren und die Wahrscheinlichkeit fiir das Uberleben der Population sinkt. Hierbei spielt die
Populationsgrofle eine wichtige Rolle, ebenso wie der Grad der Isolierung (Ellstrand und Elam
1993; Reed und Frankham 2003). GroB3e Populationen haben durch mehr Individuen eine ho-
here Uberlebenschance als kleine Populationen. Ist in kleinen Populationen dann noch eine ge-
ringe genetische Variabilitdt vorhanden, steigt die Wahrscheinlichkeit fiir das baldige Ver-
schwinden dieser Populationen. Der Grad der Isolierung hat hierbei oft Einfluss auf die geneti-
sche Variabilitdt. Sind Populationen stark voneinander isoliert sinkt die genetische Variabilitit
hdufig, da ein genetischer Austausch iiber Isolationsbarrieren hinweg nicht oder nur schwer
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moglich ist (Ellstrand und Elam 1993). Dieser notwendige genetische Austausch zwischen Po-
pulationen wird als Genfluss bezeichnet.

Neben der Anpassungsfahigkeit ist die genetische Variabilitdt ein Faktor, der auch in der Fit-
ness der Populationen sichtbar werden kann (Reed und Frankham 2003). So sind genetisch
variable Populationen hiufig fitter als Populationen, die eine geringe genetische Variabilitét
aufweisen. Oft sind Individuen solcher Populationen groer und kréftiger, wihrend Populatio-
nen von genetisch nicht variablen Populationen kleiner sind. Auch im Fruchtansatz und der
Samenanzahl lassen sich hdufig Unterschiede zwischen solchen Populationen feststellen. Po-
pulationen mit einer engen Verwandtschaft und dementsprechend einer geringen Variabilitét,
konnen oft nur wenig fertiles Samenmaterial hervorbringen, aus denen auch nur schwierig vi-
tale Pflanzen heranwachsen konnen.

Orchideen sind krautige, mehrjéhrige Pflanzen, die mitunter sehr langlebig sein konnen. Mo-
dellrechnungen an Cypripedium calceolus zeigen eine Lebensdauer von 150 bis 300 Jahren
(Nicole et al. 2005), und an Spiranthes spiralis eine Lebensdauer von bis zu 50 Jahren (Wells
und Synge 1981; Jacquemyn und Hutchings 2010). Weiterhin haben Orchideen einen speziellen
Lebenszyklus. Neben den oben genannten Einflussfaktoren schafft auch dieser spezielle Le-
benszyklus einen Umstand, der zur Gefahrdung dieser Arten beitrdgt. Die Bliitenmorphologie
ist oftmals so gestaltet das nur spezielle Insekten als Bestduber in Frage kommen, da eine Co-
Evolution mit diesen existiert. Fehlen diese Bestauber, konnen sich die Pflanzen nicht oder nur
sehr schlecht vermehren, da eine Selbstbestaubung oft nicht moglich ist oder einen negativen
Einfluss auf das Samenmaterial und die Fitness der Pflanzen haben kann (Rasmussen 1995).

Orchideen bilden Kapseln aus, in denen je nach Art mehreren Tausend, bis Millionen Staubfei-
ner Samen enthalten sind (Barthlott et al. 2014). Des Weiteren brauchen die Samen zum Kei-
men in der Natur einen Mykorrhizapartner. Orchideensamen haben kein Endosperm, das sie
mit Nahrstoffen versorgt. Durch eine Symbiose mit einem artspezifischen Pilz, wird dies aus-
geglichen, da der Embryo iiber den Pilz mit den entsprechenden Néhrstoffen versorgt wird
(Harzli und Ozdener Kémpe 2025). Keimen Orchideensamen, liuft dies in einem bestimmten
Schema ab. Zunichst beginnt der Embryo zu quellen, schwillt an, wodurch die Testa aufgebro-
chen wird, und bildet das Protokorm. Das Protokormstadium, ist ein den Orchideen eigenes
Stadium. Hier nimmt die Zellzahl zu und die ersten Differenzierungen beginnen. So bilden sich
in diesem Stadium die ersten Rhizoide aus, ebenso wie das Protomeristem. Das Protokorm ver-
groBert sich, bis sich das erste griine Blatt bildet. Allein dieser Vorgang kann bei Orchideen
mehrere Jahre dauern. Bis der Keimling zu einer reproduktiven adulten Pflanze herangewach-
sen ist, muss er zuerst das juvenile Stadium und anschlieen das vegetative adulte Stadium
durchlaufen werden. Auch dieser Vorgang kann nochmal mehrere Jahre dauern (Arbeitskreis
Heimischer Orchideen 2005, S. 68), so dauert es bei S. spiranthis nach Wells und Synge (1981)
bis zu 15 Jahre. Die Zeit, die ein Orchideensamen braucht, um zu einer gesunden und repro-
duktiven Pflanze heranzuwachsen ist von Art zu Art unterschiedlich und scheint in der Natur
langer zu dauern als bei In-Vitro Anzuchten. Unter einer asymbiotischen Anzucht konnte S.
spiralis bereits nach 5 Jahren zum Bliihen gebracht werden (Wells & Kretz 1986 aus Jacquemyn
und Hutchings 2010). Wie gut in Kultur angezogene Pflanzen an einem Wildstandort dauerhaft
wieder etabliert werden kdnnen, hiangt von verschiedenen Faktoren ab und ist Gegenstand ak-
tueller Untersuchungen. Im Orchideenschutz ist das Unterstiitzen von Populationen durch im
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Gewidchshaus angezogene Individuen keine unbekannte Praxis. Bereits im letzten Jahrhundert
wurden Versuche zur kiinstlichen Anzucht von Orchideen durchgefiihrt (Arditti 1984). In den
1920er Jahren entwickelte Knudson (1922) eine Mdglichkeit terrestrische Orchideen in Abwe-
senheit des fiir die Keimung bendtigten Pilzes zu kultivieren. Die Anforderungen einer erfolg-
reichen Keimung sind artspezifisch und konnen innerhalb von Familie, Gattung und von Art
zu Art variieren wodurch eine Ubertragung nicht immer mdglich ist, sodass terrestrische Orch-
ideen als schwierig gelten (Arditti et al. 1981).

Bei der Orchideenanzucht unterscheidet man zwei grundlegende Methoden, zum einen die sym-
biotische Methode, bei der die Orchideen mit einem Pilz zur Keimung gebracht werden, zum
anderen die asymbiotische Methode, bei der die Samen ohne Pilz kultiviert werden. Fiir beide
Methoden ist eine sterile Umgebung essenziell und der Grad sowie die Qualitdt des Samenma-
terials entscheidend. Je nach Art ist ein unterschiedlicher Reifegrad fiir die kiinstliche Anzucht
von Vorteil. Bei einigen Samen gelingt eine Keimung mit reifem Material, bei anderen Arten
ist dies nur bei einer sogenannten Griinaussaat moglich, wenn also das Samenmaterial noch
nicht ausgereift ist. Neben dem Reifegrad sind auch die Vorbereitung des Samenmaterials
(Dauer und Konzentration der Sterilisation), die Rezepturen fiir die Nahrmedien und die Be-
dingungen wihrend der Keimung Einflussfaktoren, die entscheidend zum Erfolg beitragen
(Rasmussen 1995).

In diesem Projekt ist der populationsgenetische Zustand von sechs hessischen Orchideen unter-
sucht worden (Abb. 1), vier von ihnen haben als Hessen-Art eine besondere Bedeutung fiir das
Land. Die sechs untersuchten Arten sind: Anacamptis morio (L.) R. M. Bateman, Pridgeon &
M. W. Chase (Hessen-Art), Cypripedium calceolus L. (FFH Art nach Anhang II und 1V),
Dactylorhiza majalis (Rchb) P. F. Hunt & Summerh (Art des Bundesprogramms Biologische
Vielfalt), Herminium monorchis (L.) R. Br (Hessen-Art), Neotinea ustulata (L.) R. M. Bateman,
Pridgeon & M. W. Chase (Hessen-Art) und Spiranthes spiralis (L.) Chevall. (Hessen-Art). Ne-
ben den Untersuchungen zum genetischen Zustand dieser Arten, wurden Versuche zur kiinstli-
chen Anzucht und Kultur durchgefiihrt. Die Wiederausbringung der kultivierten Pflanzen an
ihren Naturstandorten ist das Ziel.



g Xy B, GBS
Abbildung 1: Die sechs untersuchten Arten in diesem Projekt, A = Anacamptis morio, B = Dacty-

lorhiza majalis, C = Cypripedium calceolus, D = Herminium monorchis, E = Neotinea ustulata, F =
Spiranthes spiralis, Fotos: B-E J. Metzsch, A, F C.M. Miiller.

2. Abweichungen gegeniiber der Maflnahmenbeschreibung

Cypripedium calceolus: Hier gestaltet es sich schwierig die ausgewihlten molekular geneti-
schen Methoden (ISSR und SCoT) zeigen keine reproduzierbaren Bandenmuster die zur Aus-
wertung herangezogen werden konnten. Daher wurde auf eine neue Methode zuriick gegriffen
Double Digest RADseq (dd RADSeq) (Peterson et al. 2012). Die Rohdaten liegen hier vor und
werden nun bioinformatisch ausgewertet. Diese Methode wurde nicht aus den Mitteln fiir dieses
Projekt finanziert und beinhaltet auch nicht alle Populationen, die untersucht werden sollten, da
die Methode mit dieser Art erprobt werden muss.

Neotinea ustulata: Fiir die hier vorgesehenen Anzucht und Kulturversuche zu N. ustulata, sollte
Samenmaterial von einem Standort entnommen werden. Aufgrund wenig Fruchtansatz gestal-
tete sich die Entnahme als nicht moglich. Beobachtungen der letzten Jahre (unteranderem durch
Herr M. Stiihler) deuteten auf einen verminderten Fruchtansatz in diesem Gebiet hin. Nach
Informationen des Arbeitskreis Heimischer Orchideen (2005, S. 639) betragt der Fruchtansatz
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von N. ustulata nur 14%. Eine Verringerung des Fruchtansatzes konnte gravierende Folgen fiir
die Population haben, da durch einen verminderten oder sogar ausbleibenden Fruchtansatz tiber
Jahre, die néchste Generation an N. ustulata Individuen ausbliebe und die Population in ithrem
jetzigen demographischen und genetischen Zustand stagniere.

In Kooperation mit der Unteren Naturschutzbehorde Giefen/Regierungsprisidium Gieen in
Person von Frau Ulrike Brockerhoff/ Fr. Sunna Schwarz, konnten Bestdubungsversuche durch-
gefiihrt werden, um Kapsel- und Samenmaterial fiir Aussaatversuche von N. ustulata zu erhal-
ten.

Ringvorlesung: Fiir den wissenschaftlichen Austausch in die breite Offentlichkeit sollte ur-
spriinglich eine Ringvorlesung zu dem Thema ,,Diversitit Heimischer Orchideen* im ,,Gro3en
Horsaal* der Hermann-Hoffmann Akademie, auch bekannt als ,,Botanischer Horsaal* angebo-
ten werden. Aufgrund einer schadhaften Stahlbetonkonstruktion an der Decke, musste der Saal
aus Sicherheitsgriinden im Wintersemester 2023/2024 gesperrt werden. Sowohl Lehr- als auch
offentliche Veranstaltungen konnten seitdem nicht mehr in dem Gebédude stattfinden. Als Al-
ternative ist eine Orchideen-Ausstellung im Botanischen Garten geplant.

Auspflanzungen: nur teilweise mdglich, aufgrund der langen Entwicklung aus Samen zu aus-
pflanzfahigen Pflanzen ist es zeitlich nicht moglich gewesen zu allen vorgeschlagenen Arten
Jungpflanzen in diesem engen Zeitraum zu erhalten. Dies lag auch daran das in einigen Jahren
es nicht zur Samenreife kam (heile/trockene Sommer) oder auch auf der Spenderflache zur
Samenreife schon geméht wurde und ein Sammeln nicht mehr moglich war. Auch war die Kei-
mung der Samen von Jahr zu Jahr sehr unterschiedlich und unsere Kulturbedingungen nicht
immer passend das absterbe Ereignisse dazu gefiihrt haben, nur wenige oder gar keine Jung-
pflanzen zu erzielen.

3. Material und Methoden

3.1 Sammlung Pflanzenmaterial:

Fiir diese Arbeit wurde Pflanzenmaterial von Naturstandorten genutzt. Mit Hilfe von Fund-
punktdaten des Hessischen Landesamts fiir Naturschutz, Umwelt und Geologie (HLNUG)
wurde eine Standortliste erstellt und an den entsprechenden Standorten Blattproben und Kap-
seln, nach den Vorgaben der artenschutzrechtlichen Ausnahmegenehmigungen, entnommen
(Genehmigungsbescheid: N2 — 103 s 06 01 08/2021-07; N2 — 103 s 06 01 08/ 2023-01 / ergidnzt
am 20.02.2026) (Anhang Abb. Al). Das gesammelte Blattmaterial wurde zum Trocknen in
Silicagel gebracht. Anschliefend wurde eine DNA-Extraktion mit dem NucleoMag Plant Kit
(Machery & Nagel) nach Angaben des Herstellers und mit geringfiigigen Anderungen, durch-
geflihrt. Die molekulargenetische Studie wurde mit dem Untersuchungsmaterial aus Tabelle 1
(im Anhang detailgenauere Tabelle A1) durchgefiihrt. Das nicht verwendete Silicamaterial wird
dunkel bei Raumtemperatur in der AG-Spezielle Botanik gelagert, die DNA-Extrakte werden
bei -80°C gelagert und stehen fiir kiinftige Untersuchungen zur Verfiigung.



Tabelle 1: Ubersicht der untersuchten Populationen mit der jeweiligen Anzahl an Individuen der popu-

lationsgenetischen Analyse.

Art Populationen Individuen Bemerkung
(gesamt)

Anacamptis morio 10 87

Verwendetes Material hauptsach-
Cypripedium calceolus 30 159 lich von Herr A. Opitz aus 2013 (Az.

IV.2 R.28)

Dactylorhiza majalis 22 281
Herminium monorchis 2 21
Neotinea ustulata 6 33
Spiranthes spiralis 5 54

Bei der Entnahme der Kapseln wurde mit dem Geo-Naturpark Frau-Holle-Land in Person von
Dr. Malte Zirpel sowie dem Regierungspréasidium GieBBen in Person von Frau Ulrike Brocker-
hoff/ Fr. Sunna Schwarz zusammengearbeitet. Das gesammelte Kapsel- und Samenmaterial
wurde vollstindig fiir die Aussaatversuche verwendet. Eine Ubersicht des Kapselmaterials ist
in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Kapseln von C. calceolus wurden ca. 6 Wochen nach er-
folgter Bestdubung geerntet, da dies den idealen Zeitpunkt fiir eine erfolgreiche Griinaussaat
darstellt (Wagner und Hansel 1994). Die 2025 geernteten Kapseln wurden in Selbst- und
Fremdbestdubte Kapseln unterteilt.

Um Kapselmaterial von N. ustulata fiir Aussaatversuche zu gewinnen, wurde mit Genehmigung
der Behorden Bestdubungen der Pflanzen auf einer Teilfliche (Teilflache 1) des Gebietes Hof-
feld bei Eisemroth durchgefiihrt (Anhang Abb. A2). Hierbei wurden die vorhandenen Indivi-
duen in zwei Gruppen, A und B, eingeteilt. Gruppe A bestand aus 5 nebeneinanderstehenden
Individuen, Gruppe B aus 1-3 Individuen an fiinf Punkten auf der beprobten Fldche. Alle be-
probten Individuen standen in einem Abstand von 1,3 - 7 Meter voneinander entfernt. Von
beiden Gruppen wurden insgesamt jeweils 20 Pollinien entnommen und auf 20 Bliiten der an-
deren Gruppe per Hand verbracht. Insgesamt wurden 40 Einzelbliiten bestdubt. Von der Haupt-
fliche und Teilfliche 1, konnte Samenmaterial durch natiirliche Bestdubung entnommen wer-
den.

Um den idealen Reifezeitpunkt fiir die Anzuchtversuche herauszufinden, wurden Kapseln von
N. ustulata zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestdubung entnommen und die Samen der
verschiedenen Reifestadien auf Ndhrmedien ausplattiert. Entnommenes Material konnte in das
Stadium friihreif, reif eingeteilt werden. Reifes und nahezu reifes Material wurden als reif zu-
sammengefasst.

Tabelle 2:Ubersicht des beprobten Kapsel- und Samenmaterials von Naturstandorten, K = Anzahl der
Kapseln insgesamt, S = Anzahl der Standorte insgesamt, BG = Botanischer Garten.

Sammel-

. H. monorchis | N. ustulata
jahr

A. morio C. calceolus S. spiralis | D. majalis

2023 1K/1S 7K 3K 1K
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2024 3K/1S* 1 Kapseltra- 6K/1S

gender
Spross/ 1S

2025 Samenmate- 16K/3S? 30K/1S3 Von 4 Indi-

rial aus BG viduen

mehrere
Kapseln/1S
Herkunft | BG GieRen Biihlchen, Hofgeismar Hoffeld bei | Ober- Rodgen
(Original Simmels- Eisemroth morlen, Or-
berg, Hofbie- tenberg

Wiirzburg)
ber

!Zusammenarbeit mit Geo-Naturpark Frau-Holle-Land
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3.2 Populationsgenetische Analyse:

Die populationsgenetischen Analysen wurden mit den molekularen Methoden ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) und SCoT (Start Codon Targeted) durchgefiihrt. Beides sind PCR
basierte Methoden, die mittels eines Primers Fragmente der genomischen DNA generieren, auf
deren Unterschiede Berechnungen zur genetischen Variabilitéit ausgefiihrt werden konnen.
ISSR arbeitet mit einem Primer, der sich an die repetitiven DNA-Sequenzen anlagert. Es han-
delt sich um eine altere Methode, die sich im Hinblick auf Orchideen als zuverldssig erwiesen
hat und als kostengiinstige Methode die Anforderungen des molekularen Naturschutzes erfiillt.
Zudem ist sie robust und kann flexibel an Probleme angepasst werden. Je nach Art und Primer
wurde das Protokoll von Dogan et al. (2010) individuell angepasst. Hierbei wurde ein 20 pl
Ansatz verwendet, dieser besteht aus 1ul DNA Template (5Sng/ul), 2ul 10x Puffer (dream Taq),
2ul ANTP (2mM), 0,4ul Primer (10pmol/ul), 0,3ul Dream Taq (5U/ul) und H>O. Bei Bedarf
wurden Zusitze wie Betain Mono. (5M) und BSA (10ng/pl) oder DMSO (99%) zugefiigt.
Abweichungen von diesem Protokoll lagen bei A. morio und C. calceolus vor. Bei A. morio
wurde anstelle der Dream Taq Polymeralse die Platinum Taq Polymerase verwendet. Hierbei
wurden 0,6ul MgCl, zu dem Protokoll zugefiigt und nur 0,2ul der Platinum Taq Polymeralse
verwendet. Bei C. calceolus wurden zur Austestung der Primer die Konzentrationen der Be-
standteile des Mastermixes verdndert und zwischen der Dream Taq Polymerase und der Taq
Polymerase (recombinant) gewechselt.
SCoT arbeitet ebenfalls nur mit einem Primer. Dieser lagert sich an das Start Codon ATG und
den hoch konservierten Bereiche drumherum an (Collard und Mackill 2009). Auch hierbei wer-
den unterschiedlich grof3e Fragmente generiert, auf deren Basis man populationsgenetische Un-
terschiede detektieren kann. Die Methode konnte ebenfalls erfolgreich an Orchideen durchge-
fiihrt werden (Gholami et al. 2021; Tikendra et al. 2021). Je nach Art und Primer wurde das
Protokoll individuell angepasst. Verwendet wurde ein 15ul Ansatz mit einem Template von 2ul
DNA (5ng/ul), 1,5ul 10x Buffer, 1,5ul ANTP (2mM), 0,4ul Primer (10pmol/ul), 0,3ul Dream
Taq (5U/ul) und H>O. Bei Bedarf wurden Betain Mono. (5M) und BSA (10ng/ul) oder DMSO
(99%) zugegeben.
Im Anhang Tabelle A2 und A3 sind die Arten mit den verwendeten Primern aufgefiihrt. Nach
der Beendigung der PCR wurden 16pul des Aliquods mit 4ul SYBR® Gold (Invitrogen™) ge-
mischt und auf ein 2% Agarosegel aufgetragen. Als GroBenstandard wurden 4l des GeneRuler
TM 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas- Life Science) verwendet. Die Gele liefen bei 70V fiir
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120 — 150 min. Mittels einer Geldokumationsstation (E-Box ©2026 Vilber) wurden die Frag-
mente sichtbar gemacht und fotografiert.

3.2.1 Statistische Auswertung zur populationsgenetischen Analyse:

Die Fragmentmuster wurden manuell in eine 0/1-Matrix iibertragen, wobei 0 fiir die Abwesenheit eines
Merkmales kodiert und 1 fiir die Anwesenheit eines Merkmales steht. Die Matrix wurde in Microsoft
Excel erstellt und diente zur statistischen Analyse mit AFLPsurv, Version 1.0 (Vekemans 2002), um
die genetische Diversitdt (H;) nach (Lynch und Milligan 1994) zu berechnen, sowie die poly-
morphen Loci zu berechnen. GenAIEX 6.51 (Peakall und Smouse 2012)wurde genutzt, um die
Hauptkoordinatenanalyse (PCoA Principal Coordinates Analysis), den Mantel Test und die
Analyse der molekularen Varianz (AMOVA, Analysis of Molecular Variance) zu berechnen.
Die genetische Struktur wurde mittels einer Clustering-Methode ausgewertet, um die wahr-
scheinlichste Anzahl von Clustern zu ermitteln. Dazu wurde der in der Software STRUCTURE
v2.3.4 (Pritchard et al. 2000) implementierte Bayes'sche Clustering-Ansatz angewendet. Zur
Erkennung genetischer Cluster wurden Standardeinstellungen mit 100.000 Markov-Ketten-
Monte-Carlo-Iterationen (MCMC) verwendet, mit einer Burn-in-Phase beginnend bei 10.000
und 10 Wiederholungen pro Durchlauf fiir jede gewéhlte Clusteranzahl (d. h. K = wurde ent-
sprechend der Anzahl der beprobten Populationen je Art gewidhlt). Um die wahrscheinlichste
K-Modus-Verteilung zu bestimmen, wurde delta K (Evanno et al. 2005) unter Verwendung von
StructureSelector (Li und Liu 2018) definiert. Um den wahrscheinlichsten Cluster-Zugehorig-
keitskoeffizienten in 10 Durchldufen von STRUCTURE und StructureSelector zu iiberpriifen,
verwendeten wir CLUMPP v.1.1.2 (Jakobsson und Rosenberg 2007). Die entsprechenden Gra-
fiken wurden mit DISTRUCT (Rosenberg 2004) erstellt.

3.3 Kulturversuche:

Die Kulturversuche beginnen mit der Aussaat des Samen- / Kapselmaterials. Fiir die Orchide-
enaussaaten wurde die asymbiotische Methode gewéhlt. Diese wurde bei Erdorchideen bereits
erfolgreich durchgefiihrt (Malmgren und Vogler 2019). Des Weiteren ist sie im Vergleich zu
symbiotischen Aussaaten mit weniger Arbeitsaufwand verbunden (Malmgren und Vogler 2019;
Rasmussen 1990). Je nach Reifegrad der Samen werden unterschiedliche Verfahren zum Aus-
bringen angewendet. Wichtig bei beiden Verfahren ist eine sterile Arbeitsweise.
Befinden sich die Samen noch in der Kapsel wird eine sogenannte Griinaussaat durchgefiihrt,
wobei die Kapsel zur Sterilisation in 96% unvergilltem Ethanol getaucht und abgeflammt wird.
Der Vorgang wird insgesamt zweimal durchgefiihrt. AnschlieBend wird die Kapsel vier Minu-
ten in 2,5% NaClO desinfiziert und danach kurz in 0,1% NaClO gespiilt. Die verschlossenen
Kapseln werden gedffnet und die Samen auf dem Aussaatmedium ausgestrichen.
Fiir die Methode der Samenaussaat wird reifes Samenmaterial verwendet. Je nach Art werden
die Samen mit einer spezifischen Konzentration NaClO behandelt. Die Dauer dieser Bleichung
kann von Art zu Art variieren (Rasmussen 1995). Die Bleichzeiten der hier behandelten Arten
werden in Tabelle 3 zusammengefasst und kamen durch optische Begutachtung im laufenden
Prozess zustande. Die desinfizierten Samen werden anschlieBend ebenfalls auf das Nidhrme-
dium ausgebracht. Die Bestandteile des Nahrmediums sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Verwendet
wird das Protokoll nach Malmgren und Vogler (2019), mit angepassten Verdnderungen.
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Tabelle 3: Ubersicht der Bleichzeiten und NaClO Konzentrationen im Falle einer Samenaussaat.

A. morio C. calceolus | D. majalis | H. monorchis | N. ustulata | S. spiralis
Grinaussaat
o)
0'5%. nacf:j 1% nach g’nifr)] Zaf:
o 20m!n ur_1 12min spilen P
NaClO [%] 1% nach 47min frisch, len
Losung . . nach 50min
und dazu- | 1% Griinaussaat | 37Min spu- spilen
. ® Ien
gehorige o 0,5% nach
Bleichzeit 1% n.ach lé nac'h 10min
22min und 20min spilen .
. splilen
60min frisch, 0.5% h
nach 105min 1% nach 270 Nac
. . . 20min
spulen 25min spilen .
spllen

Tabelle 4: Zusammenstellung der Ndhrmedien fiir Aussaat und Kultur mit destilliertem Wasser nach

Malmgren und Vogler (2019)

Aussaatmedium fiir Kulturmedium fiir

1600ml 2000ml
Calciumophosphat Ca3(PQs); 0,12g 0,15g
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 0,12g 0,15g
Magnesiumsulfat MgS04(H,0) 0,12g 0,15g
Inositol 0,64g 80g
Sucrose 16g 20g
Micro Fe 80ul 100ul
Vitamin B-Komplex Stamml6sung rot 1600ul 200ul
Vitamin B-Komplex Stammldsung gelb 1600l 2ml
Spurenelemente (0,5g/25ml) 160ul 2ml
Aminosaurenlésung 8,64ml 10,8ml
Ananassaft (pH6) 32ml
Kokusnuss-Wasser (direkt aus Frucht) 32ml
Kartoffel-Extrakt (bei Bedarf) 24ml
Agar-Agar 8g 9,75g
Aktivkohle 0,8g 2g
pH-Wert 5,8

Die ausgebrachten Samen werden entsprechend der aktuellen Temperatur im Dunkeln gelagert
und regelmiBig auf eine beginnende Keimung iiberpriift. Uber das Jahr entspricht dies im Som-
mer der Raumtemperatur bei ca. 21°C, im Herbst 16°C im Klimaschrank und im Winter 5°C in

der Kiihlung.

Befinden sich die Samen in einem ausreichend grof3en Protokormstadium werden diese Indivi-
duen bis zu dreimal auf ein neues Kulturmedium (Tab. 4) umgelegt. Die Orchideen werden in
diesem Stadium einem natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt und die Temperatur den
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jahreszeitlichen Schwankungen angenéhert. Sind die Orchideen grof3 genug, werden sie in Sub-
strat bestehend aus je einem Drittel Seramis, Erde und Vermiculit getopft. Je nach Art kann das
Substrat zu diesem Zeitpunkt mit einem artspezifischen Pilz angeimpft werden.

Um die Erfolgsrate der gekeimten Samen zu erfassen, wurden die Samen 2025 auf Aussaatme-
dium in Petrischalen ausgestrichen und ein definiertes Raster als Zahlhilfe unter den Platten
angebracht. Die Gesamtzahl der Samen und die Anzahl der optisch unterentwickelten Samen
wurde durch Auszédhlen ermittelt. Eine Erfassung optisch unterentwickelter und optisch norma-
ler Samen ist wichtig, um eine Vergleichbarkeit der Erfolgsraten zu gewihrleisten.

Die Petrischalen wurden alle sieben bis zehn Tage unter der Stereolupe (Wiloskop/hund Wetz-
lar) begutachtet und die Entwicklungsstadien der Samen dokumentiert. In den Jahren zuvor
wurden die Samen in Schraubgldser ausgesat, die keine Moglichkeit einer genauen Ermittlung
der Erfolgsrate boten.

Zur Ermittlung, welche Bedingungen bei welcher Art zur Keimung beitragen, wurden bei der
Protokormratenbestimmung unterschiedliche Aussaatmedien und Aussaatbedingungen unter-
sucht und in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht der Versuche zur Protokormratenerfassung 2025 an den Arten Anacamptis morio,
Cypripedium calceolus, Dactylorhiza majalis, Neotinea ustulata und Spiranthes spiralis, P = Platte.

Art Versuch Anzahl der Platten
A. morio Vergleich der Keimung unter Licht (natirlicher | 1P. hell, 1 P. dunkel
Tag/Nacht Rhythmus am Fenster) und Dunkelheit (konti-
nuierlich) mit Standardmedium

C. calceolus Vergleich zwischen Kapseln durch Selbst- und Fremdbe- | 6 P. selbst, 12 P. best.
staubung mit Kartoffelmedium

D. majalis Erfolgsrate der Keimung auf Standardmedium 3P.

N. ustulata Vergleich zwischen unterschiedlichen Reifegraden auf | 5 P. friihreif, 16 P reif
Standardmedium, eine Platte wurde ins Licht gestellt

S. spiralis Vergleich der Keimung zwischen Standardmedium und | 6 P. Kartoffelmedium,
Kartoffelmedium 6 P. Standardmedium

Da die 6 Stadien der Keimung (Anghelescu et al. 2023; Nabieva 2021; Bektas et al. 2013; Duli¢
et al. 2019) optisch nicht eindeutig differenziert werden konnen, wurden nur die Stadien ,,Quel-
lung® und ,,Protokorm* festgehalten. Als quellende Samen wurden Samen aufgenommen, die
eindeutig grofer als der normale ausgereifte Samen waren. Als optisch unterentwickelte Samen
wurden solche Samen aufgenommen, dessen Optik nicht mit dem typischen Aussehen/Phino-
typ eines ausgereiften Samens libereinstimmten, obwohl der Samen ausgereift sein miisste. Das
Stadium ,,Protokorm‘ wurde aufgenommen, wenn der gequollene Samen Rhizoide ausgebildet
hat, bei Arten, die keine Rhizoide ausbilden, wie C. calceolus, wurde das Stadium aufgenom-
men, sobald das Protokorm mit bloBem Auge erkennbar war.
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3.3.1 Statistische Auswertung zu den Kulturversuchen:

Um den Erfolg der Anzuchtversuche zu erfassen, wurde die Protokormrate in % erfasst. Hierbei
wurde in die Protokormrate der gesamten Samenanzahl und der Protokormrate der optisch nor-
malen Samen differenziert. Weiterhin wurde der prozentuale Anteil der optisch normalen Sa-
men ebenfalls berechnet und die errechneten Keimraten miteinander verglichen.

4. Ergebnisse

4.1 Anacamptis morio:

Insgesamt wurden 18 ISSR Primer und 20 SCoT Primer getestet und diejenigen mit den besten
Ergebnissen fiir die populationsgenetische Untersuchung verwendet. Fiir die ISSR Analyse
ergaben sich 9 informative Primer (Anhang Tab. A2) mit 231 Merkmalen (Loki) und fiir die
SCoT Analyse 7 Primer (Anhang Tab. A3) mit 175 Merkmalen bei 89 untersuchten Individuen.
Insgesamt wurden 10 Populationen untersucht.

4.1.1 Populationsgenetische Analyse

Die Ergebnisse der AFLPSurv Berechnung zeigen bei der ISSR einen prozentualen Anteil po-
lymorpher Loki von 44,6% bei Population EI bis 88,3% bei Population Wei. Die Werte der
genetischen Diversitit (Hj) reichen von 0,21 der Population HK bis 0,28 bei der Population EI
und weisen einen Mittelwert von 0,25 auf (Tab. 6). Die Werte der SCoT Analyse zeigen einen
prozentualen Anteil polymorpher Loki zwischen 54,9%, ebenfalls bei Population EI, und 100%
bei Population WR. Die Werte der genetischen Diversitit Hj liegen im Mittel bei 0,31 und
damit hoher als bei der ISSR Analyse. Den niedrigsten Wert weist Population JS mit 0,29 auf
und den hochsten Wert Population BK mit 0,33 (Tab. 6).

Tabelle 6: ISSR und SCoT Ergebnisse der genetischen Diversitét der Populationen von Anacamptis
morio, erstellt mit AFLPsurv (Vekemans 2002) nach Lynch und Milligan (1994); Pop. = Population, n
= Anzahl der Individuen pro Population, #loc. = Gesamtzahl der untersuchten Loci, PLP(%) = prozen-
tualer Anteil polymorpher Loci, Hj = erwartete Heterozygositéit (Nei‘s Gen Diversitit), S.E.(Hj) = Stan-
dardfehler von Hj.

ISSR SCoT

Pop.
n #loc. PLP Hj S.E.(Hj) n #loc. PLP Hj S.E.(Hj)

WH 15 231 66,7 0,24 0,011 15 175 88,6 0,30 0,011

N 15 231 60,2 0,22 0,011 15 175 91,4 0,29 0,011

Wei 15 231 88,3 0,26 0,009 15 175 94,4 0,32 0,009

Sage 5 231 60,2 0,25 0,012 5 175 76,6 0,33 0,012

HK 14 231 60,2 0,21 0,011 14 175 90,3 0,30 0,011

BK 13 231 76,6 0,25 0,011 13 175 92,6 0,33 0,011

El 2 231 44,6 0,28 0,014 2 175 54,9 0,32 0,015

BG 3 231 49,4 0,25 0,013 3 175 58,9 0,30 0,015

WR 3 231 48,5 0,25 0,013 3 175 100,0 | 0,29 0,012
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Mittel 0,25 0,31

Die Ergebnisse der molekularen Varianzanalyse (AMOVA) ergeben, dass in beiden Markern
ein Grofteil der genetischen Varianz, der hessischen Vorkommen von A. morio, innerhalb der
Populationen auftritt (ISSR: 86%, SCoT: 92% Anhang Abb. A3 A/B). Bei der ISSR sind 14%
auf die Unterschiede zwischen den Populationen zuriickzufiihren, bei der SCoT-Analyse 8%.
Dies ergibt einen PhiPT-Wert mit ISSR Marker von 0.139 (p = 0,001) und bei SCoT von 0,075
(p =0,001). Beide Werte deuten nach Wright (1984) auf eine moderate genetische Differenzie-
rung hin.

Die PCoA visualisiert die genetischen Distanzen zwischen den Individuen im mehrdimensio-
nalen Raum. Hierbei erklért Achse 1 der ISSR Analyse 7,90% der Variabilitit, Achse 2 4,97%
und Achse 3 4,31%. Zusammen erkldren die Achsen 17,18%. Die Populationen zeigen Tenden-
zen einer Clusterbildung, iiberlappen sich allerdings teilweise. Mit Ausnahmen einzelner Indi-
viduen clusterten die Population HK und BK zusammen, ebenso wie die Populationen WH und
JS und die Populationen Wei, Sdge und EI, sodass sich tendenziell drei Cluster erkennen lassen.
Bei der SCoT Analyse werden durch die PCoA insgesamt 13,83% der genetischen Variation
erklart, Achse 1 erklart hierbei 5,09%, Achse 2 4,48% und Achse 3 4,26%. Eine Tendenz zur
Clusterbildung ist, im Gegensatz zur ISSR Analyse, schwer zu identifizieren. Die meisten Po-
pulationen {iiberlappen einander. Nur die zusammen lagernden Populationen Sége und WR
iiberschneiden sich in dieser Darstellung nicht mit den sich iiberlappenden Populationen WH,
JS und BG (Abb. 2).

Principal Coordinates (PCoA) ISSR Anacamptis morio Principal Coordinates (PCoA) SCoT Anacamptis morio
x X % *WH *WH
X X
* ms ns
Wei w
X xx el el
" « T % Sdge < . o . . Sége
a e - - X . XHK @ =0 . B = X HK
< X‘X BK < X = = R % ) ~ * N * BK
[ .’ h & L u
s = + 1 okl o*k K orl
* . = x % - =
[ ] . ] BG ¢ BG
] X X " X ]
n W I . =WR . =WR
¢ mRA m X * . mRA
]
7,90% 5,09 %

Abbildung 2: Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) der ISSR- und SCoT- Analyse von Anacamptis morio
(Achse 1vs Achse 2), die untersuchten Populationen sind unterschiedlich gekennzeichnet, Achse 1 der
ISSR erklart 7,90% und Achse 2 4,97% der genetischen Distanzen, Achse 1 bei der SCoT Analyse
erklart 5,09% und Achse 2 4,48%, die Grafiken wurden mit dem Programm GenAlex (Peakall und
Smouse 2012) erstellt.

Die STRUCTURE-Analyse ergab bei der ISSR-Analyse K = 2 und bei der SCoT-Analyse K =
3 nach der AK-Methode (Evanno et al. 2005). Dier Ergebnisse unterstiitzen die Ergebnisse der
PCoA, wonach die Populationen nicht eindeutig durch genetische Cluster getrennt werden kon-
nen (Anhang Abb. A4 A).

Der Manteltest von 4. morio, zeigt sowohl mit ISSR-, als auch mit SCoT- Marker keine Kor-
relation zwischen der genetischen und der geografischen Distanz (ISSR: Rxy = 0,174; p =
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0,010; SCoT: Rxy = 0,037, p = 0,16). Das Bestimmtheitsmal} der beiden Analysen liegt nahe
null (ISSR: R? = 0,030; SCoT: R?=0,001).

4.1.2. Kulturversuche

Das Samenmaterial von 4. morio, stammte aus dem Botanischen Garten Gieflen. Die ermittel-
ten Parameter sind in Tabelle 7 festgehalten. Insgesamt wurden auf den Platten 916 und 707
Samen ausgestrichen. Die Anzahl optisch unterentwickelter Samen lag bei 689 und 40. Dadurch
ergab sich ein Anteil normaler Samen von 24,78% bei der Platte, die einem jahreszeitlichen
Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt wurde und 94,34% bei der Platte, die kontinuierlich im Dun-
keln gelagert wurde. Die Protokormrate der gesamten Samen lag bei Platte hell bei 6,99% und
bei Platte dunkel bei 7,92%, wihrend die Protokormrate der optisch normalen Samen bei der
im Licht stehenden Platte bei 28,19% dreimal hoher war als bei der im Dunkeln stehenden
Platte. Hier betrug die Protokormrate 8,40%.

Bei der Platte im Licht konnten sich im Untersuchungszeitraum bereits zwei griine Sprosse
entwickeln. In der Tabelle 7 sind diese zu den Protokormen gerechnet worden.

Tabelle 7: Ubersicht der ermittelten Samenzahlen und Protokormraten von Anacamptis morio 2025,
UEW = unterentwickelte Samen, W = Anzahl der untersuchten Wochen, P = Anzahl der Protokorme, q
= Anzahl der geqollenen Samen, S = Samen, A = Aussaatdatum.

Anzahl  |Anteil P_rate |P_rate

Samen normale

Platte ¢ UEW [normale W (P |q [[%]ge- |[%]nor-
esam
& Samen |>amen samtS |malS
[%]

hell A: 16.07.2025 916 689 227 24,78| 15| 64| 2 6,99 28,19
dunkel A: 16.07.2025 707 40 667 94,34 15/ 56| 5 7,92 8,40

4.2 Cypripedium calceolus:

4.2.1 Populationsgenetische Untersuchung

Die Laborarbeiten zu C. calceolus erwiesen sich als langwierig. Wahrend den Arbeiten zu ISSR
schienen die Ergebnisse einiger Primer nicht reproduzierbar zu sein (Abb. 3 und 4). Verfahren
und Primer, die in Vorversuchen funktioniert hatten, waren bei Wiederholung erfolglos, auch
fiihrten Abwandlungen des Mastermixes zu mitunter starken Anderungen des Bandenmusters.
Variation der Zyklenzahl konnte extreme Abweichungen der Bandenanzahl liefern. Dies warf
die Frage auf, inwiefern eine durchgefiihrte Analyse aussagekréftige Ergebnisse liefert.

Um zuverléssige Primer fiir die genetische Analyse zu etablieren, wurden daher 4 Ansétze der
selben Proben (8 Proben, bestehend aus sechs Individuen von C. calceolus, einer Positivkon-
trolle und einer Negativkontrolle), gleichzeitig mit gleicher Behandlung durchgefiihrt. Die Pro-
dukte der Ansitze wurden nebeneinander auf frisches Agarosegele aufgetragen. Von sechs mit
dieser Methode getesteten Primern, konnten bei vier Primern gesamte Ausfille von Ansdtzen
oder deutlich voneinander abweichende Banden detektiert werden. Ein Vergleich zwischen un-
terschiedlichen Primerkonzentrationen (0,4ul und 2ul) bei den Primern UBC841 und UBCS811

17




und minimalen Abweichungen in der Temperatur, ergaben bei Weiderholung an unterschiedli-
chen Stellen Bandenmuster.
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Abbildung 3: Gelbilder von Cypripedium calceolus mit Diskrepanzen unterschiedlicher Primer.
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Abbildung 4: Zwei Gelbilder von Cypripedium calceolus, beide mit dem Primer UBC841bei 50,1°C.
Deutlich wird das die Ergebnisse nicht identisch sind.

Auch die Identifikation von SCoT Primern erwies sich als schwieriger als bei den anderen Arten
und konnten nicht reproduziert werden aus vorrangegangenen Studien (Opitz et al. 2018). So
konnten noch keine aussagekréftigen Analysen an der Art durchgefiihrt werden.

4.2.2 Kulturversuche

Insgesamt wurden von C. calceolus im Bearbeitungszeitraum von 2023 bis 2025 20 Kapseln
entnommen (Tab. 2) und auf Aussaatmedien ausgebracht. Zwischen 2023 und 2024 wurden die
Samen per Griinaussaat auf ein Kartoffelmedium in Schraubgldser ausgesit und die Keimrate
geschitzt. Hier konnte festgestellt werden, dass ein Grofteil der Samen gekeimt war. Schitzun-
gen zufolge lag die Keimrate in den Aussaatgldsern bei etwa 90%. Die Protokorme wurden in
das Kulturmedium {iberfiihrt, die ersten Individuen konnten im Mai/Juni in Substrat getopft
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werden. Anfang 2025 weitere Kéisten in Waldboden getopft und die Individuen aus dem letzten
Jahr ebenfalls in diese Erde tiberfiihrt. Insgesamt wurden etwa 124 Individuen eingetopft, wobei
die Jungpflanzen im Juni 2025 eingegangen sind.

Die 16 Kapseln aus dem Jahr 2025 wurden in KW26, KW27 und KW30 geerntet und ein Teil
zur genaueren Erfassung auf Petrischalen ausgestrichen. Der andere Teil des Samenmaterials
wurde in Gldser ausgebracht. Selbst- und fremdbestdubte Kapseln wurden dokumentiert. Die
Samen der Aussaat vom 26.06.2025 waren sehr undifferenziert, weil3, breiig und lielen sich
auf dem Nahrmedium nicht gut ausstreichen. Die Samen in den Kapseln vom 08.07.2025 waren
ebenfalls zum GroBteil weill, nur vereinzelte Samen wiesen eine braunliche Testa auf, ebenso
wie die Samen vom 11.07.2025. Die Samen Simmelsberg Schneise der Aussaat vom
23.07.2025 wiesen eine dunkle Testa und einen hellen Embryo auf und lie8en sich gut auf dem
Néhrmedium ausstreichen, wihrend der Grofteil der Samen Simmelsberg Wald vom
23.07.2025 kaum entwickelt war. Das Samenmaterial reichte insgesamt fiir 22 Platten, von de-
nen fiinf Kontaminationen aufwiesen und vorzeitig entsorgt werden mussten. 17 Platten konn-
ten in die Untersuchung einflieBen (Tab. 8).

Auf den Platten wurden zwischen 356 und 2500 Samen ausgebracht. Unterentwickelte Samen
im Sinne der Beschreibung aus Kapitel 3.3, konnten nicht eindeutig identifiziert werden, sodass
der Anteil optisch normaler Samen bei 100% liegt. Die Untersuchung wurde {iber einen Zeit-
raum von 11 bis maximal 14 Wochen durchgefiihrt. Die Schwankungen des Untersuchungs-
zeitraums kommen aufgrund der unterschiedlichen Erntezeitrdume zustande. Die Anzahl der
Protokorme schwankt zwischen 26 (Platte 2 Meifiner best. A: 11.07.2025) und 292 (Platte 1
MeiBner selbst A: 11.07.2025). Die Protokormrate liegt zwischen 1,08% (Platte 1.1 Biihlchen
selbst A:26.06.2025) und 37,36% (Platte 1 Meifiner selbst A: 08.07.2025). Da keine unterent-
wickelten Samen identifiziert werden konnten, entspricht die Protokormrate der gesamten Sa-
menanzahl der Protokormrate der optisch normalen Samen (Tab. 8).

Im Vergleich zwischen den selbstbestdubten und den fremdbestdubten Samen vom 26.06.2025
zeigten sich Unterschiede in der Protokormrate. Bei den selbstbestdubten Individuen liegt die
Protokormrate zwischen 1,08% und 2,17%, wihrend sie bei den fremdbestdubten Individuen
mit 6,07% und 10,43 % hoher ist. Die selbstbestdubten Individuen vom 08.07.2025 zeigen eine
Protokormrate von 37,36% und 33%. Bei den Aussaaten vom 11.07.2025 zeigen die selbstbe-
stdubten Individuen mit einer Protokormrate von 17,41% und 9,81% eine hohere Erfolgsrate
im Vergleich zu den fremdbestdubten Individuen mit 1,80% und 3,98%. Die Protokormraten
den fremdbestdubten Individuen von Simmelsberg (A: 23.07.2025) liegen darunter (Tab. 8).
Vergleicht man die Gesamtzahl der selbst- und fremdbestdubten Individuen, wurden bei den
selbstbestaubten 6838 Samen untersucht und eine Protokormrate von 9,68% ergibt, die der
fremdbestiibten Individuen lag mit 3,65% bei 11.552 Samen darunter.
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Tabelle 8: Ubersicht der ermittelten Samenzahlen und Protokormraten von Cypripedium calceolus 2025,
UEW = unterentwickelte Samen, W = Anzahl der untersuchten Wochen, P = Anzahl der Protokorme, q
= Anzahl der geqollenen Samen, S = Samen, A = Aussaatdatum, Sch = Schneise.

Anteil P_rate
Samen Anzahl P_rate
normale [%]
Platte ge- UEW [normale W P |q |[[%]ge-
Samen normal
samt Samen samt S
[%]

1.2 Bihlchen selbst A: 26.06.2025 1427 0 1427 100| 14| 31| 13| 2,17 2,17
1.1 Bihlchen selbst A:26.06.2025 2505 0 2505 100| 14| 27, 8| 1,08 1,08
2.1 Blhlchen best. A: 26.06.2025 1247 0 1247 100| 14(130| 58| 10,43| 10,43
2.2 Buhlchen best. A: 26.06.2025 1416 0 1416 100| 14| 86| 23| 6,07 6,07
4.2 Simmelsberg best. A: 26.06.2025| 1359 0 1359 100| 14| 16| 9| 1,18 1,18
1 MeiRner selbst A: 08.07.2025 356 0 356 100| 11{133| 22| 37,36| 37,36
2 MeilRner selbst. A: 08.07.2025 400 0 400 100{ 11{132| 2| 33,00/ 33,00
1 MeiBner best. A: 11.07.2025 1356 0 1356 100| 11| 54, 0| 3,98 3,98
2 MeilRner best. A: 11.07.2025 1447 0 1447 100| 11| 26| 23| 1,80 1,80
1 MeiBner selbst A: 11.07.2025 1671 0 1671 100| 11(292|133| 17,47| 17,47
2 MeiRRner selbst A: 11.07.2025 479 0 479 100{ 11| 47, 0| 9,81 9,81
Simmelsberg Sch. 1a A: 23.07.2025 1275 0 1275 100 21| 44| 1,65 1,65
Simmelsberg Sch. 1b A: 23.07.2025 732 0 732 100 15| 47| 2,05 2,05
Simmelsberg Sch. 2a A: 23.07.2025 1329 0 1329 100 44| 52| 3,31 3,31
Simmelsberg Wald 4a A: 23.07.2025 1391 0 1391 100 30 17| 2,16 2,16
Gesamt selbst. 6838 0 6838 100 662|178| 9,68/ 9,68
Gesamt best. 11.552 0| 11.552 100 422(273| 3,65/ 3,65

4.3 Dactylorhiza majalis:

Fiir D. majalis wurden 18 ISSR Primer getestet von denen acht auswertbare Banden produzier-
ten (Anhang Tab. A2) und fiir die weiteren Analysen verwendet wurden und 132 Merkmale
(Loci) zeigten. Fiir SCoT wurden 16 Primer getestet von diesen wurden sechs als gut auswertbar
erachtet mit 101 Merkmalen und weiter verwendet (Anhang Tab. A3). Insgesamt wurden fiir
beide Analysen je 281 Individuen molekulargenetisch Untersucht.

4.3.1 Genetische Diversitit

Wie die Ergebnisse der AFLPsurv-Berechnung zeigten, die auf ISSR- und SCoT-Markern ba-
sieren (Tab. 9), wies die EB-Population in beiden Datensétzen den hochsten Polymorphismus-
grad auf, ndmlich 89,4 % bei ISSR und 87 % bei SCoT. Umgekehrt wies die PF-I-Population
den geringsten Polymorphismusgrad auf, mit 48,5 % im ISSR-Datensatz und 51 % im SCoT-
Datensatz.

Hinsichtlich der genetischen Diversitit (Hj) wies die EB-Population in beiden Datensédtzen den
niedrigsten Wert auf (ISSR: Hj = 0,264; SCoT: Hj = 0,186). Die hochste genetische Diversitét
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wurde in der FA-Population im ISSR-Datensatz beobachtet (Hj = 0,343), wihrend im SCoT-
Datensatz die PF I-Population den hochsten Wert aufwies (Hj = 0,302).

Tabelle 9: ISSR und SCoT Ergebnisse der genetischen Diversitét der Populationen von Dactylorhiza
majalis, erstellt mit AFLPsurv (Vekemans 2002) nach Lynch und Milligan (1994); Pop. = Population,
n = Anzahl der Individuen pro Population, #loc. = Gesamtzahl der untersuchten Loci, PLP(%) = pro-
zentualer Anteil polymorpher Loci, Hj = erwartete Heterozygositit (Nei‘s Gen Diversitit), S.E.(Hj) =
Standardfehler von Hj.

ISSR (#loc.=132) SCoT (#loc.=101)

Pop. n #loc. PLP(%) Hj S.E.(Hj) | #loc. PLP(%) H;j S.E.(Hj)
EB 15 | 118 89.4 0.264 0.012 87 86.1 0.186 0.010

FA 15 | 94 71.2 0.343 0.012 69 68.3 0.254 0.017

EK 15 | 95 87.9 0.270 0.015 74 73.3 0.267 0.016

LD 15 | 116 87.9 0.303 0.014 73 72.3 0.254 0.017

UR 15 | 98 74.2 0.285 0.016 70 69.3 0.259 0.018
BG1 15 |98 74.2 0.278 0.015 76 75.2 0.263 0.017

HL 15 | 102 77.3 0.294 0.015 63 62.4 0.252 0.018

HR 15 | 97 73.5 0.285 0.015 68 67.3 0.258 0.017

Va 15 | 93 70.5 0.279 0.016 66 65.3 0.254 0.018
WR 15 |98 74.2 0.287 0.016 68 67.3 0.249 0.017

BR 15 | 102 77.3 0.294 0.015 69 68.3 0.258 0.017

GK 15 | 101 76.5 0.305 0.015 71 70.3 0.260 0.017

SH 15 | 97 73.5 0.290 0.015 70 69.3 0.255 0.017
RwW 15 |92 69.7 0.286 0.016 73 72.3 0.265 0.017

Wei 15 | 100 75.8 73 72.3

| 0.291 0.015 0.259 0.016
Wei 5 86 65.2 64 63.4

i 0.283 0.017 0.273 0.019
PFIl 15 | 91 68.9 0.278 0.016 70 69.3 0.251 0.017

PFI 2 64 48.5 0.265 0.018 51 50.5 0.302 0.021
GO 10 |97 73.5 0.275 0.016 74 73.3 0.239 0.018
R6 9 95 72.0 0.271 0.016 77 76.2 0.257 0.017

4.3.2 Populations Struktur und Differenzierung

Eine auf ISSR- und SCoT-Markern basierende molekulare Varianzanalyse (AMOVA) ergab,
dass der GroBteil der genetischen Variation in den Populationen von D. majalis innerhalb der
Populationen auftrat (Anhang A3 C/D). Anhand von ISSR-Markern (Anhang A3 C) wurde
festgestellt, dass 92 % der gesamten genetischen Varianz innerhalb der Populationen auftraten,
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wihrend die restlichen 8 % auf Unterschiede zwischen den Populationen zuriickzufiihren wa-
ren. In dhnlicher Weise zeigten SCoT-Marker (Anhang A3 D), dass 96 % der genetischen Va-
rianz innerhalb der Populationen auftraten, wihrend nur 4 % zwischen den Populationen auf-
traten.

Aufregionaler Ebene wurde fiir keines der beiden Markersysteme eine genetische Varianz fest-
gestellt (0 %). Die Populationen wurden in flinf geografische Regionen gruppiert: Es wurden
folgende Regionen identifiziert: Norden (WR, HL, LD, UR), Osten (GO, Wei I, Wei II, BR,
BGl1), Stiden (EB, FA, RW), Westen (Va, EK, SH) und Mitte (R6, GK1, HR, PF I, PF II). Der
PhiPT-Wert fiir die ISSR-Daten betrug 0,079 (p = 0,001) moderate genetische Differenzierung
nach Wright (1984), wiahrend der PhiPT-Wert fiir die SCOT-Daten bei 0,044 (p = 0,001) lag
und eine geringe genetische Differenzierung nach Wright (1984) vorliegt.

PCoA: Fiir den ISSR-Datensatz (Abbildung 5A) erklirte Achse 1 6,76 % der gesamten geneti-
schen Variation, Achse 2 5,67 % und Achse 3 4,26 %. Im SCoT-Datensatz (Abbildung 5B)
erkldrte Achse 1 6,69 % der genetischen Variation, Achse 2 5,00 % und Achse 3 4,51 %.

In beiden Markersystemen wiesen die Individuen im Allgemeinen eine mosaikartige genetische
Struktur auf, ohne erkennbare Clusterbildung nach Population. Individuen aus der EB-Popula-
tion zeigten jedoch eine Tendenz, sich von den anderen Populationen zu unterscheiden,
wodurch sie in der ISSR-Analyse einen eigenstindigen Cluster und in der SCoT-Analyse eine
teilweise abgegrenzte Gruppierung bildeten.

Als Ergebnis der STRUCTURE-Analyse wurde die wahrscheinlichste Anzahl genetischer
Cluster fiir D. majalis gemal} der AK-Methode (Evanno et al. 2005) auf K = 2 (sowohl fiir ISSR
als auch fiir SCoT) bestimmt (Anhang Abb. A 4 B). Die Mehrheit der Individuen wies eine
Kombination aus dhnlichen und gemischten genetischen Urspriingen auf, was auf eine Vermi-
schung hindeuten kann. Die EB-Population bildete jedoch sowohl in den SCoT- als auch in den
ISSR-Analysen einen separaten Cluster und unterschied sich damit von anderen Populationen.
Es wurde ein Mantel-Test durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen genetischer und ge-
ografischer Distanz unter den D. majalis -Populationen zu untersuchen. Fiir den ISSR-Daten-
satz ergab der Mantel-Test keine statistisch signifikante Korrelation (R =—0,004; R*=2 x 1075;
p = 0,420). In dhnlicher Weise zeigte auch der SCoT-Datensatz keine signifikante Korrelation
zwischen genetischen und geografischen Entfernungen (R = 0,007; R =5 x 107%; p = 0,300).
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A Principal Coordinates (1 vs 2) for Dactylorhiza majalis (ISSR)
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Abbildung 5: Genetische Differenzierung zwischen Populationen von Dactylorhiza majalis, dargestellt
mittels einer Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) auf der Grundlage von A: ISSR-Markern, B: SCoT-
Markern, wobei Achse 1 gegen Achse 2 aufgetragen ist. Die farbigen Symbole veranschaulichen die
Beziehung zwischen den untersuchten Variablen und den untersuchten Populationen. Die Abkiirzungen
fiir die Populationen entsprechen denen im Anhang Tabelle A 1.

4.3.3 Kulturversuche

Das Samenmaterial von D. majalis, stammte aus Rodgen. Die Gesamtanzahl der Samen reicht
von 689 Samen bis 1347 Samen und die Zahl optisch unterentwickelter Samen von 136 bis 182
(Tab. 10). Daraus ergibt sich ein Anteil an normalen Samen von jeweils iiber 80%. Die Proto-
kormrate der gesamten Samen reicht von 4,35% (Platte 1 A: 27.03.2025) bis 5,94% (Platte 2
A:27.03.2025), die der optisch normalen Samen von 5,42% (Platte 1 A: 27.03.2025) bis 7,39%
(Platte 2 A: 27.03.2025).
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In der Summe ergibt sich eine Gesamtanzahl der Samen von 2793 und eine Anzahl von 466
optisch unterentwickelte Samen. Die durchschnittliche Protokormrate der gesamten Samen
liegt bei 5,4% und die der optisch normalen Samen bei 6,49% (Tab. 10).

Tabelle 10: Ubersicht der ermittelten Samenzahlen und Protokormraten von D. majalis 2025, UEW =
unterentwickelte Samen, W = Anzahl der untersuchten Wochen, P = Anzahl der Protokorme, q = Anzahl
der gequollenen Samen, S = Samen, A = Aussaatdatum.

Anteil
Anzahl P_rate |P_rate
Samen normale
Platte UEW |normale [%] ge- |[%] nor-
gesamt Samen
Samen samtS |mal$S
[%]
1 A:27.03.2025 689 136 553 80,26/ 14| 30| O 4,35 5,42
2 A:27.03.2025 757 148 609 80,45/ 14| 45| O 5,94 7,39
3 A:27.03.2025 1347 182 1165 86,49| 14| 76| O 5,64 6,52
Gesamt 2793 466 2327 83,31| 14| 151| O 5,40 6,49

4.4 Herminium monorchis:

Insgesamt wurden 8 verschiedene Primer fiir die ISSR-Analyse und 17 verschiedene Primer fiir
die SCoT-Analyse untersucht. Bei der ISSR-Analyse lieferten 8 der untersuchten Primer zu-
friedenstellende Ergebnisse, und in den nachfolgenden Analysen verwendet (Anhang Tab. A
2). Bei der SCoT-Analyse zeigten 15 der untersuchten Primer eine erfolgreiche Amplifikation.
Es wurden die sieben am besten geeigneten Primer fiir die Analysen ausgewdhlt. Insgesamt
wurden 179 auswertbare Banden in der ISSR-Analyse und 132 auswertbare Banden in der
SCoT-Analyse bei 21 Individuen erhalten (Anhang Tab. A 3).

4.4.1 Populationsgenetische Untersuchung

Die Abschitzung der genetischen Vielfalt und der Polymorphie innerhalb der H. monorchis-
Populationen, erfolgte mithilfe der AFLPsurv-Analyse. Wie aus Tabelle 11 hervorgeht, wurden
fiir ISSR- und SCoT-Marker Unterschiede im Polymorphismusgrad zwischen den Populationen
festgestellt. Im ISSR-Datensatz wies die Hg-Population die hochste Polymorphismusrate (91,6
%) auf, wiahrend die Hh-Population die niedrigste (81,6 %) aufwies. Im Gegensatz dazu wurde
im SCoT-Datensatz der hochste Polymorphismusgrad in der Hh-Population (100 %) festge-
stellt, wahrend der niedrigste Wert in der Hg-Population (96,2 %) beobachtet wurde.
Die Untersuchung der Werte fiir die genetische Diversitét (Hj) ergab, dass die Hg-Population
in beiden Datensétzen die geringste genetische Diversitit aufwies (ISSR: Hj = 0,343; SCoT: Hj
=0,357). Umgekehrt wies die Hh-Population die hochste genetische Diversitéit auf (ISSR: Hj
= 0,344; SCoT: Hj = 0,369). Eine auf ISSR- und SCoT-Markern basierende AMOVA ergab,
dass der Grofiteil der genetischen Variation in den Populationen von H. monorchis innerhalb
der Populationen auftrat (Anhang A3 E/F).
PCoA: Fiir den ISSR-Datensatz (Abb. 6 A) erklirte Achse 1 15,19 % der genetischen Variation,
Achse 2 10,07 % und Achse 3 8,44 %. Im SCoT-Datensatz (Abb. 6 B) machte Achse 1 21,16
% der genetischen Variation aus, Achse 2 11,44 % und Achse 3 8,80 %. Eine vorldufige visuelle
Analyse der Diagramme deutete auf eine interne Strukturierung in beiden Populationen (Hh
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und Hg) hin, wobei die Individuen eine Tendenz zeigten, sich innerhalb ihrer jeweiligen Popu-
lationen zu gruppieren. In der Hg-Population wiesen nur zwei Individuen eine teilweise Ab-
weichung auf.

Tabelle 11: ISSR und SCoT Ergebnisse der genetischen Diversitét der Populationen von Herminium
monorchis, erstellt mit AFLPsurv (Vekemans 2002) nach Lynch und Milligan (1994); Pop. = Popula-
tion, n = Anzahl der Individuen pro Population, #loc. = Gesamtzahl der untersuchten Loci, PLP(%) =
prozentualer Anteil polymorpher Loci, Hj = erwartete Heterozygositit (Nei‘s Gen Diversitdt), S.E.(Hj)
= Standardfehler von Hj.

ISSR (#loc.=179) SCoT (#loc.=132)

Pop. n |#loc. PLP(%) Hj SE.(Hj) |#loc. PLP(%) Hj S.E.(H))
Hh 6 |146 816  0.344 0012 |132 100  0.369 0.013
Hg 15 |164 916  0.343 0012 |127 962  0.357 0.014

Als Ergebnis der STRUCTURE-Analyse wurde die wahrscheinlichste Anzahl genetischer
Cluster fiir H. monorchis gemall der AK-Methode auf K = 3 (sowohl fiir ISSR als auch fiir
SCoT) bestimmt (Evanno et al. 2005) (Anhang Abb. A 4 C). Wihrend die Mehrheit der Indivi-
duen in der Hg-Population iiberwiegend durch einen einzigen genetischen Cluster gekennzeich-
net ist, ist es bemerkenswert, dass zwischen den beiden Individuen, bei denen die blaue Farbung
besonders intensiv ist, ein gewisses Mal} an Variation besteht (Anhang Abb. A 4 C). Im Gegen-
satz dazu wies die Hh-Population im Vergleich zur Hg-Population ein komplexeres Muster der
genetischen Herkunft auf. Die Gesamtergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass diese Popula-
tionen nicht vollstindig voneinander getrennt sind.

Es wurden Mantel-Tests durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen genetischer und geo-
grafischer Distanz unter den H. monorchis-Populationen zu untersuchen. Fiir den ISSR-Daten-
satz ergab der Mantel-Test einen Korrelationskoeffizienten von R = 0,531 (R?> = 0,2817; p =
0,010) eine schwache Korrelation zwischen genetischer und geografischer Distanz. In &hnlicher
Weise zeigte auch der SCoT-Datensatz einen schwachen, aber signifikanten Zusammenhang
zwischen genetischer und geografischer Distanz (R = 0,397; R?=0,1577; p = 0,010).
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A Principal Coordinates (1 vs 2) for Herminium monorchis (ISSR)
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Abbildung 6: Genetische Differenzierung zwischen Populationen von Herminium monorchis, darge-
stellt mittels einer Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) auf der Grundlage von A: ISSR-Markern, B:
SCoT-Markern, wobei Achse 1 gegen Achse 2 aufgetragen ist. Die farbigen Symbole veranschaulichen
die Beziehung zwischen den untersuchten Variablen und den untersuchten Populationen. Die Abkiir-
zungen fiir die Populationen entsprechen denen im Anhang Tabelle A 1.

4.4.2 Kulturversuche

Fiir die Kulturversuche von H. monochis konnten im Jahr 2024 ein kapseltragender Spross von
einem Standort entnommen werden. Insgesamt konnten 12 Gldser aus dem Samenmaterial ge-
wonnen werden, von denen bereits 4 Gliser zu Beginn verkeimten.

Die Behandlung der gewonnenen Samen erfolgte wie bei den erfolgreich durchgefiihrten Vor-
versuchen. Im Gegensatz zu diesen, konnten nur wenige Samen zur Keimung kommen. Insge-
samt gingen aus dem kapseltragenden Spross nur 42 Protokorme hervor.
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4.5 Neotinea ustulata:

Fiir N. ustulata wurden insgesamt 25 ISSR Primer und neun SCoT Primer getestet. Von diesen
lieferten sieben ISSR Primer (Anhang Tab. A 2) mit 193 Merkamlen und sieben SCoT Primer
(Anhang Tab. A 3) mit 182 Merkmalen gute Ergebnisse, sodass sie fiir die nachfolgenden po-
pulationsgenetischen Analysen weiter verwendet wurden. Insgesamt wurden 33 Individuen aus
6 Populationen untersucht.

4.5.1 Populationsgenetische Untersuchung

Die Ergebnisse der AFLPsurv Analyse zeigen bei den ISSR Markern einen prozentualen Anteil
polymorpher Loki von 46,1% bei Population HB und 93,3% bei Population EF. Die Werte der
genetischen Diversitét (Hj) liegen im Durchschnitt bei 0,28. Den niedrigsten Wert weist hierbei
Population BB mit 0,27 auf, den héchsten Wert, wie bei den polymorphen Loki, ebenfalls Po-
pulation EF mit 0,30. Die Werte der SCoT Analyse zeigen einen dhnlichen prozentualen Anteil
polymorpher Loki, wie bei der ISSR Analyse und liegen zwischen 55,5% bei Population HB
und 96,7% bei EF. Im Durchschnitt liegen die Werte der genetischen Diversitit (Hj) mit 0,32
hoher als bei der ISSR Analyse. Der niedrigste Wert ist bei Population BB mit 0,30 zu finden,
der hochste Wert mit 0,33 bei Population HB (Tab. 12).

Tabelle 12: ISSR und SCoT Ergebnisse der genetischen Diversitét der Populationen von Neotinea ustu-
lata, erstellt mit AFLPsurv (Vekemans 2002) nach (Lynch und Milligan 1994)Pop. = Population, n =
Anzahl der Individuen pro Population, #loc. = Gesamtzahl der untersuchten Loci, PLP(%) = prozentu-
aler Anteil polymorpher Loci, Hj = erwartete Heterozygositét (Nei‘s Gen Diversitét), S.E.(Hj) = Stan-
dardfehler von Hj.

ISSR SCoT
Pop.

n #loc. PLP Hj S.E.(Hj) n #loc. PLP Hj S.E.(Hj)

HE 11 193 82,9 0,28 0,012 11 182 89,0 0,33 0,011

EF 15 193 93,3 0,30 0,011 15 182 96,7 0,33 0,010

BB 3 193 52,3 0,27 0,015 3 182 58,8 0,30 0,015

HB 2 193 46,1 0,28 0,015 2 182 55,5 0,33 0,015

Mittel 0,28 0,32

Die AMOVA zeigt, dass mit 91 % bei den ISSR Markern der GroBteil der genetischen Varianz
innerhalb der Populationen von N. ustulata liegt, wihren 9 % der Variation auf Unterschiede
zwischen den Populationen zuriickzufiihren sind (Anhang Abb. A 3 G). Auch bei der SCoT-
Analyse liegt der GroBteil der genetischen Varianz mit 87 % innerhalb der Populationen, 13 %
der genetischen Unterschiede konnen zwischen den Populationen detektiert werden (Anhang
Abb. A 3 H). Die Daten ergeben nach Wright (1984) eine moderate genetische Differenzierung
(ISSR: PhiPT = 0,088; p = 0,001 und SCoT: PhiPT = 0,131; p = 0,001).

Die PCoA erklért bei den ISSR Markern 21,31% der genetischen Variation, anhand von drei
Achsen. Hiervon entfallen 8,20% auf Achse 1, 6,87% auf Achse 2 und 6,24% auf Achse 3. Es
zeigt sich in der Konfiguration Achse 1 vs. Achse 2 keine offensichtliche Clusterung, allerdings
lasst sich erkennen, dass die Populationen EF und HE, die in der Darstellung relativ nah neben
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einander lagen, nicht iiberlagern. Tendenziell grenzt sich Population HE von den anderen Po-
pulationen ab. Die Populationen HB und BB sind ebenfalls getrennt von einander, befinden
sich aber innerhalb des Clusters von Population EF. Die SCoT-Analyse erklart anhand der ers-
ten drei Achsen 25,76% der genetischen Varation, wobei 11,82% durch Achse 1 erklart werden,
7,85% durch Achse 2 und 6,09% durch Achse 3. Eindeutig voneinander abgrenzbare Cluster
lassen sich in der Darstellung nicht erkennen, eine homogene Durchmischung der Populationen
lisst sich jedoch auch nicht erkennen. Ahnlich wie in der ISSR Analyse, zeigen die Populatio-
nen RA und BB keine Beriihrungspunkte mit Population HE, die dhnlich wie in der ISSR-Ana-
lyse teilweise abgegrenzt ist. Weiterhin befinden sich Population OS im Bereich der Population
HE (Abb. 7).

Die STRUCTURE Analyse zeigt in beiden Markersystemen die wahrscheinlichste Anzahl ge-
netischer Cluster fiir K = 2 nach der AK-Methode (Evanno et al. 2005) und unterstiitzt die
Ergebnisse der PCoA. Es ist zu erkennen, dass sich Population HE genetisch von den anderen
Populationen unterscheidet (Anhang Abb. A 4 D).

Bei dem durchgefiihrten Manteltest ergibt sich kein Zusammenhang zwischen der genetischen
und der geografischen Distanz (ISSR: Rxy =0,237; p=0,01 und SCoT: Rxy =0,138; p=0,07).

Principal Coordinates (PCoA) ISSR Neotinea ustulata Principal Coordinates (PCoA) SCoT Neotinea ustulata

¢ HE
0s
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®EF
BB

19,67%

¢ HE
0s
A RA
®EF
BB

8,20% 11,82%

Abbildung 7: Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) der ISSR- und SCoT- Analyse von Neotinea ustulata
(Achse 1vs Achse 2), die untersuchten Populationen sind unterschiedlich gekennzeichnet, Achse 1 der
ISSR erklart 8,20% und Achse 2 6,87% der genetischen Distanzen, Achse 1 bei der SCoT Analyse
erklart 11,82% und Achse 2 7,85%, die Grafiken wurden mit dem Programm GenAlex (Peakall und
Smouse 2012) erstellt.

4.5.2 Kulturversuche

Bei der Erte 2023 und Anzucht in Gldsern ergaben konnte 30 Protokorme umgelegt werden,
von denen nur wenige in Substrat getopft werden konnten.
Fiir die Kulturversuche im Sammeljahr 2025 wurden Individuen auf einer Teilflache (erste Teil-
fliche) des Untersuchungsgebiets per Hand bestdubt. Untersuchungsgruppe A ist bereits kurz
nach der Bestdubung kollabiert, sodass von ihnen kein Kapselmaterial zur Verfiigung stand.
Gruppe B konnte erfolgreich bestdubt werden, hier konnten sich Kapseln entwickeln, von denen
einige fiir die Untersuchung verwendet werden konnten.
Im Untersuchungsgebiet konnte beobachtet werden, dass die Pflanzen auf der Hauptflache ver-
hiltnisméaBig klein waren, sowie eine kurze Infloreszenz aufwiesen, wéahrend auf Teilfldche 2
sehr grof3e und kriftige Pflanzen standen. Bei den regelméafligen Begehungen konnten an den
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Pflanzen auf Haupt- und Teilfliche 1 Hitzeschdden festgestellt werden. Zum Untersuchungs-
zeitraum war das Wetter sehr trocken und warm. Es lief} sich beobachten, dass die Infloreszenz
der 34 cm hohen Pflanzen auf Teilfliche 2 nur Kapselentwicklungen im oberen Bereich mit
den jiingeren Bliiten aufwiesen und nicht im unteren Bereich mit den élteren. Die Kapseln die-
ser Pflanzen sind das Produkt natiirlicher Bestdubung.

Die Gesamtzahl der ausgebrachten Samen auf den Platten liegt zwischen 2356 (Platte 34 cm
Pflanze B2b A: 08.07.2025) und 378 (Platte 2B A: 08.07.2025). Die Anzahl der optisch nor-
malen Samen schwankt zwischen den Reifegraden der Samen. Im frithreifen Samenstadium
konnte keine Differenzierung zwischen optisch normalen Samen und optisch unterentwickelten
Samen feststellen, der Anteil normaler Samen lag daher bei 100%. Die Samen waren klein,
weil, klebten stark zusammen und hatten noch keine eindeutige Testa ausgebildet.

Bei dem halbreifen und reifen Samenmaterial konnten optisch unterentwickelte Samen identi-
fiziert werden. Der Anteil optisch normaler Samen lag hier zwischen 4,26% bei Platte X1 A:
08.07.2025, der Pflanze von der Hauptfliche (natiirliche Bestaubung), und 84,59% bei Platte
2.2 A: 10.07.2025. Es zeigt sich, dass der Anteil der optisch normalen Samen des halbreifen
und reifen Samenmaterials bei den 34 cm Pflanzen auf der zweiten Teilflache hoher ist als auf
der ersten Teilflache mit unseren Bestaubungen.

Die Protokormrate der untersuchten Platten liegt bei 0%. Nur Platte 34cm Pflanze B2a2 A:
08.07.2025, weist eine Protokormrate von 0,12% bei der Gesamtzahl der Samen auf und von
0,15% bei den optisch normalen Samen. Es hat sich bei dieser Platte 1 Protokorm entwickelt
(Tab. 13).

Tabelle 13: Ubersicht der ermittelten Samenzahlen und Protokormraten von Neotiniea ustulata 2025,
UEW = unterentwickelte Samen, W = Anzahl der untersuchten Wochen, P = Anzahl der Protokorme, q
= Anzahl der gequollenen Samen, S = Samen, A = Aussaatdatum.

Anteil
Samen Anzahl P_rate |P_rate

normale

Platte ge- UEW |normale Samen W [P |[q |[[%]ge- |[%]nor-
samt Samen samtS |malS

[%]
1B2 A: 24.06.2025 1039 0 1039| 100,00 21| 0| O 0,00 0,00
1B1 A: 24.06.2025 1024 11 1013| 98,93| 21| 0| O 0,00 0,00
34cm Pflanzel A: 24.06.2025 917 1 916| 99,89 21| 0| O 0,00 0,00
34cm Pflanze2 A: 24.06.2025 897 0 897| 100,00 21| 0| O 0,00 0,00
3B A: 24.06.2025 1102| 336 766] 69,51 21| 0] 1 0,00 0,00
X1 A: 08.07.2025 680/ 651 29 4,26/ 22| 0| O 0,00 0,00
2B A: 08.07.2025 378| 325 53] 14,02| 17| 0 O 0,00 0,00
34cm Pflanze Al A: 08.07.2025 1756| 763 993| 56,55| 19| 0| O 0,00 0,00
34cm Pflanze A2 A: 08.07.2025 731| 420 311 42,54/ 22| 0] O 0,00 0,00
34cm Pflanze B1 A: 08.07.2025 757| 212 545/ 7199 22| 0] O 0,00 0,00
34cm Pflanze B1.2 A: 08.07.2025 697| 285 412| 59,11 22| 0| O 0,00 0,00
34cm Pflanze B2al A: 08.07.2025 792| 167 625 7891 22| 0] O 0,00 0,00
34cm Pflanze B2a2 A: 08.07.2025 829| 155 674 81,301 22| 1] O 0,12 0,15
34cm Pflanze B2b A: 08.07.2025 2356 505 1851 78,57| 17| 0| O 0,00 0,00
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4B1 A: 08.07.2025 1144 745 399 34,88 22| 0] O 0,00 0,00
4B2 A: 08.07.2025 920| 794 126] 13,70 22 O O 0,00 0,00
1 A:10.07.2025 648| 245 403| 62,19 22| O] O 0,00 0,00
2.1 A:10.07.2025 1770; 311 1459, 82,43 22 0] O 0,00 0,00
2.2 A:10.07.2025 1525| 235 1290, 84,59| 19| 0] O 0,00 0,00

4.6 Spiranthes spiralis:

Insgesamt wurden 8 verschiedene Primer flir ISSR und 17 verschiedene Primer fiir SCoT un-
tersucht. In der ISSR-Analyse lieferten 8 der untersuchten Primer zufriedenstellende Ergebnisse
und wurden in den nachfolgenden Analysen verwendet (Anhang Tab. A 2). Bei der SCoT-
Analyse zeigten 15 der untersuchten Primer eine erfolgreiche Amplifikation. Dennoch wurden
die sechs am besten geeigneten Primer fiir die Verwendung in den Analysen ausgewaihlt. Ins-
gesamt wurden 88 auswertbare Banden in der ISSR-Analyse und 91 auswertbare Banden in der
SCoT-Analyse bei 54 Individuen erhalten (Anhang Tab. A 3).

Den Ergebnissen von AFLPsurv zufolge (Tab. 14) wies die OB-M-Population in beiden Da-
tensdtzen den hochsten Polymorphismusgrad auf (87,5 % fiir ISSR und 68,1 % fiir SCoT), wih-
rend die MS-Population die niedrigsten Werte aufwies (50 % fiir ISSR und 6,6 % fiir SCoT).
Hinsichtlich der genetischen Diversitit (Hj) wies die MS-Population sowohl fiir ISSR
(Hj=0,226) als auch fiir SCoT (Hj=0,073) die niedrigsten Werte auf. Die hochste genetische
Diversitdt wurde in der OB-M-Population fiir ISSR (Hj = 0,284) beobachtet, wéhrend der
hochste Wert bei der OB-M-Population fiir SCoT (Hj = 0,239) auftrat.

Tabelle 14: ISSR und SCoT Ergebnisse der genetischen Diversitit der Populationen von Spiranthes
spiralis, erstellt mit AFLPsurv (Vekemans 2002) nach (Lynch und Milligan 1994)Pop. = Population, n
= Anzahl der Individuen pro Population, #loc. = Gesamtzahl der untersuchten Loci, PLP(%) = prozen-
tualer Anteil polymorpher Loci, Hj = erwartete Heterozygositét (Nei‘s Gen Diversitit), S.E.(Hj) =
Standardfehler von Hj.

ISSR (#loc.=88) SCoT (#loc.=91)
Pop. n |#oc. PLP(%) Hj S.EE.(Hj) |#oc. PLP(%) Hj S.E.(Hj)
o) 4 |61 693 0.284 0.018 7 7.7 0.083  0.013
OB-M 24 |77 875 0269 0.015 62 68.1 0239  0.018
NL 12 |73 83.0 0.273 0.016 57 62.6 0207  0.019
DFA 11 |70 795  0.233 0.017 31 341 0.139  0.016
MS 3 |50 56.8  0.226 0.019 6 6.6 0.073  0.011

4.6.1 Populationsgenetische Untersuchung

Eine auf ISSR- und SCoT-Markern basierende AMOVA ergab, dass der Grofiteil der geneti-
schen Variation in den S. spiralis-Populationen innerhalb der Populationen auftrat (Anhang
Abb. A 3 1/]). Die ISSR-Marker zeigten, dass 93 % der gesamten genetischen Variation inner-
halb der Populationen auftraten, wéhrend 7 % auf Unterschiede zwischen den Populationen
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zuriickzufiihren waren. Bei den SCoT-Marker hingegen liegen 100 % der genetischen Varianz
innerhalb der Populationen zu finden waren, wihrend 0 % der Gesamtvariation zwischen den
Populationen auftraten.

Die Regionen wurden in vier Zonen unterteilt (Nord: DFA; Ost: MS; Siid: O, OB-M; West:
NL). Der PhiPT-Wert fiir die ISSR-Daten betrug 0,066 (p = 0,001) (moderate genetische Dif-
ferenzierung nach Wright (1978)), wahrend der PhiPT-Wert fiir die SCoT-Daten bei 0,004 lag
(p = 0,359, nicht signifikant) (geringe genetische Differenzierung nach Wright (1978)).

Zur Bewertung der genetischen Ahnlichkeit zwischen Individuen von S. spiralis wurde eine
PCoA auf der Grundlage von ISSR- und SCOT-Markern durchgefiihrt (Abb. 8 A/B). Im ISSR-
Datensatz erklirte Achse 1 14,10 % der genetischen Variation, gefolgt von Achse 2 mit 8,00 %
und Achse 3 mit 7,42 %. Im SCoT-Datensatz erklarte Achse 1 36,97 % der Variation, wahrend
Achse 2 und Achse 3 jeweils 11,70 % und 7,77 % erklérten. In beiden Analysen wies die Mehr-
heit der Individuen eine mosaikartige Struktur ohne erkennbare Clusterbildungsmuster auf; bei
Individuen aus der MS-Population wurde jedoch eine Clusterbildung (ISSR) oder eine teilweise
Clusterbildung (SCoT) beobachtet.

Als Ergebnis der STRUCTURE-Analyse wurde die wahrscheinlichste Anzahl genetischer
Cluster fiir S. spiralis gemall der AK-Methode (Evanno et al. 2005) auf K = 2 (sowohl fiir ISSR
als auch fiir SCoT) bestimmt (Anhang Abb. A4 E). Im Allgemeinen werden die meisten Indi-
viduen jedoch von dem als ,,orange* bezeichneten genetischen Cluster dominiert. Dennoch lésst
sich eine genetische Vermischung zwischen den Populationen beobachten. Es ist offensichtlich,
dass es keine vollstindig isolierten genetischen Cluster gibt.

Es wurden Mantel-Tests durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen genetischer und geo-
grafischer Distanz unter den S. spiralis-Populationen zu untersuchen. Die Ergebnisse des Man-
tel-Tests auf der Grundlage von ISSR- (p = 0,140) und SCoT-Markern zeigten keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen genetischen und geografischen Entfernungen. Fiir beide Da-
tensitze war der Korrelationskoeffizient gering (R =-0,063; R? = 0,0039), mit nicht signifikan-
ten p-Werten (p = 0,140 fiir ISSR und p = 0,180 fiir SCoT), was auf das Fehlen einer Isolation
durch Entfernung zwischen den untersuchten Populationen hindeutet.
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Abbildung 8: Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) der ISSR- und SCoT- Analyse von Spiranthes spiralis
(Achse 1vs Achse 2), die untersuchten Populationen sind unterschiedlich gekennzeichnet, Achse 1 der
ISSR erklirt 14,10 % und Achse 2 8% der genetischen Distanzen, Achse 1 bei der SCoT Analyse erklart

11,70 % und Achse 2 7,77%, die Grafiken wurden mit dem Programm GenAlex (Peakall und Smouse
2012) erstellt.

4.6.2 Kulturversuche

Samenmaterial der Jahre 2023 bis 2024 wurde gesammelt und auf Standardaussaatmedium in
Anzuchtgldsern ausgebracht. Da das Samenmaterial witterungsbedingt recht feucht war, wurde
es bei Zimmertemperatur getrocknet. Hierbei konnten nur wenige Samen erfolgreich zur Kei-
mung gebracht werden, da die Glédser haufig Kontaminationen aufwiesen.
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Fiir die Protokormratenbestimmung, wurden die Samen auf Standard-Nédhrmedium und Kartof-
felmedium ausgebracht. Insgesamt konnten 12 Platten aus dem Samenmaterial gewonnen wer-
den, von denen sechs im Laufe der Untersuchung durch Pilze und Bakterien verkeimten und
vorzeitig entsorgt werden mussten. Von den sieben untersuchten Platten, enthielten vier Platten
einen Nihrboden mir Kartoffelextrakt und drei Platten den Standard Nahrboden.

Die Gesamtanzahl der ausplattierten Samen reicht von 683 bis 1540, die der optisch unterent-
wickelten Samen von 63 bis 966. Der Anteil optisch normaler Samen liegt zwischen 28,70%
und 94,93%. Die Protokormate der gesamten Samen reicht von 1,42% (Platte 4St A:
30.09.2025) bis 56,44% (Platte 2aSt A: 30.09.2025). Die Platten mit der niedrigsten und der
hochsten Protokormate enthalten beide Standard Medium. Die Protokormrate der normalen Sa-
men liegt zwischen 4,05% (Platte 4St A: 30.09.2025) und 59,83% (Platte 2aK A: 30.09.2025).
Hierbei enthilt die Platte mit dem niedrigsten Wert Standard Ndhrmedium, die mit der hochsten
Protokormrate das Ndhrmedium mit Kartoffel.

In der Summe sind auf dem Kartoffelmedium 4113 Samen ausgebracht worden, von denen
1961 Samen optisch unterentwickelt sind (Tab. 15). Die Protokormrate der gesamten Samen
liegt bei 23,65%, die der optisch normalen Samen bei 45,21%. Von den insgesamt 3578 Samen
auf dem Standard-Ndhrboden sind 1389 Samen unterentwickelt. Die Protokormrate der gesam-
ten Samen liegt bei 25,04% und die der normalen Samen bei 40,93%.

Tabelle 15: Ubersicht der ermittelten Samenzahlen und Protokormraten von Spiranthes spiralis 2025,
UEW = unterentwickelte Samen, W = Anzahl der untersuchten Wochen, P = Anzahl der Protokorme, q
= Anzahl der geqollenen Samen, S = Samen, A = Aussaatdatum, St = Standard-Medium, K = Kartof-
felmedium.

Anzahl Anteil nor- P_rate
Samen P_rate [%]
Platte UEW |normale |maleSa- (W [P q [%] ge-
gesamt normal S
Samen men [%] samt S
3K A: 30.09.2025 961/ 408 553 57,54| 15| 246| 129| 25,60 44,48
4K A: 30.09.2025 683| 487 196 28,70, 15| 77| 30| 11,27 39,29
4aK A: 30.09.2025 1540 966 574 37,27| 15| 154, 51| 10,00 26,83
2aK A: 30.09.2025 929 100 829 89,24| 15| 496, 249| 53,39 59,83
4St A: 30.09.2025 917, 596 321 35,00 15| 13| 73 1,42 4,05
2aSt A: 30.09.2025 1242 63 1179 94,93| 15| 701 321| 56,44 59,46
4aSt A: 30.09.2025 1419 730 689 48,55 15| 182| 81| 12,83 26,42
Platten K 4113| 1961 2152 52,32 15| 973| 459 23,65 45,21
Platten St 3578/ 1389 2189 61,18/ 15| 896| 475| 25,04 40,93

Legt man eine durchschnittliche Samenanzahl pro Kapsel von 800 fest (Machon et al. 2003),
ergibt sich eine Gesamtzahl von ca. 11200 Samen aus den beprobten Kapseln, von denen
68,67% fiir diesen Versuch verwendet wurden. Mit in der Summe 1869 angezogenen Protokor-
men, liegt die Protokormrate des gesamten entnommenen Samenmaterials bei 16,69%.
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5. Diskussion und Bewertung der Ergebnisse

5.1 Populationsgenetische Analyse

Anacamptis morio

Die Berechnungen zur genetischen Diversitidt ergeben bei der ISSR-Analyse einen durch-
schnittlichen Wert von Hj = 0,25 und bei SCoT von Hj = 0,31.

Die Daten der AMOVA zeigen in beiden molekularen Methoden eine moderate genetische Dif-
ferenzierung, wobei der Grofiteil der genetischen Variabilitit innerhalb der Populationen zu
finden ist. Auch die PCoA zeigt in beiden Markersystemen keine deutlich voneinander getrenn-
ten Cluster, sondern mitunter Uberschneidungen und geringe genetische Distanzen zwischen
den Individuen der unterschiedlichen Populationen. Ein Zusammenhang zwischen der geneti-
schen und geografischen Distanz ist nicht detektiert worden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse lédsst sich die Vermutung, dass aufgrund der kleinen und
isolierten Vorkommen von 4. morio eine geringe genetische Diversitit und eine genetische
Isolation der Populationen aus Hessen vorliegt, nicht bestdtigen. Trotz der Stichprobenschwan-
kung zwischen den Populationen von zwei beprobten Individuen bei der Population EI und 15
beprobten Individuen bei den Populationen WH, JS und Wei zeigen sich keine auffélligen
Schwankungen der Werte innerhalb der Beiden Methoden.

Vergleicht man die Werte der genetischen Diversitidt mit Studien innerhalb Deutschlands, ist
bei beiden Markern eine hohere genetische Diversitét zu finden als bei den Populationen aus
Sachsen-Anhalt (He = 0,229 mittels AFLP) (Hornemann et al. 2012), was positiv zu bewerten
ist. Innerhalb Europa konnte eine italienische Studie eine mittlere genetische Diversitit von
0,12 ermitteln (Rossi et al. 1992), auch diese liegen unter den Werten, die wir ermittelt haben.
Trotz einer Isolation sind die Werte der genetischen Diversitdt konstant hoch. Besonders er-
freulich ist hierbei, dass auch in kleinen Populationen hohe Werte festgestellt wurden, da in
kleinen Populationen hdufiger mit einer geringen genetischen Diversitdt zu rechnen ist (Ell-
strand und Elam 1993).

Eine moderate genetische Differenzierung zwischen den Populationen deutet auf eine geneti-
sche Zusammengehorigkeit der Populationen hin. Ein aktueller Genfluss zwischen den Popu-
lationen ist kritisch zu betrachten, da Bestduber die Entfernungen zwischen den Vorkommen
oft nicht tiberwinden konnen. Ebenfalls scheint ein Austausch iiber Samenmaterial unwahr-
scheinlich. Auch wenn A. morio als Vertreter der Orchideen charakteristische, winzige, staub-
feine Samen besitzt, die durch Wind verbreitet werden konnen, zeigten (Jersakovd und Ma-
linové 2007), dass sich nur ein kleiner Teil der Samen weiter als einen Meter von der Mutter-
pflanze verbreitet. Zu Ahnlichen Ergebnissen kamen Machon et al. (2003) an S. spiralis.
Héaufig wird bei solchen Ergebnissen von einem Genfluss ausgegangen, der in der Vergangen-
heit lag (Hornemann et al. 2012) und heute, wenn liberhaupt noch, nur limitiert vorhanden ist.
Gerade bei langlebigen Arten konnen genetische Reaktionen auf sich andernde Umweltbedin-
gungen erst verzogert gezeigt werden (Ewers und Didham 2006). Auch eine Isolation sollte
eine solche verzogerte genetische Reaktion bedingen kdnnen.

Inwiefern sich die genetische Differenzierung der hessischen Populationen {iber die Zeit verén-
dert haben, ob sie frither eine geringere genetische Differenzierung aufwiesen, oder damals
schon eine moderate genetische Diversitét zeigten, ldsst sich anhand der vorliegenden Daten
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nicht sagen. Beobachtungen der genetischen Struktur anhand episodischer Priifung konnten
weitere Aufklarung zu moglichen Differenzierungsprozessen liefern. Die vorliegenden Daten
zeigen lediglich eine Momentaufnahme und lassen nur Vermutungen in dieser Hinsicht zu. Um
einen zukiinftigen Trend vorhersagen zu konnen, wiirden genetische Daten aus fritheren Jahren
benotigt werden. Messbare Drift-Effekte sind durch die vergleichsweise hohen Werte der ge-
netischen Diversitét nicht zu vermuten.

Cypripedium calceolus

Bisher konnten keine aussagekréftigen populationsgenetischen Ergebnisse zu der genetischen
Diversitdt oder der populationsgenetischen Struktur von C. calceolus generiert werden. Prob-
lematisch war hierbei der Prozess der Primerfindung und Optimierung. Vorversuche und Ver-
fahren konnten nicht reproduziert werden und bereits geringe Abweichungen der Annealing-
temperatur und der Primerkonzentration zeigten teilweise starke Verdnderungen der Banden-
muster in den Produkten der PCR. Geringe Abweichungen zwischen Bandenmustern gelten als
normal, gerade bei anonymen Verfahren, wie es bei ISSR der Fall ist. Eine grundlegende Re-
produzierbarkeit ist jedoch auch hier wichtig. Dass leichte Verdnderungen von wenigen Grad
(hier in den Versuchen von 0,5°C) bereits deutliche Unterschiede in den Bandenmustern zeig-
ten, deutet auf ein empfindliches System hin. Bei den anderen Orchideenarten unserer Unter-
suchungen, zeigten sich keine Einfliisse solcher minimalen Schwankungen, sie erwiesen sich
als robuster.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Schwankungen konnte die GenomgroBe liefern. Im Gegen-
satz zu den anderen Arten in diesem Projekt, hat C. calceolus ein sehr groBBes Genom. Es liegt
bei 1C = 32,35pg, wihrend das Genom von beispielsweise S. spirais bei 1C = 3,87pg liegt
(Leitch et al. 2019). Die durchschnittlichen GenomgroBBen der weiteren Gattungen liegen fiir
Anacamptis bei 7,88pg, fiir Dactylorhiza bei 5,87pg, fiir Herminium bei 7,40pg und bei Neoti-
nea bei 12,21pg (Leitch et al. 2009). Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass die Genom-
grofle einen negativen Einfluss auf den Erfolg bei verschiedenen Fingerprint-Methoden hat
(Garner 2002; Fay et al. 2005). Bei Orchideen mit einer Genomgrofle bis zu 10pg kann die
genetische Vielfalt abgeschétzt werden, wihrend bei groBeren Genomen Banden nicht stark
genug amplifiziert werden, oder ein ,,Hintergrundrauschen* vorlag (Fay et al. 2005).

Durch mehrfaches Testen desselben Primers, wollten wir herausfinden, wie zuverldssig einige
Primer sind. Da es bei manchen Primern Abweichungen gab, bei anderen aber nicht ldsst, sich
vermuten, dass nur einige Primer nicht reproduzierbar sind, andere aber schon. Eine Begriin-
dung hierfiir konnten die Haufigkeiten der Primersequenzen im Genom sein.

Umw

Dactylorhiza majalis

Dactylorhiza majalis wies mit 281 Individuen in 20 Populationen den groBten Datensatz in
dieser Untersuchung auf. Die genetische Diversitét rangiert bei der ISSR Analyse zwischen Hj=
0,264 mit der Population EB und Hj=0,343 bei der Population FA, wihrend die Werte bei der
SCoT Analyse zwischen Hj=0,186, ebenfalls bei Population EB, und Hj=0,302 bei der Popula-
tion PF I liegen. Diese Werte zeigen eine moderate genetische Diversitéit, welche auch von
Naczk und Zigtara (2019) bei einer Studie an D. majalis subsp. majalis in Nord-Polen gefunden
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wurden (He=0,315-0,522, Mikrosatteliten) mit einer dhnlich hohen Individuen Anzahl (312 In-
dividuen in 16 Populationen). Der GroBteil der genetischen Varianz liegt innerhalb der Popu-
lationen und weist bei der ISSR eine moderate genetische Differenzierung (PhiPT = 0,079; p=
0,001) und bei SCoT eine geringe genetische Differenzierung auf (PhiPT = 0,044; p = 0,001).
Dies ist in der Studie bei Naczk und Zigtara (2019) nicht der Fall hier liegt eine hohere Diffe-
renzierung zwischen den Populationen vor (Fs=0,101). Allerdings haben auch Sie eine hohe
Varianz zwischen den Individuen gefunden (84%). Die PCoA und STRUCTURE Analysen
zeigen in unserer Studie deutlich, dass hier keine Clusterbildungen nach Populationen erkenn-
bar ist, die Population EB zeigt jedoch eine teilweise Abgrenzung zu den anderen Populationen.
Ein Zusammenhang zwischen genetischer und geografischer Distanz konnte nicht identifiziert
werden. Nordstrom und Hedrén (2008) zeigen in ihrer Studie am Dactylorhiza-Komplex, dass
die Hybridisation eventuell ein Schliissel zur Variation und Diversitit in dieser Gattung sein
konnte, da es nach wie vor an einigen Stellen schwierig ist die Arten klar zu differenzieren
(Arbeitskreis Heimischer Orchideen 2005, S. 319-322; Eccarius 2016). Es zeigt sich aber das
in den Hessischen Population anhand der hier aufgestellten Daten es noch zu keiner deutlichen
Differenzierung zwischen den Populationen gekommen ist. Da sie eine der wenigen Arten ist
die noch in allen Bundesldndern Deutschlands vorhanden ist (64% nach 1980 (Kretzschmar
2018, S. 95)), ist trotz allem ein deutlicher Riickgang zu beobachten (84% vor 1980 (Kretz-
schmar 2018; Eccarius 2016).

Herminium monorchis

Die zwei untersuchten Populationen von H. monorchis zeigten in beiden Analysen eine dhnli-
che genetische Diversitidt Hj = 0,34 bis Hj = 0,369. Auch der Grof3teil der genetischen Varianz
liegt in beiden Analysen innerhalb der Populationen und wies eine moderate genetische Diffe-
renzierung auf. Die PCoA zeigt in beiden Markersystemen fiir die beiden untersuchten Popula-
tionen, bis auf wenige Ausnahmen, getrennte Cluster.

Wie bei Anacamptis morio, sind die Werte der genetischen Diversitét trotz der Isolation der
Populationen voneinander bemerkenswert hoch, besonders da der aktuelle Bestand dieser Art
so gering ist, dass von den fiinf Vorkommen, die uns laut Fundpunktdaten aktuell bekannt sind,
nur zwei Vorkommen beprobt werden konnten. Nach Kull et al. (2016) ist H. monorchis eine
der am meisten bedrohten Arten in Europa. Auch die aktuelle Verbreitung in Deutschland von
nur 3,5% (Kretzschmar 2018, S. 156), und der Status von mindestens stark gefdhrdet in Europa
(Ulrich 2022), bestitigen diese Aussage.

Da von flinf Vorkommen in unseren Beprobungszeitraum (2023 und 2024) nur zwei Vorkom-
men aufgefunden werden konnten, ist es schwierig zuverldssige genetische Aussagen fiir die
hessischen Populationen von H. monorchis za machen. Auch in der Literatur sind keine anderen
genetischen Studien an dieser Art aus Europa zu finden, welche einen Vergleich der Daten
zulieBe. Umso wichtiger ist es, dass sichergestellt wird, ob auf den verbliebenen Standorten
intakte Populationen vorhanden sind. Ein engmaschiges Monitoring dieser Art von Experten
wird daher empfohlen.

Sind bei den anderen drei Standorten noch Pflanzen aufzufinden, sollten auch bei nur wenigen
Individuen Proben fiir genetische Untersuchungen gesammelt werden. Anhand dieser Proben
kann herausgefunden werden, ob diese Populationen mit Samenmaterial von den anderen zwei
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Standorten unterstiitzt werden konnten, um die Individuenzahl der Standorte zu stirken und die
genetische Struktur von H. monorchis in Hessen zu erfassen.

Neotinea ustulata

Die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen zeigen eine moderate genetische Differenzie-
rung der Populationen in beiden Markersystemen. Der Grofiteil der genetischen Variabilitit lag
hier innerhalb der Populationen. Deutlich voneinander abgrenzbare Cluster lieBen sich in der
PCoA nicht erkennen, wobei auch keine {ibermifBlige Durchmischung der Populationen zu se-
hen war. Eine tendenzielle Abgrenzung der Population HE ist vorhanden. Die Werte der gene-
tischen Diversitét lagen im Mittel bei der ISSR- Analyse bei 0,283 und bei der SCoT-Analyse
bei 0,321. Eine Korrelation zwischen der genetischen und der geografischen Distanz konnte
nicht gezeigt werden.

Ahnlich, wie bei anderen Studien mit isolierten, langlebigen und seltenen Arten, scheint ein
aktueller Genfluss zwischen den Populationen eher unwahrscheinlich (Hornemann et al. 2012).
Insektenbestduber haben meist einen Aktionsradius von nur wenigen Kilometern und kénnten
eine solche Entfernung, wie sie bei den meisten uns bekannten Standorten vorliegt, nicht {iber-
winden. Verbreitungskarten, die die Vorkommen von vor und nach 1980 vergleichen, zeigen
(wie bei den meisten Orchideen) einen deutlichen Riickgang der bekannten Standorte (Arbeits-
kreis Heimischer Orchideen 2005, S. 641; Kretzschmar 2018, S. 171), sodass die Distanzen
zwischen den einzelnen Vorkommen gréfer geworden sind.

Die Werte der genetischen Diversitit sind auf einem &hnlichen Niveau, wie die Daten von
Anacamptis morio. Auch hier sind die Werte in Anbetracht der hauptsdchlich kleinen und iso-
lierten Populationen erfreulich.

Genaue Aussagen sind jedoch schwer abzuschétzen, aufgrund der geringen Stichprobenanzahl
von nur sechs untersuchten Populationen. Auch die Anzahl der untersuchten Individuen der
Populationen, schwankte zwischen einem und 15 Individuen, wobei nur an zwei der sechs Po-
pulationen eine Anzahl von iiber 10 beprobten Individuen erreicht werden konnte (Population
HE mit 11 und EF mit 15). Bei den anderen vier Populationen konnten nur zweimal ein Indivi-
duum beprobt werden (Population OS und RA), bei Population HB zwei Individuen und bei
Population BB drei Individuen. Da eine AMOVA und AFLPsurv Berechnungen auf Mittelwer-
ten basieren, konnten in diesen Berechnungen nur vier Populationen einflieBen und reprédsen-
tieren somit nur zwei Drittel der untersuchten Populationen.

Spiranthes spiralis

Die Werte der genetischen Diversitdt liegen zwischen 0,226 und 0,284 bei der ISSR Analyse
und zwischen 0,073 und 0,239 bei der SCoT Analyse. Die Ergebnisse der genetischen Struktur
zeigen eine hohe genetische Differenzierung (PhiPT = 0,169; p = 0,001) bei den ISSR Markern
und eine geringe genetischer Differenzierung (PhiPT = 0,007; p = 0,319) bei den SCoT Mar-
kern. Eine ebenfalls geringe genetische Differenzierung bei S. spiralis (Fst = 0,022) wurde bei
franzosischen Populationen um Paris gefunden (Machon et al. 2003). Die Berechnungen der
PCoA zeigen keine eindeutige Clusterbildung, nur Population MS weist eine Tendenz zur Ab-
grenzung auf. Dies wird von der STRUCTURE Analyse unterstiitzt, die einen dominantes ge-
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netisches Cluster in den Individuen zeigt, aber keine vollstindige genetische Isolation der Po-
pulationen voneinander erkennen l4sst. Im Hinblick auf die genetischen und geografischen Dis-
tanzen, konnte keine signifikante Korrelation ermittelt werden.

Die deutlichen Unterschiede zwischen den ISSR Hj = 0,226-0,284 / PhiPT = 0,169 Werten und
den SCoT Hj =0,073-0,239 / PhiPT = 0,007 Werten, konnen in den genutzten Methoden liegen
welche bei dieser Art zu diesen Auswertungen geflihrt haben. Die SCoT Primer sind um die
ATG-Region verankert und den hochkonservierten Regionen davor und danach (Collard und
Mackill 2009), Unterschiede konnen bei der Methode vielleicht nicht detektiert werden, da Un-
terschiede unterreprasentiert sind wegen hoher Konservierung der genetischen Regionen und
die Variablere ISSR-Methode hier ihre Vorteile hat.

Die Aktuelle Verbreitung liegt bei 4,9% (Kretzschmar 2018, S. 237) und ist hier auch im Riick-
gang begriffen, vor allem wird bei S. spiralis deutlich wie stark manche Orchideen von der
jeweiligen Bewirtschaftung der Flichen abhingig sind. Eine Studie von Pausi¢ et al. (2017)
zeigte das eine spate Mahd bzw. Reduktion der Vegetationshohe fiir eine deutlich bessere Fit-
ness bei den Pflanzen sorgte, da diese ihre Blattrosetten {iber den Winter nicht zuriick bilden.
Fiir diese Wintergriine Art ist es besonders wichtig das nach der Bliite und Samenreife die Um-
gebungsvegetation sehr stark zuriick genommen wird (Mahd /Beweidung) und fiir den Winter
eine sehr kurzrasige Fliache entsteht.

5.2 Keimungs- und Anzuchtversuche

Anacamptis morio

An A. morio wurde die Erfolgsrate der Keimung unter Licht und unter Dunkelheit untersucht.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass bei optisch normalen Samen unter der Keimung bei
Licht eine Protokormrate von 28,29% erreicht wurde und bei der Keimung in Dunkelheit eine
Protokormrate von 8,369%. Die Protokormrate der Platte unter Licht war demnach 3,5 mal
hoher als die, die in Dunkelheit gekeimt ist. Des Weiteren haben sich bei der Platte unter Licht-
einfluss, im Untersuchungszeitraum, zwei Sprosse entwickelt. Dies konnte bei der Platte in
Dunkelheit nicht beobachtet werden.

Wir konnten zeigen, dass A. morio, sowohl unter Licht als auch unter Dunkelheit keimféhig ist.
Es ldsst sich vermuten, dass A. morio unter einem gewohnlichen Tag-Nacht-Rhytmus besser
keimt als unter Ausschluss von Licht. Eine statistisch relevante Aussage kann hierzu leider
nicht gemacht werden, da die Stichprobe zu gering ist. Durch wenig Samenmaterial und das
Risiko einer Kontamination, ist es schwierig eine ausreichend gro3e Stichprobe fiir Aussage-
kraftige Ergebnisse zu generieren.

Obwohl seit Langerem die Annahme gilt, dass terrestrische Orchideen ausschlieBlich/besser in
Dunkelheit keimen, gibt es Studien, die diese These in Frage stellen und den Einfluss von Licht
auf die Keimung von Erdorchideen untersuchen. Verallgemeinernde Aussagen zum Einfluss
von Licht auf die Keimung von Orchideensamen scheinen artspezifisch zu sein und bediirfen
daher weiterer Untersuchungen (Arditti et al. 1981). Duli¢ et al. (2019) zeigten, dass die Phot-
operiode keinen Einfluss auf Himantoglossum jankae Samen hatte, wohl aber auf Spiranthes
spiralis. Eine Photoperiode von 16 Stunden Licht hatte dort einen positiven Effekt auf die Emb-
ryo- und Protokormentwicklung. Es zeigte sich eine schnellere Entwicklung, einen hoheren
Anteil an Rhizoiden und Trieben, sowie die Bildung von einem ersten und zweiten Blatt im
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Vergleich zu Dunkelheit. Auch inerhalb der gesamten Gattung Spiranthes wirde flir optimale
Entwicklung Licht benétigt werden (Zale et al. 2021).

An tiirkischem Samenmaterial von 4. morio konnte auf unterschiedlichen Medien in Dunkel-
heit eine Protokormrate von 16,09 — 70,42% festgestellt werden (Kemec Hiirkan et al. 2018).
Gerade auf dem Medium, dass sich wie unseres an den Vorgaben von Malmgren orientiert,
konnte mit 70,42% eine deutlich hohere Protokormrate erreicht werden. Mdgliche Unterschiede
konnten im Samenmaterial begriindet sein. Weiterhin wurden die Samen bei Kemec Hiirkan et
al. (2018) bei einer Temperatur von ca. 18°C kultiviert, diese lag 2-3°C unter unserer Tempe-
ratur. Inwiefern dies ein Unterschied macht, wiirde Gegenstand weitere Untersuchungen sein.

Cypripedium calceolus

Fiir die Ermittlung der Protokormraten aus 2025 wurden selbstbestdubte und fremdbestidubte
Kapseln von zwei verschiedenen Standorten unterschieden. Die Kapseln wurden zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten entnommen. Die gesamte Samenanzahl auf den Platten variiert zwi-
schen 356 und 2505, von denen keine optisch unterentwickelte Samen identifiziert werden
konnten. Die Protokormraten variieren sowohl zwischen, als auch innerhalb der Standorte,
ebenso wie sie innerhalb der Bestdubungsysteme und zwischen den Bestdubungssystemen va-
riiert.

Die ermittelten Protokormraten wichen stark von den geschétzten Keimraten der Vorjahre ab.
Der Grund hierfiir liegt vermutlich an dem Samenmaterial selbst, da auch die Aussaaten in den
Glasern von 2025 eine nicht so hohe Protokormrate aufwiesen, wie in den Jahren zuvor. Un-
terenwickelte Samen waren bei C. calceolus nicht bzw. schwer zu identifizieren. Das Samen-
material schien innerhalb einer Kapsel unterschiedlich entwickelte Reifegrade aufzuweisen, so-
dass es nicht mdglich war, optisch unterentwickelte Samen von noch nicht dem derzeitigen
Reifestadium entsprechenden Samen zu unterscheiden.

Das Samenmaterial wurde zu unterschiedlichen Zeiten nach der Bestdubung entnommen. Der
ideale Reifezeitpunkt fiir eine erfolgreiche Griinaussaat ist etwa sechs Wochen nach der Be-
stdubung (Wagner und Hansel 1994). Dieser Prozess hingt von duleren Faktoren ab, die den
Prozess beschleunigen oder verlangsamen konnen. Den idealen Zeitpunkt fiir die Ernte abzu-
passen ist daher auch mit diesen Informationen schwierig. Die uns zur Verfiigung stehenden
Kapseln wiesen unterschiedliche Stadien auf. Wahrend der GroBteil der Samen vom 26.06.2025
weil}, breiig und demnach als friithreif zu bezeichnen war, wies der Grof3teil der Samen vom
23.07.2025 eine dunkle Testa aufwiesen und war demnach deutlicher entwickelt. Die geringe
Keimrate konnte daher durch einen nicht idealen Erntezeitpunkt (zu friith oder zu spét) begriin-
det sein, auch wenn unterschiedliche Reifegrade der Samen innerhalb einer Kapsel diese Ef-
fekte teilweise abpuffern konnten. Befindet sich der GroBteil der Samen aber nicht in diesem
idealen Reifestadium, wiirde auch die Keimrate sinken.

Es konnte ein Unterschied zwischen den Protokormraten aus selbstbestdaubtem (9,68%) und
fremdbestdubtem (3,65%) Samenmaterial beobachtet werden. Im Gegensatz zu unseren Erwar-
tungen wies das selbstbestdubte Material eine hohere Protokormrate auf.

Neben den geringen Keimraten stellte die Zédhlung der Samen auf Petrischalen einige Heraus-
forderungen dar. So war es schwierig die genaue Anzahl an Samen auf den Platten zu identifi-
zieren, da die Samen in den frithen Stadien zusammenklebten und nicht auseinandergehalten
werden konnten. Weiterhin war es schwierig das Protokormstadium zu identifizieren, da C.
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calceolus keine Rhizoiden ausbildet, an denen bei den anderen Arten das Protokormstadium
festgemacht wurde. Als Dunkelkeimer stellt sich weiterhin die Frage, inwiefern der wochentli-
che Einfluss des Lichts der Stereolupe Auswirkungen auf den Keimungprozess haben konnte.

Dactylorhiza majalis

Die Ergebnisse der Keimungsversuche zeigten auf dem Standard-Ndhrboden ohne Kartoffelex-
trakt eine Protokormrate der optisch normalen Samen von insgesamt 6,49%.

Die Keimung war grundsitzlich erfolgreich, allerdings fiel die Protokormrate nicht so hoch aus
wie erwartet. Bei asymbiotischen Keimungen mit D. majalis konnten (Rasmussen et al. 1990)
eine maximale Keimrate von 21% erzielen, als sie den Einfluss von der Temperatur auf die
Keimung untersuchten. Die Spitzenkeimungen konnten hier in einem Bereich zwischen 23,5°C
bis 25,7°C ermittelt werden, wéhrend sie bei einer hoheren Temperatur auf 8% dank. Dies ent-
spricht in etwa der Rate, die wir in diesem Versuch erreicht haben. Eine Temperatur tiber 25°C
als Ursache fiir eine so geringe Keimrate konnen wir ausschlieBen, das Labor war klimatisiert
bei Temperaturen zwischen 20°C und 22°C. Eine geringere Keimratekonnte daher zustande
gekommen sein, dass die optimale Keimungstemperatur nicht erreicht wurde, wobei 6,49%
auch hierfiir sehr gering sind (Rasmussen et al. 1990), zumal nach Malmgren und Vogler (2019)
eine Keimrate von 100% in wenigen Wochen erreicht werden kann.

Dactylorhiza gilt als recht leicht zu vermehren (Malmgren und Vogler 2019, 2019, S. 200).
Anghelescu et al. (2023) trugen in ihrem Artikel die Keimraten bedrohter, terrestrischer Orch-
ideenarten aus verschiedenen Studien zusammen. Diese zeigten bei der Gattung Dactylorhiza
Keimerfolge zwischen 37% und 70%. Die hier erreicht Protokormrate liegt weit unter diesen
Ergebnissen.

Warum bei einer recht leicht zu keimenden Art eine so geringe Protokormrate nachgewiesen
wurde, ist fraglich. Mit einem Anteil von 83,31% normaler Samen, ist die Begriindung der
niedrigen Keimrate unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen. Da wir unsere Protokolle
nach denen von Malmgren und Vogler (2019)entwickelt haben, sollte das Ndhrmedium den
Anspriichen der Pflanze entsprechen. Limitierende Faktoren konnte die Beliiftung, oder eine
nicht optimale Luftfeuchtigkeit sein. Bisherige Aussaaten wurden in Gldsern mit Schraubver-
schluss durchgefiihrt, die hier verwendeten Petrischalen haben vermutlich ein anderes Mikro-
klima. Laut Rasmussen (1990) bendtigen D. majalis Samen 14 Tage Dunkelheit, um eine nor-
male Keimrate zu erreichen. Es stellt sich hier die Frage, ob das Licht der Stereolupe bei der
Zahlung einen Einfluss auf die Keimrate dieser Art hatte. Weitere Untersuchungen sind nétig,
um diese Faktoren zu priifen.

Herminium monorchis:

Im Gegensatz zu den erfolgreich durchgefiihrten Vorversuchen, die mit Samenmaterial von
Herr M. Stiihler durchgefiihrt wurden, konnten aus dem Samenmaterial von dem Wildstandort
nur 42 Protokorme angezogen werden. Abweichungen bei der Durchfiihrung lie3en sich nicht
feststellen.

Laut Malmgren und Vogler (2019, S. 214) ist die Vermehrung von H. monorchis relativ leicht.
Bereits nach 4 Wochen betrigt die Keimrate 30-50%. Dies konnten wir in unserer Untersu-
chung nicht erreichen. Mogliche Ursachen fiir den geringen Erfolg konnte das Saatgut selbst
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gewesen sein. Neben genetischen Faktoren, wie der Infertilitdt der Samen, haben auch klimati-
sche Bedingungen einen Einfluss auf die Qualitit des Saatguts. Der optische Zustand des Sa-
menmaterials konnte daher eine erste Tendenz aufzeigen, wie keimféhig das Material ist. Op-
tisch wies das vorhandene Samenmaterial allerdings keine groferen negativen Auftélligkeiten
auf. Eine genaue Rasterzahlung wie bei den Protokormratenerafssungen von 2025 wurde je-
doch nicht durchgefiihrt, sodass eine genaue Erfassung nicht vorliegt.

Auch wenn sich durch eine optische Begutachtung schon im Vorfeld die Keimfahigkeit einzel-
ner Samen abschétzen ldsst, ist ein Keimungserfolg optisch unauffélliger Samen nicht garan-
tiert.

Es ist schade, dass unsere Aussaatversuche mit H. monorchis nicht so gut funktioniert haben.
Die Unterstilitzung der heimischen Populationen durch kiinstliche Anzucht wére fiir die Arter-
haltung wiinschenswert. Kull et al. (2016) identifizierten H. monorchis als eine der am meisten
bedrohten Arten in Europa. Auch in Deutschland sind die Populationen stark zuriick gegangen
(Arbeitskreis Heimischer Orchideen 2005, S. 474), so betrdgt die Verbreitung nach 1980 in
Deutschland nur 3,5% (Kretzschmar 2018, S. 156). Laut der Roten Liste Hessen ist H. mo-
norchis in Kategorie 2, stark gefdhrdet eingeordnet (HLNUG 2019). Weiterhin konnten in die-
ser Studie durch die Fundpunkt-Daten des HLNUG und die Kontakte zum Arbeitskreis Heimi-
sche Orchideen Hessen sehr wenig Vorkommen identifiziert und nur zwei Standorte beprobt
werden.

Die aktuelle Situation von H. monorchis ist daher alarmierend, trotz der hohen genetischen
Diversititswerte, die in dieser Arbeit ermittelt wurden. Samenmaterial sollte weiter fiir Anzuch-
ten verwendet werden, um die Populationen zu stiitzen, oder verschollene Standorte wieder
anzupflanzen, gerade weil es laut (Malmgren und Vogler 2019, S. 214) und unserer eigenen
Vorversuche recht einfach ist, H. monorchis zu kultivieren.

Neotinea ustulata

Die Keimungsversuche von N. ustulata waren nicht erfolgreich. Es konnte sich nur ein Proto-
korm auf den untersuchten Platten entwickeln. Das Samenmaterial stammt von einer 34cm
Pflanze. Die Pflanze stand auf einer Teilfliche des Untersuchungsgebiets, das nicht Teil der
Bestédubung durch uns gewesen ist.

N. ustulata hat generell den Ruf, nicht gut zur Keimung gebracht werden zu konnen, auch wir
hatten mit unseren Methoden keinen Erfolg.

Grundsétzlich war das Samenmaterial der unterschiedlichen Teilflichen in unterschiedlich gu-
tem Zustand. Wihrend das frithreife Samenmaterial noch so undifferenziert war, dass sich hier
keine optischen Unterschiede ausmachen lieBen, zeigten éltere Reifestadien eine Differenzie-
rung der Samen in optisch normale Samen und in optisch unterentwickelte Samen. Das reife,
bzw. nahezu reife Samenmaterial, der Pflanzen, die von uns bestdubt wurden, wies einen Anteil
optisch normaler Samen von unter 40% auf. Das Samenmaterial der Pflanze auf der Hauptfli-
che besall sogar nur einen Anteil von 4% auf. Die 34cm Pflanzen auf der zweiten Teilflache
hingegen besallen zwischen 40-80% normaler Samen.

Laut (Rasmussen 1995) hingt die Anzahl keimféhiger Samen von einer effektiven Bestdubung
ab. Ausschlaggebend ist hierbei, ob ausreichend Pollen auf die Narbe gelangt ist, ist dies nicht
der Fall, kann das bei manchen Arten problematisch sein (Rasmussen 1995). Dies konnte ein
Grund fiir die geringe Keimrate sein.
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Weiterhin haben duflere Faktoren wie Wetter und Temperatur einen Einfluss auf die Qualitét
des Samenmaterials (Hornemann et al. 2012). Die beobachteten Witterungsbedingungen in
Kombination mit der Lage und Ausrichtung der Flichen, konnen eine Begriindung fiir die un-
terschiedlichen Zustdnde des Samenmaterials liefern. Die Hauptfldche und die von uns bestéub-
ten Teilfliche waren deutlich trockener und der Anteil der optisch unterentwickelten Samen
deutlich hoher als bei der Teilfliche mit der 34 cm Pflanzen, welche ndher am Wald standen,
wodurch das warme und trockene Wetter abgepuffert worden sein kdnnte. Zudem standen am
unteren Ende dieser Teilfliche Dactylorhiza majalis Pflanzen, die feuchtere Habitat bevorzu-
gen (Arbeitskreis Heimischer Orchideen 2005). Einen dhnlichen Zusammenhang kann auch
zwischen dem Zustand der Mutterpflanzen auf den Flachen gezogen werden. Die Pflanzen auf
der zweiten Teilflaiche waren deutlich grofer und in einem deutlich besseren zustand als die
Pflanzen auf den anderen Flichen. Die Beobachtungen bestétigen daher, dass N. ustulata eine
Art zu sein scheint, die nicht trockenresistent ist (Tali et al. 2004). Eine Erklarungsversuch,
weshalb die Pflanze trotzdem eher auf trockenen Standorte zu finden ist, wird auf die hohe
Verfiigbarkeit von Licht zuriickgefiihrt, was positiv fiir N. utulata sein konnte (Adamska et al.
2025).

Eine weitere interessante Beobachtung war an den 34cm Pflanzen zu sehen. Hier fiel auf, dass
sich nur an den jlingeren Bliiten Kapseln entwickelten. Dies deutet auf eine Verschiebung der
Rhythmen zwischen Pflanzen und Insekten hin, die bei Orchideen durch einen wiarmeren Friih-
ling vorkommen kdnnen (Robbirt et al. 2014).

Die 6kologischen Gegebenheiten deuten auf einen starken Einfluss von Wetter und Temperatur
hin. Im Zuge des Klimawandels, wird es zu hheren Temperaturen und andauernder Trocken-
heit kommen. Unter dem Aspekt, dass Beobachtungen unsererseits bereits unter den aktuellen
Bedingungen eine verringerte Fitness und Vitalitdt zumindest auf der Hauptfldche und der ers-
ten Teilflache feststellen konnten, kann man vermuten, dass diese Effekte mit steigenden Tem-
peraturen und ausbleibendem Niederschlag kritische Auswirkungen auf die vorhandene Popu-
lation haben kdnnten. Auch der Hinweis auf eine Asynchronitét von Bestdubern und Pflanzen,
ist bedenklich. Unter diesen Umsténden sind populationsstiitzende Mafinahmen durch erfolg-
reiche Anzuchten zu empfehlen. Einer Etablierung kiinstlicher Anzuchten von N. ustulata sollte
daher Prioritdt eingerdumt werden, zumal die aktuelle Verbreitung der Art in Deutschland nur
11% betragt (Kretzschmar 2018, S. 171).

Spiranthes spiralis

Eine Schwierigkeit mit der Anzucht von S. spiranthes Samen war, dass haufig Kontaminationen
auftraten, trotz griinlicher Desinfektion der Samen und Kapseln. Die Kapseln von S. spirales
reifen zwischen Oktober und November, zwei potenziell sehr regnerische Monate. Moglicher-
weise war das Samenmaterial nicht ausreichend getrocknet, wodurch schnell eine Pilzkontami-
nation auf dem Anzuchtmedium auftreten konnte. Als Konsequenz haben wir das Samenmate-
rial bei der néchsten Entnahme langer trocknen lassen und erst ein paar Tage nach der Ernte auf
das Aussaatmedium ausgebracht. Des Weiteren hat S. spiralis eine relativ kurze Bleichzeit, im
Vergleich zu anderen Arten, wodurch Pilze und Bakterien nicht vollstindig abgetitet werden
und so Aussaaten kontaminieren konnen (Zale et al. 2021).

Bei S. spiralis wurde 2025 die Protokormrate von Aussaatmedium mit und ohne Kartoffelex-
trakt untersucht. Hierbei ergab sich eine Protokormrate der optisch normalen Samen von
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45,21% mit Kartoffelextrakt und 40,93% ohne Kartoffelextrakt. Der Anteil der optisch norma-
len Samen variierte sehr stark zwischen 26,7% und 94,93%. Bei einer durchschnittlichen Sa-
menanzahl von 800 pro Kapsel (Machon et al. 2003), ergibt sich eine vom Wildstandort ent-
nommene Samenemenge von 11200 Samen, mit einer Protokormrate von 16,69%.

Die Keimraten der beiden Aussaatmedien liegen sehr nah beieinander. Es konnte nur ein Un-
terschied von 5% zwischen den beiden Ndhrmedien gezeigt werden. Eine erfolgreiche Keimung
ist daher auf beiden Aussaatmedien moglich. Die Gattung Spiranthes gilt als sehr anpassungs-
fihig an verschiedene Nihrmedien und Substrate und lisst auf eine Ubertragbarkeit der ange-
wendeten Protokolle von Arten innerhalb dieser Gattung schlieen (Zale et al. 2021). Neben
einer hohen Bandbreite an moglichen Medien, ist fiir die optimale Entwicklung von S. spirantes
Licht notwendig, auch wenn die Pflanze im Dunkeln keimfzhig ist (Duli¢ et al. 2019; Zale et
al. 2021). Eine Wiederholung der Versuche unter einem natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus wiir-
den die Erfolgsrate sehr wahrscheinlich erhdhen.

Die Protokormrate von 16,69% des gesamten vom Wildstandort entnommenem Samenmateri-
als erscheint im ersten Moment nicht sonderlich hoch, wobei Orchideen generell einen sehr
hohen Samenansatz im Verhéltnis zu einer geringen Keimrate haben, die in der Natur nur 0,2-
0,3% betragen kann. Eine Keimrate von knapp 17 Prozent des gesamten entnommenen Samen-
materials ist daher als gut zu bewerten.

Fazit

Abgesehen von C. calceolus, zu der noch keine Ergebnisse der molekulargenetischen Untersu-
chung vorliegen, waren die Analysen erfolgreich. Die genetische Diversitit der meisten Arten
/Populationen war hoher als erwartet. Bei allen Arten befindet sich der Grof3teil der genetischen
Varianz innerhalb der Populationen. Die populationsgenetischen Analysen deuten daher auf
einen genetischen Austausch hin, der bedingt durch die aktuelle Isolation der Populationen,
wahrscheinlich in der Vergangenheit liegt.

Die Kulturexperimente ergaben, erfolgreiche Anzuchten von 4. morio, C. calceolus, D. majalis,
und S. spiranthes. Die Versuche zu H. monorchis und N. ustulata waren in diesem Projekt leider
nicht erfolgreich. Gerade hier besteht weiterer Forschungsbedarf, um in Zukunft Individuen aus
diesen Arten anzuziechen, da sowohl H. monorchis als auch N. ustulata in Hessen von einem
enormen Riickgang betroffen sind. Bei unseren Untersuchungen konnten nur zwei Standorte
von H. monorchis aufgefunden werden und von sechs N. ustulata — Standorten Proben genom-
men werden.

Trotz der erfreulichen populationsgenetischen Erkenntnisse, dass in den hier untersuchten Ar-
ten noch keine Hinweise auf Inzuchteffekte detektiert werden konnten, sind populationsstér-
kende Maflnahmen an allen Orchideen zu empfehlen. In Erster Linie miissen die Standorte ent-
sprechend der Bediirfnisse der Arten gepflegt werden bzw. fiir einige Arten auch nach klima-
tisch gilinstigeren Standorten geschaut werden. Da alle hier untersuchten Orchideen Arten in
erster Linie durch den Verlust ihres Lebensraumes betroffen sind, miissen hier als erstes Mal3-
nahmen ergriffen werden, um vorhandene Standorte entsprechend zu sichern.
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