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Es gibt unzihlige Sonnen und unzihlige Erden, die um ihre Sonnen kreisen ... diese Welten sind
von Lebewesen bewohnt.

Giordano Bruno (1548-1600)

Weite Welt und breites Leben,
Langer Jahre redlich Streben,

Stets geforscht und stets gegriindet,
Nie geschlossen, oft geriindet,
Altestes bewahrt mit Treue,
Freundlich aufgefafites Neue,
Heitern Sinn und reine Zwecke:
Nun! man kommt wohl eine Strecke.

>>Zur Naturwissenschaft iiberhaupt<<
Heft I, 1887
Johann Wolfgang Goethe

Ein Mensch, der an die wesentliche Giite der Geschipfe glaubt, ist imstande, alle Geheimnisse der
Schopfung zu entdecken, um ohne Unterlass das ihm von Gott anvertraute Werk zu
vervollkommnen. [...]

Es ist viel mehr eine grofie Herausforderung, die Schopfung - sich selbst und die Welt - zu
vervollkommnen.

Johannes Paul II., 1994
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I. Einleitung

I. Einleitung

Das Leben begann auf unserem Planeten vor mindestens 3.5 Milliarden Jahren. Diese
Datierung wird aufgrund von Fossilfunden belegt, in denen man eindeutige Indizien fiir die
Bildung von Stromatolithen zu diesem frithen erdgeschichtlichen Zeitpunkt gefunden haben
will, die nur durch bakterielle Aktivitit entstanden sein konnten (Campbell et al. 2003). In
einigen Publikationen wird sogar auf zugrunde liegende Kohlenstoffisotop-Analysen der
Beginn des Lebens in Form kleinster Mikroorganismen, die zudem mit der Fihigkeit der
biologischen CO,-Fixierung ausgestattet gewesen sein sollen, auf 3.8 Milliarden Jahren wenn
nicht sogar auf 4 Milliarden Jahren zuriickdatiert (Schidlowski 2001). Wihrend die Welt der
Mikroorganismen, ndmlich der Prokaryota und Archaea in dieser frithen prackambrischen
Biosphire vorherrschte, so ldsst die molekulare Uhr (Wang et al. 1999) vermuten, dass das
Divergieren der Lebensformen in Pflanzen, Tieren und Pilzen vor anndhernd 1.5 Milliarden
Jahren seinen Anfang nahm, was somit auch den Beginn der Entwicklung der
Flechtensymbiose bedeuten konnte und den bisherigen molekulargenetisch angenommenen
Fossil-Rekord nach Taylor et al. (1995) vordatieren miisste (Lutzoni 2001). Taylor et al.
(1995) datierte beispielsweise das erste Auftreten flechtenartiger Symbiosen anhand von
Fossilien auf das untere Devon-Zeitalter (0.4 Milliarden Jahre). Neuere, erst kiirzlich
entdeckte Fossilfunde in China gehen sogar von 0.6 Milliarden Jahre fiir den Beginn erster
Vorldufer der Lichinisierungsprozesse und somit dem ersten Kontakt zwischen einem Pilz
und einer Alge aus (Yuan et al. 2005). Die Frage besteht, welche Besonderheit bei Flechten
existiert, dass sie sich so lange in der Evolution erfolgreich behaupten konnten und welche
Rolle man der Symbiose in diesem Kontext, aber auch fiir die zukiinftige Evolution,
zuerkennen mag.

Der Fortschritt der biologischen Evolution ist bekanntlich in hohem Malle beeinflusst und
abhéngig von den vorherrschenden Umweltbedingungen, die zu Mutationen fithren kdnnen
und durch Selektion unter den gegebenen Bedingungen die stirksten Lebensformen iiberleben
lassen (Darwin 1859). Der groBite Erfolg in der biologischen Evolution und somit der
Weiterentwicklung aller Arten basiert jedoch auf der Féhigkeit der Organismen,
Adaptationsmechanismen, wie die Ausbildung von Resistenzmechanismen gegen extreme
Umweltfaktoren auszubilden. Dies war auch insofern notwendig, als iiber den genannten
Zeitraum der Milliarden Jahre andauernden Evolution die Umwelt auf dem Planeten Erde
nicht zuletzt durch die Kontinentaldrift und Polwanderung sich stets wandelte und neue

Anpassungsstrategien der Lebensformen erforderte. Die Symbiose ist in diesem Kontext eine

11



1. Einleitung

der erfolgreichsten Strategien fiir Resistenz und Adaptation (Margulis 1993). Die Fihigkeit in
symbiotische Assoziation zu treten und dabei bis zur Endosymbiose zu gelangen, wire einer
der erfolgreichsten Schritte auf dem Weg zu optimaler Resistenz (Margulis 1993). Man
konnte sogar so weit gehen und im Fall der Endosymbiose von einer hervorzuhebenden,
kraftvollen, dynamischen Maschinerie der Evolution sprechen, da erst durch die
Endosymbiose die Entwicklung zu hoheren Organisationsformen wie Pflanzen und Tieren
moglich war. Man nimmt an, dass Eukaryoten durch Endosymbiose eines autotrophen
Archaebakteriums als Wirt und einem Eubakterium als Symbiont entstanden sind (Martin &
Russell 2003). Dieser Vorgang war in der Evolutionsgeschichte aber keineswegs ein
einmaliger Vorgang, da sowohl Plastiden wie die Chloroplasten oder die Zellorganellen wie
die Mitochondrien durch Endosymbiose entstanden sind (Race et al. 1999, Martin et al. 1998,
Melkonian 2001). Aber nicht nur die Endosymbiose scheint eine der erfolgreichsten
Adaptationsmechanismen zu sein. So gibt es eine Vielzahl anderer symbiotischer
Vergesellschaftungen von Arten, die man als Exosymbiose bezeichnen kdnnte. Dabei reicht
das Spektrum von lockeren Beziehungen innerhalb eines Okosystems bis zu verschiedensten,
symbiotischen Gemeinschaften mit unterschiedlichstem Abhéngigkeitsverhéltnis (Zook
1999). In diesem Kontext wiren beispielsweise die Assoziation von zwei oder mehr
eukaryotischen Arten welche auch gemischt mit prokaryotischen Lebensformen in Biofilmen
vergesellschaftet sein konnen (Belnap et al. 2001, Flemming & Wingender 2001) oder
assoziiert in der Flechtensymbiose vorkommen (Poelt 1977, Lawrey 1991) zu nennen. Diese
zu letzt genannte besondere Form der Exosymbiose, nimlich die Flechtensymbiose, findet
man praktisch in allen Biomen der Erde und dominiert insbesondere in so genannten
extremen Nischen mit heilen oder sehr kalten und harschen Umweltbedingungen, wie sie in
vulkanischen Gebieten und Wiisten (Biidel & Wessels 1986; Fahselt 1995), polaren
Standorten oder Hochgebirgsregionen (Brodo et al. 2001, Poelt 1969), vorherrschen. Die
Dominanz der Flechten gerade in diesen extremen Gebieten zeigt die Fahigkeit dieser
symbiotischen, poikilohydren Organisationsform, extreme, exogene Umwelteinfliisse wie
Kélte - nahe dem Gefrierpunkt -, Austrocknung, Hitze, hohe UV- und harte
Sonneneinstrahlung standhalten zu kénnen und spiegelt den hohen Grad an Flexibilitit und
Plastizitit der Flechtensymbiose wider (Ott & Jahns, unpubl). Dieser hohe Grad der Plastizitét
und Flexibilitdt wird nicht zuletzt durch die symbiotische Assoziation der Bionten erreicht.
Die symbiotische Assoziation und damit Einbettung der Bionten in eine Gallertmatrix schafft
einen erweiterten Genpool auf engstem Raum mit einer Mannigfaltigkeit an Synthesewegen,

die zur Produktion einer ganzen Reihe von sekundéren Flechteninhaltsstoffen fiihren, welche
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der Flechtensymbiose die Moglichkeit geben, mit extremen Umweltbedingungen klar zu
kommen (de Vera et al. 2004). Abgesehen von den in dieser Arbeit untersuchten
Flechtenarten darf in diesem Kontext auch nicht unerwidhnt bleiben, dass die
Flechtensymbiose - allgemein betrachtet - auch durch ein breites Spektrum an
Reproduktionsstrukturen gekennzeichnet ist. Der Pilz kann sich sexuell durch die Bildung von
Ascosporen und asexuell durch die Ausbreitung von Thalloconidien vermehren. Die Alge
kann sich jedoch selber nur durch die asexuelle Produktion von Autosporen vermehren. Die
Gesamtheit eines Flechtenthallus kann aber auch noch je nach Artzugehorigkeit eine Vielzahl
an weiteren asexuellen Reproduktionseinheiten, die so genannten Diasporen ausbilden. So
wiren hier diesbeziiglich die meist in Morphologie und Anatomie sowie dem Ort der
Ausbildung sich unterscheidenden Propageln zu nennen, die aufgrund ihrer Vielfalt der
morphologischen Struktur begrifflich in Isidien, Soredien, Phyllidien und Schizidien unterteilt
werden, wobei die Ausbreitung durch Fragmentation der Thalli nicht aufler acht gelassen
werden sollte (Henssen and Jahns 1974; Hestmark 1991; Honegger 1993; Ott 1987b, Ott et al.
1993, Jahns & Ott 1997). Aus diesem Grund kann man schlussfolgern, dass Flechten ein
Modellsystem der Symbiose sind (Hawksworth 1988, Honegger 1998), welche als Ergebnis
eines langen co-evolutiondren Prozesses von Pilzen (meist Ascomyceten) und Griinalgen
bzw. Cyanobakterien (frither Blaualgen) gelten konnen. Der Pilz in der Flechtensymbiose
wird in den Termini der Lichenologie und Mycologie allgemein als Mycobiont bezeichnet
und die photosynthetisch aktiven Griinalgen und/oder Cyanobakterien (Blaualgen) werden
folglich als Photobionten benannt. Diese in der Flechtensymbiose assoziierten Bionten lassen
aufgrund ihrer Zugehorigkeit zu einer Vielzahl taxonomischer Gruppen einen
polyphyletischen Ursprung vermuten (de Priest 2004, Hawksworth 1988; Henssen & Jahns
1973; James & Henssen 1976, Lutzoni et al. 2001; Santesson 1967; Smith 1975, Soili & de
Priest 1998). Aber sie iiberleben meist aulerhalb der Symbiose unter denselben extremen
Bedingungen nur eingeschriankt und konnen ebenfalls dadurch die so charakterisierten
extremen Standorte auf Dauer nicht besiedeln. Das bedeutet, dass um unter
Extrembedingungen existieren zu konnen, die Bionten erst in Interaktionen mit anderen
Bionten der Flechtensymbiose spezielle Leistungen erbringen konnen und miissen (Lange
1954, 1969; Lange et al. 1986, 1996; Kappen 1988, 2000; Kappen et al. 1987, 1991;
Schroeter et al. 1994; Sojo et al. 1996; Schaper 2003b). Die Leistungen der Bionten im
Vergleich zu der Gesamtflechte, die notwendig sind, um die Vitalitdt unter extremen
Bedingungen aufrecht zu erhalten, sollen in dieser Arbeit gepriift werden und in einem

Kontext zur Symbiose und den sich daraus resultierenden Resistenzmechanismen gebracht
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werden sowie mit den Resistenzmechanismen anderer Organismen, die sich auflerhalb
symbiotischer Assoziationsformen befinden, in Beziehung gebracht werden. So ist
beispielsweise bekannt, dass Endosporenbildung und Pigmentierung bei Prokaryoten, wie
Bacillus subtilis und weitere Bacillus-Arten eine wichtige Rolle fiir die Strahlenresistenz
bedeuten (Feofilova 2003, Moeller et al. 2005, 2003; Nicholson et al. 2000). Zusétzliche
Resistenzmechanismen kann man auf molekularer Ebene feststellen, wo effektive DNA-
Reparaturmechanismen  Strahlungschdden oder Schidden durch extreme Trockenheit
(Vakuum) riickgingig gemacht werden konnen. Ein sehr ausfiihrlich studiertes Objekt,
welches aufgrund molekularer, enzymatischer Reparaturmechanismen die  Resistenz
gegeniiber ionisierender Strahlung oder UV-Strahlung sowie Vakuum erreicht, ist
Deinococcus radiodurans (Caimi & Eisenstark 1986; Rettberg et al. 2003; Mattimore &
Battista 1996; Moseley 1983; Setlow & Bowling 1965). Dieser Mikroorganismus wird meist
auch als der Spitzenreiter unter den resistierenden Prokaryoten bezeichnet und ihm wird sogar
die Féhigkeit zugebilligt, unter Marsbedingungen {iberleben zu kénnen.

Durch die vorliegende Arbeit soll in diesem Zusammenhang ergénzend versucht werden, die
Frage des Uberlebens der Flechtensymbiose und ihrer Bionten unter extraterrestrischen bzw.
Marsbedingungen zu beantworten. Dabei kann durch die hier eingesetzten Experimente nur
eine Tendenz aufgezeigt werden, da aufgrund der Vielzahl der Strahlungsquellen im
Weltraum eine vollstdndige Simulation aller mdglichen fiir den Testorganismus schidlichen
Strahlen, wie ionisierende Strahlung von y-Strahlung, Elektronenstrahlung und korpuskulare
Strahlung, Rontgenstrahlung, Radioaktivitit und andere Formen der galaktischen Strahlung
(Mc Cormack et al. 1988) nicht mdglich war, und nur der Effekt des gesamten UV-Spektrums
unter bewusster Ausblendung anderer Strahlungsformen getestet werden konnte. Die Wirkung
von Niedrigdriicken auf die Flechtensymbiose und ihre Bionten, wie sie im nahen Erdorbit
und nur anndhernd auf dem Mars auftreten, wurde ebenfalls getestet. Diese Tests sollen
erkennbar darstellen, wie weit ein erstmals derart zu untersuchendes eukaryotisches
Symbiosesystem die Vitalitdt des Systems sowie der einzelnen Bionten nach sehr starker
Austrocknung durch Vakuum zu konservieren vermag, und ob Flechten ebenfalls wie
Deinococcus radiodurans Marsbedingungen iiberleben und sogar die Bedingungen des freien
Weltraums moglicherweise fast schadlos iiberstehen konnten. Der Hintergrund fiir die in der
vorliegenden Arbeiten erfolgten Experimente basiert ebenfalls auf astrobiologischen
Fragestellungen, die sich im Rahmen einer Kooperation mit dem Deutschen Zentrum fiir
Luft- und Raumfahrt (DLR) stellten und denen man bereits mehrere Jahre durch verschiedene

Forschungsvorhaben an Prokaryoten bei der ESA (European Space Agency) und NASA
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gleichfalls nachgeht. Gemeint ist die Theorie der Panspermie. Hinter dieser Theorie steckt die
erstmals 1865 aufgeworfene Idee des Interplanetaren Transportes von mikroskopischen
Lebensformen, die wie dort beschrieben, von einem belebten Planeten ausgehend einen
anderen inerten Planeten mit Leben befruchten (Richter, 1865) und spédter priziser von
Arrhenius (1903) als Theorie der Panspermie ausformuliert wurde (Horneck, 200lc,
Mileikowsky 2000) und letztendlich von Giordano Brunos (1548-1600) Satz: ,,Es gibt
unzdhlige Sonnen und unzdhlige Evden, die um ihre Sonnen kreisen ... diese Welten sind von
Lebewesen bewohnt“ (Gatti 1999) inspiriert zu sein schien. Nicht zu letzt erlangte diese
Theorie der Panspermie &duBlerste Popularitit, als im Jahr 1996 die NASA einen
wissenschaftlich &duflerst kritisch betrachteten und umstrittenen ,,Fossilfund“ in einem
Marsmeteoriten mit der Bezeichnung ALH 84001 publik machte (McCay et al. 1996).
Interessanterweise konnte zu den umstrittenen Fossilfunden auch die Besiedlung des
betreffenden Meteoriten durch irdisches Leben aufgrund von REM-Aufnahmen anhand von
Mycelstrukturen nachgewiesen werden. Damit war erstmals auch der Beweis moglich, dass
auBerirdisches Material zudem sogar als Grundsubstrat fiir irdische, sekundir besiedelnde,
cryptoendolithische Organismen, eventuell aus der Ordnung der Actinomycetales diente
(Steele et al. 2000, Toporski et al. 2003).

Zur Verifikation oder Falsifikation der Panspermie-Theorie bedarf es aber einiger
aufwendiger Versuche, da bei einem hypothetischen interplanetaren Transfer von Leben
angenommen werden muss, dass Lebensformen das Schwerefeld eines Planeten nur durch
Herauskatapultieren mit Hilfe groBer Asteroiden- bzw. Meteoriteneinschlige verlassen
konnen. Deshalb gibt es auf diesem Forschungsgebiet auch nur wenige Arbeiten, die bisher
verdffentlicht wurden. Abermals sind nur Ergebnisse iiber das Uberlebenspotential von
zumeist in Monolayern befindlichen Prokaryoten wie Bacillus subtilis und Rhodococcus
erythropolis bekannt (Burchell et al. 2004, Horneck et al. 2001a). Hierbei konnte man sogar
Uberlebensraten von 10™ bis 107 Zellen bei simulierten Einschlagsdriicken von bis zu 78 GPa
feststellen. Jedoch liegen noch keine Ergebnisse beziiglich der Impakt-Uberlebensrate von
zumeist mehrlagigen (polylayer) und somit gewebeartig strukturierten Eukaryoten vor. Dies
soll nun in der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls am Symbioseorganismus Flechte {iberpriift
werden.

Fiir eine experimentelle Simulation und somit das Nachstellen eines interplanetaren Transfers
von Leben bedarf es der Beriicksichtigung von 3 Phasen: (i) die Auswurfphase durch einen
Asteroiden-/ Meteoriteneinschlag, (ii) die Transferphase bzw. ein Langzeitaufenthalt im

Weltall und (iii) die Wiedereintrittsphase bzw. das Auftreffen auf einen anderen Planeten
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(Horneck 2001c). In der vorliegenden Arbeit wurde das Uberleben von Flechten nach
Simulation der ersten Phase, ndmlich des Asteroideneinschlags getestet, wihrend die zweite
Phase durch verschiedene Simulationen am DLR nur unvollstindig iiberpriift werden konnte.
Es gibt jedoch ergidnzende Arbeiten mit der Flechte Xanthoria elegans sowie auch mit
anderen Flechten, wie der Krustenflechte Rhizocarpum geographicum, die im Zuge der
Vorbereitungen fiir Experimente auf der Weltraumstation ISS im Rahmen eines EXPOSE-
Projektes bzw. eines BIOPAN-Experiments ergidnzend zu der vorliegenden Arbeit wichtige
Aussagen TUlber das Resistenzverhalten der Flechte wihrend eines simulierten
Weltraumaufenthalts machen kénnen (de la Torre, R. et al. 2002, de la Torre et al. 2004) und
hierbei das hohe Uberlebenspotential auBer Frage stellen. Weitere Weltraumprojekte fiir
Expositionsexperimente und Wiedereintrittsversuch sind als Ergebnis dieser genannten

Arbeiten und der hier vorliegenden Dissertation geplant und liegen bei der ESA bereits vor.

I.1. Zusammenfassung der Arbeitsziele

In der vorliegenden Arbeit sollen Flechten von bekannten, extremen Standorten, wie z.B. aus
dem Hochgebirge bis polaren Gebieten und aus geméaBigten bis mittleren Breiten (Inseln in
der Baltischen See) auf die Fihigkeit getestet werden, wie weit das Uberlebenspotential dieser
Flechten aus Extremstandorten mit bereits bekannter hoher Sonnen- und UV-Einstrahlung
sowie lingeren Trockenperioden reicht, und wann die Grenzen fiir das Uberleben erreicht
sind. Es werden auch Vergleiche zu Flechten mit extremeren Standorten (Buelia frigida -
kontinentale Antarktis) sowie von gemaiBigten Schattenstandorten (Peltigera aphthosa)
gezogen und Untersuchungen mit Flechtenproben im humiden Zustand beriicksichtigt, die in
einer parallel zu meiner Doktorarbeit angelegten Diplomarbeit mit Anwendung der CLSM-
Methodik ausgefiihrt wurden (Wieners 2005). Bei allen Flechten, ob von Extremstandorten
oder gemaBigten Standorten, werden bisher bekannte extreme Umweltfaktoren wie Strahlung
und Austrocknung artifiziell um ein Vielfaches erweitert. Dies wird durch Simulation der
Weltraumparameter im Deutschen Zentrum fiir Luft- und Raumfahrt (DLR) in K&ln erreicht.
Es soll unter anderem auch die Frage geklirt werden, ob das Lebens- und Uberlebenspotential
in einer Symbiose sogar auf extraterrestrische Bedingungen erweiterbar ist. Welche
Bedeutung hitte die Symbiose, welchen Rang wiirde sie im Rahmen der Theorie des
interplanetaren Austauschs von Leben (Panspermie; Horneck et al. 1999, 2001a, 2001b)
einnehmen? Dafiir miissen auch Bedingungen simuliert werden, wie sie im Rahmen eines

Asteroideneinschlags vorherrschen. Dies erfordert sehr hohe FEinschlagsdriicke und
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Temperaturen, die durch Sprengungen am Ernst-Mach-Institut der Fraunhofer Gesellschaft in
Efringen-Kirchen bei Freiburg mit hilfreicher Unterstiitzung von Prof. Dr. Hornemann
erreicht wurden. Als Quintessenz kann zusammenfassend die Zielsetzung dieser Arbeit auf

zwel Punkte fokussiert werden:

1. Die Erforschung der Grenzen des Uberlebens unter simulierten Extrembedingungen
2. Das Potential und die Rolle der einzelnen Bionten in der Flechtensymbiose unter

extremsten Bedingungen

Dies beinhaltet Fragen wie:

1. Welche Bedeutung hat die Flechtensymbiose fiir die Bionten unter extremen
Bedingungen und wire dieses symbiotische, eukaryotische System in der Lage,
Weltraumbedingungen zu iiberstehen, so dass Flechten als Kandidaten fiir eine
erfolgreiche Panspermie in Betracht gezogen werden kdnnen?

2. Sind in der Symbiose bestehende Resistenzstrategien effizienter als bei den bisher

untersuchten Prokaryota?

Die Flechten sind, wie bereits oben erldutert, fiir die Art von Tests, wie sie in dieser Arbeit
durchgefiihrt werden, pridestiniert. Eine Fiille von Arbeiten weisen auf die hohe
Resistenzfahigkeit aufgrund ihrer Poikilohydrie (Wechselfeuchtigkeit) hin (Lange 1954,
1969) und somit ihrer Fihigkeit in den Zustand latenten Lebens zu treten (Feofilova 2003).
Zudem sind viele Flechteninhaltsstoffe bekannt, die ein gewisses Quantum an schidlicher
Strahlung des UV-B und UV-C-Spektrums absorbieren (Quilhot et al. 1996, Holder et al.
2000). Bezogen auf die Bionten der Flechtensymbiose konnte man auch aufgrund des
Vorhandenseins sekundérer Inhaltsstoffe wie MAAs (mycosporine-like amino acids) in
eukaryotischen Algen und Pilzen (Garcia-Pichel & Castenholz 1993, Ishikura et al. 1997) auf
die Prisens dhnlicher intrazelluldrer, cytoplasmatischer Sonnenschutz-Pigmente schlieBen. Es
ist ebenfalls erst kiirzlich bekannt geworden, dass sogar schidliche Sekundéreffekte, wie die
Sauerstoffradikalbildung durch UV-Strahlung von einigen Flechten abgepuffert werden
konnen, sofern die Bionten lichenisiert sind bzw. im Verband der Symbiose verweilen
(Kranner et al. 2005). Jedoch sind insgesamt betrachtet die Grenzen des Uberlebens (sofern
sie liberhaupt bestehen) unbekannt. Zudem ist die Resistenzfahigkeit der einzelnen, auflerhalb

eines schiitzenden Thallus befindlichen, isolierten Bionten gegeniiber einem breiten Spektrum
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an Strahlung und Austrocknung noch weitestgehend unbekannt. Die Analyse eines 3-
Komponenten-Systems (Flechten, Mycobiont und Photobiont) soll dies in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls kliren. Hierzu dienen Vitalititstests durch Uberpriifen der
Stoffwechselaktivitdt oder moglicher Autolyseaktivitdt unter apoptotischen Bedingungen, die
im Zuge von moglichen, schddlichen Umweltfaktoren induziert worden sein konnen, was mit
Hilfe der Confokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) am Institut fiir Genetik der
Heinrich-Heine-Universitit mit freundlicher Genehmigung von Frau Prof. Dr. Knust erfolgte.
Ein anderer Faktor ist die Uberpriifung der Reproduktionsfihigkeit der Flechten nach
Exposition zu den extremen Parametern. Hierzu wird das vegetative, asexuelle Wachstum der
Mycelien und der Photobionten sowie die Féhigkeit der sexuellen Reproduktion durch
Vitalitétstests, Keimungsanalysen und Wachstum der Ascosporen iiberpriift. Auch die
Mutagenitit der extremen Umweltparameter wird durch die Analysen an der DNA von den
exponierten Flechten und ihren isolierten Bionten mit Hilfe der gekoppelten HPLC-
Massenspekroskopie-Analyse iiber die Detektion der Thymindimerproduktion untersucht, was
mit Unterstiitzung von Herrn Dr. Douki am C.E.N.G. in Grenoble erfolgte. Damit wird ein
breites Spektrum der fiir die Resistenz und somit fiir das Uberleben notwendigen
Lebensfunktionen iiberpriift, und man kann schlieBlich zu grundlegenden Aussagen kommen,
die iiber die Bedeutung der Flechtensymbiose in der Vergangenheit der Evolution sowie der
zukiinftigen Evolution unter irdischen sowie mdoglicherweise auflerirdischen Bedingungen
Aufschluss geben konnen. Die vorliegende Arbeit kann somit ein wichtiger Beitrag fiir die
postulierte Plastizitdt und Flexibilitdt der Flechtensymbiose (Ott und Jahns, unpubl.) im
Hinblick auf die Anpassungsfihigkeit und Resistenz gegeniiber extremste Bedingungen sein
und nicht unbedeutende Antworten fiir das Potential der Symbiose beziiglich einer mdglichen

Panspermie liefern.
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II. Material und Methoden

2. Material

2.1 Fulgensia bracteata aus der bunten Erdflechtengesellschaft auf Gotland

Proben der Flechte Fulgensia bracteata (Hoffm.) Rds. wurden auf der Karst-Alvar von
Grogarn und Ardre sowie auf der Kiesalvar von Fard und Ardre (GPS: N 56°55°50.1°") auf
der schwedischen Ostseeinsel Gotland gesammelt. Fulgensia bracteata ist ein typischer
Vertreter der Bunten Erdflechtengesellschaft und kommt in engen Assoziationen mit anderen
Flechten vor, wo sie teils parasitisch teils mutualistisch lebt (Meier 1994, Osenberg 1993, Ott
et al. 1995, 1996, 1997). Sie besiedelt vornehmlich kalkhaltige Boden, Flechten, Moospolster
und sonnenexponierte Standorte. IThre Farbe wechselt von hellgelb zu dunkel gelb und ihre
Fruchtkorper erscheinen meist in dunklem, orangefarbenem Ton. Die Farbung kommt wie bei
allen Telochistaceae aufgrund des an der Oberfldche der Flechte abgesonderten kristallinen

sekundéiren Flechteninhaltsstoffes Parietin (Brodo et al., 2001, Scholler 1997) zustande.

Abb. 1. Fulgensia bracteata: Flechtenlager mit
gelb gefiarbten Areolen (Thalli) und orange
gefarbten Fruchtkorpern (Apothecien)

2.2. Xanthoria elegans aus Habitaten des Hochgebirges (Alpen)
Proben der Flechte Xanthoria elegans (Link) Th.Fr. wurden nahe des Sanetsch Gletschers

(Wallis, Schweiz GPS: N46°21.799°; E007°17.844°, am 02.Juli 2002) und auf der Seiser Alm
(Stdtirol, Italien N46° 54°, E11°62”) gesammelt.
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X. elegans ist eine krusten- bis lobenférmige Flechte, die vornehmlich in alpinen und polaren
Regionen vorkommt. Thre Farbung variiert von blass gelb orange bis dunkel rot orange
(Brodo et al. 2001). Die Farbung kommt ebenfalls wie bei der Flechte F. bracteata aufgrund
der oberfldachlichen Absonderung des kristallinen Inhaltsstoftes Parietin zustande (Brodo et al,
2001). Sie wichst meist auf Gneis, Dolomit oder anderem felsigem bis kalkhaltigem Gestein
und ist an den von ihr besiedelten Standorten direkter Sonneneinstrahlung ausgesetzt. Dabei
kann in ihren Vorkommensgebieten auch auf eine erhohte UV A und UV B-Einstrahlung
geschlossen werden. Fiir die Kulturversuche, Keimungsfahigkeit und Wachstum der Sporen
und Hyphen musste teilweise auf eine Artverwandte Flechte (X. parietina) ausgewichen
werden, da fiir einige Versuche mit Sporen von X. elegans nicht geniigend Ausgangsmaterial

fiir statistische Auswertungen zur Verfiigung standen.

Abb. 2. Xanthoria elegaﬁs: fot-orange gefarbter
Thallus mit dunkel gefirbten, schiisselférmigen
Fruchtkorpern (siehe Pfeil).

2.3. Xanthoria parietina

Xanthoria parietina (Fr.) Th. Fr. nom. cons. wurde auf der schwedisch-baltischen Insel
Gotlands gesammelt. Es handelt sich hierbei um eine kosmopolitische Flechte (ausgenommen
Polarzone und Hochgebirge) mit schwerpunktméBiger Verbreitung in den geméBigten Breiten
(Poelt 1969). Sie wird auch als stark nitrophil bezeichnet. Thre Erscheinungsform wechselt
von lappig bis schuppig, blasig-warzig verunebnet bis feinlobig zerteilt. Die Lager sind meist
durch den sekundéren Inhaltsstoff Parietin (Brodo et al. 2001) orange bis rot gefdrbt, wobei
die Fruchtkorper (Apothecien) lecanorin, aufsitzend sind. Sie besiedelt Baumrinden, Holz und
Gestein und wichst sowohl an sonnen exponierten als auch an schattigen Standorten. Die

Flechte wurde zusitzlich aufgrund ihrer phylogenetischen Nihe zur Hochgebirgsflechte
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Xanthoria elegans und aufgrund groBerer Mengen an Sporenproduktion mit geringer
saisonaler ~ Abhéngigkeit  bezliglich ihres  Streuverhaltens fiir = Kulturversuche,

Keimungsfihigkeit der Sporen und Wachstum des Mycobionten verwendet.

2.4. Materialgewinnung fiir die Analyse des 3-Komponenten-Systems

Um das Resistenzpotential der in der Flechtensymbiose befindlichen Bionten mit dem
Potential der auflerhalb der Symbiose befindlichen Bionten vergleichen zu kénnen, und
Riickschliisse auf die Bedeutung der Symbiose ziehen zu kénnen, war eine Isolierung der
einzelnen Bionten notwendig. In den folgenden Kapiteln wird der Schwerpunkt auf eine
Materialbeschreibung der Bionten des zu analysierenden 3-Komponenten-Systems (Flechte,
Mycobiont, Photobiont) gelegt, spricht aber gleichfalls kurz die dafiir notwendigen
Isolierungsmethoden unter Verweis auf die ausfiihrlicheren Methodik-Beschreibungen im
Kapitel 3 an. Die Gewinnung der Ascosporen, welche im anschlieBenden Kapitel in einer
reinen Materialbeschreibung Erwédhnung finden, wird im Kapitel 3.2.4. gesondert
beschrieben, da in den hier folgenden Kapiteln schwerpunktméBig auf die ausdifferenzierten

Bionten (Algencluster, Mycelien) fokussiert werden soll.

2.4.1. Ascosporen von F. bracteata, X. elegans und X. parietina

Zur Analyse der Keimungsfihigkeit der indirekt (den Weltraumparametern exponierten
Fruchtkorper) und direkt exponierten Ascosporen mussten die Sporen aus dem Fruchtkorper
gewonnen werden, was tiber Sporulationsversuche (siche Kap. 3.2.4.) erfolgte. Innerhalb der
Fruchtkorper der Gattung Xanthoria befinden sich im Ascus 8 zumeist hyaline
beziehungsweise farblose, dipolare zweizellige Sporen wéhrend bei F. bracteata die 8

schmalen bis breit elliptischen Sporen hyalin aber einzellig und unpolar sind.
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Abb. 3.: Keimende Ascosporen von X. elegans und Auswachsen
eines Mycels in das Néhrsubstrat.

2.4.2. Mycelien der Mycobionten von F. bracteata und X. elegans

Die Mycelien wurden aus den Flechten direkt oder durch Sporulationsversuche gewonnen.
Kulturen aus direkten Thallusfragmenten erforderten eine spezielle Vorbereitung. Vor der
Isolierung der Bionten wurden einzelne Thallusstiicke der verschiedenen Flechtenarten fiir 30
bis 60 Minuten unter flieBendem Wasser gespiilt, um oberflédchliche Kontaminationen zu
beseitigen. Mit Hilfe eines Skalpellmessers wurden anschlieBend — die gespiilten
Thallusfragmente zerkleinert. Mit Hilfe eines Skalpells wurde in den entsprechenden
Thallusbereichen, wie oberes Mark, der Mycobiont herausgeschnitten und zunichst auf
einem Malz-Hefe Substrat (MY) kultiviert. Die Isolierung und Kultivierung von Mycelien
des Mycobionten gestaltete sich jedoch durch die Sporulationsversuche als weniger
schwierig (siche Kap. 3.1.5). Die Unterscheidung der Mycelien von F. bracteata und X.
elegans kann wie folgt beschrieben werden: die Hyphen von F. bracteata wachsen in kleinen
Spots und bilden weit verzweigte Kolonien weilllicher Farbung und kénnen zu einem weil3

bis gelblichen Rasen zusammenwachsen, wihrend die Hyphen von X. elegans lokal ein
anschwellendes weil3 bis zart rosa gefdrbtes Mycel bilden, das ab einer Grofe von ungefihr 4
bis 6 mm kleinere Tochtermycelien bildet, die sich nicht weit vom Muttermycel entfernt

entwickeln.

2.4.3. Kulturen der Photobionten von F. bracteata und X. elegans

Wie bereits in Kap. 2.5. beschrieben, erforderte die Gewinnung von Photobionten-Kulturen
sowie die Herstellung von Mycobionten-Kulturen aus Thallusfragmenten der jeweiligen
Flechtenvertreter eine spezielle Vorbereitung. Vor der Isolierung der Photobionten sind

einzelne Thallusstiicke der verschiedenen Flechtenarten fiir 30 bis 60 Minuten unter
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flieBendem Wasser gespiilt worden, um oberfldchliche Kontaminationen zu beseitigen. Mit
Hilfe eines Skalpellmessers wurden anschlieBend die gespiilten Thallusfragmente zerkleinert.
Aus der Algenschicht sind mit einer fein ausgezogenen Glaspipette oder einer Spritze mit
einer feinen Nadelspitze Algenkolonien unter mikroskopischer Beobachtung entnommen
worden. Diese wurden anschlieBend zwecks Zellvermehrung auf festes und auch fliissiges
Trebouxia-Organic Medium (TOM, Ahmadjian 1967) iibertragen.

Die Photobionten beider Flechten gehoren zu der Gattung Trebouxia wobei bei F. bracteata
molekulargenetisch verschiedene Unterarten von Trebouxia (Schaper et al. 2003a, Schaper
2003b) im Thallus nachgewiesen wurden. Die Photobionten beider Flechten unterscheiden
sich auch im Wachstum unter standardisierten Kulturbedingungen. Wihrend Trebouxia von
X. elegans ein ausgeprégtes glattes und flachiges Wachstum mit nur wenigen Agglomeraten
aufweist, agglomerieren die Photobionten von F. bracteata sehr leicht zu blumenkohlartigen

Strukturen.

Abb. 4.: A. Photobionten der Gattung Trebouxia der Flechte X. elegans nach 12tdgiger
Kultivierung. B: Ausschnitt aus A. Deutlich sind vereinzelte Cluster erkennbar. C:
Photobionten der Flechte F. bracteata nach 12tdgiger Kultivierung. D: Ausschnitt aus C; ein
starkes Cluster-Wachstum ist erkennbar.
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3. Methoden

3.1. Hardware / Technik

3.1.1. Bestrahlungsversuche an den Space-Facilities im DLR

Um die Flechten den extremsten Bedingungen auszusetzen, die je bei diesen Organismen
getestet wurden und moglichst die Grenzen fiir das Uberlebenspotential der Flechtensymbiose
zu erforschen sowie die astrobiologischen Fragestellungen beantworten zu kénnen, wurden
Parameter simuliert, die den Weltraumbedingungen sehr nahe kommen. Die Simulation
erfolgte in einer der Simulationsanlagen des DLR. Speziell handelte es sich dabei um die
Simulationsanlage mit dem Pumpstand 6 (Horneck 1999, siehe auch die Web-Seite

wwwe.strahlenbiologie.dlr.de, Abb.5).

Bei diesem Pumpstand handelt es sich um ein Turbomolekulares Pumpsystem von Pfeiffer
Blazers des Typs DV0O 004B mit der
Nr. PK D42 706-A/P5082F, welches

«— UV source |

optimale Niedrigdriicke von 10 Pa
bis Optimal-niedrigdriicke von 107 \
Pa in einem Stahlprobenzylinder

erreichen kann. Gemessen wurden die |s Sample
wheel

e

tatsdchlichen =~ Werte  iiber ein |
Messgerdt von Pfeiffer Vakuum des
Typs TCP 380. Der Pumpstand ist
zusitzlich mit einer Deuteriumlampe
(Heraeus D200 F mit einem Synthetik
Silicon Fenster) als UV-Quelle in der
Abdeckung des Simulationszylinders
ausgestattet. In einem Abstand von

134 cm der beschriebenen UV-

Quelle zum horizontal verstellbaren Abb. 5: Pumpstand 6 fiar

Probentisch erreicht man Weltraumsimulation (Space facility der
Strahlenbiologie am DLR in Kdln

Wellenldngen von A > 160 nm. Die {(Porz/Wahn)

Bestrahlungsstiarke des UV-
Spektrums (200 nm < A < 400 nm) wurde in Hohe der Probenebene spektroradiometrisch
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(Bentham 150) mit dem Wert 2.7556 Wm™ bestimmt. Um die Bestrahlungsdosis beim
erweiterten Wellenldngenbereich mit A > 160 nm, welche bei zusétzlich eingesetzten Vakuum
erreicht werden kann, bestimmen zu konnen, wurden die spektroradiometrischen Messungen
durch Verwendung der Daten des Lieferanten auf 8.084 Wm™ extrapoliert.

Die Bestrahlung der Proben mit UV C eines definierten Wellenlédngenbereichs mit A = 254 nm
erfolgte liber eine Quecksilber-Niederdruck-Lampe (Heraeus Typ NN  &/15,
monochromatische UV C-Strahlungsquelle), die einer Bestrahlungsstirke von 40 pW cm’
oder 70 pW cm® in Hohe des Probentisches erreichte, woraus man letztendlich die
tatséchliche Dosis in Abhéngigkeit von Zeit (Bestrahlungsdauer) und tatséchlichem Abstand
der Probe zur UV-Quelle errechnen konnte (siche verwendete Parameter in Kap. 3.1.4.).
Genauer handelt es sich bei dieser Strahlungsquelle nach nachtriglichen Messungen durch
Spektrometrie um eine Lampe, die eine Hauptemissionslinie im Bereich der Wellenldnge von
253,7 nm aufweist (Abb. 6 ; de la Vega 2004). Die
Verwendung derartiger Quecksilber-
Niederdrucklampen zur  UV-Inaktivierung von
Mikroorganismen gilt in der Photobiologie als
experimenteller Standard. Die Anwendung dieser
Lampe ermoglicht somit direkte Vergleiche mit bisher
ver6ffentlichten Daten. Der Strahler (Abb. 6) befindet
sich in einem hohenverstellbaren, rechteckigen
Kasten, der mit einem Abdunklungsschieber versehen
ist und an der Oberseite durch eine Offnung mit Hilfe
eines Ventilationsmotors von PAPST Germany des
Typs 612 M gekiihlt wird.

| Durch Offnen und SchlieBen des Schiebers werden die

Bestrahlungszeiten additiv auf die Proben reguliert.

Abb. 6. Quecksilber-
Niederdrucklampe (UV C- Das Bestrahlungsfeld der in dieser Arbeit préasentierten

Strahler)

Experimente befand sich in Hohe von 30 cm unter der
Strahlenquelle und ist aus fritheren Messungen mit Hilfe eines UVX-Radiometers in seine

Fluenzverteilung auf einer Unterlage eingeteilt worden (Abb. 7).
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X pooiﬁo?'l lem
Abb.7: Bestrahlungsfeld bei UV C-Strahlung (DLR, Porz/Wahn)

8

In dem in diesem Experiment verwendeten Bestrahlungsfeld (30 cm?) betrug die Homogenitit
zwischen 97 % und 99 %. Die Bestimmung der oben angefiihrten Bestrahlungsstirke erfolgte
nach dem Vorheizen der Lampe mit einer Einbrenndauer von 30 min vor Bestrahlungsbeginn
mit Hilfe eines UV-Radiometers mit einem Sensorkopf fiir 254 nm (Kapitel 3.1.4.) und wurde
wihrend der Experimentierzeit immer wieder kontrolliert. Die gesamte Apparatur befand sich
wihrend der Bestrahlungsexperimente in einem zur Verhinderung vor unkontrollierter
Reflexion schwarz gestrichenen, abgedunkelten UV-Labor (PEA III) des Instituts fiir Luft-
und Raumfahrtmedizin des DLR in K6In/Porz-Wahn.

3.1.2. Vakuum- bzw. Niederdruck und die Koppelung mit den UV-Versuchen

Wie bereits in 3.1.1. beschrieben, wurde fiir die Niederdruck- und Vakuumversuche
schwerpunktméBig der Pumpstand 6 der Space-Facility-Anlage im DLR verwendet, der durch
ein Turbomolekulares Pumpsystem optimale Niedrigdriicke von 10” Pa bis Maximal-
niedrigdriicke von 10° Pa in einem Stahlprobenzylinder erreichen kann. Die niedrigsten
Driicke wurden jedoch aufgrund von Abdichtungsproblemen und Ausgasen der Proben selten
erreicht. Meist bewegte sich der Niedrigdruck zwischen 10~ Pa und 10™ Pa, was ebenfalls
zeitabhingig ist. Je langer die Expositionszeit dauerte, umso niedriger wurde der Druck bis er
sich um einen Wert einpendelte und konstant blieb. Um besseres Vakuum zu erreichen, wurde
der Pumpstand 1 der DLR-Anlage verwendet, wo sogar Driicke von 10 Pa bei sehr tiefen
Temperaturen erreicht werden konnten. Dazu wurde eine LAUDA Ultra-Kryomat RUL 8-
Pumpe verwendet und die tatsdchlichen Werte am Blazers-Messgerit des Typs TPG 300 iiber

einem Digitaldisplay abgelesen. Hier war aber nur unter groem Aufwand eine Koppelung
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mit UV-Bestrahlung moglich, so dass darauf verzichtet wurde und die Vakuum-UV

Exposition vornehmlich im Pumpstand 6 der Anlage erfolgte.

3.1.3. Asteroiden-Impact-Versuche am Ernst-Mach Institut (EMI/Fraunhofer
Gesellschaft)

Wihrend in den beiden vorangegangenen Kapiteln die Versuchsanordnungen fiir die
Exposition der Proben im Hinblick auf die Simulation extremer Bedingungen wie UV-
Strahlung und Vakuum bzw. Niederdriicken beschrieben worden sind, so wird in diesem
Kapitel die Versuchsanordnung, die eingesetzte Hardware und Technik fiir Asteroiden-
Simulationsversuche beschrieben. Dabei wurden am Ernst-Mach Institut in Efringen-Kirchen
die Auswirkungen sehr hoher Driicke und damit sehr hoher Temperaturen, wie sie bei
Asteroiden- bzw. Meteoriteneinschldgen vorkommen, auf die Flechte X. elegans getestet. Fiir
die Simulation dieser Asteroiden-Impact-Versuche und die nachtrégliche Bestimmung der
StoBwellendriicke (Meyer 2005) verwendete man eine spezielle Technik, welche von Miiller
und Hornemann (1969) sowie Stoffler und Langenhorst (1994) entwickelt und verwendet
wurde (Horneck et al. 2001a), jedoch aufgrund der von uns verénderten Probengréfe in ein
wenig abgewandelter Form eingesetzt werden musste.

Man verwendete hierzu einen Versuchsaufbau, wie er in Abb. 8 dargestellt ist. Priparierte 50
um dicke Flechtenproben (siche Kap. 3.7), die zwischen zwei 0,49 mm dicke
Gabbroplittchen angeordnet waren, wurden in eine Vertiefung eines Armcoeisenzylinders mit
einem Durchmesser von 1,51 cm eingesetzt. Dieser Probenhalter-Zylinder wurde in einem
groBeren Armcoeisencontainerzylinder eingepasst welcher wiederum von einem Stahlblock
ummantelt wurde. Der Sinn dieser Anordnung ist die Verhinderung von Kontamination der
Proben und der Erhalt der Proben auf kleinstem Raum nach der Einschlagssimulation, was
ohne diese Apparatur nach der Simulation eine Verteilung der Proben auf groBer Flache
bedeutet hitte und unmoglich hidtte wieder eingesammelt werden konnen. Auf den
ummantelten Probenzylinder wurde eine so genannte Fireplate (Feuerplatte) iiber einen
Plexiglasabstandsring (Spacing ring) positioniert und dariiber die Sprengladung mit der
Zindschnur gesetzt. Die gesamte Apparatur wurde in einen Sprengbunker des EMI-
Steinbruchs gestellt und vor der Sprengung hermetisch abgeriegelt. Die Sprengung nahm ein

Sprengmeister vor (Abb. 9a).
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Arrangement of container for shockwaves
experiments
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Abb. 8.: Versuchsaufbau fiir die Schockwellenexperimente: Mikrotomschnitte der Flechten werden
dicht an dicht auf Gabbro-Unterlagen versetzt und schlieBlich in einem Armcoeisen-Zylinder sowie
einem speziellen Container iiberfiihrt, woriiber letztendlich die Sprengung erfolgt und den Druck eines
Asteroideneinschlags von hier 20 oder 30 GPa simuliert.

Nach den jeweiligen Sprengversuchen und direkter Kithlung der Probe (meist 1,5 bis 2 min
nach der Sprengung) wurden die Containerzylinder in der Werkstatt des DLR in K&ln ( Abb.
9b) durch mechanisches Aufdrehen und Kiihlen des durch die Drehung erhitzten Armcoeisens
geoffnet und die Probenzylinder letztendlich unter der Clean-bench in unserem Institut von

den Proben befreit, welche nun fiir die Vitalititstests am CLSM bereit standen.
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Abb. 9a: Sprengungsvorbereitungen durch den Sprengmeister am
EMI in Efringenkirchen.

Abb. 9b: Offnung der durch Sprengung deformierten Container in
der Werkstatt des DLR

3.1.4. Verwendete Parameter

Um den Grad der Vitalitit der Flechte und der Bionten, die Keimungsfihigkeit der
Ascosporen und das Wachstum der Photo- sowie Mycobiontenkulturen nach der Exposition
definiert simulierter Weltraumbedingungen untersuchen zu koénnen, sind in dieser Arbeit
bestimmte Parameter ausgewéhlt worden, die beispielsweise das gesamte UV-Spektrum mit
UV A, B und C mit einer Wellenlénge ab A > 160 nm umfassen und zusétzlich verschiedene

Vakuumdriicke appliziert worden, die im folgenden detailliert beschrieben werden.

3.1.4.1. UV-Dosimetrie

Die gemessenen Bestrahlungstirken wurden fiir die Weltraumsimulation am Pumpstand 6 mit
Hilfe des Spektroradiometers Bentham 150 unter der Leitung von Herrn Dr. Facius, DLR
Koln, bestimmt. Fiir die Bestimmung der Bestrahlungsstdrken der UV C-Lampe diente das
UVX-Radiometer mit dem entsprechenden Sensor des Typs UVX-25 fiir 254 nm (UVPnc
Ultra-Violett Products, Cambridge, UK). Die somit schnelle und einfache Bestimmung der
Bestrahlungsstirke diente zur letztendlichen Berechnung der Dosis. Zur Bestimmung der
Fluenz in Jm™ multipliziert man die ermittelten Werte der Bestrahlungsstirke (Einheit Wm™,
hier ptWem™) mit der Bestrahlungszeit in Sekunden.

Es wurde zunidchst mit einer geringen Dosis begonnen, die bei Versuchen mit Bakterien
getestet wurden (Cockell 1998). Nach den ersten Untersuchungen ohne nennenswertes
Absinken der Dosiseffekt-Kurve wurde der Versuchsansatz auf Langzeitexperimente
erweitert.

Fiir die in dieser Arbeit présentierten Experimente ergaben sich damit folgende Werte fiir die

Dosis:
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1. UV-Bestrahlung mit der Wellenliinge A > 160 nm; Bestrahlungsstirke: 8.084 Wm™

Expositionszeit Dosis (kIm?)

(to)

1 min 0.485

5 min 2.42

15 min 7.28

30 min 14.55
1h 29.1
2h 58.2
4h 116.4
8h 232.8
16 h 465.6

2. UV-Bestrahlung mit der Wellenldnge A > 200 nm; Bestrahlungsstérke: 2.7556 Wm™

Expositionszeit
Dosis (kJm™)

(to)

1 min 0.165

5 min 0.826

15 min 248

30 min 4.96
lh 9.92
2h 19.84
4h 39.68
&h 79.36
16 h 158.72

2 Wochen 3333.17
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3. UV-Bestrahlung mit der Wellenléinge A > 254 nm; Bestrahlungsstirke: 70 pWem™

Expositionszeit . >
Dosis (kJm™)
(to)
1 min 0.042
5 min 0.21
15 min 0.63
30 min 1.26
lh 2.52
2h 5.04
4h 10.08
8h 20.16
16 h 40.32

4. UV-Bestrahlung mit der Wellenliinge A > 254 nm; Bestrahlungsstirke: 40 pWem™

Expositionszeit Dosis (k)

(t)

1 min 0.024

5 min 0.12

15 min 0.36

30 min 0.72
lh 1.44
2h 2.88
4h 5.76
8h 11.52
16 h 23.04
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3.1.4.2. Simuliertes Weltraumvakuum (Niederdruck des Erdnahen Orbits/Marsdruck)

Die Standardisierung des Niederdruckes war aufgrund des Ausgasens der Proben fast
unmoglich. Im folgenden werden nur die im Mittel auftretenden eingesetzten Driicke aller
Experimente aufgezeigt. Genauere Angaben bitte ich aus den Diagrammen im Ergebnisteil zu

entnehmen.

te Druck (Pa)

1 min 28x 10"
5 min 74x 107
15 min 1.1x10™
30 min 6.1x10”
1h 4.4x10”
2h 3.6x 107
4h 32x107
8h 32x 107
16 h 3.1x 107

2 Wochen 10” bis 9.1 x 10°°

3.1.4.3. Erwartete und tatséichliche Werte der Asteroiden-Einschlags-Simulations-

Parameter

Bei der hier beschriebenen Versuchsreihe ging es um die Simulation der Parameter eines
Asteroideneinschlags, wie sie im Bereich der Spalationszone (= Auswurfzone) eines
Einschlagskraters auf dem Mars errechnete wurden. Es wurden zugrunde liegende Marsdaten
(Artemieva et al. 2004) genommen, um einerseits die astrobiologische Fragestellung zu
erortern,

1. wie wahrscheinlich in der Vergangenheit ein interplanetarer Austausch von Leben
zwischen Mars und Erde nach einem Asteroiden- Einschlag auf dem Mars gewesen
sei, wenn der Mars moglicherweise Leben hervorgebracht hétte und

2. das Uberlebenspotential der Flechtensymbiose unter erweiterten Extrembedingungen
zu erforschen, was Aufschliisse iiber das Fortbestehen von Leben nach einem

Asteroideneinschlag geben konnte und neue Erkenntnisse iiber das Lancieren einer
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Neubesiedlung mit eventuell einer neuen Evolution eines verwiisteten Planeten nach

einem derartigen Einschlag geben konnte.
Da die Simulation der Stowellendriicke von Asteroideneinschldgen, wie sie auf der Erde
notig wiren, um gentigend Material ins All zu katapultieren, im Rahmen unseres limitierten
DFG-Budgets fiir das Projekt duBlerst kostspielig gewesen wire, wurden schwerpunktméBig
Driicke simuliert, wie man sie aufgrund von Einschlagskratern auf dem Mars berechnen
konnte. So kann in dieser Arbeit auf einen erweiterten Teil der ersten Fragestellung bzgl.
einer moglichen Infektion des Mars durch irdisches, biologisches Material nach
Asteroideneinschldge auf der Erde und anschlieBendem interplanetaren Austausch nur bedingt
eine Antwort gegeben werden.
Es wurden folgende adiquate Marseinschlagsdriicke der Marskraterspalationszonen nach
Berechnung aller Abstdnde, Materialcharakteristika der Hardware (siche Abb. 8) und dem
dafiir notigen Sprengsatz erwartet: 10 GPa, 15 GPa, 20 GPa, 30 GPa, 40 GPa und 50 GPa.
Die letztendlich tatsdchlich erreichten Driicke ergaben sich nachtridglich durch mineralogische
Untersuchungen am eingesetzten Triger- und Deckmaterial der Gabbroplattchen, welche am
Mineralogischen Institut des Naturkundemuseums in Berlin (Humboldt-Universitdt) der
Mineralogin C. Meyer unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Stoffler durchgefiihrt wurden.
Durch Verdnderungen der Kristallstrukturen sowie der Chemie des Minerals, was mit Hilfe
mikroskopischer, optischer Methoden sowie durch Raman-Spektroskopie ermittelt wurde,
konnte man letztendlich den tatsdchlichen Druck, der auf die Proben eingewirkt hat, sowie
weitere Parameter des simulierten Einschlags, wie StoBwellentemperatur wihrend und nach
dem Einschlag und die Impulsdauer, ermitteln. In der nachfolgend aufgefiihrten Tabelle

konnen die tatsdchlichen Werte der auf die Proben einwirkenden Parameter abgelesen

werden.
Schockwellendruck | Schock-Temperatur Post-Schocktemp. Impulsdauer

[GPa] D [K] D [K] [us]

10 4 3 1.41

15+ 14* 11* n.b.

20+ 6 12-103 9-63 0.66

32+3 91 - 456 57 - 256 0.39

42 +3 591-1035 328 - 557 0.16

50 1446%* 762* n.b.

Daten aus C. Meyer 2005

n.b. = nicht bestimmt

* nach Berechnungen; Untersuchungsergebnisse lagen noch nicht vor
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3.1.5. Priparation der Proben

Um die Auswirkungen der extremen, weltraumdhnlichen Bedingungen (UV-Strahlung und
Vakuumdriicke) auf die Flechten und ihre Bionten sowie die Unterschiede zwischen der
Symbiose und den auBerhalb der Symbiose befindlichen Bionten untersuchen zu koénnen,
wurde dieses 3-Komponenten-System (Flechte, Photobiont, Mycobiont) unter den oben
beschriebenen, moglichst gleich gehaltenen Parametern getestet. Dabei wurden die Proben der
Flechtenthalli vor der Exposition auf dem Boden einer Petrischale mit Hilfe von Leit-Tabs
des Typs G3347 (PLANO W. Plannet GmbH) fiir die SEM (Scanning elektron microscopy)
festgeklebt (Abb. 10).

Abb. 10: Trockene Flechtenproben auf den Boden
der Petrischalen geklebt. Links: X. elegans, rechts:
F. bracteata

Zur Préparation dienten die bereits in Kap. 2 vorgestellten Flechten. Dabei waren folgende
Elemente der Flechte von Interesse: (1) 8 Flechtenthalli und 8 Apothecien (Fruchtkorper) in
vivo pro Bestrahlungsgang und (2) Flechtenthalli sowie Apothecien gleicher Anzahl mit
entfernter Rinde fiir das Studium der moglichen Schadigung durch direkte Strahlung
ausgesetzter lichenisierter Bionten sowie (3) die in der Wachstumsphase befindlichen,
isolierten Bionten, welche auf speziellen Nahrmedien (siche Kap. 3.2.2.) kultiviert wurden.
Die Entfernung der Rinde erfolgte tiber ein Mikrotom des Typs MGW LAUDA (Fa. Leitz,
Wetzlar) bei -25°C bis -27°C mit ungekiithltem Messer. Da die Rindendicke je Standort
unterschiedlich ausfillt, wurden die in einen Eistropfen eingefrorenen Proben vorsichtig von
der Tropfenoberfliche bis zum Tropfenkern in 20 pm-Schnitten geschnitten, wobei an der
Probenoberfliche vorsichtig in 15 pum-Schritten bis an die Grenze zur Photobiontenschicht
heran geschnitten wurde. Die so artifiziell von ihrer Rinde befreiten Flechten konnten dann im
Vergleich mit den unbeschidigten Flechten das MaB fiir die Schutzfunktion der Rinde gegen
hohe UV-Strahlung und Vakuum-Austrocknung aufzeigen.
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3.1.5.1. Anfertigung der Schnitte

Nach der Bestrahlung wurden die Flechtenthalli und Apothecien sowie die Mycelien der
Mycobionten mit Hilfe des oben beschriebenen Mikrotoms fiir die Vitalitétstests (siche Kap.
3.3.4) vorbereitet. Es wurden vertikal zur Flechtenoberfliche 120 um-Querschnitte der
Flechtenproben oder der Proben des Mycobionten fiir die Durchmusterung angefertigt und in

einen Wassertropfen auf einem Objekttréger iiberfiihrt.

3.1.5.2. Priparation der Photobionten

Die in Fliissigkultur kultivierten und in der Wachstumsphase befindlichen Photobionten
wurden durch Filtrieren auf MF™-Membran Filter aus Nitrocellulose der Firma MILLIPORE
(Durchmesser 25 mm, Porengrofle 45 pum) tberfithrt. Die Auswahl der Filter beruht auf
Erfahrungen, die bei der Durchfiithrung fritherer Kulturversuche erzielt wurden. Diese mit den
Photobionten versehenen Filter wurden in sterile Petrischalen mit Nocken der Firma Greiner
bio-one (Durchmesser 35 mm, Hohe 10 mm, Typ ADR Klasse 000020, Nr. 3918843) gelegt
und anschlieend den einzelnen Parametern exponiert. Nach der Exposition wurden die Filter
entweder direkt am Confocalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) hinsichtlich der
Vitalitétstests untersucht oder in neue Petrischalen auf die Nahrmedien (TOM, siche Kap.
3.2.2.) gegeben. Hierbei ist auch noch wichtig zu erwdhnen, dass die Photobionten auf den
Filtern aufgrund ihres heterogenen Wachstums teils als Monolayer und teils als Agglomerate
aufliegen und insbesondere die Agglomeratbildung der Photobionten von Fulgensia bracteata

tiber 50 % lag.

3.1.5.3. Priparation der Mycobionten

Nach der Isolierung der Mycobionten aus den Flechtenthalli und nach einer Kultivierungs-
und somit Wachstumszeit der Mycelien von zwei Monaten wurden diese nach Ablosen des
Primérsubstrats (meist MY-Medium) ebenfalls auf Millipore Filter (Durchmesser 25 mm,
Porengr6Be 45 um) in sterilen Petrischalen der Firma Greiner (Durchmesser 35 mm, Hohe 10
mm, Typ ADR Klasse 000020, Nr. 3918843) iiberfiihrt. Hernach fand die Exposition der
Mycobionten zu den einzelnen Parametern statt und nach den Simulationsexperimenten

wurden die Bionten entweder direkt, wie in 3.1.5. beschrieben fiir die Vitalititstests prapariert
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oder zwecks Beobachtung des Wachstumsverhaltens auf die verschiedenen Sekundir-

Néhrmedien (Kap. 3.2.2.) tiberfiihrt.

3.1.5.4. Priparation der Ascosporen durch Sporulationsversuche

Fir die Sporulationsversuche wurden von den entsprechenden Flechtenthalli Apothecien
abpripariert und 30 Minuten unter flieBendem Wasser gespiilt. Die Apothecien wurden
anschlieBend mit Vaseline auf die Deckelunterseite der mit Medium ausgegossenen
Petrischalen fixiert, so dass die Sporen aus den Fruchtkdrpern auf die Agaroberfliche oder
den auf dem Substrat aufliegenden Filter oder Leit-Tabs ausgeschleudert werden konnten.
Nach erfolgreicher Sporulation sind die Deckel mit den Fruchtkorpern gegen neue sterile
Deckel ausgetauscht worden, um eine mogliche Kontaminierung auszuschlief3en.

Das Streupotential der Flechte F. bracteata war aus einer Reihe vorangegangener
Untersuchungen (Schaper 2003b) in unserem Institut bereits bekannt. Aufgrund saisonaler
Abhiéngigkeit des Sporulationsverhaltens diente Herbstmaterial als Ausgangsprobe. Nur hier
konnte man eine statistisch auswertbare Ausbeute mit iiber 1000 Sporen erhalten. Da jedoch
fiir die im Sommer gesammelte Flechte X. elegans die Sporenausbeute nicht anndhernd so
grof} war, als wie es nach mikroskopischen Untersuchungen der Fruchtkérper zu vermuten
war, kann gleichfalls auf ein saisonales Optimum des Reifezustands der Sporen und somit der
Streufdhigkeit der Apothecien geschlossen werden. Um das Optimum des Streupotentials
herauszufinden, wire eine Langzeitbeobachtung (ein Jahr) vor Ort nétig geworden, was aber
aus zeitlichen Griinden in meiner Arbeit nicht moglich gewesen wire. Somit kann in den
Untersuchungen beziiglich Strahlen- und Vakuumresistenz der Sporen von X. elegans nur
eine Tendenz aufgezeigt werden und abweichend davon eine nahe verwandte, im
Reifezustand der Sporen saisonal unabhingige Flechtenart wie X. parietina zusitzlich als
Vergleich zu F. bracteata hinzugenommen werden.

Um den Grad der Vitalitdt und das Keimungsverhalten der Ascosporen beider Flechten zu
testen sowie die Strahlen- und Vakuumschutz-Funktion des die Sporen umgebenden
hymenialen Gewebes der Apothecien zu untersuchen, wurden zwei Versuchsreihen gestartet.
Bei der ersten Versuchsreihe handelt es sich um Sporulationsversuche bestrahlter und/oder
dem Niedrigdruck exponierte Apothecien, und in der zweiten Versuchsserie wurden Sporen
unbestrahlter und/oder dem Niedrigdruck nicht exponierte Fruchtkérper vor der Exposition
zur Streuung gebracht. Die Sporen bestrahlter Apothecien brachte man direkt {iber den

Néhrmedien fiir anschlieBende Beobachtungen des Keimungsverhaltens zum Streuen,
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wihrend Sporen unbestrahlter Apothecien fiir die direkte Exposition der Sporen zunéchst auf
SEM Leit-Tabs des Typs G 3347 (PLANO W. Plannet GmbH) zur Ausstreuung gebracht und
anschliefend den Parametern exponiert wurden. Die isolierten Sporen auf den Leit-Tabs
konnten aus Préparationsgriinden und der tiberdurchschnittlichen Kontaminationshaufigkeit,
obwohl es immer wieder zur Keimung kam, nur fiir korrekte statistische Auswertungen von

Vitalititstest verwendet werden. Parallel dazu fanden Kontrollversuche statt.

3.2. Kulturversuche

3.2.1. Lichtmakro- und mikroskopische Untersuchungen

Zur Auswertung des Keimungsverhaltens der Ascosporen sowie des Wachstumspotentials der
Mycelien des Mycobionten und einzelnen Photobiontenzellen sowie Photobionten-Cluster
wurde das Lichtmikroskop DIALUX 20 EB und eine Mikro- und Millimeterskala verwendet.
Die fotografische Dokumentation der Keimungsversuche erfolgte mit einem Tageslicht-
Diafilm (Agfa RSX 200; Kamerakorper: Wild MPS 51; Fotoautomat: MPS 45). Um
Fehlfarben zu verhindern, wurde zusitzlich fiir eine optimale Belichtung ein Tageslicht-
Blaufilter benutzt. Die Dokumentation des Biontenwachstums erfolgte {iber eine
Digitalkamera des Typs E 995 (Firma Nikon). Fiir makroskopische Aufnahmen wurde eine
Stereolupe der Firma Wild, Heerbrugg (Modell M 3) mit einem Verbindungsobjektiv zur

oben beschriebenen Digitalkamera verwendet.

3.2.2. Ndhrmedien

Die Keimungsfihigkeit der Sporen und das Wachstum des Photobionten sowie der Hyphen
des Mycobionten ist ein Indikator fiir die Lebens- und Uberlebensfihigkeit der Bionten nach
den extremen, experimentellen Behandlungen. Die Ascosporen sowie die Mycelien der
Mycobionten und die Photobionten der zu untersuchenden Flechten wurden nach der

extremen Exposition auf verschiedene Ndhrmedien tiberfiihrt:

Fiir den Mycobionten:
1. H,O-Agar-Extrakt (CERO Agar Agar Roeper, Nr. 40.7798952, Typ 8952)
2. Kalkreicher Erdextrakt (gotlandische Erde/H,O 1:8) nach Esser, 1976, Ahmadjian
1964, Yamamoto et al. 1993 mit leichter Abwandlung

37



II. Material und Methoden

3. Martian Regolith Simulant JSC Mars-1-Extrakt (MARS/H,O 1 :8) nach leichter

Modifikation im Mischungsverhéltnis basiert das Rezept auf Esser, 1976 unter der
Verwendung des Erdersatzsubstrates Mars 1 (Allen et al. 1998, 2000)

4. MY (Malz-Hefe-Extrakt), Ahmadjian 1993

Fiir den Photobionten

5. Trebouxia-Organic-Medium (TOM) (Ahmadjian 1967)

Da bereits bei den Bestrahlungs- und Vakuumversuchen frith ersichtlich war, dass der

Photobiont sehr sensitiv auf die verwendeten Parameter reagierte und Mangel an JSC-Mars 1-

Substrat bestand, wurde auf die Bearbeitung der erweiterten astrobiologischen Fragestellung

wie Wachstum des Photobionten auf Mars-Simulations-Substraten und die Referenzsubstrate

wie Wasseragar und Erdextrakt verzichtet.

Im Folgenden soll noch einmal die Rezeptur verdeutlicht werden:

Malz-Hefe-Extrakt Agar (MY) (Ahmadjian 1993)

Erd-Extrakt (EE)

Malz Extrakt 20g
Hefe Extrakt 2g
Agar 20g
Mit H,O dd auf 1000 ml auffiillen
pH 5.6

JSC-Mars-1-Extrakt (MARS 1)

250 g Erde vom Standort mit 2000 ml H,O
dd 1 h kochen, filtrieren und auf 1500 ml
auffiillen,  zentrifugieren und  den

Uberstand erneut filtrieren (pH 7)

1000 ml der Losung mit 20 g Agar vers.

Wasser Agar (WA)

250 g MARS-1 (NASA) mit 2000 ml H,O dd 1 h
kochen, filtrieren und auf 1500 ml auffiillen,

zentrifugieren und den Uberstand erneut filtrieren

(pH 7)

1000 ml H,O mit 20 g Agar

1000 ml der Lésung mit 20 g Agar vers.
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Trebouxia-Organic-Medium

(TOM) (Ahmadjian 1967)

Agar*

NaCl

CaCl, x 2 H,O
MgS04 x 7 HO
KNOs3
(NH3)HPO4
H;BO;

MnCl; x 4 H,O
ZnS0O4 x 7 H,0
NaMoO, x 2 H,O
CuSO4 x 5 H,O
Co(NOs), x H,O
FeSO4 x H,O
NaEDTA x 2 H,O
Thiamin

Biotin

B 12
Nikotinsdure
HEPES

Glucose

Proteosepepton

20g

25 mg
25 mg
75 mg
500 mg
250 mg
11.42 mg
1.44 mg
8.82 mg
0.84 mg
1.57 mg
0.49 mg
4.98 mg
6.66 mg
10 mg

1 mg
0.2 mg
0.1 mg
715 mg
10g
10g

mit H,O dd auf 1000 ml auffiillen

pH 5.5; * nicht bei Fliissigkultur

3.2.3. Wachstumsbedingungen (Temperatur, Licht)

Die angesetzten Kulturversuche auf den festen Ndhrmedien sind bei 16° C bis 20° C mit

einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 7 h -14 h Licht (PPFD 25 — 45 uEm™s™) durchgefiihrt

worden und wurden vier- (Photobiontenkulturen) bis achtmal (Mycobiontenk.) wiederholt.

Die Versuchsdauer umfasste fiir jede Versuchsreihe der Photobionten- und der Ascosporen-

Keimungsanalyse

zwischen 7 und
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Wachstumsuntersuchungen des Mycobionten einen Zeitraum zwischen 1 bis 3 Monaten
umfasste, so dass groB3 angelegte parallel verlaufende Versuchsreihen gestartet wurden. Diese
eingesetzten standardisierten Laborbedingungen wurden aufgrund von vorausgehenden,
ausfiithrlichen Voruntersuchungen beziiglich des Optimums von Temperatur, Medien und

Hell/Dunkel-Rhythmus eingesetzt.

3.3. Confocale Laser Mikroskopie (CLSM)

3.3.1. Das Confocale Lasermikroskop

Das Confocale Laser Mikroskop ist vom Grundprinzip her ein Fluoreszenzlichtmikroskop,
welches jedoch um ein spezielles Computer gestiitztes Laserrasterverfahren erweitert worden
ist und Gewebeproben in einzelne Schichten vertikal als auch horizontal abrastert und somit
digitale Bilder von jeder Probenebene erstellen kann, so dass die Herstellung von extremen
Diinnschnitten des Untersuchungsobjektes nicht mehr notig sind. AuBBerdem verfiigt es tiber
verschiedene Software gesteuerte Filter, die das Licht bestimmter Wellenldngen kanalisieren.
Je nach eingesetztem Fluoreszenzfarbstoff gewinnt man fiir die jeweilige Fragestellung {iber
die Intensitdt und die Art des Spektrums Informationen iiber das analysierte Objekt. Das
CLSM wird tberwiegend in der Immunofluoreszenz-Analyse zur Identifizierung und

Lokalisation bestimmter Organe, Organellen, Membranen, Enzyme, Proteine und Gene

verwendet.

Leica TCS-NT
Confocal
Laser
Scanning
Microscope
(CLSM) with
computer
based analytic
system
(Institute of
Genetics)

Abb. 11.: Das Confocale Laser Scanning Mikroskop (CLSM) mit der entsprechenden Hardware.
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Bei dieser Methode nutzt man die Eigenschaften von spezifischen Antikoérpern fiir bestimmte
Proteine fiir die man sich interessiert. Steht dieser an das Protein andockende Antikorper mit
einer fluoreszierenden Substanz in Verbindung oder dockt ein sekundérer fluoreszierender
Antikorper als Sonde an den primédren Antikérper an, so konnen die entsprechenden,
gesuchten Proteine markiert werden und tiber das CLSM an jedem Ort des Objektes
lokalisiert werden. Das CLSM dient aber auch zur Erkennung von Apoptoseprozessen und
dem Grad der Vitalitidt von Zellen. Speziell dafiir entwickelte Fluoreszenzfarbstoffe konnen
hierbei  Stoffwechselaktivitditen = aufgrund  von  pH-Wert-Verdnderungen  oder
Membranpotentialsinderungen sichtbar machen. Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode ist
eine besondere Form der Vitalititsanalyse und wird in den folgenden Kapiteln néher erldutert.
Fir die Vitalititsanalysen in der vorliegenden Arbeit wurde das Gerdt Leica TCS NT
Microscope von Leica Microsystems Heidelberg GmbH des genetischen Instituts (Leitung
Frau Prof. Dr. Knust) der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf verwendet (Abb. 11). Fiir
die Bilderstellung und Bildanalyse der Fluoreszenzmikroskopiebilder diente die speziell dafiir
entwickelte Software Leica TCS-NT/Confocal Systems (Version 1.0). Dieses System ist in
der Lage, qualitativ sehr gute Aufnahmen zu erstellen und automatisiert oder tiber manuelle
Befehle zu dokumentieren. Es konnen theoretisch Aufnahmen im UV sowie im sichtbaren
Fluoreszenzlicht im Spektralbereich von 350-900 nm in allen vier Dimensionen des Objektes
(3 Raumdimensionen und die zeitliche Dimension) erstellt werden. In dieser Arbeit konnte
die zeitliche Analyse nur tangential behandelt werden, da ein entsprechender Softwarezusatz
fur filmische Dokumentation der zeitlichen Verdnderungen wéhrend eines gro3en Zeitraums
meiner Arbeit nicht zur Verfligung stand. Mit Hilfe von Momentaufnahmen, der Vorversuche
und Ablesen der vergangenen Zeit an einer Uhr konnte jedoch ebenfalls auf eventuelles
Ausbleichen (Bleaching) der Proben oder Fluoreszenzverdnderungen {iiber die Zeit
geschlossen werden. Der in meiner Arbeit verwendete Spektralbereich fiir die Analysen lag
jedoch zumeist zwischen 488 und maximal 700 nm, was sich aus den jeweiligen
Spektralkurven in den Gebrauchsanweisungen der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe ergab
und zudem vorgegeben war. Das System besitzt auBBerdem fiir die Bedienung des Mikroskops
und seiner Laser ein ergonomisches User Interface (Bedienungsfeld) mit programmierbaren,
interaktiven Kontrolltafeln mit 7 Wahlfunktionen fiir schnelles Umsetzen der an das
Instrument geforderten Parameter. Fiinf simultan {iber ein Verschmelzungs-Modul gekoppelte
Laser mit motorisierten Anregungsfiltern (Argon-Krypton, Helium-Neon, siche Tabelle 1)
liefern die Anregungsenergien fiir die Fluoreszenzanalyse an den Objekten und ebenfalls fiinf

simultan angeschlossene Detektoren sind notwendig, damit die Informationen in den
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einzelnen Kanilen eines bestimmten Fluoreszenz Spektralsatzes und die Informationen tiber
reflektiertes sowie transmittiertes Licht in Bilder umgerechnet werden konnen. Dies fiihrt auf
dem Monitor zu mindestens 4 Bildern des Objektes: drei Bilder fiir griines, rotes, und blaues
Licht sowie ein Bild von der Uberlagerung aller drei Fluoreszenzbereiche (genaueres iiber
erweiterte Bildwiedergaben siehe Kap. 3.3.2.). Die Anwendung eines zusétzlichen UV-Lasers
war nicht notwendig, da die in meiner Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe im

sichtbaren Fluoreszenzbreich emittierten.

Tab. 1

Laser Wellenliinge (nm) / durch Anregungsfilter
Argon-Krypton (ArKr) 488, 568, 647

Helium-Neon (HeNe) 488, 568, 633

Daten aus Leica TCS User Manual Book Rev. 99011

Die Software-Operationen erfolgten iiber das System Windows ™ NT und fiir optimale,
mikroskopische Bildanalyse sorgte ein duales Monitorensystem mit ,,Cinemascope® Desktop
(Abb. 11). Fir 2D und Pseudo-3D-Oberfldchen-Messungen diente eine weitere Leica
Standard software wobei 3D-Module auf AVS Express'™ mit 24 bit Drei-Kanal-Wiedergabe
bzw.  —optionen  basieren.  AuBlerdem bot die  Software auch  optional

Quantifizierungsfunktionen der Fluoreszenzpiks.

3.3.2. Bildgebende Verfahren und Bildanalyse

Wie bereits in 3.3.1. beschrieben, ist der Vorteil des hier verwendeten speziellen CLSM Leica
TCS Analyseverfahrens die Moglichkeit alle Zellen in einem rdaumlichen Objekt in x-y-Ebene
sowie in z-y-Ebene durchscannen zu konnen, wobei die Auflosung in der x-y-Ebene besser ist
(bei 0.18 pum) als in der y-z-Ebene (0.35 pum). Dabei ist die Féhigkeit verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe, die in unterschiedlichen Wellenlédngenbereichen emittieren konnen,
simultan detektieren zu konnen von grofiter Wichtigkeit, da somit Farbveridnderungen der
Stoffe beobachtet werden oder Autofluoreszenzquellen in dem Objekt lokalisiert werden
konnen. Zudem ist hierbei aufgrund der synchronen Lasertechnologie auch die Verwendung
von zwei in unterschiedlichen Spektralbereichen fluoreszierenden Farbstoffe moglich.
Kombinationen der Bilder und Verkniipfungen der Bildinformationen auf Programmebene

erlauben letztendlich neuartige bildgebende Verfahren, die hier vorgestellt werden sollen.
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3.3.2.1. Channel-Imaging (Kanalbildanalyse)

Bei der Kanalbildanalyse handelt es sich um die Verwendung der in 3.3.1. beschriebenen
Anwendung der Filter fiir bestimmte Anregungsenergien, die in den jeweiligen griinen, roten
oder blauen Kanal nach Emission und Detektion am Detektor registriert und durch das
Computerprogramm in Bilder der entsprechenden Farben umgerechnet und wiedergegeben
werden. Hiermit kann gezielt auf die Fluoreszenzfirbung der eingesetzten Farbstoffe
fokussiert und Fremdfluoreszenzen wie Autofluoreszenzen, die eine andere Férbung von
beispielsweise den sekundiren Inhaltsstoffen aufweist, konnen herausgefiltert werden. Es
konnen auch zwei bis alle drei zur Verfiigung stehende Kanile simultan ge6ffnet werden,
wenn Fluoreszenzmarker verschiedener Farbung eingesetzt werden sollen oder Relationen
von Autofluoreszenz und Farbung fiir die Auswertung gebraucht werden, wie es in dieser
Arbeit der Fall ist (siche Vitalitdtstests Kap. 3.3.4). Ratsam ist auch eine Kanalbildanalyse vor
Einsatz der Farbstoffe, um die Autofluoreszenz des Untersuchungsobjekts und dessen
Intensitét vorerst erkennen zu konnen. Dies ist in einer Reihe von Vorversuchen auch in

dieser Arbeit geschehen.

Abb. 12: Griiner, roter und blauer Kanal und die Uberlagerung der
Kanile (Overlay) im unteren rechten Bild. Das abgebildete Objekt ist
ein Mycel des Mycobionten von X. elegans.
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3.3.2.2. Overlay-Immaging (Simultanbildanalyse)

Die Simultanbildanalyse zeigt ein Gesamtbild nach Offnung aller Emissionskanile (Abb.
13a). Hierbei werden zumeist alle Fluoreszenzbilder aller Bildebenen iibereinander gestapelt
und geben Zellen aller drei Dimensionen in einem zweidimensionalen Bild ab. Die
Gesamtzahl der Zellen, wie hier beispielsweise im Flechtengewebe, im Mycel des
Mycobionten oder im Photobionten-Cluster kann somit ermittelt werden. Hierzu sind jedoch
auch noch einmal Vergleiche zu Durchlichtbildern und Bilder der topografischen Bildanalyse
sowie der Rasterebenen des Objektes notwendig. Es konnen auch Einzelbilder der
iiberlappenden Kanéle unter Ausblenden der anderen Schnittebenen eines Objektes erstellt

werden. So erhélt man ein Overlay-Image aller Fluoreszenzen nur einer Objektebene.

(a) Overlay-Image (b) Reflexions- + Fluoreszenz- Bild (¢) Reflexionshildanalyse

Abb. 13: Bilderserie aus den Analysen der StoBwellenexperimente. Durch die unterschiedlichen
Techniken erkennt man ebenfalls iiber Reflexionsanalyse die schiitzende Gallerte, welche die
Fluoreszenzsignale diffus erscheinen ldsst (b). Ist die Fluoreszenz ausgeblendet, ergibt sich ein
Bild, wie in (c) abgebildet.

3.3.2.3. Reflexionsbildanalyse (Topografische Bildanalyse)

AuBlerhalb der Fluoreszenzanlayse konnen die Objekte auch topografisch {iber das
Reflexionsverhalten der Oberflachen der Objekte erfasst werden. Die dabei entstandenen
Bilder geben Aufschluss tiber die Dichteverteilung von Zellen und der sie umgebenden
Bindematrix, wie beispielsweise die in dieser Arbeit oft erwihnte stark reflektierende Gallerte

(Abb. 13¢).
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3.3.2.4. Kopplung von Reflexionsbildern und Fluoreszenzbildern

Die Kopplung der Reflexionsbilder und Fluoreszenzbilder ermdglicht in dieser Arbeit die
Relation von Gallertverteilung und Gallertdichte mit dem Grad der Vitalitit der Zellen,
welcher durch die Fluoreszenz der eingesetzten Farbstoffe angezeigt wird, herzustellen (Abb

13 b).

3.3.2.5. Bildsequenzanalyse

Die Bildsequenzanalyse ermoglicht eine Gesamterfassung aller Zellen in jeder abgerasterten
Objektebene. Es handelt sich hierbei um eine verbesserte Overlay-Image-Analyse, in der alle
Fluoreszenzkanile tiberlappt wiedergegeben sind, jedoch die Schnittebenen in einer
Bildgalerie (Abb. 14) aufgereiht werden. Uberlagerungen von versetzt liegenden Zellen
werden ausgeblendet, indem bereits vor der Bildaufnahme und Bildsequenzherstellung
manuell definierte Sektionsdimensionen (in pm) aller Bildebenen in das Computerprogramm

eingegeben werden (Kap.3.3.4.).

Abb.14:
Verschiedene
Objektebenen der
zu untersuchenden
Probe werden
durch die
Bildsequenzwider
gabe dargestellt.
Das Erfassen
moglichst aller
Zellen des
Flechtengewebes
mit Hilfe eines
Zéhlprogramms
wie Image-Tool ist
hierdurch moglich.
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3.3.2.6. Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen / Korrelation zur Vitalit:it

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitéten ist eine Methode, den Grad der Farbung der
Zellen in dem zu untersuchenden Objekt in einem Kurvendiagramm darstellen zu konnen.
Jeder Ort auf einer gescannten x-y-Objektebene besitzt einen bestimmten Intensitétspik und
wird zweidimensional aufsummiert in einem Kurvendiagramm (Abb.15) dargestellt. Anhand
von Anzahl und Hohe der Piks kann man Aussagen beziiglich der Farbstoffverteilung treffen,
die bei entsprechender Berlicksichtigung der Einwirkungszeit beispielsweise Aufschluss iiber
den Zustand (in dieser Arbeit die Vitalitit) der zu untersuchenden Probe gibt. Dabei ist die
Hohe der Intensitétspiks weniger entscheidend als die Anzahl der Piks und die Lage der sich
hierdurch ergebenen, verschiedenen Kurven zueinander (bei Photobiontenanalyse: blaue
(Chlorophyll) und griine Kurve (FUN I: vitale Cytoplasmafirbung)). Die Hohe der Piks ist
deshalb nur sekundér entscheidend, da aufgrund des Ausbleichens des Farbstoffs die

Maximalwerte der Intensitédt zeitabhéngig sehr stark variieren. Somit miissen immer Mittel-
werte vom Maximal- und Minimalwert der Kurven ermittelt werden, um eine N&herung des

Grades der Vitalitit wirklich bestimmen zu kénnen (siehe Beispiel zu FUN I in Abb. 15).
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Abb. 15: Fluoreszenzanalyse liber Signalquantifizierung. Starke Fun [-Signale im roten und griinen Kanal
zeigen einen hohen Grad an Vitalitdt des untersuchten Gewebebereichs entlang der definierten Linien an.
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(13

Erste Nidherungen zur Vitalitit ,v* ergeben sich bereits durch die Betrachtung des
Verhiltnisses der Intensitdtsmittelwerte, welche das Programm iiber die Anzahl der
Gesamtpiks und die Summe der Optima und Minima der Intensitdten berechnet. Dieses
Verhiltnis einer ersten Ndhrung der Vitalitdt kann am Beispiel von SYTOX-green (Abb. 16

und 17 B + D) mathematisch schlieBlich wie folgt ausgedriickt werden:

\'% :Ib/lg

wobel I, in diesem Fall fiir die mittlere Intensitit der griinen Fluoreszenz von SYTOX-green
steht und somit den abstrahierten Wert fiir tote Zellen bzw. den toten Zellverband wiedergibt
und I, fir die mittlere Intensitit und somit dem abstrahierten Wert der blauen

Autofluoreszenz des Chlorophylls aller vitalen ungefirbten Algen steht, so dass dann gilt:

wennv =1Ip/ 1> 1,

d.h. v > 1, dann ist das erwartete Ergebnis v > 50 %;

wennv = [,/ [, <1,

d.h. v <1 ist, dann ist das erwartete Ergebnis v < 50 %.

Ausformuliert bedeutet dies: ist der mittlere Wert von I, groBer als der von I, so nimmt die
gendherte Vitalitdt v einen Wert grofler 1 an und es kann die Aussage getroffen werden, dass
in diesem Fall die Vitalitit V der Probe in jedem Fall grofer 50 % betrédgt. Ist der Wert I,
jedoch kleiner oder gleichwertig wie I, so nimmt v einen Wert kleiner oder gleich 1 an und
deutet ein Ergebnis kleiner oder gleich 50 % fiir die Vitalitdt V der untersuchten Probe an.

Setzt man die Mittelwerte der Intensitéten, wie sie in der Tabelle der Abb. 16 angegeben sind,
in die Formel ein, so ergibt sich fiir eine halbstiindige Vakuumexposition der Photobionten
von F. bracteata ein Wert V = 2.21 und somit eine Vitalitét fiir die untersuchten Zellverbinde
von mehr als 50 %. Fiir eine vierstiindige Vakuumexposition der Photobiontenzellen und —

Cluster kann man einen Wert V = 0.27 ermitteln, so dass V in jedem Fall kleiner 50 % ist.

Die hier getroffenen Aussagen konnen verifiziert werden, wenn man die genauen Werte des
Zahlprogramms Image-Tool und die hier noch im folgenden beschriebenen
Fluoreszenzpikanalysen hinzuzieht und mit den dabei ermittelten prozentualen tatsdchlichen

Werten vergleicht.
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Mit Hilfe von Image-Tool ermittelt man optisch die Anzahl toter Zellen Ny und lebender
Zellen N,. Das Verhiltnis toter, griin gefirbter Zellen zur Gesamtzahl aller in der Probe
befindlichen Zellen (Summe aus Ny und N, ) zeigt jedoch nicht den Wert fuir die Vitalitit,
sondern fiir den Anteil abgestorbener Zellen. Setzt man fiir den Grad der Vitalitit V den Wert
1 (auch 100 %) und subtrahiert den Anteil abgestorbener Zellen davon, so erhélt man den

wahren Wert fiir die Vitalitit. Dies ist in folgender Formel ausgedriickt:

Um zu zeigen, dass die absoluten, weil durch Zghlung ermittelten Werte auch in Relation zu
den Werteverhidltnissen der Fluoreszenzprofile stehen und man mit Hilfe der
Fluoreszenzpikanalyse mindestens genauso gute Aussagen iiber die Vitalitét treffen kann und
somit aufwendiges Zahlen vermeiden kann, wird hier das Proportionalititsgesetz angewendet.
Das Verhiltnis der Anzahl toter Zellen zur Gesamtzahl aller Zellen wird hier in Relation zu
dem Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen gesetzt. Das Intensitdtsverhéltnis driickt sich
dabei durch die Summe aller griinen Intensitétspiks ), zur Summe aller Intensitétspiks - der

griinen, sowie der blauen Fluoreszenz - ), + ), aus:

N
1) = T_ZgT
v+ d b+ g

Setzt man II.) in I.) ein, so erhdlt man:

_ [ s
M) V=1 {Tf_z}

b g

Nun kann man die Werte fiir 30 min und 4 h Exposition aus der Tabelle in Abb. 16 in III.)

einsetzen und erhilt:
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0.79 d.h. 79 % vital!

Fir30 min: V=1- 113659 = 1- 0.21
427078+113659

Fiir 4 h: V=1- 184828 = 1- 0.69
83659 + 184828

0.31 d.h. 31 % vital!

Damit wird auch die mathematische Herleitung fiir die Ndhrung v bestétigt, in der bereits die
Aussage getroffen wurde, dass nach einer halben Stunde Exposition die Vitalitdt tiber 50 %

und nach vier Stunden Exposition unter 50 % liegt.

Setzt man nun auch noch die gezihlten Werte aus Abb. 17 B + 17 D ) in die Gleichung 1.) ein,

so erhilt man:

Fir30 min: V= 1 {3467} = 1-0.23= 0.77 = 77 % vital !
1177+ 346
1 -{—ﬂ—} =1-0.72=0.28 =28 % vital !
220 + 578

Es ist unschwer erkennbar, dass die Fluoreszenzintensititsanalyse von der manuellen

Firlh: A/

Quantifizierung der Zellen bei der Bildanalyse iiber Image-Tool nur um 2 bis 3 % abweicht.
Da die Standardabweichung bedingt durch Zzhlfehler meist dieselben prozentualen
Abweichungen aufzeigt, kann man davon ausgehen, dass die Daten aus den Diagrammen und
Tabellen von den Fluoreszenzintensitdten duBerst genau sind und die tatsdchlichen Werte
widerspiegeln. Somit wurden diese Daten fiir die Auswertung ebenfalls verwendet.
AbschlieBend ist es wichtig zu erwéhnen, dass die Methode trotz Dampfung der Fluoreszenz
durch die Gallerte, nachdem ein Vergleich der Diagramme mit den Bildern erfolgt war,
anwendbar ist. Die Dampfung wirkt sich verhiltnismaBig auf alle Fluoreszenzen aus.
AuBerdem war sehr selten eine zu geringe Signalstirke unter der Gallerte vorhanden, da das
Programm abhéngig von der Aufnahmetechnik den Effekt der Gallerte subtrahieren konnte.
Héufig wiesen dadurch die Intensititspiks der Fluoreszenz an Orten mit starker Gallertpriasens
ebenfalls die Maximalwerte auf, die denen der Fluoreszenzen in Bereichen geringer oder gar

keiner Gallertummantelung der Zellen dhnelten und detektieren konnte.
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30 min; 5x10° mbar 4 h; 2x10 mbar

—— Channel 1
—— Channel 3

[ Channel 1
——Channel 3]

XY-Position [um] XY-Position [um]

Length [pm]: Sum: Mean: Std. dev.: Minimum: Maximum: Length [pm]: Sum: Mean: Std. dev.: Minimum: Maximum:
—_— 1975,59 113659 28,06 44,65 0,00 255,00 —_— 1977,54 184828 45,59 86,70 0,00 255,00
—— 1975,59 427078 105,45 99,37 1,00 255,00 —— 1977,54 83659 20,64 37,01 1,00 255,00

Abb. 16: Fluoreszenzpiks (oben) und Tabelle (unten): griin = abgestorben, blau = vital

Aufsummierung der Fluoreszenzintensitiiten in Contour-Images

Die Intensitétsstarken der Fluoreszenz und somit der Vitalitidt konnen auch fldchig in einem

zweidimensionalen  Bild  wiedergegeben  werden, so dass im  Falle der

Abb. 17A-D:
Fluoreszenzbilder von
Photobionten der Flechte
F. bracteata. A)
Kontrolle; B)-D) dem
Vakuum exponierte
Photobionten. Mit
zunehmendem Vakuum
nimmt die Zahl der
vitalen, blau gefirbten
Zellen ab. Dies duflert
sich auch durch Farb-
verschiebungen in der
Falschfarbenanalyse, wo
die Anzahl der intensiv
rot gefirbten Areale im
blauen Kanal (Ch3) mit
zunehmendem Vakuum
abnimmt und im griinen
Kanal (Ch1) zunimmt.
Aus dem Verhiltnis der
verschiedenfarbigen
Areale zueinander kann
W S ebenfalls auf den Grad
der Vitalitét geschlossen
werden.

Nullprobe 2 100 jum
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Vitalitétstests beispielsweise durch den Einsatz von SYTOX-green mit Hilfe von
Falschfarben die stirkste Fluoreszenz und somit niedrigste Vitalitdt durch die rote Farbung
gekennzeichnet ist und Bereiche hochster Vitalitdt eine blaue Farbung aufweisen (Abb. 17 A -
D). Alle Flachen, die ab einer intensiven Griinfairbung iiber gelb nach rot aufleuchten, zdhlen
zum nicht vitalen Bereich, wobei Griin den Mittelwert der Fluoreszenzintensititen zeigt. Die
Relation von nicht vitalen zu vitalen Flachen ergaben letztendlich auch den Grad der Vitalitét

des Gewebes in Prozent an.

3.3.3. Ausgewiihlte Fluoreszenzfarbstoffe

Nach intensiver Recherche und Beratung mit Experten der Fluoreszenzfarbstoff-Produzenten
(Molecular Probes, Haugland 2002), kamen besonders zwei Farbstoffe unter einer grofien
Anzahl weiterer Farbstoffe fiir die Vitalitits- und Uberlebensfihigkeitsanalyse des 3-
Komponentensystems von Alge, Pilz und Flechte in Frage: FUN I und SYTOX-green.

3.33.1. FUNI

Fun I kommt aufgrund seiner Anwendung bei LIVE/DEAD-Tests von Hefen und Pilzen
(Haugland 2002) insbesondere fiir Vitalitétstests des lichenisierten und nicht lichenisierten,
isolierten Mycobionten der Flechte in Frage. Die Substanz kam bereits in anderen
Untersuchungen wie z.B. bei der Erforschung der Antifungalwirkungen von Fungizide auf
Candida-Arten zum Einsatz (Kretschmar et al. 1996). Die LIVE/DEAD-Farbesubstanz FUN 1
markiert vitale und physiologisch aktive Zellen. Intravacuoldre Strukturen werden durch eine
rotliche Fluoreszenzfiarbung und das Cytoplasma durch eine intensive griine bis gelbliche
Fluoreszenzfirbung markiert. Fortschreitende physiologische Aktivitdt iiber einen Zeitraum
von wenigen Minuten bewirkt gleichfalls eine rotliche Farbung und nach einer
Einwirkungszeit von einer Stunde sind alle vitalen Zellen ebenfalls durch eine rotliche

Farbung markiert. Abgestorbene Zellen bleiben diffus gelb-griin gefirbt.

3.3.3.2. SYTOX-green

SYTOX-green markiert die DNA von geschiddigten bis abgestorbenen Zellen. Dies wird
durch eine griine Fluoreszenzfirbung der betreffenden Zellen sichtbar. Insbesondere bei
hoheren Konzentrationen der Fluoreszenzlosung ist die geschédigte Zelle vollstidndig intensiv

griin gefirbt. Die Substanz ist bisher von Vitalititschecks an gram’, gram™ -Bakterien, fiir die
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Markierung von Viruspartikeln sowie Analysen von fixierten Zellen und Geweben (Haugland
2002) bekannt. Letzteres, sowie die Fahigkeit des Farbstoffs sowohl Prokaryonten als auch
Eukaryonten und zudem hohere Organisationsformen, wie heterogene Gewebe markieren zu
konnen, waren ausschlaggebend fiir die Verwendung dieser Substanz in meiner Arbeit, denn

das Geflecht von Hyphen und Algen in Flechten kommt einem Gewebe am néchsten.

3.3.4. Vitalititstests

Mit Hilfe der oben erwihnten Fluoreszenzfarbstoffe wurden Vitalitétstests beziiglich
Untersuchungen tiber den Zustand physiologischer Aktivitdt und dem Zustand der Zell- sowie
Kernmembran der Zellen durchgefiihrt. Zellen mit intakten Zellmembranen und normalem
Stoffwechsel werden, wie bereits in 3.3.3 beschrieben, bei Einsatz von FUN I geférbt und als
vital klassifiziert, wéahrend nach UV-induzierten Apoptoseprozessen mit autolytischen
Reaktionen und geringer Intaktheit der Kernmembran der Farbstoff SYTOX-green in der
Lage ist, die betreffenden Membranen abgestorbener Zellen zu penetrieren und damit an die
DNA binden und férben kann. Fiir auswertbare Bilder mit erkennbaren Fluoreszenzsignalen
musste zunichst in Kontrollexperimenten die Intensitdt der Autofluoreszenz geklart werden,
welche von der Gesamtfloureszenz subtrahiert wurde, und das Mischungsverhéltnis des
Losungsmittels DMSO mit der jeweilig einzusetzenden Féarbesubstanz ermittelt werden. Um
die Konzentration der FUN I oder SYTOX-green/DMSO-Losung herauszufinden, wurden mit
beiden Substanzen Verdiinnungsreihen hergestellt und an UV-behandelten sowie
unbehandelten Flechten, Mycobionten sowie Photobionten getestet. Dabei ergaben sich nach
Hinzufiigen der Losungen der Verdinnungsreihe zu den in einem Wassertropfen
eingebetteten Proben eindeutig erkennbare Fluoreszenz-Signale von FUN I bei einer Molaritét
der Losung von 15 uM und bei SYTOX-green in einer Losung von 5 uM. Als
Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen dienten in dieser Arbeit Mikrotomschnitte von
Flechten und Mycobionten mit 120 pm Dicke und Photobiontenzellen sowie —Cluster im
ungeschnittenen Zustand. Schnitte der Photobiontencluster waren nicht notwendig, da sie sehr
leicht auf den Kulturfiltern mit Hilfe des CLSM aufgrund ihrer geringen Gréf3e, die im Falle
von Clusterbildung selten mehr als 150 pm iiberstieg, gescannt werden konnten. Die
Mycobiontenmycelien wurden meist wenige Millimeter bis zu einige Zentimeter grof3. Aus
diesem Grunde mussten Mikrotomschnitte wie bei den Flechtenthalli angefertigt werden. Von
den Serienschnitten zu jeweils 120 um wurden fiir die Auswertung der Vitalitétstests nur die

Zentralbereiche von 30 um verwendet, da diese Regionen keine vom Mikrotommesser
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beschidigten Zellen beinhalteten, so dass wirklich nur die durch Strahlung geschidigten
Zellen in die Auswertung aufgenommen werden konnten. Meistens erfolgte alle 2 bis 3 um
ein CLSM-Scan, so dass dabei 10 bis 15 Bilder pro Objekt entstanden. Die Dimensionsgrofe

der Scanabstdnde wurde manuell vor der jeweiligen Bilderstellung definiert.

3.4. Verwendung von Image-Tool als Zihlprogramm und zur statistischen Auswertung

Bei Image-Tool handelt es sich um eine iiber das Internet erhéltliche Software, die eine
Zellzahlfunktion sowie Funktionen der Ausmessung von Linien und Flachen besitzt. Diese
Moglichkeit erleichtert das Zdhlen von vitalen und nicht vitalen Zellen bzw. gekeimten und
nicht gekeimten Sporen. Die Fehler von moglicherweise wiederholt gezahlten Zellen, wie sie
bei der klassischen Zdhlmethode iiber Rasterzéhlungen hiufig auftraten, sind hierdurch
ausgeschlossen. Man kann in diesem Sinne von einer Ermittlung absoluter Werte sprechen.
Die integrale Ausmessung von Flachen hingegen gibt als Kontrollauswertung eher relative
Werte der Vitalitdt an und fand insbesondere seine Anwendung bei der Auswertung der
Countour-Images (siche Kap. 3.3.). Aufsummierte Fluoreszenzintensititen, die
fluoreszierende Bereiche in den Proben zweidimensional als Fliche wiedergaben, konnten
somit ausgemessen und in Relation zu der Gesamtfldche einer Probe gestellt werden.

Die Messfehler lagen bei der zuletzt genannten Methode jedoch nur bei 0,1 — 0,3 %.

3.5. UV-Schédden an der DNA der Flechte Xanthoria elegans und ihrer Bionten iiber die
Detektion von Photoprodukten mit Hilfe der HPLC (am C.E.N.G. in Grenoble)

Die hier beschriebene Methode wurde zur Analyse der extrahierten DNA der nach UV-
Bestrahlung ausgesetzten Flechtenthalli von X. elegans, der bestrahlten Mycelien ihrer
Mycobionten und ihrer Photobiontenzellen sowie deren Cluster angewendet. Ermittelt werden
DNA-Photoprodukte, wie sie bei der Absorption von UV-Photonen entstehen. Es handelt sich
bei den Photoprodukten vor allem um Pyrimidindimere und -Cyclodimere (TT, TC, CT und
CC). Bisher ist diese Methode nur bei Prokaryonten, d.h. Bakterien und Archaen angewendet
worden und wird somit in meiner Arbeit zum ersten Mal auf ein eukaryotisches Symbiose-
System getestet. Es soll durch diese Untersuchungen festgestellt werden, wie weit die zumeist
UV-sensitive DNA nun bei Flechten und ihren Bionten geschéddigt wird und infolge ihrer
Schidigung die charakteristischen Photoprodukte ausbildet. Es konnten dadurch

moglicherweise wichtige Gene fiir den Stoffwechsel der Zelle beeintrachtigt werden oder
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vollstindig ausfallen. Bei der Auswertung und Schlussfolgerung dieser Versuchsreihe wird
auf die Tatsache der Unvollstidndigkeit der Analyse bzgl. Detektion moglicher anderer UV-
Schidden hingewiesen, da diese Methode sich nicht gleichfalls auf die Detektion von Einzel-
bzw. Doppelstrangbriiche oder UV-bedingte anders geartete Mutationen konzentriert. Es
konnen nur Aussagen iiber die Hiufigkeit der Schidden durch Ausbildung der DNA-
Photoprodukte von Pyrimidindimeren und -Cyclodimeren getroffen werden und damit auf die
mogliche Héufigkeit anderer Schidden hingewiesen werden. Die oben beschriebenen,
verschiedenen Photoproduktarten konnen tiber die HPLC detektiert werden. Die Analyse der
Photoprodukte in der DNA UV-bestrahlter Zellen erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr.
Thierry Douki vom Laboratoire des Acides Nucléiques, Département de Recherche
Fondamentale sur la Matiére Condensée, Services d” Etudes de Systémes et des Architectures
Moléculaires, C.E.N.G. in Grenoble, Frankreich. Die Analyse der getrockneten DNA-Isolate
(siche Kap. 3.5.1.) wurde mit Hilfe eines Hochdruckfliissigkeit-Chromatographen (High
Pressure Liquid Chromatograph) gekoppelt an einem Tandem-Massenspektrometer (HPLC-
MS/MS) durchgefiihrt (Douki et al. 2000a, 2000b, Douki & Cadet 2001 / Abb. 18).

Abb. 18 : HPLC-Tandem-Quadrupolar-Massenspektrometer (C.E.N.G.)

3.5.1. DNA-Extraktion

Um die durch UV-Strahlen mit definierten Wellenldngenbereiche induzierten UV-
Photoprodukte in der DNA der Flechten, Mycobionten und Photobionten bestimmen zu
konnen, war es nach der Bestrahlung notwendig, die DNA aus den Zellen zu extrahieren.

Die UV-bestrahlten Flechten und Bionten wurden tiber ein Ultrazerkleiner mit Hilfe von

Glasperlen und bei den Wiederholungsgingen zwecks Optimierung mit Wolframkugeln

54



II. Material und Methoden

zermorsert, um moglichst viele Zellen mechanisch aufschlieBen zu konnen. Das zerkleinerte
Material wurde anschlieend in einem 300 pl Lysis-Puffer (Inaktivierungspuffer) suspendiert,
um den Metabolismus zu blockieren. Da der Zellpuffer bei — 80° C aufbewahrt wurde, musste
er zundchst aufgetaut werden. Der Puffer bewirkt aufgrund tropfenweiser Zugabe von
ebenfalls 300 pl Lysozym das Auflosen der Zellwidnde und somit einer exocytotische
Aufnahme von Natriumchlorid (NaCl) und EDTA, wobei besonders die Substanz von EDTA
als komplexbildendes Agens fiir das Lysozym als Katalysator fungiert als auch die storenden
Stoffwechselprodukte abfingt und somit den Zellmetabolismus inhibiert. Das Puffer-
Zellgemisch wurde anschlieBend fiir 10 Minuten bei 37° C inkubiert und Proben die
zwischenzeitlich noch nicht direkt fiir die nachfolgenden Schritte der Extraktion bearbeitet
werden konnten, wurden vorerst wieder auf Eis gelagert. Nach der zehnminiitigen Inkubation
der Proben mit Lysozym/Puffer folgte ein zweiter fiinfminiitiger Inkubationsschritt nach
Zugabe von 300 pl 20 %iger (w/v) SDS. SDS steht fiir Sodium-Dodecyl-Sulfat und ist
entscheidend fiir die Denaturierung der Proteine und somit gezielt auch fiir das Befreien der
an der DNA gebundenen Proteinkomplexe und das Auswaschen bzw. Fillen der Proteine
notwendig. 1 ml Phenol (77607 Sigma Aldstich Fluka) wurde zu dieser in einem Matrix-Tube
B blue befindlicher Losung hinzugegeben und fiir 30 sec. mit der Hand geschiittelt. Weitere
45 sec wurde in einem Schiittler (Ribolyzer, FAST-PREP FP 120) mit einer Frequenz von 6.5
m/s geschiittelt bevor die Losung fiir 5 min mit 10000 rpm zentrifugiert wurde. Der Uberstand
wird in ein weiters 2 ml Eppendorfgefil zusammen mit 1 ml Phenol/Chloroform (1:1)-
Losung gegeben. Der hier gebildete Uberstand in Chloroform wird wiederum mit einer 0.8 ml
Chloroform/Isoamyl-Alkohol-Losung (24:1) versetzt. Nach Zugabe von 100 pl geséttigten
NH4Oac-Losung und 0.8 ml Ethanol (ETOH) fand die DNA-Fillung statt. Der Uberstand
wurde abpipettiert und mit weiteren 0.75 ml ETOH gewaschen. Diese Suspension wurde 15
min in einer Zentrifuge mit einer Umdrehung von 14500 rpm zentrifugiert und der DNA-
Pellet vom Uberstand befreit sowie luftgetrocknet. Bis zum Transport fiir die weitere Analyse

in Grenoble wurden die DNA-Pellets bei +4° C im Kiihlschrank zwischengelagert.
3.5.2. DNA-Hydrolyse
Die Photoprodukt-Analyse beginnt mit einer schonenden Hydrolyse der DNA. Hierzu werden

die jeweiligen luftgetrockneten DNA-Proben in 50 pl H,O gelost und mit jeweils 1 pl
Phosphodiesterase I1 (0,004 U) sowie 2.5 U Nuclease P I, die in 2.5 pl Nuclease P 1-Puffer
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gelost worden waren und mit 2.5 pl HPLC-Puffer versetzt. Die so hergestellte Losung wird
etwa 10 s mit Hilfe eines Vortex-Gerites stark gemischt und anschlieBend 3 Stunden bei

37 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird nach einer Stunde Inkubation abermals kréftig
gemischt, um eine gleichmiBige Hydrolyse zu erreichen. Anschlieend fiigt man jeweils den
Proben einen weiteren Enzym-Cocktail bestehend aus 0.25 pl 0.003 U Phosphodiesterase [
und 0.1 pl 2 U alkalische Phosphatase in 6 pl PA-Puffer hinzu. Das so bestehende Enzym-
Cocktail/Proben/Puffer-Gemisch wird abermals 10 s durchmischt und weitere 2 h bei 37 °C
inkubiert.

Hiernach gibt man zu jeder Probe 4 pul 1IN HCL, 160 pl Aqua millipore und 30 pl Chloroform
hinzu. Die Losung wird kréftig gemischt und 5 min bei 10000xg zentrifugiert (SIGMA 3K 18,
Bioblock Scientific). Damit erreicht man eine Phasentrennung, wobei sich in der wissrigen
Phase die Hydrolyseprodukte (Nukleotide) befinden und in der organischen Chloroform-
Phase die prézipitierten noch verbliebenen Proteine tiberfiihrt worden sind. Unter &ufBerster
Sorgfalt wird die wissrige Phase in ein frisches HPLC-Injektionsgefill (Kurzgewindeflasche
von Greiner, 32 x 11.6 mm) liberfiihrt.

Es ist wichtig zu erwéhnen, dass die Nukleotide zur schonenderen Dehydrierung zuerst bei
-80°C ca. 20 Minuten eingefroren und anschlieBend tiber Nacht unter Vakuum

gefriergetrocknet werden (SC Christ Alpha 1-2, Bioblock Scientific, Frankreich).

3.5.3. HPLC-MS/MS Analyse

Bei den hier verwendeten HPLC-Apparaturen (Abb. 18 + 19) handelt es sich um ein System
des Laboratoire des Acides Nucléiques. Es setzt sich aus einem Agilent 1100 Serien-
Chromatographen und einer Hitachi-Merck Pumpe (Merck, Darmstadt, Deutschland), welche
mit einer automatischen SIL-9-Injektionseinheit (Shimadzu, Tokyo, Japan) verbunden ist. Bei
der dazugehorenden Sdule handelt es sich um eine Uptisphere ODB Octadecylsilyl-Silicagel
Saule (Dimension: 150 x 2mm mit einer Partikelgrole von 5 um, Interchim, Montlucon,
Frankreich). Ein in das HPLC-System integrierter UV-Detektor misst die Absorption der
Probe (Abb. 19). Dabei wird Absorption sowohl bei 260 nm als auch bei 280 nm gemessen.
Die Messung bei 280 nm macht eine Aussage iiber den Grad der Verunreinigung durch nicht
vollstindig ausgewaschene Proteine oder noch in der Losung befindliches Phenol. Nach der
Aufreinigung liegt der Quotient Ajgp/Azgo fiir DNA bei 1.8 und fiir RNA bei 2.0. Aufgrund
dieses spezifischen Absorptionsverhaltens kann man somit den jeweiligen Anteil an RNA und

DNA-Bestandteilen qualitativ und quantitativ bestimmen. Hieraus ermittelt sich ein
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Korrekturquotient (Quotient: RNA-Menge, Dividend: DNA-Menge), der jeder Probe
zugeordnet werden kann und bei der Auswertung beriicksichtigt werden muss. Nach
Aussagen der Experten vor Ort ist selbst bei einem Verhéltnis von RNA zu DNA von 50:50
noch eine eindeutige Analyse moglich (de la Vega 2004, Douki 2005).
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Abb. 19: Aufbau des HPLC-Tandem-Quadrupolar-Massenspektrometers,
sowie die Eingliederung des Gerits in den gesamten Analyseprozess der UV-
induzierten DNA-Photoschidden (Schema: Douki, de la Vega 2004)

Nachdem die Probe durch das HPLC-System geschickt wurde, iiberfithrt man sie in ein
Tandem-Quadrupolar-Massenspektrometer (APl 3000 Massenspektrometer, Perkin-
Elmer/SCIEX, Thornhill, Canada). Der Ubergangsbereich vom HPLC-System zur Tandem-
Quadrupolar-Massenspektrometrie (Tandem-MS/MS) befindet sich unter Vakuum. In dieser
Elektronenspray-lonisierungseinheit bewirkt man durch zugefiihrte Hochspannung von bis zu

8 keV einen Zerfall der aus dem HPLC-Gerit kommenden Molekiile (Repulsion, Abb. 20), so

|
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Abb. 20: Im Ubergangsbereich vom HPLC-Sytem zum Tandem-
Quadrupolar-Massenspektrometer findet die Elektronenspray-
Ionisierung (ESI) statt (Schema: de la Vega 2004).

57



II. Material und Methoden

dass nur noch lonen iibrig bleiben (gleichzeitig ablaufende Desolvatisierung und Ionisierung),
die schlieBlich in das Tandem-MS/MS gelangen. Im API 3000 Tandem-MS/MS sind drei
hintereinander angeordnete Quadrupolar-Massenspektrometer (Abb. 19). Das erste MS kann
als lonen-Filter bezeichnet werden, der nur die Ionen sammelt, die dem gesuchten
Fragmentierungsmuster entsprechen, welches durch die Standartproben vorgegeben ist. Das
zweite MS, wo die Kollisionszelle unter Argon-Druck steht, fragmentiert die vom ersten MS
selektierten lonen. Das dritte MS entspricht einem Analysegerit, das nur die relevanten
Informationen erfasst, n@mlich die hauptsidchlich auftretenden Tochter-Ionen des
Zielmolekiils detektiert. Diese Methode ermoglicht eine hochspezifische und hochsensible
Analyse der induzierten Photoprodukte, sowie eine prézise Quantifizierung des
Verteilungsmusters der Photoprodukte bei UV-Bestrahlung von sowohl isolierter wie auch
von zelluldrer DNA. Diese vollautomatische Analyse bedarf jedoch vor Inbetriebnahme
einiger vorbereitender Schritte. Es miissen einige Parameter dem Analyseprogramm
vorgegeben werden. Zum Beispiel missen die PartikelgroBe der HPLC-Séule, der
Massenspektrometer-Modus (entweder negativ oder positiv, je nachdem welche Ladung bei
den zu analysierenden Fragmenten dominiert) — in diesem Fall war er negativ (Douki et al.
2000, Douki et al. 2002) sowie die Flussrate (0.2 ml/min) angegeben werden. Fiir die
Equilibrierung des Systems und Kalibrierung der Spektren wurden jeweils Standardproben
aller zu erwartenden Photoprodukte in den Konzentrationen 0.1 uM, 0.05 uM sowie 0.025
uM mitgefithrt. Bei den mitgefithrten Standardproben handelte es sich um (6-4)-

Photoprodukte, die Dewar-Valenzisomere sowie die trans-, syn-Cyclobutanpyrimidindimere
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Abb. 21: Massenspektrometrie der Standard-Photoprodukte, aufgenommen
von Dr. T. Douki (de la Vega 2004).
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(CPDs) mit den Sequenzen CT, TC, TT und die cis-, syn-CPDs mit CC-, CT-, TC- und TT-
Sequenzen. Weiterhin wurde ergénzend eine Standardprobe des TT-Sporenphotoprodukts und
von Deoxy-Guanidin mitgefiihrt (Massenspektren der Standardproben siche Abb. 21). Um
eine moglichst genaue Equilibrierung des Systems durchweg aufrecht zu erhalten und zu
garantieren, wurden zu Beginn der Analysereihe sowie in definierten Abstinden (bei 20
Analyseproben ca. dreimal) die genannten Standardproben wiederholt in das HPLC-System
injiziert.

Die gefriergetrockneten Analyse-Proben mit der DNA bestrahlter Zellen (s. Kapitel 3.5.2.)
wurden in 30 pl HPLC-Puffer gelost. Die Kurzgewindeflaschen wurden geordnet in den
HPLC-Probentriger gestellt, und von den jeweils 30 pul wurden 20 pl fiir die Analyse injiziert.
Die Injektionseinheit —bestehend aus einer Injektionsnadel und einem Teflongehduse- wird
dabei nach jedem Analysedurchlauf mit Aqua millipore griindlich gespiilt und unter
Hochdruck getrocknet. Das Gehéuse, welches das Tandem-MS/MS umschliefit, wird zweimal
jéhrlich gereinigt. Dies ist ausreichend, da die Apparatur bereits Vorrichtungen besitzt, um
eine Verschmutzung dieses Teils zu vermeiden. Beispielsweise bewirkt die zusitzliche N,-
Zufuhr, die sich vor dem Tandem-MS/MS befindet und in Richtung des HPLC-Systems
gerichtet ist (Abb. 20), dass Salzriickstdnde gar nicht erst in das MS-System eindringen und

sich festsetzen konnen.

3.6. Molekularbiologische Analyse der Photobionten

Fir die Charakterisierung des Photobionten von Xanthoria elegans werden die
Intertransskriptiven Spacer ITS 1 und ITS 2 rDNA Regionen analysiert.

Dazu wurde die Fliissigkultur der Photobionten zentrifugiert und aus den luftgetrockneten
Pellets erfolgte die DNA-Extraktion. Die DNA-Extraktion, die anschlieBende
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und Aufreinigung der Produkte
erfolgte strikt nach den Rezepturen und Versuchschritten, wie sie in Schaper (2003b)
beschrieben sind und basieren ebenfalls auf die Methodik anderer Forschungsgruppen (Helms
et al.2001, Friedl 1996, Friedl & Rokitta 1997). Eine Charakterisierung der Photobionten von
Fulgensia bracteata ist bereits in Schaper 2003a und 2003b erfolgt. Die in dieser
Untersuchung ermittelte Sequenz wird mit der Sequenz des Photobionten von X. elegans

verglichen.
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3.6.1. DNA-Sequenzierung und Auswertung

Die Sequenzierung der amplifizierten PCR-Produkte wurde nach dem Prinzip des ,,Cycle
sequencing”, dem Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger unter Verwendung von
fluoreszierenden Didesoxynucleotiden als Terminatoren (Big Dyes und Rhodamin Farbstoffe)
durchgefiihrt. Die anschliefende Analyse der Sequenzreaktion erfolgte auf einem ABI Prism
377TM (Gelelektrophorese) oder ABI Prism 3100 (Kapillarelektrophorese) von Applied
Biosystems. Sequenziert wurden in der Regel beide DNA-Stréange.

Die resultierenden ITS rDNA Sequenzen wurden manuell mit Bioedit oder AlignlR
angeordnet und mit bereits vorhandenen Photobionten Sequenzen von F. bracteata der
Gattung Trebouxia spec. aus Buellia elegans, Clade 1, 2. Untergruppe verglichen. Fiir die
Datenanalyse wurde fiir die Gattung Trebouxia die nach Friedl et al. (2000) und Helms et al.

(2001) vorgenommene Einordnung der Clades zu Grunde gelegt.

3.7. Priaparation der Gabbroplittchen fiir die Impactversuche

50 pum-Schnitt der Flechte Xanthoria elegans wurden mit Hilfe des in Kapitel 3.1.5
beschriebenen Mikrotoms angefertigt und unter Vermeidung von gréBeren Zwischenrdumen
zwischen den Schnitten flaichendeckend auf die Gabbroplattchen tiberfiihrt.

Die so entstandene Flechtendecke wurde von einem zweiten Gabbroplittchen bedeckt, so dass
ein artifiziell endolithisches System entstand. Der Zweck dieser Pridparation ist, moglichst
identische Effekte auf die Flechte der durch die Simulation auftretenden Parameter zu
erreichen, welche gleichfalls bei den ebenso préparierten Bakterien einwirken. Damit wire
eine anndhernde Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben, wobei jedoch die Flechte immer
noch ein vielschichtiges Geflecht ist, wihrend die Bakterien teils auch als Monolayer
vorliegen. Zur Auswertung nach dem Impaktexperiment wurde das Gabbroplittchen wie in
Abb. 22 zu sehen in Ringe mit jeweils 0.25 cm aufgeteilt, um eventuell Unterschiede der

geschockten Proben im Hinblick auf Rand- und Zentralbereiche untersuchen zu konnen.
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Abb. 22: Aufteilung des mit Flechtenproben bestiickten
Gabbros in drei Ringbereiche zwecks Analyse der

Schockwelleneffekte in Abhéngigkeit von Ort bzw. Lage
der Proben.
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I11. Ergebnisse

4.1. Vitalitiit von Flechtenthalli und Apothecien untersucht mit SYTOX-green und
FUNI am CLSM

Zu Beginn der Versuchsreihe beziiglich der Vitalititstests sollte zunédchst das vollstdndig
intakte sowie artifiziell von dem Cortex oder oberen Hymenium befreite symbiotische System
der Flechten getestet werden. Flechtenthalli und Apothecien wurden den verschiedenen
Parametern gesondert oder in Kombination exponiert, das heifit: es erfolgten UV-Tests oder
Vakuumtests oder gekoppelte Tests unter Einsatz beider Weltraumparameter. Hierbei sollte
auch gleichzeitig die Rolle des Cortex und der Epinekralschicht sowie des oberen mit
sekundéren Inhaltsstoffen inkrustierten Hymeniums untersucht werden. Die hier prisentierten
Ergebnisse ergaben sich sowohl aus den Untersuchungen mit der LIVE/DEAD-Férbesubstanz
SYTOX-green als auch mit FUN 1.

4.1.1.Vitalitit von Flechtenthalli nach UV-Strahlung definierter Wellenléinge

Zunichst erfolgte die Untersuchung der Vitalitdt beziiglich der artifiziell geschadigten oder
ungeschidigten Flechten von Fulgensia bracteata und Xanthoria elegans nach Bestrahlung
mit einer definierten Wellenldnge (254 nm). Die Entscheidung fiir den Einsatz dieser
Wellenlénge in den ersten Versuchen ist aufgrund ihrer bekannten schiddigenden Wirkung auf
die meisten Arten (Cockell, 1998) getroffen worden. Somit sollte der Effekt der bekannten
schiadlichen UV-Wellenldnge in Bezug auf das intakte und artifiziell geschidigte
symbiotische System der Flechte erstmals ausgelotet werden.

Wie aus dem Diagramm in Abb. 23 ersichtlich wird, ist keine nennenswerte Einschrankung
der Vitalitit beider Flechten erkennbar. Die Werte liegen durchweg, unabhingig von der
Expositionszeit und somit eingesetzten Dosis, bei 70 bis 80 %. Es gibt nur leichte
Abweichungen von etwa 3 bis 5 % zwischen geschidigten und unbeschidigten Flechten, die
zudem nicht signifikant sind, da die Standardabweichungen sich iiberlappen. Eine leichte
Tendenz der Vitalitidtsabnahme ist hochstens bei F. bracteata erkennbar, wenn man die Werte
nach 15 Minuten Exposition mit einer erreichten Dosis von 7.28 kJm™ mit den Werten nach
zweistiindiger Bestrahlung mit einer Enddosis von 58.2 kJm™ vergleicht. Die Abnahme der

Vitalitdt unter Berticksichtigung einer jeweiligen 3 %igen Standardabweichung, die sich in
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diesem Werte-Vergleich nicht tiberlappen, betrigt hier fast 10 (fiir intakte Flechten) bis 15 %
(fuir geschédigte Flechten).

Abb.23:

Vitalitét intakter und artifiziell beschidigter Flechtenthalli und Apothecien von Vitalitat intakter und artifiziell b igter Fl und Apothecien von
F. b nach monochromatischer UV-C-Bestrahlung (A =254 nm) X. elegans nach monochromatischer UY-C Bestrahlung (A = 254 nm)
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X. elegans zeigt auch nur eine leichte Tendenz zur Vitalititsabnahme, ist aber aufgrund der
sich durchweg tberlappenden Standardabweichungen nicht signifikant. Zusammenfassend
kann man sagen, dass ein leichter Unterschied zwischen den beiden bestrahlten Flechten
besteht, der weniger aufgrund der artifiziellen Schadigung als auf die Artenzugehorigkeit der
Flechte und somit vermutlich auf einer artbedingten Resistenzfihigkeit und somit Anpassung

zuriickzufiihren ist. Die im Folgenden beschriebenen Versuche sollen dies nun kléren.

4.1.2. Vitalitit der Flechtenthalli nach UV-Strahlung im gesamten UV-
Spektralbereich (A, B, C) unter Vakuum

Die beiden Flechten wurden der Weltraum-UV-Strahlung, der so genannten Vakuum-UV-
Strahlung ausgesetzt. Eine derartige Exposition bedeutet den Einsatz von UV im
Spektralbereich von 200 nm (UV C) bis 400 nm (UV A). Nach dieser Versuchsreihe konnte
man feststellen, dass beide Flechtenarten ohne Entfernung des Cortex die simulierten
Weltraumbedingungen ohne gro3e Einbuflen der Vitalitdt tiberstehen konnen (Abb.24).

X. elegans hatte eine Vitalititsrate wihrend der gesamten Expositionszeit und den

verschiedenen zunehmenden Strahlungsdosen von durchweg iiber 90 %. Die Vitalitit von
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F. bracteata bei Beriicksichtigung der Standardabweichung nahm lediglich von 99 % des
Kontrollwertes um ca. maximal 12 % auf ca. 87 bis 91 % ab. Jedoch ergeben sich beim
Grad der Vitalitdit von Flechten ohne Cortex signifikante Unterschiede. Wahrend der
Kontrollwert beider unbestrahlten Flechten bei 90 bis 95 % Vitalitét lag, so sank die Vitalitét
von F. bracteata um 30 % auf etwa 60 % ab, wihrend die Werte von X. elegans sich bei etwa
80 % halten konnten. Der kurze Einbruch der Vitalitit von X. elegans bei einer Enddosis von
79.36 kJm™ ist auf die in diesem Versuch grofie Anzahl Proben mit zufallsbedingter geringer

Gallerte zuriickzufiihren, wie sich nachtriglich am CLSM herausstellte.

Abb. 24: Vitalitit des Flechtengewebes nach Exposition zu polychromatischer UV (A, B, C) Strahlung
und Vakuum (p = 10~ Pa). With C = mit Cortex; w/o C = ohne Cortex
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F. bracteata scheint im Vergleich mit X. elegans sensitiver gegeniiber den simulierten
Weltraumparametern zu sein, was letztendlich aufgrund fehlender Eindeutigkeit jedoch nur

Langzeitversuche kliaren konnen.

4.1.3. Ergebnisse eines zweiwichigen Langzeitversuchs unter UV- und Vakuumeinfluss
Die in dem vorangehenden Kapitel nicht geklarten Fragen beziiglich Langzeitwirkung von
Strahlung und Vakuum sowie die Kldrung des Vakuumeinflusses unabhingig von der

Strahlung sollen in diesem Kapitel ausfiihrlicher behandelt werden. Zu diesem Zweck wurden

die beiden Flechtenarten mit und ohne Cortex oder mit und ohne oberes Hymenium unter

64



I11. Ergebnisse

Vakuum ohne zusitzliches Licht gesetzt oder mit UV-Licht und Vakuum behandelt. Die

Thalli und Fruchtkorper wurden dabei gesondert betrachtet.

4.1.3.1. Vitalitiit der Flechtenthalli nach Vakuumeinfluss

Abb. 25:

Vitalitat der Flechten nach Vakuumexposition
{te = 2 Wochen, p= 10° Pa) ohne Licht
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Das Diagramm in Abb. 25 verdeutlicht, dass der Einfluss von Vakuum auf die
Uberlebensfihigkeit der Flechten einen nicht unbedeutenden Einfluss hat. Wihrend die
Kontrollwerte der Thalli und Apothecien von beiden Flechten bei 85 bis 90 % Vitalitit liegen,
sinken sie bei F. bracteata nach Vakuumexposition auf 40 bis 35 % wobei die geschiadigten
Thalli nahe 35 % und die geschiddigten Apothecien sogar nur 30 % Vitalitdt anzeigen. Die
ungeschidigten Thalli und somit vom Cortex bedeckten Bionten von X. elegans biilen etwa
40 % Vitalitdt ein und erreichen einen Wert von 50 % wihrend die ungeschédigten
Apothecien sogar nur 20 % Vitalititsabfall aufweisen und bei dem Wert von 70 % verbleiben.
Dies zeigt deutlich eine groflere Resistenz von X. elegans gegeniiber Vakuumeinfluss an. Der
Unterschied in der Vitalitit des Flechtengewebes von den Apothecien bei X. elegans
gegentiber den Thalli ldsst sich durch die aufgelockerte Struktur des Thallusgeflechts im
Vergleich zu den Fruchtkorpern erkldren, so dass dem Vakuum groBere Angriffsflichen zur
Verfiigung stehen, um mehr Schidden an den Zellen durch die Austrocknung zu erméglichen.
Dies wird auch verdeutlicht, indem man die Werte der geschiadigten Apothecien
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berticksichtigt, wo die urspriingliche Struktur aufgelost worden ist und mehr Angriffsfliache
zwischen den Paraphysen und Asci besteht. Dadurch biilen die Fruchtkérper mehr als 50 %

Vitalitit ein.
4.1.3.2. Vitalitiit der Flechtenthalli nach UV-Strahlung und Vakuumeinfluss
Die Vitalitdt der Flechtenthalli nach zweiwochiger Vakuum- und UV-Exposition besitzt bei

den untersuchten Proben beider Flechten einen viel h6heren Wert als bei den Versuchen mit

reinem Vakuum unter Ausschluss von Licht. Der Wert von F. bracteata liegt bei Thalli und

Abb. 26:
Vitalitdt der Flechte nach UV-Bestrahlung

(A 2 200 nm; Dosis = 3374 kJm'z) +
Vakuumexposition {(p = 10° Pa, te =2 Wochen)
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Apothecien mit Cortex bzw. Epinekralschicht sowie oberes Hymenium sowie bei Proben
ohne die Abdeckschichten mit unwesentlichen kleinen Unterschieden bei 50 %. Die Proben
von X. elegans schwanken durchschnittlich zwischen 60 und 70 %. Dabei besitzen die
artifiziell geschddigten Thalli und Fruchtkorper eine 10 % niedrigere Vitalitdt als
ungeschédigte Proben. Da die Struktur beziiglich der Flechtenproben von F. bracteata keine
nennenswerten Unterschiede zu der Struktur der in dem Vakuumversuch verwendeten Proben
aufzeigt, iiberrascht zunichst die Tatsache, dass diese Flechte gegen den Einfluss von zwei
mutmaBlich schiddigenden Parametern besser gewappnet ist, als bei Exposition gegeniiber nur
eines Parameters. Bei nidherer Betrachtung und Vergleich jedes einzelnen Bildes der
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Reflektionsbildanalyse, konnte jedoch festgestellt werden, dass der Anteil reflektierender
Gallerte in den Proben des hier durchgefiihrten Versuchs viel grofler war und wahrscheinlich
damit ein besserer Schutz fiir die Zellen im Thallus sowie in den Apothecien gegeben war. Ob
auch zusdtzlich ein Reparaturmechanismus durch die UV-Strahlung induziert worden ist,
welcher beim Einlegen der Probe in Wasser vor der Fluoreszenzanalyse angeschaltet worden
sein konnte, konnte in dieser Arbeit aus zeitlichen und finanziellen Griinden nicht geklért
werden, kann jedoch fiir zukiinftige Projekte ein Ansatzpunkt fiir weiteres Forschen sein.

X. elegans weist keine zusétzlichen Schiaden durch UV-Bestrahlung zuziiglich der Vakuum-
Exposition auf. Die Werte liegen, wie bereits erwdhnt, ebenfalls vergleichbar der
Vakuumexposition ohne Strahleneinfluss zwischen 60 und 70 %. Hiermit bestitigt sich ein
weiteres Mal die hohere Resistenz der Hochgebirgsflechte X. elegans gegeniiber Vakuum und

UV-Strahlung.

4.2. Vitalitiit des Mycobionten von F. bracteata und X. elegans mit Hilfe von SYTOX-
green und FUN I

Um die Rolle der Bionten in der Flechtensymbiose hinsichtlich der Resistenz bzw. der
Beibehaltung der Vitalitdt nach Einwirkung starker UV-Strahlung und Vakuumeinfluss kléren
zu konnen, wurden die Bionten — Photobionten und Mycobionten — isoliert den Parametern
ausgesetzt und in der selben Weise wie das vollstindige symbiotische Flechtensystem
analysiert. Die im folgenden prasentierten Ergebnisse zeigen den Grad der Vitalitdt des

jeweiligen Mycobionten von F. bracteata und X. elegans.

4.2.1. Vitalitit des Mycels nach UV-Strahlung definierter Wellenléinge

Die Vitalitit der Mycelien des Mycobionten beider Flechten wird durch die
monochromatische UV-Strahlung nur unwesentlich bis leicht beeinflusst (Abb. 27).

Die Kontrollwerte des Mycels liegen bei 90 bis 95 % Vitalitdt. Diese Werte weisen keine
100%ige Vitalitdt auf, da bei Pilzen wie bei Flechten im Pseudogewebe abgestorbene
Bereiche unter Normalbedingungen nachweisbar sind und im Mittel 5 bis 10 % des Thallus
oder des Mycels betragen. Nach Bestrahlung bis zu 8 Stunden stagniert die Vitalitdt mit mehr

oder weniger Fluktuationen bei einem Wert von 80 %, wobei man anhand der Standartab-
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Abb. 27:
Vitalitat der Mycelien des Mycobionten von F. hracteata nach Vitalitit der Mycelien des Mycobionten von X. eiegans nach
monochromatischer UY C Bestrahlung (A= 254 nm) monochromatischer UY C Bestrahlung (A = 254 nm)
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weichungen erkennen kann, dass kein signifikanter Abfall der Vitalitdt beider Flechtenpilze
nachzuweisen ist und keine tatsdchlichen Unterschiede zwischen dem Resistenzpotential des
Mycobionten von F. bracteata und des Mycobionten von X. elegans gegeniiber dem Einfluss

von monochromatischem UV-Licht bestehen.

4.2.2. Vitalitit des Mycels nach Exposition zu polychromatischer UV-Strahlung (UV A,
B, C)

In 4.2.1. konnte bereits festgestellt werden, dass monochromatische UV-Strahlung keinen
nennenswerten Einfluss auf die Vitalitdt der Mycobionten beider untersuchten Flechten hat.
Als Folge dieses Ergebnisses wurden beide Mycobionten unter dem Einfluss poly-
chromatischen UV-Lichts getestet (Abb. 28). Auch in diesem Fall gab es nur geringfiigige
Verianderungen in der Vitalitit beider Flechten. Wéhrend die Werte des Mycobionten von X.
elegans sich trotz harter UV-Einstrahlung unveréndert mit geringfiigigen Fluktuationen bei 80
bis 90% bewegten, so war doch eine stirkere Abnahme in der Vitalitdt des Mycobionten von

F. bracteata von ndherungsweise 25 % zu verzeichnen. Die These, dass die Hochgebirgs-
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Abb. 28:
Yitalitat des Mycobionten von F. bracteata nach Vitalitat des Mycobionten ven X. efegans hach
pelychromatischer UV Bestrahlung (A 2 200 nm) in Luft polychromatischer UY-Bestrahlung (4 2 200 nm) in Luft
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flechte offensichtlich ein anderes Anpassungsmuster und somit einen stirkeren

Resistenzmechanismus aufweist, scheint sich abermals zu bestédtigen. Dabei scheint dem
Mycobionten eine besondere Rolle bei der Beibehaltung der Vitalitdit zuzukommen.
Zumindest kann aufgrund der eingesetzten Fluoreszenzmarker auf die Beibehaltung wichtiger
Stoffwechselprozesse sowie die Verhinderung einer UV-induzierten Apoptose geschlossen
werden, die sich wahrscheinlich in der Flechtensymbiose duBerst vorteilhaft fiir andere
Bionten auswirken diirfte. Dies soll in Kapitel 4.3. durch die Auswertung der selben Tests an

den Photobionten genauer geklért werden.

4.2.3. Vitalitit des Mycels nach Vakuumeinfluss

Nachdem die Tests mit monochromatischem und polychromatischem UV-Licht Aussagen
iiber das Resistenzpotential gegeniiber verschiedene Formen der UV-Strahlung erméglichten,
steht noch die Beantwortung von zwei Fragen aus. Wie verhilt sich die Lebensfahigkeit der
Mycobionten nach Vakuumeinfluss und konnen sie moglicherweise simulierte
Weltraumbedingungen, ndmlich die Koppelung beider Parameter iiberstehen. Die erste Frage
soll in diesem Kapitel zunédchst beantwortet werden. Die Abb. 29 zeigt sehr deutlich einen

starkeren Effekt beim Mycobionten von F. bracteata als bei Einfluss von UV-Strahlung
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(Vitalititsabnahme von nédherungsweise 32 %), wihrend trotz starkerer Fluktuationen von
etwa 10 bis maximal 30 % der Mycobiont von X. elegans nach einem erreichten Enddruck
von 3,6 x 10° Pa an Lebensfihigkeit kaum einbiift. Die Vitalititswerte pendeln im
Expositionszeitraum mit zunehmenden Vakuum um den Wert von 75 % und zeigen somit nur
eine Einbufle von etwa 5 bis 10 %. Die starken Schwankungen beim Mycobionten von X.
elegans kommen auch hier wieder aufgrund individueller Unterschiede der Struktur und des
Gallertgehaltes im Mycel zustande, so dass vor Austrocknung schiitzende Elemente nicht bei

jeder untersuchten Probe gleichmiBig vor negativen Einfliissen des Vakuums greifen konnen.

Abb. 29:
Vitalitat des Mycobionten von F. bracteata nach Vitalitat des Mycobionten von X, efegans nach
Yakuumexposition Vakuumexposition
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Der stirkere Effekt des Vakuums auf den Mycobionten von F. bracteata kann hier
wahrscheinlich auf die feingliedrige Anatomie der Mycelien mit meist geringerer Dichte der
Hyphenkomplexe und einem héaufigeren Fehlen einer schiitzenden Gallertgrundmatrix
begriindet sein. Auffillig war zumindest bei Einsatz der verschiedenen Mycelien fiir die
vorgesehenen Tests, dass die Mycobionten beider Flechten sich grundlegend in ihrer
Wuchsform und letztendlichen Dichte und Anordnung ihres Hyphengeflechtes unterschieden.
Wihrend die Mycelien des Mycobionten von X. elegans meist kndulférmig abgerundet und
sehr kompakt erscheinen, bieten die Mycelien des Mycobionten von F. bracteata meist auf
dem Néahrsubstrat einen aufgelockerten Rasen mit bedeutend groBerer Angriffsflache fiir

Strahlung sowie fiir Vakuum.
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4.2.4. Vitalitit des Mycels nach Exposition zu polychromatischer UV-Strahlung (UV A,

B, C) unter Vakuumeinfluss

Die noch offene Fragestellung iiber das Beibehalten der Lebensfidhigkeit der Mycobionten

unter simulierten Weltraumparametern, was insbesondere den irdischen Orbit- bzw.

Marsbedingungen sehr nahe kommt, soll hier abschlieBend gekldrt werden. Die hier

simulierten Weltraumbedingungen kommen nur ndherungsweise an die tatséchlichen

Bedingungen des Alls heran, da abgesehen vom Einfluss des Vakuums und des gesamten UV-

Spektralbereiches auch die ionisierende Strahlung, Rontgen-, Radio-, Infrarot-, radioaktive

und Galaktische Strahlung eine Rolle in der Beeinflussung der Lebensfdahigkeit von

Organismen spielen konnen. Dies ist aber zumindest ein Anfang, den Mycobionten genauso

wie die Photobionten und die Flechtensymbiose auf die Uberlebensfihigkeit unter Weltraum-

UV und unter Vakuumbedingungen zu testen. Nach der Auswertung ergibt sich folgendes

Bild in Abb. 30:

Abb. 30
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Weltraumbedingungen nur geringfiigig an Vitalitit ein. Wahrend der Kontrollwert bei 89 %

lag, erkennt man iiber die verschieden eingesetzten Zeitrdume, und somit ansteigenden
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Dosiswerte der UV-Strahlung sowie dem zunehmenden Vakuum, keinen nennenswerten
Vitalititsabfall. Nach 8 Stunden mit einer Enddosis von 232,8 kJm™ und einem Vakuumdruck
von 3,6 x 10 Pa erreicht die Vitalitit immer noch einen Wert von etwa 78 %. Im Gegensatz
dazu nimmt die Vitalitit des Mycobionten von F. bracteata um 35 bis 40 % ab, denn
wihrend der Kontrollwert bei 80 % lag, erreichte die Vitalitdt bei der Enddosis von 323,8
kJm? und einem Vakuumdruck von 3,6 x 10 Pa einen Endwert von nur noch 45 %. Es
konnen mit diesem Weltraumtest abermals die Unterschiede im Resistenzpotential der
Mycobionten beider Flechten bestétigt werden. Zudem verstirkt sich der Unterschied
zwischen dem Mycobionten von F. bracteata und dem Mycobionten von X. elegans nach den
simulierten Weltraumversuchen. Die Vitalitit des Mycobionten von X. elegans ist bei der
maximal erreichten Dosis und dem maximal erreichten Druck fast doppelt so hoch als die von

F. bracteata.

4.3. Vitalitiit des Photobionten von Fulgensia bracteata und Xanthoria elegans mit den

Live/Dead-Fluoreszenzfarbstoffen SYTOX-green und FUN I

Um die Rolle der Photobionten in der Flechtensymbiose hinsichtlich der Resistenz bzw. der
Beibehaltung der Vitalitit nach Einwirkung starker UV-Strahlung und Vakuumeinfluss kléren
zu konnen, wurden die Bionten ebenfalls wie die Mycobionten isoliert den Parametern
ausgesetzt und in der selben Weise wie das vollstindige symbiotische Flechtensystem
analysiert. Die im Folgenden prisentierten Ergebnisse zeigen den Grad der Vitalitdt des

jeweiligen Photobionten von F. bracteata und X. elegans.

4.3.1. Vitalitit der Photobionten nach UV-Strahlung definierter Wellenléinge

Die Vitalitit der Photobionten nach Einwirkung monochromatischer UV-Strahlung ist in
hohem Grade von ihrem Wachstumsverhalten bzw. der Koloniebildung abhéngig (Abb. 31).
Da die verwendeten Kulturen der Gattung Trebouxia aus der Flechte F. bracteata keine
einheitliche Monolayerschicht auf den fiir die Strahlungsversuche verwendeten Filtern
ausbildete und an einigen Stellen groBere Cluster bildete, war somit die Variationsbreite der
Vitalitit, die sich in den stark vom Mittelwert abweichenden Standardabweichungen aus-
driickt, erkldarbar. Im gesonderten Kapitel 11 wird auf diesen Aspekt der Schutzfunktion
duBlerer Zellschichten nochmals genauer eingegangen. Es muss ergidnzend noch erwéhnt

werden, dass beim Photobionten von X. elegans (ebenfalls aus der Gattung Trebouxia) auch
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sporadisch Clusterbildung auftrat, jedoch sich im Vergleich zur Koloniebildung der
Photobiontenzellen von F. bracteata in Grenzen hielt. Wie im Diagramm Abb. 31 erkennbar

ist, nimmt die Vitalitit der Photobiontenzellen von F. bracteata sehr stark ab und erreicht

Abb. 31:
Vitalitdt der Photobientenzellen und Cluster von F. bracteata nach italitdt der Photobiontenzellen und Cluster von X, efegans nach
menochromatischer UY C-Bestrahlung (A= 254 nm) menochromatischer UV C-Bestrahlung (A= 254 nm}
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nach einer Exposition von 8 Stunden mit einer Enddosis von 20 kJm™ sogar den Nullwert.
Hierbei muss hinzugefiigt werden, dass selbst die Cluster der Photobionten keine
ausreichende Schutzfunktion mehr darstellen konnte. Es muss jedoch erwédhnt werden, dass
die Cluster der verwendeten 8 Proben des Photobionten von X. elegans bei der in dieser
Versuchsreihe erreichten Maximaldosis extrem aufgelockert waren und wenig Bindematrix
der Gallerte aufwiesen. Wéhrend also die vom Kontrollwert aus feststellbare
Vitalitdtsabnahme der Photobionten von F. bracteata négherungsweise 100 % betrigt, weisen
die Photobionten von X. elegans — ausgehend vom Kontrollwert - eine Vitalitdtsabnahme von
ndherungsweise 71,2 % auf. Folglich tberleben im Mittel trotz der verminderten
Clusterbildung immer noch anndhernd 30 % der Photobionten von X. elegans die
Bedingungen monochromatischer UV C-Strahlung. Der Photobiont von X. elegans scheint
zumindest in dem Wellenbereich von 254 nm resistenter gegeniiber den Photobionten von F.

bracteata zu sein.
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4.3.2. Vitalitit des Photobionten nach polychromatischer UV-Einstrahlung (UV A, B, C;

200 nm <A <400 nm)

Polychromatische UV-Strahlung erreicht hohere UV-Dosen bei gleicher Expositionszeit wie
sie ebenfalls bei den Versuchen mit monochromatischem Licht verwendet werden. Um so
iiberraschender erscheint das Ergebnis (Abb. 32). Bedeutend mehr Zellen der Photobionten
beider Flechten kénnen bei addquaten Dosen, wie sie in 4.3.1. dokumentiert sind, {iberleben.
Zudem erreicht bei den Tests mit polychromatischer UV-Strahlung und einer Expositionszeit
von 2 Stunden sowie einer Enddosis von 20 kJm™ die Vitalititsrate der Photobionten von F.
bracteata keineswegs den Nullwert, wie es bei Tests mit monochromatischer UV-Strahlung
der Fall war. Diese Tatsache kann einerseits durch die hiufigere Anwesenheit von dichten
Clustern in den eingesetzten Proben erklart werden, was aber nicht ausschlieBlich darauf

zurtickzufiihren ist, denn der Unterschied der Vitalitdtsrate betrdgt immerhin etwas {iber 50 %.

Abb. 32

Vitalitat der Photohiontenzellen und Cluster ven F. bracteata
nach polychromatischer UV-Bestrahiung {200 nm 3 A £ 400 nm)

Vitalitit der Photobiontenzellen und Cluster von X. elegans
nach pelychromatischer UY-Bestrahlung (200 nm 2 & €400 nm)
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Andererseits kann die hohe Uberlebensfihigkeit bei den Photobionten von F. bracteata auch
durch die Natur des eingesetzten polychromatischen Lichts und damit der physikalischen
Uberlagerung der verschiedenen Wellenlingen bedingt sein und somit andere Prozesse

auslosen, die es den Zellen ermdglicht, der so genannten extremen Strahlung zu widerstehen.
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Auch die Photobionten von X. elegans erreichen nach der Bestrahlung mit
polychromatischem UV-Licht einen 10%ig hoheren Wert (etwa 40 %) der Vitalitéit als nach
Bestrahlung mit monochromatischem Licht (Grad der Vitalitét lag hier bei 30 %). Dabei war
die Anwesenheit der Cluster in beiden Proben gleich hiufig. Die Vermutung liegt nahe, dass
moglicherweise andere Wellenldngen der UV-Strahlung einen UV  induzierten
Reparaturmechanismus einschalten, der auf genetischer Ebene festgelegt ist. Leider konnte
aus Zeitgriinden in dieser Arbeit dieser Moglichkeit nicht nachgegangen werden, kann aber
gute Ansatzpunkte fiir zukiinftige Forschung auf diesem Gebiet bieten. Insgesamt betrachtet
kann aber auf eine dhnliche Degradation der Vitalitdtsmusters beider Flechten geschlossen
werden, wie es schon bei den Versuchen mit monochromatischem Licht beobachtet wurde.
Wihrend die Kontrollwerte der Photobionten von F. bracteata bei ca. 95 % Vitalitét liegen,
erreichen die Werte nach einer Expositonszeit von 8 Stunden und einer Enddosis von 80kJm™
den Nullpunkt. Die Vitalitdtsabnahme betrdgt somit 100 %. Die Vitalitdtsabnahme bei den
Photobionten von X. elegans jedoch erfolgt gradueller, das heiit ohne allzu grofle
Schwankungen. Dies ist sicherlich auf die gleichmiBige Verteilung bzw. geringe
Clusterhdufigkeit auf den bestrahlten Filtern zuriickzufiihren. Auch hier iiberleben etwa 12 %
der Photobionten die stirkste Dosis von 80 kim™, was unter Betrachtung des Ausgangswertes
der Kontrolle von etwa 80 % einem Vitalitdtsabfall von 90,4 % gleichkommt. Damit sind die
Photobionten von X. elegans dhnlich wie der Mycobiont resistenter als die Photobionten von
F. bracteata, die nur aufgrund struktureller Besonderheiten, ndmlich der Clusterbildung

addquate Dosen iiberleben kénnen.

4.3.3. Vitalitit der Photobionten nach Vakuumeinfluss

Bevor Tests mit Vakuum-UV durchgefiihrt wurden, wurden die Photobionten beider Flechten
zunidchst auf das Resistenzpotential bzw. den Vitalitdtsgrad unter Vakuumbedingungen
getestet. Es stellte sich heraus, dass maximale Niedrigdriicke von 5 x 10™ Pa bereits eine
letale Dosis fiir die Photobionten und Photobionten-Cluster von F. bracteata darstellten (Abb.
33). Die Vitalitit von X. elegans erreichte jedoch bei einem niedrigeren Vakuumdruck von
3,6 x 107 Pa einen Wert von 40 %, was im Verhiltnis zur Kontrolle einer Vitalititsabnahme
von ndherungsweise 50 % entspricht. Die Photobionten von X. elegans konnen somit im
Verhiltnis zu den Photobionten von F. bracteata als mindestens doppelt so resistent
gegentiber der durch Vakuum bewirkten Austrocknung charakterisiert werden. Die Frage

nach dem Grund fiir diese Eigenschaft bleibt zunidchst noch unbeantwortet, da die
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Erkldrungen in diesem Fall weder die Clusterbildung noch eine moégliche stirker ausgeprégte

Gallertmatrix bei den Photobionten von X. elegans sein kann. Weitere Ergebnisse beziiglich

Abb. 33:

Vitalitit der Photobiontenzellen von F. bracteata nach Vakuumexposition Vitalitt der Photobiontenzellen von X. elegians hach Yakuumexposition
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eines weiteren Kriteriums der Lebensfidhigkeit der Photobionten, ndmlich die Auswertung der
Daten iiber die Wachstumsfihigkeit wird jedoch zeigen, dass nach Vakuumexposition die
Photobionten beider Flechten nicht mehr wachstumsfihig sind (Kapitel 7). Sehr
wahrscheinlich ist, dass das Vakuum keinen so groBen Einfluss auf die priméren
physiologischen Prozesse und auf Induktion einer Apoptose hat, so dass die Farbstoffe in den
nach den Experimenten in Wasser {Uberfiihrten Photobionten normale Zellaktivitéit
signalisieren. Festzuhalten sei hier jedoch, dass die Photobionten beider Flechten mit
zunehmendem Niedrigdruck eine Vitalitdtsabnahme aufweisen, wobei die Abnahme bei

X. elegans verzogert einsetzt.

4.3.4. Vitalitit der Photobionten nach Exposition zu polychromatischer UV-Strahlung

und Vakuumeinfluss

Bevor die Beschreibung der Ergebnisse erfolgt, bedarf es noch eines erlduternden Zusatzes.
Die bei dieser Versuchsreihe eingesetzten Photobionten-Kulturen enthielten zufillig mehr
Algen-Cluster bei beiden Flechten — jedoch besonders bei der Flechte von F. bracteata, so

dass bereits vor der experimentellen Durchfithrung davon ausgegangen werden konnte, dass
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die Resistenz der Photobionten der gotldndischen Flechte zumindest beziiglich des
eingesetzten Vakuumdruckes groBer sein diirfte. Was sich letztendlich wirklich bestitigte,
denn bei einem Niedrigdruck von etwa 10 Pa erreichte die Vitalitit der Photobionten in
dieser Weltraumsimulation noch nicht den Nullwert, wie es bei den reinen Vakuumversuchen

im Kapitel 4.3.3. entsprechend der Fall gewesen war (Abb. 34).

Abb. 34:
Vitalitit der Phetobiontenzellen von F. bracteats (Gattung: Trebouda) nach Vitalitit der Photobiontenzellen von X. efegans (Gattung: Trebouxia) nach
U¥-Bestrahlung A2 160 nm) und Vakuumexposition UV-Bestrahlung (A 2 160 nm) und Yakuumexposition
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Der Nullwert der Vitalitit wird erst bei einer 8stiindigen Exposition mit einem Vakuum-
Enddruck von 3,6 x 10” Pa und einer Enddosis der UV-Strahlung von 232,8 kJmerreicht.
Jedoch durch fritheres Abfallen der Kurve bei den Versuchen der Weltraumsimulation im
Vergleich zu den Vakuumversuchen zeigt sich deutlich eine geringere Resistenz der
Photobionten von F. bracteata trotz haufigerer Clusterfrequenz auf den Filtern.

Der Abfall der Vitalitdit von X. elegans dhnelt sehr stark im Verlauf dem Abfall in den
Vakuumversuchen, wobei 5 % zusitzlicher Vitalitdtsverlust zu erkennen ist (Abfall von 40 %
Vitalitdt bei Vakuumexposition auf etwa 35 % Vitalitdt bei Exposition gegeniiber den
Weltraumparametern). Aufgrund der Standardabweichung bis tiber die 40 %-Marke ist dieser
Abfall jedoch nicht signifikant und die Resistenz der Photobionten von X. elegans gegeniiber
den simulierten Weltraumbedingungen ist fast deckungsgleich mit der Vakuumresistenz.
Vergleicht man jedoch diese Ergebnisse mit den Ergebnissen aus den Versuchen mit

polychromatischer UV-Strahlung ohne Vakuum, so erscheint auf dem ersten Blick der
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Einfluss von polychromatischer UV-Strahlung schéddigender zu sein als die Kopplung beider
Parameter von UV-Strahlung und Vakuum. Dieses Paradoxon kann aber leicht geklart
werden, denn bei der Durchsicht der CLSM-Bilder konnte man erkennen, dass die Algen-
Cluster der UV-Strahlungsversuche lockerer strukturiert und mit geringerer Quantitdt an
Bindematrix der Gallerte ausgestattet waren, wohingegen bei den simulierten
Weltraumversuchen die verwendeten Cluster kompakter strukturiert waren. Dieser hier
angesprochene Aspekt der Struktur von Clustern muss somit fiir die Klirung der
Resistenzfaktoren nicht unberiicksichtigt bleiben.

Vergleicht man die beiden unter simulierten Weltraumbedingungen getesteten Photobionten
der Flechten miteinander, so fillt zum wiederholten Male auf, dass der Photobiont von X.
elegans eine bedeutend hohere Resistenz aufweillt, als der Photobiont von F. bracteata. Bei
gleicher Enddosis von 232,8 kJm™ und einem Endvakuumdruck von 3,6 x 10” Pa iiberleben
immer noch etwa 35 % der Photobiontenzellen der Hochgebirgsflechte wohingegen die
Photobiontenzellen von F. bracteata vollstindig abgestorben sind. Dies driickt sich auch in
einer steiler abfallenden Kurve der Vitalitdt des Photobionten von F. bracteata im Verhéltnis
zu der Vitalitdtskurve des Photobionten von X. elegans aus. Der Vitalititsabfall iiber die
gesamte Expositionszeitspanne von 8 Stunden betrdgt bei den Photobionten von F. bracteata

100 % und bei den Photobionten von X. elegans etwa 61,11 %.

4.4. Vitalitiit der Ascosporen

Die Ausbildung von Ascosporen ist eine entscheidende Grundvoraussetzung fiir die
Reproduktionsfahigkeit des Flechtenpilzes. Fiir eine erfolgreiche Reproduktion miissen
moglichst viele Ascosporen vital und keimungsfihig sowie das daraus resultierende
Mikromycel wachstumsfihig sein. In diesem Kapitel wird zunidchst die Vitalitit der
Ascosporen von F. bracteata beschrieben. Bei den Vitalitétstests an isolierten Ascosporen
von X. elegans nach UV-, Vakuum- und Weltraumexposition reichte die nétige Menge an
ausgestreuten Sporen (mindestens 1000 Ascosporen) fiir eine statistische Auswertung nicht
aus. Da der Zeitpunkt des offensichtlich Saison- sowie eventuell Standort bedingten
Streuverhaltens nicht bekannt war, konnte das entsprechende Material nicht gezielt zu einem
bestimmten Zeitpunkt gesammelt werden. Somit kann in diesem Kapitel nur mit Hilfe
weniger CLSM-Bilder eine Tendenz zu der Frage, ob die Ascosporen von X. elegans nach

den getesteten Parametern vital oder nicht vital sind, aufgezeigt werden. Zudem muss auf die
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Versuche beziiglich des Keimungsverhaltens der Ascosporen beider Flechten hingewiesen

werden, wo noch geniigend Sporenmaterial zur Verfiigung stand.

4.4.1. Vitalitit der im Apothecium geschiitzten Ascosporen von F. bracteata und

X. elegans nach Simulation der Weltraumparameter

Ahnliche Kurvenverldufe in den Diagrammen, wie bei der Auswertung der Flechten und ihrer
Bionten ergeben sich fiir die Vitalitidt der von den Apothecien umhiillten Ascosporen (Abb.
35). Auffillig ist die Ahnlichkeit der Resistenz der Sporen mit der Resistenz des
ausgebildeten Mycels oder des Flechtengewebes beider Flechten unter den selben

Simulationsbedingungen.

Abb. 35:
Vitaltit der in den Apothecien eingebetteten Ascosporen von Vita"ﬁ;(de’r filsy A";Wﬂe" °i"?eﬁ°?°t°';\ﬂs1°s°o"’°r°" o
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Auch der Grad der Vitalitit der Sporen beider Flechten unterscheidet sich dhnlich wie bei den
vorangegangenen Versuchen mit den Bionten. Wihrend bei F. bracteata die Vitalitat der
Ascosporen vom Kontrollwert bis zur Maximaldosis von 161,28 kJm™ und einem Enddruck
des Vakuums von 3,1 x 10™ Pa nach 16 Stunden Expositionszeit um etwa 41 % absinkt, so
sinkt die Vitalitét der Ascosporen von X. elegans wesentlich geringer ab, ndmlich um etwa 12
%. Diese Unterschiede konnen in diesem Fall nicht eindeutig auf die innere Struktur oder den

Gehalt der Gallertmatrix erklédrt werden, da die Fruchtkorper beider Flechten dhnlich kompakt
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aufgebaut sind. Jedoch fiel bei der Analyse der CLSM-Bilder aufgrund der Autofluoreszenz
der sekunddren Inhaltsstoffe die unterschiedliche Konsistenz des auf der Oberfliche der
Apothecien abgesonderten UV-absorbierenden und leicht rotlichviolett bis gelb
fluoreszierenden Parietins auf. Fruchtkérper von X. elegans besitzen bedeutend dichtere und
mehrlagig angeordnete, dickere Kristallstrukturen auf der Oberfldche des Hymeniums als es
bei den Fruchtkdrpern der Flechte F. bracteata der Fall war (siehe Kapitel 11).
Moglicherweise sind somit die Sporen von X. elegans effizienter vor den extremen
Umweltbedingungen — insbesondere der harten UV-Strahlung - wihrend der Simulationstests

geschiitzt als in Apothecien von F. bracteata.
4.4.2. Vitalitiit der isolierten Ascosporen von F. bracteata und X. elegans

Wie bereits erwédhnt, konnten aufgrund geringer Sporenausbeute die Versuche mit
Ascosporen von X. elegans nicht wie bei der Flechte F. bracteata ausgewertet werden. An
dieser Stelle wurden somit nur wenige Bilder der CLSM bzgl. des Markersignals von FUN 1
als tendenzielles Ergebnis gewertet (Abb. 36). Man erkennt, dass bis zur Maximaldosis von
232,8 kJm™ und dem niedrigsten Druck von 3,2 x 10” Pa die dipolaren hyalinen Sporen von

X. elegans liberleben konnen. In Abb. 36 erkennt man durchweg griin bis rot-griin geférbte

Abb. 36: Vitale Ascosporen der Flechte X. elegans, gefarbt mit FUN I. Unabhingig von der
Expositionszeit (t.) und somit der Strahlendosis oder dem geringen Vakuumdruck (p) erscheinen die
Sporen vital. Die Farbung im zweiten und dritten Bild unterscheidet sich vom ersten Bild aufgrund des
Farbumschlags von griin nach rot. Dies ist ein Zeichen physiologischer Aktivitdt in den Zellen. Rot
markierte Stoffe lagern sich in den Vakuolen an.

UV: L= 160 nmg;

10 pm 20 pm

dipolare  Ascosporen der Flechte X. elegans. Folglich sind die getesteten

Weltraumsimulationen auf die Vitalitdt der Ascosporen von X. elegans in nur sehr geringem
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MalBe schidigend. Eindeutige Ergebnisse erhielt man jedoch bei der Untersuchung der
bestrahlten und unter Niedrigdruck versetzten Ascosporen von F. bracteata (Abb. 37).

Nach der Auszdhlung und Auswertung ergab sich folgendes Bild: die Ascosporen sind
weniger resistent als die Mycelien des Mycobionten, da nach einer maximalen Expositionszeit
von 8 Stunden mit einer Enddosis von 232,8 kJm™ und einem Vakuumdruck von 3,2 x 10” Pa
etwa 15 % der Sporen vital sind, wohingegen die Mycelien selten eine Vitalitidt unter 40 %

aufwiesen. Die Vitalitidtsabnahme der Ascosporen betrédgt tiber die gesamte Versuchsreihe

Vitalitit isolierter Ascosporen von F. bracteata nach Vakuumexposition und
polychromatischer UV-Bestrahlung mit & 160 hm
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vom Kontrollwert bis zur Maximaldosis von 465,5 kJm™ und einem Niedrigdruck von 3,1 x
10° Pa 68,5 %. Dieser stirker schidigende Effekt der Weltraumparameter konnte
wahrscheinlich auf das Fehlen des sonst die Sporen umgebenden Hymeniums und den nicht
vorhandenen, inkrustierten sekundidren Flechteninhaltsstoffen auf der Sporenoberfliche

zuriickzufiihren sein.

5. Keimungsfihigkeit der Ascosporen nach UV- und Vakuum-Exposition

Die Keimungsfihigkeit der Ascosporen beider untersuchter Flechten kann als weiterer Aspekt
fiir die Beibehaltung wichtiger Lebensfunktionen unter Weltraumparametern gelten. Die

Fahigkeit des Flechtenpilzes, sich zu reproduzieren und somit seine Wachstumsfahigkeit nach
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den Weltraumtests aufrecht zu erhalten, wiirde einerseits sein Resistenzpotential unabhéngig
von der Vitalitdt kldren und die Bedeutung fiir die Symbiose sehr deutlich veranschaulichen,
konnte aber andererseits auch wichtige Fragen der Astrobiologie, wie die Frage nach der
Moglichkeit und somit der Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen interplanetaren Austauschs

von Leben (Panspermie) beantworten.

5.1. Keimungsfihigkeit der durch den Fruchtkérper geschiitzten Ascosporen von

F. bracteata und X. elegans

Die Ascosporen von F. bracteata biilen etwa 40 % an Keimungsfdhigkeit ein (Abb. 38).
Wiéhrend der Kontrollwert bei etwa 87 % Vitalitidt liegt, so nimmt die Vitalitdt mit

zunehmender UV-Dosis und Vakuumdruck ab und erreicht bei einer Expositionszeit von

Abb. 38:

Keimungsfahigkeit der Ascosporen von £, hracteata nach Vakuumexpesition und Keimungsfahigkeit der Ascosporen von X. elegans nach Vakuumexposition und
polychromatischer UV-Bestrahlung polychromatischer UV-Bestrahlung
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maximal 16 Stunden mit einer Enddosis von 465,6 kJm™ und einem Vakuumdruck von 5,5 x
107 Pa einen Wert von etwa 52 %. Die starken Schwankungen im Kurvenverlauf, die auch in
den Expositionszeiten von 1 min bis einer Stunde Werte oberhalb des Kontrollwertes
aufzeigten oder gar den selben Wert annehmen, kénnen auf die natiirlichen Schwankungen im

Reifezustand der Sporen in den untersuchten Fruchtkérpern zuriickzufiihren sein, was sich
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auch in den teils breit ausgedehnten Standardabweichungen —sogar des Kontrollwertes
ablesen ldsst.

Bei der Préiparation wurde darauf geachtet, dass die getesteten Apothecien moglichst
anndhernd dasselbe Entwicklungsstadium hatten, um allzu groB8e Unterschiede vermeiden zu
konnen. Aufgrund der immer noch auftretenden Schwankungen und der hoch ausfallenden
Standardabweichungen, kann hier nur von einer Tendenz der Keimungsfihigkeit gesprochen
werden. Die Hauptaussage, die in dieser Versuchsreihe mit F. bracteata beziiglich des
méfBigen Vitalititsabfalls getroffen werden kann, ist, dass die den Parametern ausgesetzten
Apothecien die in ihnen befindlichen Ascosporen in dem Male schiitzen, dass im Mittel iiber
50 % der Ascosporen wéhrend der gesamten Expositionszeit unter FEinfluss der
Weltraumparameter nicht ihre Keimungsfahigkeit eingebiiit haben. Anders verhilt es sich bei
den Sporen von X. elegans. Hier ist kein realer Abfall der Kurve beziiglich der
Keimungsfihigkeit erkennbar, da eine Regressionskurve durch die reellen Werte des
Diagramms in Abb. 38 unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen bei einem Wert
von etwa 80 % Keimungsfihigkeit nahezu parallel zur x-Achse verlaufen wiirde und
unabhéngig von der angewandten Dosis kein schiddigender bzw. einddimmender Einfluss der
eingesetzten Parameter erkennbar wird. Das bedeutet aber gleichfalls wieder die Bestétigung
fiir eine stirkere Resistenz der Hochgebirgsflechte X. elegans (Kap. 4.4.1.) und dass im
Vergleich zu F. bracteata ein stirkeres Potential der Fruchtkorper fiir den Schutz der hier
eingebetteten Ascosporen gegeben ist. Die Vermutung liegt, wie bereits in Kap. 4.4.1.
geduBlert, nahe, dass die Flechteninhaltsstoffe von X. elegans auf dem Hymenium als UV-
absorbierende Substanzen aufgrund dichterer, mehrlagiger Anordnung effizienter in ihrem
Schutz sind als die diinne inkrustierte Schicht des Parietins auf dem oberen Hymenium von F.

bracteata.

5.2. Keimungsfihigkeit der isolierten, ungeschiitzten Ascosporen von F. bracteata und

X. elegans

Die Anzahl der auszuwertenden Weltraumtests in dieser Versuchsreihe hielt sich in Grenzen
und war aufgrund von geringer Anzahl ausgestreuter Sporen und Kontaminations-
schwierigkeiten derart eingeschrinkt, dass nur ansatzweise Aussagen getroffen werden
konnen. Die Keimungsfihigkeit war bei beiden Flechten nach den simulierten Weltraumtests
vorhanden. Jedoch ging das Entwicklungsstadium des Mycels bei der Auskeimung von

Ascosporen der Flechte F. bracteata tiber die Ausbildung eines Keimschlauches nicht weiter
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hinaus und der Keimschlauch sowie meist selten entstandene erste Verzweigungen
degenerierten sehr schnell. Bei X. elegans konnte man dhnliche Entwicklungen feststellen,
aber es kam in seltenen Féllen gleichfalls zu weiter entwickelten verzweigten Mycelien mit
einem Maximaldurchmesser von 0,5 mm / Monat, die aber ihr Wachstum auch sehr schnell
einstellten. Ob diese Ergebnisse jedoch das wirkliche Resistenzpotential wiedergeben, konnte
aufgrund der geringen Sporenmenge und auch aus zeitlichen Griinden bzgl. der
Simulationsapparat-Belegung oder Reparaturen nicht ermittelt werden. Vorsichtig
ausgedriickt, besitzen die ungeschiitzten Ascosporen nach der Simulation immer noch die
Féhigkeit fiir eine erfolgreiche Keimung, sind jedoch fiir eine Mycelbildung nur bedingt bis
gar nicht fihig. Offensichtlich ergibt sich ohne den schiitzenden Fruchtkérper ein hoheres
Schadenspotential durch UV-Strahlung und Vakuum, welches in die Entwicklung von

hyalinen Ascosporen zu einem Pilzgeflecht eingreift.

6. Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata und X. elegans oder ersatzweise

X. parietina nach Weltraumsimulation und Einsatz verschiedener Medien

In der hier vorgestellten Versuchsreihe wurde primédr auf die Keimungsfahigkeit und
Wachstumsfihigkeit des Mycobionten der untersuchten Flechten auf den verschiedenen
Néhrmedien bzw. Mischsubstraten fokussiert. Hierzu dienten Ascosporen aus unbestrahlten
sowie bestrahlten oder unter Vakuumdruck versetzte Apothecien. Die Fragestellung nach der
Bedeutung der Symbiose unter extremen Bedingungen wurde hier mit den astrobiologischen
Fragestellungen verkniipft. Wiirde ein Mars-Substrat den selben Effekt auf das Wachstum wie
bei Verwendung eines Erdextrakts haben, und somit einen katalytischen bzw. fordernden
Einfluss auf die Keimungsfihigkeit und das Wachstum des Mycobionten anzeigen? Die
positive Einwirkung des Erdextraktes stellte sich bereits in vorangegangenen Untersuchungen
im Vergleich zu anderen Substrattests in meiner Arbeit heraus (Kap. 6.1./ siche Kontrollwerte
in Abb. 39). Um die erweiterte Frage bzgl. der Reaktion auf Mars-Substrat beantworten zu
konnen, werden in den folgenden Kapiteln die Ergebnisse von verschiedenen Substrattests
nach Exposition der verschiedenen Parameter vorgestellt. Es wurden Mischsubstrate aus Agar
mit oder ohne Zusitze verwendet, da das Wachstum mit Verwendung reinen Erd- oder
Marssubstrats nur sehr langsam ablduft und sehr schwer zu beobachten ist. Das bedeutet, dass
die hier verwendeten Agar-Substrate idealisiert sind und fiir ein beschleunigtes Wachstum
leicht katalysierende Wirkung haben kénnen. Das kann jedoch aufgrund der Verwendung des

Agars in allen Substraten die Beantwortung der eigentlichen Fragestellung nach den
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Unterschieden im Wachstum nicht beeinflussen. Eine weitere Frage kann in diesem
Zusammenhang gestellt werden, ndmlich warum die Simulation von UV-Strahlung und
Vakuum-UV nicht gleichzeitig wiahrend des Verweilens der Ascosporen auf dem Substrat
erfolgte. Dies hatte ausschlieBlich technische Griinde. Einerseits gibt es auf dem Mars keine
Agar-Substrate und zumindest die Bestrahlung der Proben sowie die Verwendung von
Vakuumdruck sollten sich so nah wie nur moglich an marséhnliche Bedingungen annéhern.
Bei Einsatz von UV-Strahlung auf das Agarndhrmedium wiirden aufgrund des hoheren
Wassergehaltes sehr viel mehr Sauerstoffradikale aufgrund der Wasserspaltung durch UV
entstehen, als es auf dem Mars der Fall wire. Diese Sauerstoffradikale wiirden aufgrund ihrer
hohen Reaktivitdt eventuell direkt schidigend auf das Wachstum einwirken. Dies wiirde aber
nicht die Radikalbildung auf der Oberflache des Mars’ widerspiegeln, die aufgrund geringen
Wassergehalts nicht dasselbe Ausmal} der Sauerstoffradikalbildung aufweisen wiirde. Priméar
ist das generelle Wachstumspotential des Mycobionten im Kontakt zu dem angebotenen
Marssubstrat von Interesse, so dass durch die hier vorliegende Arbeit die Beantwortung der
Frage tiber die Vertriglichkeit des Mycobionten gegeniiber dem eingesetzten Marsmaterial
moglich ist. Ein weiteres technisches Problem neben der best mdéglichen Simulation
wasserarmer Marsbedingungen stellt das Agar-Substrat an sich dar. Ascosporen auf Agar-
Substrat konnen nicht in die Weltraumsimulationskammer gestellt werden, da die
Vakuumpumpe erstens nicht den notigen Marsdruck aufgrund des hohen Wasserdrucks
erreichen wiirde und zweitens gegebenenfalls den Agar absaugen konnte und damit Schaden

erleiden wiirde. Somit mussten Kompromisse geschlossen werden.

6.1. Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata und X. parietina auf

verschiedenen Nihrmedien nach monochromatischer UV-Bestrahlung (A = 254 nm)

Aufgrund der bereits erwdhnten geringen Sporenausbeute von X. elegans wurde ersatzweise
eine eng verwandte, kosmopolitisch vorkommende Flechte aus der Ordnung der
Telochistaceae verwendet und das noch verbleibende Marsmaterial sowie das noch
verbleibende Probenmaterial von X. elegans fiir ausgewidhlte Weltraumsimulationsversuche
aufbewahrt (siche Kap. 6.2). Es handelt sich in der nun im folgenden beschriebenen
Versuchsreihe um Substrattests mit Ersatzproben von Xanthoria parietina aus Gotland. An
dieser Stelle soll noch einmal explizit darauf hingewiesen werden, dass eine Vergleichbarkeit
mit der nah verwandten Art X. elegans jedoch nicht gegeben ist. Es konnen keine

Riickschliisse auf das Verhalten der Hochgebirgsflechte X. elegans gezogen werden und die

85



II1. Ergebnisse

hier prisentierten Ergebnisse sollen nur eine Grundtendenz der Substratvertraglichkeit
innerhalb der Ordnung der Teloschistaceae aufzeigen und als Zusatzversuch betrachtet
werden, der mogliche Unterschiede auf Gattungsebene (Gattung Xanthoria im Vergleich zur
Gattung Fulgensia) herausheben kann.

Bei Analyse der Keimfidhigkeit der Ascosporen beider Flechten nach den beschriebenen
Versuchen, konnte man unterschiedliche Wachstumstendenzen erkennen (Abb. 39). Wihrend

im Durchschnitt zumeist nur 20 % der Ascosporen beider Flechten auf dem Wasser-Agar
auskeimten und anschlieBendes Wachstum zeigten, nahm die Anzahl der keimenden
Ascosporen auf den Mischsubstraten um ein zwei- bis vierfaches zu. Das MY-Agar-Medium
fithrte bei F. bracteata im Mittel zu einer 60 %igen und bei X. parietina zu einer 40 %igen
Keimungsfihigkeit der Ascosporen. Besonders aufschlussreich waren die Tests mit den MY-
Mischsubstraten gegeniiber den Wasseragar-Mischsubstraten. Wéhrend die Ascosporen auf
MY-Medien mit Erd- oder Marsextraktzusatz zu 40 bis 80 % keimungsfihig waren, konnten
die Ascosporen ihre Keimungsfihigkeit bei den mit Erd- oder Marsextraktzusitzen versetzten

Wasser-Agar-Substraten auf 80 bis 95 % optimieren. Offensichtlich hemmte ein Uberangebot
an Nihrsubstrat, wie es bei den MY-Substraten der Fall ist, das optimale Auskeimen und
Auswachsen der Hyphen, wihrend die Stoffe aus den Erd- bzw. Marsextrakten ohne MY-
Zusatz sich forderlich auf die Keimung und das Wachstum auswirkten. Dabei ist zudem auf
den Wasseragar-Mischsubstraten kein bis nur geringer Unterschied zwischen dem
Keimungspotential der Ascosporen beider Flechten sowie zwischen den Wasser-Erd- bzw.
Wasser-Marsextrakten erkennbar gewesen. Offensichtlich kann ein Marsextrakt ein
Erdextrakt ersetzten und keinerlei Hemmung oder Schéiden fiir Keimung und Wachstum des
Mycobionten hervorrufen. X. parietina zeigt sogar bei Erd- sowie Marsextrakt tendenziell ein
etwa 10 %iges besseres Wachstum als F. bracteata.

Jedoch bleibt die Frage, wie es sich bei den Sporen der sich bisher als sehr resistent
erwiesenen Hochgebirgsflechte X. elegans verhilt. Dies soll im anschlieBenden Kapitel unter

der Durchfithrung weniger Weltraumsimulationsversuche geklért werden.
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Abb. 39: Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata und X. elegans
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Festzuhalten wiére bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen, dass die hier angewendete
UV C (254 nm)-Strahlung ein Zehnfaches der Strahlung betrigt, wie sie bei Versuchen mit
Bacillus subtilis (Horneck 1993) verwendet wurde und welche dabei eine zweifache
Inaktivierung des Wachstumspotentials des Bazillus ermoglichte. Die in den Fruchtkérpern
eingebetteten Ascosporen sind somit um einiges resistenter als die als Weltraum-tauglich

qualifizierten und hier erwihnten Prokaryota.
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6.2. Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata und X. elegans auf JSC-

Marsanalogon-Medium nach Weltraumsimulation (UV und Vakuum)

Die Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata unterscheidet sich aufgrund der
extremen Parameter grundsitzlich von der Keimungsfihigkeit der Ascosporen von X. elegans
und bestétigt gleichfalls die Ergebnisse, die in Kapitel 5.1. vorgestellt wurden (Abb.40). Fiir
die Keimungsfihigkeit der Sporen beider Flechten sind keinerlei Unterschiede zwischen den
einzelnen Parametern oder der Kombination der Parameter erkennbar. Ob Vakuum, ob
polychromatische UV-Strahlung oder die Kombination von beiden Parametern: die
Keimungsfihigkeit der Ascosporen bleibt konstant bei einem Wert von 50 % (F. bracteata)
oder 80 % (X. elegans). Dabei hat die Keimungsfihigkeit der Ascosporen von F. bracteata
unter den getesteten Parametern gegeniiber dem Kontrollwert um etwa 40 % abgenommen,
wihrend sich die Keimungsfahigkeit der Ascosporen von X. elegans unter den gleichen
Bedingungen nur um etwa 12 % verringert hat. Die Verwendung des JSC-Mars1-Analogon-
Substrats scheint gleichfalls keinen Einfluss auf die Keimungsfihigkeit zu haben und erlaubt

wiederum Riickschliisse auf das weite Anpassungs- bzw. Resistenzpotential dieser

Hochgebirgsflechte.
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Abb. 40: Keimungsfihigkeit der Ascosporen nach Weltrauparameter-Exposition auf JSC-Mars1.

7. Wachstum der Mycelien des Mycobionten von F. bracteata und X. elegans

In den nun folgenden Versuchsreihen soll das Wachstumspotential der ausgebildeten
Mycelien des Mycobionten untersucht werden. Die Aufgabe ist es, mogliche Unterschiede
gegeniiber dem Wachstumsverhalten der Photobionten als auch gegeniiber dem

Keimungsverhalten der Ascosporen herauszustellen. Es soll gekldrt werden, ob ausgebildete
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Flechtenpilze der untersuchten Flechten ein anderes Resistenzpotential als die hyalinen,

unstrukturierten, ein bis zweizelligen Ascosporen besitzen.

7.1. Wachstum der Mycelien nach monochromatischer UV-C Exposition (A = 254 nm)

Das Wachstum der Mycelien der untersuchten Mycobionten von F. bracteata und X. elegans
unterscheidet sich nach monochromatischer UV C Bestrahlung nur leicht voneinander und
bestitigt somit auch die Ergebnisse der Vitalitétstests (Abb. 41). Wéhrend die Mycobionten
beider Flechten im Kontrollversuch ohne UV-Bestrahlung jeweils nach 2 Monaten
Inkubationszeit im Durchmesser um fast ein vierfaches zunehmen, so ist das Wachstum
desMycobionten von X. elegans nach Bestrahlung nur bedingt eingeschrankt. Nach 2 und 4
Stunden Exposition mit einer gemessenen Dosis von 2.88 bis 5.76 kJm™ und anschlieBender
Kultivierung erreichte es nach zwei Monaten Inkubationszeit noch das zwei bis dreifache des
Ausgangsdurchmessers. Ein zusétzlicher achtstiindiger Versuch mit einer erreichten
Enddosisvon 11.52 kJm™ scheint sogar trotz héherer UV-Dosis wieder annihernd das
Vierfache des Mycels, wie es zu Beginn der Kultivierung vorgelegen hatte, zu erreichen.
Diese Unterschiede konnten auch in den Vitalitdtstests (Kap.4.2.3.) bereits festgestellt
werden. Stichproben ergaben bei Untersuchungen am CLSM wiederum die unterschiedliche
anatomische Struktur der Mycelien und die unterschiedliche Verteilung sowie den
unterschiedlichen  Gehalt an Gallerte als Grund fiir das diskontinuierliche
Wachstumsverhalten. Dabei sind die duBlerlich gleich erscheinenden Mycelien, die in dieser
Versuchsreihe verwendet wurden, in ihrem inneren Aufbau grundverschieden. Es iiberrascht
nicht, dass gerade von den 8 verwendeten Pilzproben pro Bestrahlungsgang gerade bei der
hochsten UV Dosis die resistentesten Mycelien dicht strukturiert erscheinen, was zur
Beobachtung eines von der UV-Strahlung unbeeinflussten Wachstums fithren mag. Aufgrund
eines dicht gewachsenen Hyphengeflechts und einer gut ausgebildeten Gallerte konnten sie
den moglichen negativen Folgen der Strahlung widerstehen und somit anndhernd dasselbe
stete Wachstum wie die Kontrollversuche erkennen lassen. Die feingliedrigeren Mycelien der
Flechte F. bracteata mit weniger Gallertmatrix und aufgelockerter Struktur sind
offensichtlich etwas mehr von der monochromatischen Strahlung in ihrem Wachstum
eingeschrinkt, denn nach einer Strahlendosis von 2.88 und 5.76 kJm™ verdoppeln diese nur
noch ihre GroBe und sogar nach einer Dosis von 11.52 kIm™ verzdgert sich die
Massenzunahme des Mycels um einen Wachstumsfaktor von 1,7. Man kann in diesem Fall

von einem leichten Wachstumsriickgang sprechen. Ahnlichkeiten ergaben auch die
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Vitalitdtsuntersuchungen am Mycobionten von F. bracteata, so dass durch Strahlung
geschidigte Zellen im Mycel offensichtlich auch fiir das verminderte Wachstum des gesamten

Mycels verantwortlich sind.

Abb.: 41:

Wachstumsrate des Mycobionten von F. brac h monochr
UV-C Bestrahlung (A = 254 nm)
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’ Monaten
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UV C-Bestrahlung (A= 254 nm)
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7.2. Wachstum der Mycelien nach polychromatischer UV (A, B, C) Exposition
(A=>200 nm)

Das Wachstum der Mycelien wird nach Bestrahlung polychromatischer UV Bestrahlung viel
stiarker beeinflusst (Abb. 42). Wihrend die Mycelien von X. elegans nach einer Dosis von
19.84 und 39.68 kJm™ nach zwei Monaten Kultivierung nur noch um lmm in ihrem
Durchmesser wachsen (Kontrolle: fast 2 mm) und nach einer maximalen Expositionszeit von
8 Stunden und damit einer Enddosis von 79.36 kJm™ nur noch um etwa 0.2 mm wachsen
konnten, wird das Hyphenwachstum der Mycelien des Mycobionten von F. bracteata bereits
bei den niedrigsten Dosen von 19.94 kJm™ eingestellt (siche hierzu Zusammenfassung
gleichgearteter Ergebnisse in Abb. 44) . Jedoch schrumpft das Mycel aufgrund moglicher
durch Strahlung induzierter Degenerationsprozesse wie beispielsweise durch Apoptose nicht,
was bedeutet, dass zumindest das bestrahlte Mycel noch lebensféhig ist, was durch die
Ergebnisse der Vitalitdtstests auch bestdtigt werden kann (Kap.4.2.2.), da nur ein
geringfligiger Abfall der Vitalititskurve registriert wird. Fiir UV-Tests mit hoheren Dosen
wurden bewusst Mycelien mit groerem Durchmesser genommen, um einen vor UV-
Strahlung schiitzenden Effekt von zusidtzlichem Zellmaterial zu iiberprifen. Die isoliert
kultivierten Mycelien der Flechten weisen ndmlich nur eine sehr geringfiigige Produktion von
UV-schiitzenden Sekundédr-Metaboliten auf und eine schiitzende Gallerte kommt nur
iiberwiegend in den Zentralbereichen des Mycels gehduft vor. Somit konnte man den
abschirmenden Effekt von dufleren meist wachstumspotenten Zellen fiir das Gesamtmycel
untersuchen. Dabei konnte hier jedoch festgestellt werden, dass die Zellen sich gegenseitig
nur geringfiigig vor der offensichtlich wachstumshemmenden Strahlung schiitzen konnten
und viel mehr eine geordnete Struktur sowie die Produktion von UV-absorbierenden
sekunddren Flechteninhaltsstoffen oder gar einer stark ausgeprigten Gallerte, wie es in der

Flechtensymbiose der Fall ist, fiir einen effizienten UV-Schutz benétigen.
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Abb. 42: Wachstumsrate des Mycobionten von X. efegansnach polychromatischer UV-
Bestrahlung (Az 200 nm)

Durchmesser des Mycels (mm)

Nach 2
Maonaten

4
MNach 1
Monat

Dosls (kJm?); t, gh

Die wohlstrukturierte Symbiose stellt somit auch einen effizienteren UV-Schutz dar, als es bei
dem isolierten Mycobionten nachweisbar ist. Eine weitere Schlussfolgerung ist dabei auch die
Notwendigkeit der symbiotischen Assoziation fiir die Optimierung der UV-Resistenz des
Mycobionten beispielsweise durch in der Symbiose gegebener verstarkter Produktion von

UV-absorbierenden Stoffen.

7.3. Wachstum der Mycelien nach Niedrigdruck-Exposition (Vakuum)

Die Mycelien des Mycobionten von X. elegans sind nach Vakuum-Exposition mit den
verschiedenen Niedrigdriicken in ihrem Wachstum kaum gehemmt (Abb. 43). Wiahrend der
Kontrollwert nach zweimonatiger Kultivierung fast eine Verdreifachung des Mycel-
Durchmessers zeigt, so weicht der Wert fiir den Zuwachs bei den Vakuum-exponierten
Mycelien nach zwei Monaten im Verhéltnis kaum ab. Auch hier wird nach zweimonatiger
Kultivierung — unabhéngig von der eingesetzten Vakuum-Dosis - anndhernd das Dreifache
des Ausgangsmycels erreicht. Bei den Mycelien des Mycobionten von F. bracteata war kein
Wachstum nach der Vakuum-Exposition feststellbar. Der Durchmesser der Mycelien blieb
wie bei den UV-Tests konstant und auch hier war keine Degeneration des vorhandenen
Zellmaterials festgestellt worden. Offensichtlich ist der Mycobiont von F. bracteata bei zu

starker Trockenheit, wie sie durch Vakuum entsteht, und anschlieBendem Wiederaussetzen
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auf Nahrmedium nicht mehr in der Lage, neues Wachstum zu induzieren. Die Frage muss hier
jedoch gestellt werden, ob die Regenerationszeit der Mycelien innerhalb von zwei Monaten
der Kultivierung tiberhaupt abgeschlossen ist und nicht zu einem spiteren Zeitpunkt die
Mycelien wieder weiter wachsen konnen. Im nichsten Kapitel wird abermals deutlich, dass
das  Vakuum sowie die polychromatische = UV-Strahlung der  simulierten
Weltraumbedingungen dieselben Auswirkungen auf den Mycobionten von F. bracteata
haben. Aus diesem Grund wird an dieser Stelle auf das Diagramm in Abb. 44 im nichsten

Kapitel verwiesen, welches die Effekte von Vakuum und UV-Strahlung zusammenfasst.

Abb. 43:

Wachstumsrate des Mycobionten von X. elegans nach Vakuumexposition

4,49

g /////’/%% g
a /% % Nach 2
P (Pa); te Ll 3Bx10s

7.4. Wachstum der Mycelien nach Einsatz der Weltraumsimulation (UV und Vakuum)

Wihrend das Wachstum des Mycobionten von F. bracteata in Kultur nach der
Weltraumsimulation eingestellt wurde und nach zweimonatiger Kultivierung kein
nennenswerter Zuwachs des Mycels zu beobachten war, so ergaben die Untersuchungen am
Mycobionten von X. elegans verhéltnismédfig wenig Verdnderungen beziiglich ihres
Wachstumsverhaltens (Abb. 44). Die Kontrollanalyse ergab nach zweimonatiger Kultivierung

eine Vervierfachung des Myceldurchmessers ebenso wie Mycelien der Versuchsreihe nach
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zweistiindiger Exposition gegeniiber der polychromatischen UV-Strahlung und den
vakuumnahen Niedrigdriicken (Dosis: 58.2 kJm? p = 49 x 10° Pa). Lingere
Expositionszeiten unter simulierten Weltraumbedingungen mit einer vier- bis achtstiindigen
Simulation und einer maximalen Enddosis von 232.2 kJm™” und einem maximal erreichten
Niedrigdruck von 3.6 x 107 Pa zeigten offensichtlich ein gehemmtes Wachstum, da der
Myceldurchmesser nur noch eine Verdreifachung seiner urspriinglichen GroBe erreichte.
Diese Ergebnisse spiegeln in etwa auch die Ergebnisse der Vitalitétstests wider (Kap. 4.2.4.),
wo die Vitalitit des Mycobionten von F. bracteata in etwa nur noch die Hilfte der
Vitalitdtswerte des Mycobionten von X. elegans nach maximal getesteter UV-Dosis und
Vakuumdruck erreichte und ein leichter, kaum erkennbarer Vitalititsabfall des Mycobionten
von X. elegans zu beobachten war. Die in diesem Kapitel présentierten Unterschiede im
Wachstumsverhalten der Mycobionten beider Flechten nach der simulierten
Weltraumexposition verdeutlichen wiederum das hohe Resistenzpotential des Mycobionten
der Hochgebirgsflechte X. elegans im Vergleich zu dem Mycobionten der Flechte F.

bracteata aus der baltischen See.
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Abb. 44: Wachstumsrate des Mycobionten von F. bracteata nach Exposition zu den
Weltraumparametern

Durchmesser des Mycels (mm)

p (Pa); Dosis (kdm?): t, 8h

Wachstumsrate des Mycobionten von X. elegans nach Exposition zu den
Weltraumparametern

Durchmesser des Mycels {mm)

p (Pa); Dosis (kdm™); t, gh
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8. Wachstum der Photobionten von F. bracteata und X. elegans

Die nun folgenden Versuchsreihen erlauben Einblicke in das Wachstumspotential der
Photobionten der beiden untersuchten Flechten. Um mdogliche Unterschiede gegeniiber dem
Wachstumsverhalten der Mycobionten als auch gegeniiber dem Keimungsverhalten der
Ascosporen zu erkennen und die Bedeutung der verschiedenen Bionten in der

Flechtensymbiose zu kléren, sind diese Versuche essentiell.
8.1. Wachstum der Photobionten nach monochromatischer UV-C Strahlung

Die Kontrollwerte der Photobionten beider Flechten, die durch Kultivierung unter
Normalbedingungen ermittelt wurden, zeigten bei beiden untersuchten Bionten anndhernd
eine Verdreifachung der urspringlichen Zellmasse (Abb. 45). Die Bestrahlung mit
monochromatischem UV-Licht fithrte jedoch in Abhéngigkeit von der verwendeten Dosis zu
méBiger bis sehr starker Verminderung des Wachstumspotentials beider Photobiontenarten.
Wihrend geringe Dosen monochromatischer UV-Strahlung von 2.88 bis 5.76 kJm™ bei den
Photobionten von F. bracteata bereits nur noch eine etwa 36 %ige Massenzunahme zeigten,
so fiel der Riickgang im Wachstum der Photobionten von X. elegans bei gleichen UV-
Dosen weniger stark aus. Hier betrug die Massenzunahme bei einer Dosis von 2.88 kJm™
immer noch etwa mit 290 % das drei bis vierfache der Ausgangskultur und sank bei Erhhung
der Dosis auf 5.76 kJm™ nur auf das zweifache der Ausgangskultur mit anndhernd 125 %
Massenzunahme ab. Der etwas hohere Endwert der zweistiindigen Tests gegeniiber dem
Kontrollwert trotz geringerer Ausgangszellmasse kann durch eine erhohte Clusterfrequenz in
den Kulturen der bei dem zweistiindigen Versuch verwendeten Proben erkliart werden. Die
maximal getestete Dosis von 11.52 kJm™ der monochromatischen UV-Strahlung fiihrte sogar
bei den Photobionten von F. bracteata zu einer negativen Wachstumsrate, so dass ein
kontinuierlicher Zellriickgang zu erkennen war, der nach 12tigiger Kultivierung nur noch die
100%ige Degenerierung der urspriinglichen Zellmasse zeigte. Der hier beschriebene
kontinuierliche Zellriickgang kann auf den geringen Gehalt an schiitzenden Zellclustern in der
Ausgangskultur zuriickgefithrt werden. Die Photobionten von X. elegans mit ebenfalls
wenigen Zellclustern wiesen jedoch bei gleicher Dosis immer noch eine Verdreifachung der
Zellmasse auf und sind gegentiber den hier getesteten Dosen der monochromatischen UV C-

Strahlung resistenter als die Photobionten von F. bracteata.
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Abb. 45: Wachstumsrate der Photobiontenzellen von F. bracteata nach
monochromatischer UV C-Bestrahlung (A = 254 nm)
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8.2. Wachstum der Photobionten nach polychromatischer UV-Strahlung (A, B, C)

Hohere Dosen polychromatischer UV Strahlung bei gleichen Expositionszeiten, wie sie bei
den Tests mit monochromatischer UV Strahlung erfolgten, fithrten zu einem stirker
einddmmenden Effekt beim Wachstum der Photobionten beider Flechten. Der Zellzuwachs
nahm bei den Photobionten von F. bracteata nach einer Expositionszeit von 2 Stunden und
einer Dosis von 19.84 kJm™ bereits ab, wihrend der Zellzuwachs der Photobionten von X.
elegans unbeeinflusst blieb und aufgrund hoherer Clusterfrequenz in den Ausgangskulturen
sogar eine Zellzunahme tiber dem Kontrollwert zeigte. Das bedeutet, dass der Photobiont
Trebouxia von F. bracteata hier immer noch einen 100%igen Zellzuwachs und somit eine
Verdoppelung seiner Zellmasse nach 12 Tagen Kultivierung hatte, wahrend der Photobiont
von X. elegans sogar eine anndhernde Verdreifachung mit 270 %igem Zellzuwachs vorweisen
konnte. Hohere Dosen der polychromatischen UV-Strahlung (39.68 bis 79.36 kJm™) fiihrten
bei den Photobionten von F. bracteata zu einer noch stirkeren Hemmung des Wachstums
(siche Abb. 46) bis zu einer Beendigung oder gar einem negativem Wachstum. Das
Wachstum der Photobionten von X. elegans wurde ebenfalls stark gehemmt, war aber immer
noch nachweisbar. So erreichten die Kulturen bei einer Maximaldosis von 79.36 kJm™ nach
achtstiindiger Bestrahlung und zwolftagiger Kultivierung immer noch einen 19%igen
Zuwachs ihrer Zellmasse. Abermals bestitigt sich das hohere Resistenzpotential der
Photobionten von X. elegans gegeniiber den Photobionten von F. bracteata. Jedoch erscheint
der Photobiont von X. elegans im Vergleich zum Mycobionten derselben Flechte anfilliger

gegeniiber der eingesetzten polychromatischen UV-Strahlung.
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Abb. 46:

Wachstumsrate der Photobiontenzellen von F. bracteata nach
polychromatischer UV-Bestrahlung (A > 200 nm)
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8.3. Wachstum der Photobionten nach Vakuumexposition

Der Trend der Hemmung des Wachstums der Photobionten beider Flechten setzt sich
ebenfalls bei dem bei den Vakuumtests auftretenden Niedrigdriicken fort. Wahrend die
Kontrolle bei den Photobionten beider Flechten abermals die standardméfBige Verdreifachung
der Zellmasse erfuhr, so nahm die Zellmasse bereits nach zweistiindiger Vakuumexposition
mit einem Niedrigdruck von 3.6 x 10” Pa aufgrund von Degenerationsprozessen sogar ab
(Abb. 47). Die Abnahme steigerte sich sogar bis zur absoluten Degeneration aller Zellen, so
dass der Nullwert bei einer achtstiindigen Exposition mit einem Niedrigdruck von 3.1 x

10~ Pa erreicht wurde. Die Zellmassenabnahme der Photobionten-Kulturen von F. bracteata
nahm im Vergleich zu den Photobionten-Kulturen von X. elegans starker ab. Wihrend bei X.
elegans nach zweistlindiger Vakuumexposition und nach 7 Tagen Kultivierung immer noch
mehr als die Hilfte der Zellen von der Ausgangskultur im Mikroskop sichtbar waren, so hatte
die Zellmasse der Photobionten von F. bracteata um mehr als das Zweieinhalbfache
abgenommen. Man konnte in dieser Versuchsreihe zudem sehr deutlich im Verhéltnis zu den
Versuchen mit den Flechtenthalli, Fruchtkdrpern und Mycobionten die Veridnderung der
erzielten niedrigeren Driicke erkennen. Die Driicke waren bei den Versuchen mit den
Photobionten um einiges niedriger als bei den Versuchsreihen mit den Mycobionten und
Flechten. Das bedeutet, dass der Wasserentzug aus der Zellmasse effizienter bei den isolierten
Photobionten erfolgte als die in Gallertmatrix eingebetteten Mycobionten und in den
Flechtenthalli eingebundenen Bionten. Die Vermutung liegt somit nahe, dass der beim
Abpumpen erzielte niedrigere Niedrigdruck einem geringeren Wasserdampfgasdruck durch
Entweichen aus den Proben zu verdanken ist, wie es bei den Versuchen mit den Flechten und
den Mycobionten zu beobachten war. Die Photobionten und ihre durch eine Grundmatrix
gebildeten Cluster waren somit nicht fahig im gleichen Maf3e das lebensnotwendige Wasser
zu binden, wie es in der Symbiose oder beim Pilz der Fall gewesen wire. Die Zellabnahme
spiegelt hier ebenfalls die Ergebnisse aus den Vitalitdtstests wider, denn im Falle der
Photobionten-Kulturen von F. bracteata zeigte diese Versuchsreihe auch eine
Vitalitdtsabnahme bis auf 0 % Vitalitdt an und eine geringere Vitalititsabnahme erfolgte bei
den Photobionten-Kulturen von X. elegans, die nur ein verzogertes Erreichen des Nullwertes
anzeigte. Beide Methoden, ndmlich die Fluoreszenzanalyse und die Vermehrungsfihigkeit der
Bionten sind somit sich ergénzende Methoden fiir die Ermittlung der effizienten Vitalitit.

Stoffwechselaktivitdt, Apoptose und Wachstum sind in dieser Arbeit sich nicht
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ausschlieBende Faktoren, sondern spiegeln sich in den hier angewendeten unterschiedlichen

Methoden wider.
Abb. 47:
Wachstumsrate der Photobiontenzellen von F. bracteata nach
Vakuumexposition
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8.4. Wachstum der Photobionten nach Einsatz der Weltraumsimulation (UV und

Vakuum)

Wie erwartet, ergab die Weltraumsimulation einen verstarkten negativen Effekt auf die
Wachstumsfihigkeit der untersuchten Photobionten beider Flechten (Abb.48). Die Zellmasse
der Photobionten der Flechte F. bracteata ist bereits bei zweistiindiger Exposition unter
Weltraumbedingungen mit einer UV-Dosis von 58.2 kJm™ und einem Vakuumdruck von 3.6
x 10 Pa sowie nach siebentigiger Kultivierung gegeniiber den Ausgangswerten zu Beginn
der Versuchsreihe um etwa ein zehnfaches reduziert. Nach 12 Tagen sind bereits alle Zellen
degeneriert und kein Wachstum konnte den Negativtrend ausgleichen. So ist auch erklirbar,
dass bei hoheren UV-Dosen von 116.4 kJm? bis 2322 kJm” und einem niedrigeren
Vakuumdruck von 3.2 x 10” Pa bis 3.1 x 10~ Pa sehr viel mehr Zellen geschidigt sind und
die Nullwerte bereits bei einer Kultivierungszeit von 7 Tagen erreicht wurden. Die
Photobionten von X. elegans sind abermals resistenter gegeniiber den Bionten von F.
bracteata, da eine verzogerte Degeneration beobachtbar ist. Im Falle stirkerer UV-Dosen
(zwischen 116.4 kJm™ und 232.2 kJm™) und einem niedrigeren Vakuumdruck (3.2 x 10° Pa
bis 3.1 x 10” Pa) erreicht die urspriinglich eingesetzte Zellanzahl erst nach zwolftigiger
Kultivierung den Nullwert. Aber hier ist ebenfalls eine vollstindige Degeneration der Zellen
zu beobachten und zusammenfassend kann der Schluss gezogen werden, dass die isolierten
Photobionten beider untersuchten Flechten hohe UV-Dosen und niedrige Vakuumdriicke, wie
sie im Weltraum vorkommen, nicht iiberleben kénnen. Diese Ergebnisse werden gleichfalls
durch die Ergebnisse der Fluoreszenzanalysen am CLSM mit Hilfe der LIVE/DEAD-
Farbstoffe bestdtigt (Kap. 4.3.4.).
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Abb. 48: Wachstumsrate der Photobiontenzellen von F. bracteata nach
Simulation der Weltraumparameter
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8.5. Molekulare Analyse zur Artbestimmung der Photobionten von X. elegans

Um zu kliren, ob die Unterschiede in der Resistenz der Photobionten beider Flechten
gegeniiber den angewendeten Parametern aufgrund der Pridsens zwei verschiedener
Photobiontenarten in beiden Flechten begriindet ist, wurden durch die Analyse der ITS 1 und
ITS 2 (Intertranscriptive Spacer) die rDNA Bereiche charakterisiert. Frithere Untersuchungen
haben  gezeigt, dass diese Bereiche besonders gut geeignet sind, um
Verwandtschaftsverhéltnisse von Griinalgen, besonders innerhalb der Gattung Trebouxia,
aufzukldren (Friedl 1996, Schaper 2003a, b). Die ITS rDNA Bereiche sind ausreichend
sensibel, um sowohl innerartliche als auch zwischenartliche Variationen aufzudecken, bei

gleichzeitig ausreichender Konservierung bestimmter Genbereiche.

Alignment 1: Photobionten der Gattung Trebouxia Clade 1, 2. Untergruppe (TS26FulBra = Fulgensia
bracteata vom Standort Sundre; bekannt auch aus Buellia elegans, bestimmt nach Schaper 2003) im
Vergleich zu Photobionten von Xanthoria. elegans (ContigXeDol). Maximal zwei Basen sind
ausgetauscht.

srsalansel seesalanesl sasslonaal sosaloranl soaslasenl soaslenasl]
15 2s 3s 45 55

5
TS26FulBra TCATTGRATC TATCGTGCCC ACACCGCGARA ACTACTTATG CCCTTCTGGA ACAGGCRAAC
ContigXeDol —————m———— e ———————— e ACTTATG CCCTTCTGGA ACAGGCRAAC
Clustal Co EEEREAE AEEREAEAAN REAAEEEE AR
B e T B I e I I B B L I |

65 75 85 95 10s 11s
TSZ6FulBra TTTATTGTTT GCCCTTCAGT TGCGCAGGTC AGGG) TGGC TCCTTTTGGT GTCAGTTGAC
ContigXeDol TTTATTGTTT GCCCTTCAGT TGCGCAGGTC AGGG| TGGC TCCTTTTGGT GTCAGTTGAC
Clustal Co FEEEEEEEEE REAEAEAEAL mamxsrrsas sxrsllrrsrs resrraaasr sEEasEsEAw
LI EEECIPIEET EERCIRI BRI BT SENEICIPIE EEPICE BRI RO BRI RS |

i2s 135 145 155 165 175
TSZ6FulBra TTGACTGGGC GGGTCCAATA CCAGCCGGAT TCACCTTGCC TTCTAGGCTT GGGGTTICTGC
ContigXeDol TTGACTGGGC GGGTCCAATA CCAGCCGGAT TCACCTTGCC TTCTAGGCTT GGGGTTCTGC
Cluscal Co  FAssssaass FARSASXEAE BAXAAAEAES FAAAASEEAS SAXREEAAAR AAEEARENERA
L AT B B B BRI BT B BT B T B |

185 195 z20s5 218 225 235
TSZ6FulBra CGGCTGTGAG GGGTGGCTGT TTAACTCACT TTAAGCAATC AATTCTGAAG GCAGATCTAT
ContigXeDal CGGCTGTGAG GGGTGGCTGT TTAACTCACT TTAAGCAATC AATTCTGAAG GCAGATCTAT
Clustml Co  FASST2S"s2 ZAXEAEAEAST FATANAREEAN RARETAAEENT ARTREAAAER RAEEEEARAE
ST I I A T BRI BEEII SENEICEEIE ST BRI RESEIEIE BRI N |

245 255 265 27s 285 295
TSZ6FulBra AGGCTGGCTA TCGCTGGCTGT AGTCTGATTA AATATAGACA ACTCTCAACA ACGGATATCT
ContigXeDol AGGCTGGCTA TGCTGGCTGT AGTCTGATTA AATATAGACA ACTCTCAACA ACGGATATCT
CluSEml GO 2 Srssssssss Sassssaras EZATANTAAEAR TEAASSEEAS TAEASEEAAA masmmmmmaw
sl eesmlmena]  sesmimeemn]) seupheees]  ssamlese]  essple 1

305 315 azs 33S 345 355
TSZ6FulBra TGGCTCCCGT AACGATGAAG AACGCAGCGA AATGCGATAC GTAGTGTGAA TTGCAGAATT
ContigXeDol TGGCTCCCGT AACGATGAAG AACGCAGCGA AATGCGATAC GTAGTGTGAA TTGCAGAATT
Cluscml GO 2 "rAmssasmmm mAMSASmAAT AABASAAAEA AANAAWEmAN WWAWmmAAAR mMmmmmmmmAw
DI BRI | DI BRI | D BT | eeesleeanal DI B | Ll B |

365 375 3s8s 395 40s 415
TS26FulBra CCGTGARCCA TCGAATCTTT GAACGCAAAT TGCGCTCGAG GCCTCGGCCA AGAGCATGTC
ContigXeDol CCGTGAACCA TCGAATCTTT GAACGCAAAT TGCGCTCGAG GCCTCGGCCA AGAGCATGTC
Clusctal co AR EEEARAED RAAAABARAN WAMAANEART WAREABEARW mAmmmEmmAN woww o
B B e e e B B B A I RO |

425 435 445 455 465 475

Contcig¥XeDol TGCCTCAGCG TCGGCTACTA CCCTCAACTA AGTTTCCTAT ACACATAGG GATGCCGGTT
Clustal Co AERERTATAT FTRTAFATAT AITAAATTAT BERNARSAANAT mANTEwacasld mmmmmsmanw

TSZ6FulBra TGCCTCAGCG TCGGCTACTA CCCTCAACTA AGTTTCCTAT uCACkTaGGE GATGCCGGTT

485 495 505 515 5z8 5385
TSZ6FulBra GGATCTGGCC GTCCGGTTTG CCTTTTAGGT TGCCGGTCAG CTGAARATACA TTCACGCTCT
Contig¥XeDol GGATCTGGCC GTCCGGTTTG CCTTTTAGGT TGCCGGTCAG CTGARATACA TTCACGCTCT
Clustal Co FEAARRENERNS AAARKARAAS AARARAARAAS AAAAAAANARNS AASFEAANAS AAAARERNA RS
ERLEEE BT I BRI IS IC T BENIR I NPT BRI R T RO |
sas 555 S565 S7S5 585 s9s
TS2Z6FulBra GGGGGCTGCT TTCCTTCCGA GGAGAGGCGA GTTCCGATTT GGTAGGTGAC CTTTGCCGGT
ContigXeDol GGGGGCTGCT TTCCTTCCGA GGAGAGGCGAR GTTCCGATTT GGTAGGTGAC CTTTGCCGGT
Clustal Co AEAXRTEAAAT AAATAAANNT MATAMANTIANT MAAATAAAANTE AMATAAATAT MWAANAANTE
B L B B I RN T E BEEC I NI IR NNt BRI I |
605 615 625 635 645 655
TS26FulBra TGCATGCCTT CGTTGCCCGT TAAGCTTTCC AGTATGCGTT GTGCAGGACG CCTTTTGGCT
ContigXeDol TGCATGCCTT CGTTGCCCGT TAAGCTTTCC AGTATGCGTT GTGCAGGACG CCTTTTGGCT
Clustal Co 2 FEAXAXAAAST FTATRAAAAAS AARAAARIADT AAAXTATAARD AARAAAAAAT ANAARSNRADN
I -1 -
665 675
TSZ6FulBra TTCGACCTGA GGTCh

ContigXeDol T-————————— —————
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Die Charakterisierung des Photobionten von F. bracteata vom Standort Sundre auf Gotland
erfolgte bereits durch Schaper (2003a, b). Die dort erzielten Daten werden mit den in der hier
vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnissen bzgl. der Sequenzen des Photobionten von X.
elegans gegeniibergestellt. Die Gegeniiberstellung der Sequenzen zeigte, dass es nur einen
Austausch von zwei Basenpaaren gibt und es sich bei dem Photobionten sowohl von F.
bracteata als auch von X. elegans um Trebouxia spec. Clade 1, 2. Untergruppe handeln muss

(siche Alignment 1).

9. Ergebnisse der simulierten Asteroiden-Impact-Versuche (10 GPa bis 50 GPa)

Wihrend die bisher vorgestellten Versuchsserien sich auf die Resistenzfihigkeiten des 3-
Komponentensystems, ndmlich der isolierten Bionten und der Flechtensymbiose, gegeniiber
der Strahlung und den Niedrigdriicken konzentrierten, so wird in der nun folgenden
Versuchsreihe in einem astrobiologischen Exkurs die Uberlebensfihigkeit der lichenisierten
Bionten nach simulierten Hochdriicken und damit auftretenden hohen Temperaturen, wie sie
bei Asteroideneinschldgen auftreten konnen, getestet. In dieser Fragestellung soll einerseits
das Potential und somit die Fahigkeit der Symbiose am extremen Limit iiberleben zu konnen,
geklirt werden, und andererseits die astrobiologische Fragestellung der Uberlebensfihigkeit
nach Asteroideneinschligen und die Moglichkeiten einer anschlieBenden, erfolgreichen
Panspermie erortert werden. Diese Versuchsreihe stellt auch eine Erweiterung eines bereits im
Jahre 2001 erfolgten Versuchs mit Prokaryota dar (Horneck et al. 2001a), da erstmals ein
eukaryotischer Organismus und zudem ein eukaryotisches, symbiotisches System fiir diesen
Test verwendet wird. Die folgenden Kapitel priasentieren die Ergebnisse der am Ernst Mach
Institut der Fraunhofer Gesellschaft erfolgten Sprengversuche und geben erste Einblicke in

die Moglichkeit der Katastrophenresistenz komplexerer Lebensformen.

9.1. Ergebnisse der Strukturanalyse des gesamten Flechtengewebes

Die wie in Abb. 49 gezeigte grobe Einteilung der Gabbropléttchen in Teilringe, die durch eine
Aufteilung des Gesamtradius mit r = 0.75 cm in jeweils kleine 0.25 cm, von 1 bis 3
durchnummerierte Untereinheiten entsteht, diente der Analyse moglicher Unterschiede der
Struktur sowie der Vitalitit der getesteten Flechtenproben. Die Stofwelle konnte auf dem

Weg durch den Gabbro verschiedene Effekte auf die Flechten vom Zentrum bis an den Rand
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der Gabbropldttchen gehabt haben. Dies soll hier genauer untersucht werden und dabei die

Verdnderungen der anatomischen Struktur der Flechtenthalli geklart werden.

Abb. 49:
Aufteilung der
Gabbro-
Plittchen in 3
Ringe, wo
nach dem
Stowellen-
Experiment
die Gesteins-
splitter in den
einzelnen
Ringen von 1
bis 3 auf das
Vorhandensein
der Proben
und den Grad
der Vitalitit
analysiert
werden.

Wie unschwer aus Abb. 50 erkennbar wird, bleibt die Thallus- bzw. Fruchtkorperstruktur
nach einem StoBwellendruck von 10 GPa bis 15 GPa in den Randbereichen der
Gabbroplittchen iiberwiegend erhalten und wird zum Zentrum hin zunehmend
unstrukturierter. Erklarungen konnten Bilder der Reflexionsbildanalyse geben. Hierbei wurde
erkennbar, dass ein hoher Anteil an Gallerte in den Randbereichen auftrat. Vermutlich
verhielt sich die Gallerte aller Flechtenproben wihrend des Schockzustands wie ein Fluidum,
das beim Aufprall der Fire-Plate auseinandergedriickt wurde und sich am Rand aufgrund des
umgebenden Eisenmantels des Probencontainers aufstauen und ansammeln konnte. Die
Struktur der dort liegenden Proben war somit wie in einem wattierten Medium eingepackt und
konnte dadurch konserviert dem hohen Druck standhalten. Der ehemals geordnete
Zellverband der zentral liegenden Flechtenproben war jedoch hiermit kurzzeitig von der
Gallertmatrix befreit und damit anfilliger gegeniiber der Schockwelle. Es zeigen sich in
Ring 2 oft Risse in den Flechtenthalli und in Ring 3 sehr stark destrukturierte Thalli, bei
denen die Aufteilung in Rinde, Algenschicht und Mark praktisch nicht mehr sichtbar wird.
Wirkt ein hoherer Druck von 20 GPa auf die Flechte ein, so setzt auch bereits eine
Destrukturierung des Thallus in den dulleren Ringen des Gabbropléttchens ein. Unterschiede

gibt es dabei in der Vitalitit (siche Kap. 9.2). AuBlerdem sind im Zentralbereich teilweise nur
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noch vereinzelte Pilzhyphen oder Ascosporen zu erkennen. Bei einem Druck von 30 GPa

findet man keine strukturellen Unterschiede zwischen den Teilringen. In allen Teilringen war

B

.
| A
| Bk
| &
b gt

-

i
%{Gﬁa ng 1 10 GPa Rm_.:, 2 10 GPaRing:

, k ERRlE T 20 GPa Ring 3
eRiig I° MOGPaRing2 20°GPaRing 3 —

Strukturver-
Anderung von
den
Randbereichen
des Gabbros
(Ring 1) zum
Zentrum hin
(Ring 3), sowie
Vitalitits-

30 GPa Rjng 3 | abnahme

die urspriingliche Zellordnung einer chaotischen Verteilung gewichen. Hochstens in der Art
der Zellen waren wenige Unterschiede erkennbar. So fand man in den Randbereichen des
Gabbros noch vereinzelt Algencluster zwischen wenigen Hyphen, wihrend im Zentrum
bereits nur noch sehr wenige Hyphen und Ascosporen chaotisch verteilt und unbeschadigt
waren. Bei einem Druck von 40 GPa und 50 GPa war von der urspriinglichen Thallusstruktur
der Flechtenproben in keinster Weise etwas erhalten geblieben und nur wenige Asci gefiillt

mit Sporen oder wenige verstreute Ascosporen waren noch sichtbar (Abb. 51 + 52).

9.2. Vitalititstests mit Live/Dead-Kit Funl

Die Vitalitétstests ergaben bereits vor der prozentualen Erfassung visuelle Unterschiede in der
Fluoreszenzverteilung. Wéhrend bei der Asteroideneinschlags-Simulation mit einem Druck
von 10 GPa der grofite Teil der Mycobionten- und Algenzellen positive Fluoreszenzsignale

des Farbstoffs FUN I fiir lebende Zellen besal3, so nahm die Anzahl der Fluoreszenzsignale
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bei zunehmenden Druck kontinuierlich ab, so dass bei 40 GPa und 50 GPa letztendlich nur

noch wenige vitale Sporen erkennbar waren (Abb. 51 + 52). Interessanterweise konnte man

Sporen

Keimung

w2

#

Abb. 51: Bei einem Druck von 40 bis 50 GPa tiberleben nur noch Sporen oder Sporencluster in
Ascus-Anordnung. Vereinzelt sind auch Sporen fihig, im vom Flechtengewebe durch die Schockwelle
bewirkten, ausgetretenen Wasser zu keimen.

bei einem Druck von 20 GPa ebenfalls Unterschiede in der Vitalitdtsverteilung zwischen den
Randbereichen und dem Zentrum des Gabbros erkennen. Der duferste Ring zeigte bedeutend
mehr griine und rote Fluoreszenzsignale, die vitale Zellen markierten, als im Zentralbereich.
Je mehr die Beobachtung mit dem CLSM den Zentralbereich fokussierte, umso weniger vitale
Zellen waren detektierbar. Dieser zuséitzliche Unterschied in der Vitalitdt war aber nur nach
den Tests mit einem Druck von 20 GPa zu beobachten. Eine Randbeobachtung konnte auch
nach den Asteroiden-Tests mit den hochsten Driicken gemacht werden. So trat bei den 40
GPa und 50 GPa-Simulationen aus den Flechtenproben das gesamte gebundene Wasser aus,
was bei der Offnung der Probenzylinder in der Werkstatt des DLR erkennbar wurde. Sporen,
die in diesem Wasser wihrend des Transports und zwei Tagen Lagerung bei Raumtemperatur

gelegen hatten, schienen auszukeimen. Genauere Untersuchungen hinsichtlich der
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50 GP&] Ascus mit Sporen

—

- H:“‘*

Ascosnore

25 um

Abb. 52: Dipolare Ascosporen von X. elegans mit FUN I gefarbt. Einlagerung von
Stoffwechselprodukten in den Vakuolen sind rot gefiarbt (63 fache Vergrofierung,
Auflésungsgrenze).

Keimungsfihigkeit der Sporen konnten jedoch aufgrund der limitierten finanziellen Mittel

nicht gestartet werden, da dies zudem weitere teure Simulationssprengungen erfordert hétte.

9.2.1. Prozentualer Anteil des vitalen Flechtengewebes

Nach der Auswertung aller CLSM-Bilder der Gabbrooberfliche konnte man aufgrund der
Fluoreszenzanalyse und des ermittelten Verhiltnisses zwischen lebendem und totem
Zellmaterial der Flechtenthalli und Fruchtkorper erkennen, dass sich der logarithmische
Kurvenverlauf der Vitalitdt in Prozent in zwei sehr deutliche Phasen gliedert (Abb. 53). Der
zwischen Kontrolle und 15 GPa erkennbare Sattel in der Kurve zeigt einen nur geringen
Einfluss der experimentellen Bedingungen auf die Vitalitit der Proben bei einem Druck von

10 GPa an, wihrend ein steilerer Abfall der Kurve von 10 GPa nach 15 GPa von einem
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Abb. 53

Vitalitdt von Zellen im Flechtengewebe nach den
Stosswellenexperimenten

10 =
e -H-
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= =
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control 10 15 20 30 40 50

Stosswellendruck (GPa)

deutlich einschrankenden Effekt der hoheren Driicke simulierter Asteroideneinschldge auf die
Vitalitit zeugt. Trotzdem sind immer noch anndhernd 10 % der eingesetzten Zellmasse aller
Flechtenproben vital. Dieser erste Sattel deckt sich zudem mit der beobachteten
Desintegration der Struktur des Flechtengewebes nach einem ausgetibten Druck von 15 GPa.
Nach 20 GPa erkennt man ebenfalls keinen Unterschied in der Struktur oder der Vitalitit
gegeniiber den Versuchsergebnissen bei 15 GPa und die Werte sind anndhernd gleich. So
stagniert die Vitalitdts-Kurve um den Wert von 10 %. Jedoch fillt die Kurve bei einem
hoheren Druck von 30 GPa wieder auf den Wert von 2 % Vitalitit etwas steiler ab, erzeugt
somit einen zweiten Sattel zwischen 15 und 30 GPa und ist mit der noch erhaltenen Anzahl
von iiberlebenden Hyphen zu interpretieren. Der starke Abfall der Vitalitdts-Kurve bei den
hohen Driicken von 40 und 50 GPa wurde nicht zuletzt wegen der kurzzeitig erreichten hohen
Temperaturen erwartet, aber es iiberraschte jedoch, dass der Nullwert nicht erreicht werden
konnte. Es tiberlebten immer noch Sporen und sogar vollstindige Sporentriger, die Asci

(0,002 % der urspriinglichen Zellmasse des Mycobionten).
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9.2.2. Prozentualer Anteil der vitalen Myco- und Photobionten

Bei genauerer Betrachtung durch Unterscheidung der Vitalitdit der beide in der
Flechtensymbiose befindlichen Bionten ergab sich beim Mycobionten praktisch ein fast
identischer Kurvenverlauf, bei dem die selben Phasen, wie in Kapitel 9.2.1. bereits aufgefiihrt,
erkennbar wurden (Abb. 54). Dieser praktisch identische Kurvenverlauf l4sst sich jedoch sehr
leicht erkldren, da zwischen 70 % und 80 % der Flechte aus Hyphen und Ascosporen und
somit Zellen des Mycobionten bestehen. Der Kurvenverlauf der logarithmischen Funktion des
prozentualen Anteils an Vitalitit der Photobionten ergab jedoch annidhernd einen fast linearen
Abfall und wurde nach einem Druck von 40 GPa abgebrochen, da keine Photobionten diesen
Druck sowie die damit kurzzeitig erzielten Temperaturen iiberlebt hatte und der Nullwert in
einer logarithmischen Prisentation mathematisch nicht definiert ist. Die Photobionten sind die
sensitiven Bionten in einer Flechte. Das Resistenzpotential ist auch hier sehr stark
eingeschrinkt. Ein hoher Druck schéddigt die Photobionten, vergleichbar den Ergebnissen
nach UV-Bestrahlung und Vakuumexposition. Sie kénnen jedoch in der Symbiose noch bis
zu einem Druck von 30 GPa zu anndhernd 0.2 9% iberleben. Jedoch sind
Schockwellenexperimente mit hoheren Driicken und Temperaturen trotz symbiotischer

Integration der Photobionten in das Hyphengeflecht des Mycobionten, und somit in den

Abb. 54

Vitalitét der Photobionten und Mycobiontenzellen vom StoBwellen
belasteten Flechtengewebe

Vitalitdt (%)

control 10 15 20 30 40 50
Stosswellendruck (GPa)

|v<e> -Mycobiont Photobiont |
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Flechtenthallus, fiir die Vitalitit und die Uberlebensfahigkeit der Photobionten so schidlich,
dass keine photosynthetisch aktiven eukaryotischen Zellen diese extremen Bedingungen mehr
iberleben konnen.

In diesem Zusammenhang wiren Schockwellenexperimente mit isolierten, nicht in Symbiose
befindlichen Bionten sicherlich fiir die Resistenz der einzelnen Bionten von
groBem Interesse gewesen, konnten jedoch bedingt durch experimentelle und finanzielle

Einschréankungen nicht ergéinzend durchgefiihrt werden.

10. DNA-Photoprodukte nach Bestrahlung der Flechte X. elegans und ihrer isolierten

Bionten

In dieser Versuchsreihe wurde der Frage nachgegangen, ob durch UV-Strahlung
moglicherweise DNA-Schidden induziert wurden und in welchem MaBe sie sich in der
Symbiose als auch in den isolierten Bionten unterscheiden. Dies soll zur Kldrung der
Ursachen fiir die Unterschiede in der UV-Strahlenresistenz des untersuchten 3-Komponenten-
Systems fithren. Ergdnzend zu den bereits bekannten UV-Absorbern, wie den sekunddren
Flechteninhaltsstoffen als auch der Zellanordnung und Struktur sowie der Prdsenz eines
schiitzenden Films wie der Gallertmatrix kénnte dieses Analyseverfahren neue Perspektiven
beziiglich der Prisens eines anderen Schutzmechanismus auf molekularer Ebene erdffnen. Als
Mal dienten Photoprodukte von Thymindimeren wéhrend die Detektion anderer DNA-
Schédden aus experimentellen und zeitlichen Griinden bewusst ausgeblendet wurde. Hierzu
wurde die HPLC-Tandem-Massenspektrometrie (Kapitel 3.5) verwendet. Diese
Charakterisierung der DNA-Photoprodukte diente letztendlich dazu, eine Korrelation der
Resistenz bzw. Sensitivitit mit den induzierten DNA-Schidden zu ermoglichen. Dazu wurden
Flechtenthalli der Flechte X. elegans sowie deren Mycobionten-Mycelien als auch
Photobionten aus Kulturen der jeweiligen UV-Strahlung ausgesetzt, und die DNA direkt im
Anschluss extrahiert und letztendlich bis zur Detektion der Photoprodukte wie in Kapitel 3.5
beschrieben, verfahren.

Nach Bestrahlung mit monochromatischem UV C konnte man feststellen, dass der Mycobiont
keinerlei Cyclo-Thymindimere, (6-4) Thymindimere noch Sporen — Thymindimere produziert
hatte und somit offensichtlich die DNA im Mycobionten sehr gut vor schidlichen Einfliissen
durch UV geschiitzt ist (Tab. 2). Es bestétigt sich hiermit auch auf molekularer Ebene die

starke Resistenz des Mycobionten gegeniiber dem Photobionten und fithrt zur Vermutung,
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dass effiziente Reparaturmechanismen auf DNA-Ebene vorhanden sein miissen, da die im
Labor isoliert kultivierten Mycelien nur sehr selten und in duBerst geringem MaBle UV-
absorbierende Stoffe zu ihrem Schutz produzieren. Der Photobiont zeigt sogar in

Abhingigkeit einer ansteigenden UV-Dosis eine deutliche Zunahme an DNA-
Photoprodukten, wobei der Abfall der Kurve (Abb. 55) bei einer Dosis von 10.08 kJm™
aufgrund einer hoheren Clusterfrequenz in der bestrahlten Kultur zuriickzufiihren ist, was man
zudem auch unschwer an der hoheren Endmasse an DNA in pg ablesen kann. Die

Clusterbildung erlaubt somit, wie bereits bei Untersuchungen der CLSM-Bilder festgestellt,

Tab. 2

Photoschéden induziert durch monochromatische UV-Strahlung der Flechte X. elegans und ihrer Bionten

Parameter Photoprodukte DNA

Proben- | Probenart | A (nm) Dosis (kJm™?) | t.(h) |Cyclo-TT| (6-4) TT | Spore TT | Masse
Nr.

5 M 0 0 0 0 0 0 0,007

6 M 5,04 2 0 0 0 0,018

7 M 254 10,08 4 0 0 0 0,012

8 M 20,16 8 0 0 0 0,013

C: Control; P: Photobiont; M: Mycobiont; Xe: Xanthoria elegans; Apo: Apothecium/Fruchtkérper

einen Schutz fiir die im Inneren der Cluster liegenden Zellen, was durch die oberflachige
Verteilung der duBeren Zellen erreicht wird. Die Flechte weist nach Bestrahlung abermals
Photoprodukte auf, wobei der Anstieg in der Konzentration der Photoprodukte sehr viel
geringer ausfillt als bei den isolierten Photobionten. Setzt man sogar die Ergebnisse der
Photobionten und der Flechte in Relation zueinander, so wird erkennbar, dass der Anstieg an

Photoprodukten in den Flechten teilweise auf den Anstieg der im Thallus lichenisiert
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vorliegenden Photobionten zuriickzufithren ist. Weitere Ergebnisse {iber die relative
Verteilung der Photoproduktarten in Abhéngigkeit von der eingesetzten Dosis zeigen zudem
grundlegende Unterschiede zwischen Photoprodukten, wie sie sich nach Bestrahlung in
Photobionten bilden und solchen, die in einem Flechtenthallus entstehen. Lichenisierte
Bionten konnen offensichtlich die Entstehung von vielen cyclo-Thymindimeren durch UV-
Strahlung verhindern. Wéhrend bei den isolierten Photobionten beispielsweise der
prozentuale Anteil von cyclo-Thymindimeren im Verhiltnis zu allen detektierten
Photoproduktarten unabhéngig von welcher Strahlendosis immer etwa 60 bis 70 % betrigt, so
nimmt der prozentuale Anteil an cyclo-Thymindimeren in der Flechte ab und erreicht nur
noch Werte zwischen 20 und 40 %. Interessanterweise nimmt der Anteil an cyclo-
Thymindimere in der Flechte auch bei zunehmender Bestrahlungszeit und somit héherer
Dosis ab, wihrend das Photoprodukt ,,Sporen TT* sogar anteilsmidBig zunimmt. Auflerdem
setzt die Photoproduktentstehung in der DNA der Flechte erst bei hoheren UV-Dosen ein und
produziert zundchst im Gegensatz zu den isolierten Photobionten (6-4) TT statt cyclo-TT und
Sporen-TT.

Untersucht man zusitzlich die Apothecien auf DNA-Photoprodukte, so ist im Vergleich zu
den Ergebnissen mit den Flechtenthalli keine Schadigung detektierbar und die dichte und
stark gallerthaltige Struktur sowie die Hymenium bedeckende, mehrlagige Parietinschicht
dieser Fruchtkorper erlaubt einen optimalen Schutz gegen UV-Schidigung, der beispielsweise
die Ascosporen sowie die hier in den Randbereichen der Apothecien, unterhalb des
Hymeniums eingelagerten Photobionten effizienter schiitzt, als es im Flechtenthallus der Fall

ware.

Zusammenfassend kann bei den Schidden der DNA der untersuchten Flechtenthalli von einer
méfigen bis sehr geringen Schédigung gesprochen werden. Wahrend die DNA der isolierten
Photobionten mit zunechmender UV-Dosis immer stirker geschiadigt wird, ist die DNA des
Mycobionten sowie der Fruchtkorper intakt und wird durch die UV-Strahlung nicht
geschadigt.
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Dosis abhangige Induktion von DNA-Schiden der Photobionten von
X. elegans nach Behandlung mit menochrematischer UY C-Strahlung
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Abb. 55: Zunahme und Abnahme von Photoprodukten sowie die unterschiedliche Verteilung weisen
auf unterschiedliche Sensitivitit der Photobionten (Clusterschutz), aber auch des Flechtenthallus von
X. elegans hin. Auch auf einen moglichen Reparaturmechanismus zur Beseitigung der (6-4)T-T-
Dimere kann insbesondere aufgrund des Dimerriickgangs nach hoheren UV-Dosen und ldngerer

Exposition der Flechte geschlossen werden.
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11. Zusatzergebnisse

Es ergaben sich neben den Analysen der Vitalitdit, der Wachstumsfihigkeit, der
Hochdruckresistenz und den Photoproduktanalysen an der DNA eine Reihe weiterer
Ergebnisse, die teilweise in den vorangehenden Kapiteln bereits genannt wurden und in dem
nun folgenden Kapitel ausfiihrlicher dargestellt werden sollen. Besonderheiten wie
Gallertverteilung, Rindenschichtdicke, Strukturanalyse von Algenclustern und Mycobionten-
Mycelien konnten mit Hilfe des CLSM beobachtet werden. Ergidnzend wurde das UV-
Absorptionsverhalten des Flechteninahltsstoffes Parietin oder der verschiedenen Schichten in
einer Flechte wie der Cortex oder das Hymenium mit Hilfe Photometrischer Messungen

untersucht.

11.1. Ergiinzende Ergebnisse aus der Bildanalyse

Eine grundsitzliche Frage stellt sich bei genauerer Betrachtung der Ergebnisse der
Vitalitétstests. Es fillt auf, dass die Standardabweichungen vom Mittelwert mitunter ein
breites Spektrum haben. Um diese groBen Variabilititen zu erklédren, sollte man sich folgende
Bildgalerien ansehen. In Abb. 56 a-b sieht man beispielsweise die Bedeutung einer gut
ausdifferenzierten Rinde mit einer dichten Gallertschicht (GM) und einer abschlieBenden an
der Oberflache des Thallus liegenden mehrlagigen kristallinen Parietinschicht. Die obere
Bildreihe zeigt Overlay-Bilder von Querschnitten durch den Flechtenthallus von X. elegans,
welche nach UV-Bestrahlung bei einer Wellenldnge A > 200 nm und einer Dosis von 4.96
kJm? mit dem LIVE/DEAD-Kit FUN I gefirbt worden sind. Die Abb. 56 a zeigt einen
vollstindigen Thallus mit Rinde, schwarz erscheinender Gallerte und einer
autofluoreszierenden rotlichen Parietinschicht, so dass Mycobiont sowie Photobiont unter
dieser Deckschicht vollstindig vom Vitalmarker FUN I griin bis gelb oder gar rot gefirbt
sind. Alle Bionten im Thallus sind also vollstindig lebensfdhig. In Abb. 56 b wurde der
Thallus kiinstlich von einem Grofiteil der Rinde befreit. In diesem Fall erscheint der
Mycobiont aufgrund der FUN I-Fiarbung noch vollstindig intakt und ist von der UV-
Strahlung nicht geschéddigt worden, wéhrend der Photobiont eine stdrkere Schidigung
erfahren hat, da er in geringem Mal3e durch FUN I gefidrbt worden ist. Zum Vergleich kann

man in Abb. 56 c einen jungen Thallus mit noch nicht vollstindig ausgebildeter Rinde sehen,
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Abb. 56 a-b: CLSM-Overlay-Bilder von Thalli der Flechte X. elegans, versetzt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FUN I nach UV-Bestrahlung (A > 200 nm) mit einer Dosis von 4.96 kJm™. FUN I
farbt vitale und metabolisch aktive Photobiontenzellen und Mycobiontenzellen griin. (a) Thallus mit
Cortex (C), Gallert-Matrix-Schicht (GM) und kristallisierte sekundére Flechteninhaltsstoffe (CM). Der
Thallus erscheint vollstindig vital. (b) Bestrahlter Thallus nach Entfernten der sekundiren
Inhaltsstoffschicht (CM) sowie des darunter liegenden Cortex (C). Die Photobionten sind nicht durch
den Vitalititsindikator FUN I gefarbt.

Abb. 56 c¢-d: CLSM-Overlay-Bilder der Thalli der Flechte X. elegans, versetzt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX-green nach UV-Bestrahlung (A > 200 nm) mit einer Dosis von

4.96 kJm™. SYTOX-green firbt degenerierte Bionten griin. (c) Ausschnitt aus einem intakten, jungen
Thallus mit geringerer Konzentration an sekundidren Flechteninhaltsstoffen (CM) und keiner
ausdifferenzierten Cortex-Struktur (C) wird teilweise durch SYTOX-green gefarbt. Die Photobionten
weisen eine tiirkise Farbe aufgrund des Overlay-Effektes von blau (vital) mit griin (tot). (d) Thallus,
wo der Cortex (C), inklusive die kristalline sekundére Flechteninhaltsstoffschicht (CM) und die
Gallertschicht (GM) artifiziell entfernt wurde. Die geschédigten Zellen der Photobionten sind griin
geféarbt und zeigen den schiadigenden Einfluss der UV-Strahlung (ER = effect of radiation) an. Vitale
blau geférbte Photobiontenzellen findet man in tieferen bzw. geschiitzten Schichten.

die ohne Gallertschicht ist und eine sehr diinne Parietinschicht auf der Oberfldche aufweist. In
diesen beiden unteren Bildern wurde der Farbstoff SYTOX-green verwendet, welcher tote
Zellen griin farbt. Man erkennt, dass unterhalb einer diinnen Rinde die Photobionten ebenfalls

nicht ausreichend geschiitzt sind und griin gefdrbt werden, so wie es in Abb. 56 d der Fall ist,
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wenn der Thallus artifiziell von der Rinde befreit worden ist. Genau in dem Bereich der
fehlenden Rinde werden tote Algen aufgrund der SYTOX-green-Farbung erkennbar. Diese
Bandbreite von beispielsweise unterschiedlichen Strukturen in der Rinde, oder dem
Vorhandensein einer dichten Gallertmatrix sowie der unterschiedlich ausgeprigten
Parietinablagerung an der Oberflache fithren auch bei nicht artifiziell geschédigten Flechten
zu einer grofen Variabilitdit im Ergebnis und somit nicht selten bis zu 10 %

Standardabweichungen in der Vitalitdt von zumeist 8 untersuchten Proben pro Versuchslauf.

11.2. UV-Absorption durch Parietin und Rinde

Photometrische Messungen im DLR an Dinnschnitten der Rindenschicht und des
Hymeniums nach Entfernung der Parietinschicht sowie durch in Methanol gelostes Parietin
verdeutlichen die Effizienz in der UV-Absorption durch die Kombination von strukturell stark
ausgebildete Rinden oder dichte Hymenien mit der Prisens UV-absorbierender sekundirer

Flechteninhaltsstoffe.
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Abb. 57a-d: Photometermessungen iiber das UV-Absorptionsverhalten in der von Parietin befreiten
Rindenschicht, des Hymeniums und in der Photobiontenschicht.
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Abb. 57 a-d zeigt das Absorptionsmuster der jeweils 40 pm dicken Rinden, Hymenien und
der Photobiontenschicht der Flechte F. bracteata nach Herauslosen des Parietins mit Hilfe des
Methanols und nach mechanischer Entfernung der obersten Parietinkristallschicht mit Hilfe
eines Mikrotommessers. Die Absorption wurde tiber ein Wellenspektrum von 200 bis 800 nm
gemessen. Dabei wird eine hohe Absorption im UV-Wellenldngenbereich von 200 bis 400 nm
beobachtet, die sogar immer wiederkehrende Absorptionspiks zwischen 280 und 300 nm

aufweisen und ein Optimum der UV-Absorption im Bereich von 230 nm erreichen.

Abb. 58: UV-Absorption von X. elegans-Proben in Methanollésung (Parietin)
0,25
0,2
5
= 0,15 4
o
-
2
2 01 -
<
0,05
0 L e I L N e T ¥ = £ e o = L S e | = O o o e e M R ™ B == v R
ARG EEnERREYISFRRELRo s BREERER
Wellenlkiinge (nm)

Wird das Parietin aus Flechtenthalli und Apothecien mit Hilfe von Methanol herausgelost und
diese methanolische Losung des Parietins gemessen, so ergibt sich ein Absorptionsmuster,
wie es in Abb. 57 erkennbar wird (hier das Beispiel fiir X. elegans). Dort werden im UV-
Bereich zwischen 200 nm und 290 nm vier Piks bei etwa 222, 250, 265 und 300 nm
registriert. Ein weiteres Absorptionsoptimum geringerer Auspragung ist ebenfalls bei 430 nm
feststellbar. Somit kann reines Parietin den groften Teil aller UV-Spektren von UV A bis UV
C mit einer geringeren UV-Absorption im UV B effizient absorbieren und die oberflédchlich
abgesonderte Kristallschicht aus Parietin kann hiermit das darunterliegende Gewebe
ergdnzend zu der Absorptionsfihigkeit der Rinde und des Hymeniums vor eventuellen
Schiden durch die intensive UV-Strahlung wirkungsvoll abschirmen, so dass sogar ein Schutz

gegeniiber harter Weltraum-UV-Strahlung gegeben ist. Ungeklart ist noch, ob immer
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wiederkehrende auffillige Piks zwischen 320 und 400 nm die Prdsens von UV-

absorbierenden MAAs (Mycosporine like amino acids) anzeigen (siche Abb. 57a-d).

11.3. Hohere Resistenz der Photobionten durch Clusterbildung

Selbst die stiarkste UV-Dosis nach 8 Stunden Bestrahlung konnte oftmals das Wachstum von
Photobionten nicht vollstdndig zum Erliegen bringen. Dies war aufgrund von einer zufilligen,
spontanen Clusterbildung der Photobionten-Kulturen erklérbar (Abb. 59), die es erlaubte, die
im Cluster zentral befindlichen Zellen aufgrund der Auflage duBerer Zellen und eine durch die
Présens einer Gallerte erreichte dichte Anordnung vor der UV-Strahlung als auch vor
Austrocknung zu schiitzen (siehe auch Abb. 60). Diese von der UV-Strahlung unbeeinflussten

Zellen waren somit nach Degeneration der duleren Zellen weiterhin wachstumsféhig.

Kontrolle: 5 min 4 h
ohne 2.42 116.4
Exposition kl1/m?2 kJ/m?2

Beginn der
|Kultivierung
1 Tag

Nach 7
Tagen

Nach 12
Tagen

Abb. 59: Wachstumsverhalten der Photobionten von X. elegans. Die
Einstellung des Wachstums der Single-Zellen (S) findet nach 8stiindiger UV-
Exposition (232.2 kJm?) statt. Nur Cluster (C) besitzen noch ihre
Wachstumsfihigkeit.

11.4. Hohere Resistenz der Mycobionten von Struktur und Gallerte unabhingig

Bei Durchsicht der CLSM-Bilder war oftmals erkennbar, dass zumeist unabhingig von der
Beschaffenheit der Struktur der Mycobiont von X. elegans von seiner Vitalitit nach UV-
Strahlung sowie Vakuum kaum eingebiif3t hatte. So waren feingliedrig locker strukturierte
Mycelien mit weniger Gallertmatrix als auch dichte und kompakte Mycelien in gleicher

Weise in hohem Mafle vital (sieche Abb. 60 c-d). Es war jedoch unter der Stereolupe nach
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Langzeitbestrahlungen von 8 bis 16 Stunden mit einer Dosis von 232.2 kJm™ bis 465.6 kJm™
eine Verfarbung der blass rosa bis weillen Mycelien zu einem dunklerem rosé zu beobachten.
Dies konnte ein Hinweis auf eine UV-induzierte Parietinproduktion des Mycobionten sein,
der eventuell eine Schutzfunktion gegen hohere UV-Dosen einnimmt. Auflerdem kann unter

Einbeziehung der Ergebnisse aus der DNA-Photoprodukt-Analyse und der geringen

100 pm

S min

100 pm 5 min

Abb. 60a — d. CLSM Overlay Bilder von Photobiontenzell-Clustern (a, b) und Mycelien des
Mycobionten von X. elegans (c, d). Nach einer Expositionszeit von 5 min ( 2.42 kJ/m? p = 2.8 x 107
Pa) farbt der Fluoreszenzfarbstoff SYTOX-green nur 3 Zellen im dicht gepackten Photobionten-
Cluster (a) griin wihrend ein aufgelockertes Photobionten-Cluster (b) nach t, = 8 h (232.2 kJ/m* p =
3.6 x 107 Pa) stirker gefirbt ist und die Mehrzahl der Zellen nicht vital ist. Aber beim Mycobionten
ist die Anzahl der griin und gelb markierten toten Zellen sowohl bei lockerer Mycelstruktur als auch
bei kompakter Struktur sehr gering. Jedoch kann eine Farbidnderung der Hyphen von pink nach rot
beobachtet werden. Eventuell ist dies auf UV-induzierte Parietinproduktion zurtickzuftihren.
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Abb. 61. Wachstum des Mycobionten von X. elegans auf Malz-Hefe-Medium nach Exposition zu den
Weltraumparametern (UV 200 nm < A <400 nm mit Dosen zwischen 232.2 kJ/m? (t, = 8 h) und 465.6 kJ/m? (t, =
16 h) und Vakuumdriicken, bis zu p = 3.1 x 10° Pa).Eine Hemmung des Wachstums ist nicht erkennbar. Zu
Beginn der Kultivierung sind erkennbar weifle oder leicht rosé gefirbte Mycelien nach Bestrahlung ins dunkel
rosa bis rot verfirbt.

Konzentration kristallinen Parietins in den Mycelien —auch nach UV-Bestrahlung- auf einen
weiteren Schutz- oder Reparaturmechanismus auf molekularer Ebene geschlossen werden.
Mycobionten der Flechte F. bracteata verfarbten sich jedoch unter denselben Bedingungen
nicht, blieben vital und konnten anschlieBend jedoch nicht mehr wachsen. Dies wire ein
moglicher Hinweis auf grundlegende Schidigung von Wachstumsprozessen auf molekularer

Ebene.

11.5. Unterschiede der Kristallabscheidungen auf den Apothecien zwischen beiden

untersuchten Flechtenarten

Abb.62 a: Fluoreszenzbildaufnahme eines Apotheciums von F. bracteata mit diinner Schicht an
Kristallablagerungen (K) iiber dem Hymenium.

Abb. 62 b: Fluoreszenzbildaufnahme eines Apothesiums von X. elegans. Erkennbar wird die dichte und dicke
Kristallschicht (K) tiber dem Hymenium (H).
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Grundlegende Unterschiede sind auch in der Konzentration der Kristalle des sekundéren

Flechtenmetabolits Parietin auf den Fruchtkérpern (Apothecien) beider Flechten von F.

bracteata und X. elegans optisch sichtbar geworden. Wihrend sich bei F. bracteata zumeist

eine sehr diinne Schicht (10um) an Kristallen tiber einer dickeren Gallertmatrix befindet, so

ist im Gegensatz dazu eine mehrlagige Kristallschicht tiber den Paraphysen und Asci des

Apotheciums von X. elegans mit einer Dicke von meist bis zu 50 um erkennbar (Abb. 62 b).

11.6. Die Bedeutung des Ascus als Schutz gegen extreme Umweltbedingungen

10 pm
Abb. 63: Quetschpriparat eines Ascus von F.
bracteata nach Farbung mit SYTOX-green. (A)
entleerter Ascus. (S) durch SYTOX-green gefirbte
nicht vitale Spore.

Das Herausschleudern der Sporen im
Cluster aus dem Apothecium ist oft
bedingt durch das Herauskatapultieren
vollstandiger Asci. Oft sind Sporen
nach der Sporulation von dieser Ascus-
Hiille (Abb. 63) umgeben und kénnen
sogar wenige Kristalle des UV-
absorbierenden  Parietins auf der
AuBenwand aufgelagert haben. Bei den
nachtrdglichen Versuchen mit Vakuum
und Weltraum-UV waren die zumeist
im Ascus befindlichen Sporen vital und
zudem bis zu einem gewissen Grad
keimungsfihig. Auch hier kann wieder
die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die Sporen additiv von den

morphologisch-anatomischen

Besonderheiten des  Fruchtkorpers

(Apothecium), der umgebenden Gallertmatrix, der auf der Oberfliche des Apotheciums

befindlichen Parientinschicht, sowie durch die Ascus- und eventuell Sporenwand vor

moglichen negativen Einfliissen durch UV- und Vakuum geschiitzt werden.
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12. Vitalitit und Resistenzmechanismen

Die Vitalitét (lat. vita = Leben; vitalitas = Lebenskraft, -fihigkeit, Lebendigkeit) wird meist
als physiologische Leistungsfdhigkeit lebender Systeme charakterisiert (Schubert et al. 1993).
Jedoch sind keine allgemeingiiltigen Kriterien bekannt, die eine vollstindige Definition des
Begriffes der Vitalitdt aufgrund der Vielseitigkeit und Komplexitit des Lebens und seiner
verschiedenen Systeme erlauben. Nach Schubert et al. (1993) konnen sich der Umfang der
RNA- und Proteinbiosynthesefihigkeit oder die Hohe des Verhiltnisses der synthetischen zu
den abbauenden Prozessen als MaBl der Vitalitit verwenden lassen. Jedoch sind nach
offizieller Lehrbuchmeinung (Strasburger et al. 1991) weitere Kriterien wie die Produktivitt
bzw. Reproduktion, Geselligkeit, regelmédfige oder unregelmifBige Verteilung (Dispersion),
hiufiges bis seltenes Auftreten in Teilflachen (Frequenz) fiir eine relative Vitalitdt einer Art
ebenfalls entscheidend. Besonders letzteres weist bereits auf die Abhéngigkeit der Vitalitét
von Umweltfaktoren und daraus resultierenden Héufigkeiten einer Art hin. Dieser Aspekt der
Reproduktionsfihigkeit wird in der vorliegenden Arbeit bei der Erfassung der Mycel- oder
Photobiontenzellfrequenz nach Exposition zu den extremen Parametern aufgegriffen, wihrend
der physiologische Aspekt mit Hilfe der Fluoreszenzfarbstoff-Analyse am CLSM im Hinblick
auf Apoptoseinduktion und transmembrandser Transport von Stoffwechselprodukten in
Vakuolen sowie im Zellplasma durch Verfarbungen sichtbar gemacht wird.

Auch der Grad der Konservierung der DNA ist von entscheidender Bedeutung, da durch
Umweltfaktoren bewirkte Mutationen an der DNA in Abhéngigkeit von der Haufigkeit ihres
Auftretens diese auch wichtige Gene treffen konnten, die in der Proteinsynthese eingreifen
und somit fiir die jeweiligen Lebensformen schédlich sein konnen und den Grad der Vitalitét
einschranken. In dieser Arbeit wurden somit drei wichtige Faktoren, die essentiell fiir die
Vitalitdt und das Uberleben der Art wichtig sind, nach Exposition zu den extremen
Umweltparametern untersucht: die physiologische Aktivitdt mit Hilfe optischer Mittel, die
Reproduktionsfihigkeit mit Hilfe von Kultivierungsmethoden und optischer Mittel sowie der
Konservierungsgrad der DNA nach Exposition gegeniiber extremen Umweltbedingungen. Da
es sich aber in dieser Arbeit um ein komplexes System bei den hier verwendeten
Symbioseorganismen handelt, wurde neben dem Gesamtsystem Flechte auch jeder Biont

isoliert getestet.
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Diese Drei-Stufen-Analyse an einem Drei-Komponenten-System fiihrte zu weiterfithrenden
Erkenntnissen iiber Vorteile einer Symbiose sowie andere Faktoren, die entscheidend sind fiir
die Aufrechterhaltung der Lebensfunktion, der Resistenz und somit der Lebensfihigkeit. Dies
wird in den nun folgenden Kapiteln ausfiihrlich erldutert. Es ist zu betonen, dass biologische
Effekte durch simulierte Weltraumparameter, wie sie in dieser Arbeit erforscht wurden, bisher
nur bei Viren und Prokaryoten, wie Bakterien und Archaeen, getestet wurden (Horneck 1993,
Horneck et al. 1994, 2001b, Mancinelli et al. 1998, Stetter 1996). Wenige vorangegangene
Untersuchungen mit Flechten konzentrierten sich nur auf Studien beziiglich des UV-B Effekts
auf die Photosynthese (Bachereau & Asta 1997, Kappen et al. 1998, Lud, D. 2001, Wynn-
Williams et al. 2000). Ebenfalls sind nur wenige Studien {iber die Wirkung des UV-A auf
Flechten und anderen Organismen bekannt (Teramura & Sullivan 1994, Buma et al. 1997,
2000, Rozema et al. 2001, Hughes et al. 2003). Bisher unberiicksichtigt blieb der Einfluss
anderer Parameter, wie UV C-Strahlung und starke Austrocknung mit Hilfe des Vakuums auf
das gesamte System der Flechte sowie auf den Mycobionten und die damit zu untersuchende
Bedeutung der Symbiose unter den extremen Bedingungen.

Diese Arbeit zeigt somit erstmalig differenziert den Effekt simulierter solarer Weltraum-UV-
Strahlung und Vakuum auf die Vitalitdt eines symbiotischen Systems, wie hier auf die

Flechten von Fulgensia bracteata und Xanthoria elegans sowie die jeweiligen Bionten.

12.1. Resistenzmechanismen

Zur Aufrechterhaltung aller wichtigen Lebensfunktionen wéhrend der Exposition gegeniiber
extremen Umweltbedingungen, das heiit Umweltfaktoren, die im natiirlichen Habitat nur sehr
selten bis gar nicht vorkommen, bedarf es eines gewissen Grades einer Prdadaptation des
Organismus auf genetischer Ebene. Das bedeutet, dass bestimmte genetisch bedingte
Wuchsformen entwickelt oder Substanzen vom Organismus gebildet werden, die mit den
plotzlich neu auftretenden Umweltbedingungen positiv interagieren, so dass die
Lebensformen durch diese neuen Umweltparameter selten geschiddigt werden. Aus einigen
bereits  vorhandenen  Substanzen resultiert —moglicherweise unter  verdnderten
Umweltbedingungen eine Schutzfunktion, die bis dahin in der Evolution funktionell nicht so
offensichtlich in Erscheinung trat. Die in diesen Féllen sich ergebende Verminderung
schddlicher Einwirkungen, welche zur Aufrechterhaltung intakter Stoffwechselkreisldufe als
auch zu einer Stabilisierung der Reproduktionsfihigkeit fiihrt, ist fiir das Uberleben unter

extremen Bedingungen essentiell und erhoht damit das Resistenzpotential.
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Die zum Teil genetisch festgelegten Programme oder aber auch die durch die verinderten
Umweltbedingungen hervorgegangenen Mutationen bilden folglich hochst effiziente
Mechanismen. Diese Mechanismen kennzeichnen die Resistenzfahigkeit eines Organismus
bzw. einer symbiotischen Organisationsform.

In den folgenden Kapiteln wird die in dieser Arbeit herausgestellte hohe Resistenz gegeniiber
den simulierten Weltraumparametern detailliert diskutiert und in einen Kontext mit den
bereits bekannten Ergebnissen aus anderen Arbeiten iiber die fur die Resistenz
verantwortlichen Substanzen gebracht. Dabei wird sich herausstellen, dass die hohe Effizienz
des Uberlebens der Flechten auf einen regelrechten Cocktail an Resistenzmechanismen

zuriickzufiihren ist.

12.1.1. Bedeutung der Thallusmorphologie und -anatomie fiir die UV- und

Vakuumresistenz

Die Thallusmorphologie spielt eine entscheidende Rolle beim Strahlenschutz. Vorausgehende
Analysen hoben den Stellenwert dieses Adaptationsmechanismus gegeniiber intensiver
Sonneneinstrahlung und UV-B (Lud 2001) hervor. In den Untersuchungen wurde deutlich,
dass erhohte UV-B Bestrahlung, wie sie bei Verringerung der Ozonschicht in der Atmosphire
auftritt, keinerlei Einfluss auf die Primérproduktion und Sekundérchemie in der antarktischen
Flechte Usnea antarctica hatte. U. antarctica wichst strauchférmig, und die im oberen
Thallusbereich vorhandenen Verzweigungen schiitzten den unteren Bereich durch
Beschattung gegeniiber zu intensiver Einstrahlung und damit auch vor UV-Strahlung.
Normalerweise ist bekannt, dass erhohte simulierte UV-B Strahlung die photosynthetische
Aktivitdt und Vitalitit durch Verlust der Calvin-Zyklus-Enzyme (Allen 1998) einschrinkt.
Jedoch ergaben die Untersuchungen bei Lud (2001) weder eine Hemmung der
Photosyntheseaktivitit noch eine Verminderung der Produktion des sekunddren
Flechteninhaltstoffes Usninséure.

Wie sich in der vorliegenden Arbeit herausstellte, ist die Anatomie des Thallus der beiden
untersuchten Flechten von F. bracteata und X. elegans ebenfalls fiir die Erhaltung der
Vitalitidt des gesamten Symbioseorganismus, jedoch insbesondere des Photobionten unter
extremen, simulierten Weltraumbedingungen von grundlegender Bedeutung. Dabei spielt der
obere Cortex eine besondere Rolle. Beide Flechten kennzeichnen sich durch eine mehr oder
weniger dichte Rindenstruktur und besitzen jeweils hohe Konzentrationen UV-absorbierender

Stoffe (Wynn-Williams et al. 2002), die sich iiberwiegend in und auf der oberen Rinde
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befinden. Dies wird bereits durch die optische Analyse der Autofluoreszenz des UV-
absorbierenden sekundiren Flechteninhaltstoffs Parietin mit Hilfe des CLSM’s sichtbar (Abb.
56a — d, Abb. 62 a - b). Leichte Unterschiede in der Dichte der Gallertmatrix, der Dicke der
Rinde und der Dicke der abgelagerten Kristallschicht auf der Oberfliche fiihren bereits zu
Verdnderungen in der Vitalitit der unterhalb der Rinde befindlichen Photobiontenschicht.

12.1.1.1. Schutzfunktion des Cortex in Abhéingigkeit vom Entwicklungsstand

Bei jungen Thalli der Flechte X. elegans (Kap. 11.1, Abb.56c) bietet der sehr gering
ausdifferenzierte, diinne Cortex mit einer sehr diinnen Kristallabscheidung auf der Oberfldche
keinen ausreichenden Schutz fiir die Photobionten. Erkennbar wird dies durch den
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX-green, welcher abgestorbene Zellen markiert. Man stellt in
diesem Fall eine griine Verfiarbung der blauen Photobiontenzellen fest, was somit die durch
die extremen Umweltparameter abgestorbenen Zellen sichtbar macht. Altere Thalli mit gut
ausgebildeter Rinde weisen dagegen duBerst wenige durch SYTOX-green markierte Zellen
auf.

Wird die Rinde élterer Thalli jedoch vor den experimentellen Tests vollstindig entfernt, so
sterben die direkt der UV-Strahlung und dem Vakuum ausgesetzten Photobionten ebenfalls ab
(Abb. 56 a-d). Nur tiefer im Thallus befindliche Photobionten iiberleben. Der Grad der
Vitalitit ist folglich nicht nur von der Présens einer intakten Rinde abhingig, sondern hingt
auch von der Lage der Zellen im Thallus zueinander ab, denn auch der tiefer im préparierten
Thallus befindliche Mycobiont, welcher die Markschicht bildet, bleibt iiberwiegend

unbeeinflusst.

12.1.1.2. Schutzfunktion des Cortex von verschiedenen Flechtenarten

Unterschiede im Grad der Vitalitdt zwischen den beiden untersuchten Flechtenarten basieren
moglicherweise auch auf der unterschiedlichen Cortexstruktur der beiden untersuchten
Flechtenarten.

Bei F. bracteata ist die obere Kristallschicht des Parietins {iber der vom Mycobionten
gebildeten, plectenchymatischen Rinde im Vergleich zu X. elegans sehr viel diinner. Den
selben Unterschied stellt man bei der Kristallschicht iiber den Hymenien der Fruchtkorper
beider Flechten fest (Abb. 62a — b). Auch die Dicke der Rinde fillt bei den Loben von F.

bracteata sehr viel geringer aus, als es bei X. elegans der Fall ist. Die Penetration der UV-
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Strahlung wire folglich bei F. bracteata viel leichter und konnte fiir die stérkere
Beeintrachtigung der Vitalitit vom Thallusgeflecht und die leicht verringerte
Keimungsfihigkeit der Sporen auch verantwortlich sein.

Diese Beobachtungen fithren letztendlich zu folgender Schlussfolgerung: die
Einzelkomponenten der Rindenstruktur, wie die Dicke der Kristallschicht, die Dichte und
Dicke der Gallertschicht und die Dichte sowie Dicke des durch den Mycobionten gebildeten
Plectenchyms optimieren jeweils additiv den Schutz gegeniiber zu starker UV-Strahlung
sowie starker Austrocknung.

Ergebnisse der UV-Absorptionsanalyse durch Photometermessungen an Schichten des
Hymeniums, der Rinde, der Photobiontenschicht sowie des Parietins unterstreichen dies
zusétzlich. Sie verdeutlichen ebenfalls die sich ergénzenden UV-Absorptionsoptima von jeder
untersuchten Schicht. Wéhrend Parietin im UV-Bereich zwischen 200 und 300 nm optimal
absorbiert und anschlieBend erst wieder ein weiteres Absorptionsmaximum bei etwa 400 nm
aufzeigt, so wird die Liicke der UV-Absorption zwischen 300 und 400 nm, wie beispielsweise
bei F. bracteata und X. elegans (Abb. 58) gemessen, durch die Absorptionsmaxima der Rinde
oder des Hymeniums ausgeglichen (Abb. 57a — d). Die UV-Strahlung gelangt also in sehr
geringem Ausmal bis in die Photobiontenschicht und kann bei intakter Struktur des Cortex
oder des Hymeniums nur einen sehr geringen Einfluss auf die Vitalitdt der in Symbiose

befindlichen Bionten ausiiben.

12.1.2. UV- und Vakuumschutz durch Clusterbildung

Die isolierten Photobionten sind ebenfalls charakterisiert durch morphologisch-anatomische
Besonderheiten, die einen Schutzeffekt beziiglich UV und Vakuum aufweisen. Dies
manifestiert sich in allen 3 Analyseschritten, ndmlich der Fluoreszenzanalyse, der
Wachstumsanalyse und der DNA-Photoproduktanalyse an isolierten Photobionten. So waren
Photobionten in Clustern besser vor den negativen Einfliissen der harten UV-Strahlung und
teilweise des Vakuums geschiitzt, als ein Monolayer von Einzelzellen auf dem Néhrsubstrat.
Die auf der Oberfliche der Cluster befindlichen, zumeist nur aufgrund einer geringen
Gallertschicht umhiillten und durch die Strahlung abgestorbenen Zellen schiitzten die im
Inneren des Clusters liegenden Zellen (de Vera et al. 2003/ Abb. 60 a-b). Damit war ein
weiteres Wachstum der Photobiontenzellen (Abb. 59) moglich. Der verringerte

Photoproduktanteil in der DNA der clusterreichen Photobiontenkultur trotz erhéhter UV-
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Dosis in Abb. 55 ist ebenfalls durch den Abschirmungseffekt der am Cluster auflen
aufliegenden Zellen erkldrbar. Die DNA der im Zentrum des Clusters liegenden Zellen wurde

von der UV-Strahlung nicht mehr erreicht.

Die Sporen als Meioseprodukt im Ascus der Flechte X. elegans wurden bei der Sporulation
ebenfalls meist in Clustern von 8 Ascosporen aus dem Fruchtkorper ausgeschleudert, was
auch von anderen Flechten bekannt ist (Etges 2001, Molina & Crespo 2000, Shapiro 1971).
Wiéhrend in fritheren Publikationen die Entstehung der Sporen-Cluster aufgrund
elektrostatischer Ladung erkldrt wurde (Garrett 1972), kann man im Rahmen dieser Arbeit
anhand von CLSM-Aufnahmen (Abb. 63) auch einen diffusen Halo um die Sporenpakete
erkennen, der Ahnlichkeiten mit der Gallertmatrix aufweist. uetschpriparate zeigten jedoch
sehr deutlich, dass sich die bei der Sporulation herauskatapultierten Sporen noch innerhalb
eines Ascus befanden (Abb. 63).

Bisher wurde das Ausschleudern von Sporenclustern als Selektionsvorteil betrachtet. Der
Mycobiont konnte nach Auskeimung von mehreren Sporen schneller eine radidre Form des
Mycels erreichen. Das ermoglichte damit eine effektivere Besiedlung des Substrats und damit
die optimale Ausschopfung der vorhandenen Nahrstoffe iiber eine groflere Flache. In der
freien Natur bedeutet diese Fahigkeit auch eine Erhohung der Chance fiir das Auftreffen auf
den passenden Symbiosepartner (Ott, 1987). Gleichfalls erlaubt aber die Clusterform auch
dhnliche Eigenschaften der Optimierung von Strahlungsschutz und Schutz vor schéddlichem

Vakuumeinfluss, wie sie bereits bei den Photobionten zu beobachten war.

12.1.3. Bedeutung der Gallerte fiir die Bionten sowie fiir die Flechtensymbiose

Die hohe Uberlebensfihigkeit der Photobionten und der hyalinen Ascosporen in den
Fruchtkorpern sowie aber auch der Hyphen des Mycobionten gegeniiber den simulierten
Weltraumbedingungen beruht unter anderem auf den poikilohydrischen Fahigkeiten, das heil3t
der wechselfeuchten Natur der Flechten. Flechten sind artspezifisch unterschiedlich in der
Lage, Wasser bis zur Sittigung aufzunehmen, als auch sehr starke Trockenheit in
regelmiBigen oder unbestimmten Zeitabfolgen zu tolerieren. Bei Trockenheit konnen bei
Flechten im Mittel (<) 20 % Wasser und bei Feuchtigkeit eine Wassersattigung mit (=) 160 %
Wasser pro Thallusgewicht (Kappen, 1988) nachgewiesen werden. Die Fahigkeit zur
Poikilohydrie erlaubt es der Flechte wihrend sehr trockener Perioden in ihrem natiirlichen

Habitat in einen Zustand der Dormanz zu gelangen, in der die Stoffwechselaktivitit
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heruntergesetzt wird, aber die Vitalitidt der Bionten erhalten bleibt. Dies konnte durch die
Prisens der Gallertmatrix im Thallus erreicht werden, die praktisch ein Carbohydrat-Biofilm
ist, welcher aus Biokrusten bereits bekannt (Belnap et al. 2001) ist. Dieser Carbohydrat-
Biofilm ist in der Lage, Wasser zu speichern und kann damit als Wasserreservoir wiahrend
langer Trockenzeiten fungieren (Flemming and Wingender 2001; Wharton, 2002). Eine Reihe
von Carbohydrat-Molekiilen ist durch Untersuchungen an Pilzen und Mycobionten sowie an
Photobionten bekannt. Dabei handelt es sich um Zuckeralkohole, wie Polyol, Mannitol,
Sorbitol, Arabitol und Ribitol, welche als schiitzende Agenzien mit anderen Makromolekiilen
ebenfalls einen Wasserersatz wihrend trockener Perioden bilden konnen (Jennings & Lysek
1999). Aufgrund der massiven Pridsens von Zuckern und Zuckeralkoholen befinden sich in
den Flechten vermutlich Makromolekiile, wie das Disaccharid Trehalose, welche die
Carbohydrat-Gallertmartix, den schiitzenden Biofilm bilden (Jenning & Lysek 1999). Dieses
Molekiil besitzt die typischen Eigenschaften eines Stabilisators von trockenen Membranen
anhydrobiotischer Organismen (Crowe et al. 1984, Crowe et al. 1996). Die bei den
Vakuumexperimenten entstehende Trockenheit hétte somit keine unmittelbaren Folgen auf

das System Flechte sowie auf den Mycobionten oder auf die Photobiontencluster.

12.1.4. Strahlungsschutz durch Parietin und Chitin

Schon in den ersten Experimenten zeigte sich eine hohe Sensitivitdt der Photobionten
gegeniiber direkter UV-Einstrahlung und Vakuumeinfluss. Wihrend die Vakuumresistenz der
Photobionten, wie in Kap. 12.1.2 und 12.1.1.1 erldutert, von der Lage der Zellen in Clustern
oder im Flechtenthallus und von der sie umgebenden Gallerte abhéngig ist, ist
Strahlungsresistenz der Photobionten in der Symbiose noch auf eine Reihe weiterer Faktoren
zurtickzufithren. Im Thallus befindliche Photobionten sind nicht nur aufgrund morphologisch-
anatomischer Besonderheiten gegentiiber sehr harter UV-Strahlung geschiitzt, sondern der Pilz
kann durch seine Ummantelung dem empfindlichen Symbiosepartner einen effizienten Schutz
bieten. Auch die Einbettung in eine Gallertmatrix kann ein zusétzlicher Schutz vor Strahlung

bedeuten.

Die Ergebnisse aus den Vitalitétstests, den Keimungs- und Kulturexperimenten sowie aus der
Photoproduktanalyse an der DNA der Bionten weisen auf eine stidrkere Resistenz des
Mycobionten hin. Er {ibersteht die simulierten Weltraumbedingungen fast ohne Schiadigung.

Insbesondere ist dies im Falle der untersuchten Hochgebirgsflechte von X. elegans
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augenfillig. In einigen Fillen ist sogar eine Farbreaktion des Pilzes erkennbar. Je lidnger
Mycelien der UV-Strahlung ausgesetzt waren, um so stirker verfarbte sich das blass-weif3 bis
blass rosa- farbige Mycel in ein intensives ros¢ und CLSM-Aufnahmen bestétigten gleichfalls
die starke Verfarbung der rosafarbigen Autofluoreszenz nach rot (Abb. 60 c-d). Es kann
angenommen werden, dass die eingesetzte UV-Strahlung die Induktion eines rotlichen UV-
absorbierenden Stoffes bewirkt, welcher im Fall von X. elegans Carotin, Parietin oder

Vorstufen des Parietins sein kénnte.

Frithere Untersuchungen sowohl mit den Flechtenthalli als auch mit dem isolierten
Mycobionten zeigten auch nach Bestrahlung mit weilem Licht bereits eine lichtabhidngige
Reaktion (Honegger et al.1990, Solhaug et al. 2003). Eine verstdrkte Bildung von intensiv
roten Farbstoffen war in diesen Untersuchungen feststellbar. Rosa bis intensiv rote Farbung
unter UV-Licht war hier zweifelsfrei auf das Parietin zuriickzufiihren. Dasselbe gilt fiir die in
dieser vorliegenden Arbeit untersuchten Fluoreszenzbilder des CLSM. Es finden sich bei den
getesteten Mycelien des Mycobionten jedoch keine Kristallabscheidungen, so dass offen
bleibt, ob der letzte notwendige Kristallisationsschritt bzw. die Abscheidung der Kristalle auf
den Zellwdnden der Hyphen aufgrund zeitlich befristeter Beobachtung oder aufgrund
fehlender Syntheseschritte, die verstdrkt in Anwesenheit der Photobionten erfolgen konnen,
nicht moglich ist. Es ist bereits bekannt, dass bei Xanthoria parietina als auch bei X. elegans
fiir die Parietinproduktion die Anwesenheit der Photobionten aufgrund ihrer Zuckeralkohol-
(meist Ribitol) und Zuckerproduktion und damit letztendlichen Energielieferung fiir die
notwendige Flechteninhaltsstoffproduktion forderlich ist (Honegger et al. 1990, Solhaug &
Gauslaa 2004).

Jedoch ergab sich in den Untersuchungen an bestrahlten isolierten Mycobionten der hier
vorliegenden Arbeit, dass die Abwesenheit der Photobionten die Resistenzfiahigkeit des
Mycobionten von X. elegans kaum einschriankt. Selbst wenn bei isolierten Mycobionten der
Parietinanteil nicht so optimal gebildet wurde und auskristallisieren konnte, wie es im
Thallusverband durch CLSM-Fluoreszenzbilder der Kristallschicht erkennbar ist, konnte der
Mycobiont von X. elegans offensichtlich sehr gut hohe UV-Strahlungsdosen {iiberleben und
war zudem noch wachstumsfihig. Beim Mycobiont von F. bracteata war jedoch keine
Verfarbung der Mycelien erkennbar und abgesehen von der Konservierung der Vitalitidt der
Hyphen, war das Mycel nach Bestrahlung nicht mehr wachstumsfihig. Die fehlende

Pigmentbildung wirkt sich damit wahrscheinlich nach UV-Bestrahlung negativ auf die
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Wachstumsfihigkeit des Mycobionten von F. bracteata aus. In diesem Zusammenhang bleibt
die Frage, welcher Resistenzmechanismus zusétzlich zu den vorhandenen Pigmenten, wie das
Parietin, einen Strahlenschutz bieten kann, der letztendlich den Mycobionten beider Flechten

zumindest ermoglicht, die Vitalitit der Hyphen aufrecht zu erhalten.

Eine mogliche Antwort kann das in der Zellwand befindliche Chitin bieten. Chitin findet man
in allen Pilzen, den Ascomyceten sowie Basidiomyceten, und auch in den zu den zumeist zu
den Ascomyceten gehdrenden Flechtenpilzen (Boissiere 1967, Honegger & Bartnicki-Garcia
1991, Ahmadjian 1993). Es kann aufgrund seines Absorptionsverhaltens gerade im UV-
Bereich ebenfalls eine wichtige Rolle beim UV-Schutz spielen. Viele Untersuchungen iiber
Chitin konnten bereits zweifelsfrei nachweisen, dass es als Zellwandkomponente im UV-
Spektrum Absorptionsoptima bei 200 nm, 210 nm, 300 bis 330 nm besitzt (van der Drift et al.
1996, Thoss 1999). Sehr wahrscheinlich ist auch die hohe Strahlenresistenz von einigen
Insekten gegentiber verschiedene Strahlungsformen (Berenbaum 2001, Bletchly & Fisher
1957, Cork 1957, Davey 1919, Lee et al. 1984, Meyer-Rochow et al. 2002, Misra Parvathy
Bhatia 1998, Ross & Cochran 1963, Upton 2001, Vernos et al. 1989, Wharton & Wharton
1957, 1959) moglicherweise unter anderem auch auf die Prdsenz von Chitin in ihren Exo-

Skeletten zu begriinden.

12.1.5. Resistenz hyaliner Ascosporen

Hyaline Ascosporen sind Pilzsporen, die im Lichtmikroskop &uBerst transparent erscheinen
und keinerlei sekundire Metaboliten, wie Melanin, Usninsdure oder Parietin eingelagert oder
aufgelagert haben. Die hier untersuchten Flechtenarten bilden beide die hyalinen Ascosporen.

Die Ergebnisse der Strahlenversuche an hyalinen Ascosporen von F. bracteata und X. elegans
zeigten in Abhéngigkeit von ihrer Lage im oder auBlerhalb des Thallus deutliche Unterschiede
bei der Resistenz. Wie bereits in den vorangehenden Kapiteln erldutert, sind aufgrund der
anatomischen Struktur und der Pridsens von Parietin auf dem Hymenium die Ascosporen in
den Fruchtkorpern duBlerst effizient geschiitzt. Die Vitalitit und die Keimungsfihigkeit der

Sporen wurden nach extremer UV-Bestrahlung und Vakuum kaum beeintrachtigt.

Ein stirkerer Effekt der simulierten Weltraumparameter konnte auf die isolierten,
ungeschiitzten Sporen beider Flechten beobachtet werden. So nahmen die Vitalitit der

isolierten Ascosporen sowie die Keimungsfihigkeit mit zunehmender Dosis der simulierten
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Weltraumparameter ab. Nur Sporen, die in Clustern bzw. mit den vollstindigen Asci auf das
Substrat herausgeschleudert wurden, waren vor schéddlicher Strahlung und dem Vakuum

geschiitzt (siche Kap. 12.1.2).

Aufgrund dieser Ergebnisse ergibt sich folgende Schlussfolgerung: das Resistenzpotential der
hyalinen Ascosporen ist begrenzt. Die Resistenzfihigkeit gegeniiber den Weltraumparametern
muss fiir isolierte, auflerhalb des Ascus befindliche, hyaline Ascosporen als duflerst gering
eingeschitzt werden. Das Fehlen von dunkel inkrustierten, zuweilen ornamentierten Wanden
der Sporen, wie sie bei anderen Flechten extremer Standorte meist zu beobachten sind (z.B.
Gattung Solorina, Thomson & Thomson 1984) spielt sicherlich fiir die geringe

Resistenzfihigkeit gegeniiber den Weltraumparametern eine wichtige Rolle.

12.2. Funktion latenten Lebens

Alle in Kap. 12.1. beschriebenen Resistenzmechanismen fithren zu einem duferst wirksamen
Schutz der wichtigsten Uberlebensfunktionen und zu einer sehr guten Konservierung der
Vitalitét der beiden untersuchten Flechten.

Ein weiterer moglicher Resistenzmechanismus wurde bisher jedoch ausgeklammert. Dieser
Mechanismus, der insbesondere mit den in den vorangegangenen Kapiteln erwéhnten
Resistenzfaktoren im Zusammenhang steht und als unmittelbare Folge davon gesehen werden
muss, ist die Fahigkeit der Flechten in den Zustand latenten Lebens iiberzugehen. Latentes
Leben wird nach Feofilova (2003) als eine von vier bekannten Formen der
Vitalititsaktivititsverzogerung (VAV, engl. DVA = Deceleration of Vital Activity) definiert,
welche durch Abnahme des Metabolismus gekennzeichnet ist. Zum VAV gehoren ebenfalls
die uiescence (eine exogene durch beispiclsweise Wassermangel erzwungene
Wachstumseinstellung oder endogene Ruhepause durch Einstellung physiologischer Prozesse
- bei Sporen, auch Parapause genannt), die Cryptobiose, welche bei ungiinstigen Bedingungen
den Metabolismus von Organismen oder Organisationsformen sehr stark einschrinkt und
eventuell auf eine verborgene Aufrechterhaltung aller Lebensfunktionen durch biochemische
Verianderungen im Stoffwechselkreislauf wahrend der zu tiberbriickenden ,,lebensfeindlichen*
Phase zuriickzufiihren ist und die Anabiose, ergo die Konservierung der Induktionsfahigkeit
fiir einen intakten Stoffwechsel nach einer dem Tod #hnelnden Ruhephase, beispiclsweise

nach volligem Wasserentzug (van Leeuwenhoek 1802). Latentes Leben kann fast synonym zu
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Cryptobiose verwendet werden. Die Lebensform weicht hier aber im Gegensatz zur
Cryptobiose nur voriibergehend auf einen verborgenen alternativen cryptobiotischen
Stoffwechsel aus und kann sogar im Endstadium die vollkommene todesdhnliche Starre mit
der Einstellung aller Lebensfunktionen erreichen, welche aber beim Antreffen giinstigererer
Bedingungen fiir die Lebensform reversibel ist und somit auch die Konservierung der
Anabiosefdhigkeit beinhaltet. Die Fahigkeit einer Lebensform in latentes Leben iibergehen zu
konnen, kann folglich als die Summe der verschiedenen Formen der VAVs bezeichnet
werden. Flechten sind in diesem Kontext auch Modellorganismen, die durch eine besondere
Form latenten Lebens gekennzeichnet sind, da die Symbiose von zwei bis sogar mehreren
Bionten aus den beiden Reichen von Prokaryoten und Eukaryoten einem komplexen System
die selbe Fahigkeit der Konservierung aller Lebensfunktionen verleiht, wie sie bereits bei den
einfachsten Lebensformen der Bakterien beobachtet werden konnten, welche dadurch sogar
bis zu Millionen von Jahren beispielsweise im Permafrost iiberleben konnten (Gilichinsky, D.,

2003, Shi et al. 1997, Vishnivetskaya, 2000).

13. Wachstumsverhalten des Mycobionten

Der Mycobiont von F. bracteata war als Mycel ebenfalls sensitiver als der Mycobiont von X.
elegans. Er stellte bei hoheren Dosen der Weltraumparamter sein Wachstum vollsténdig ein.
Dies bedeutet, dass die Strahlung, aber auch der hohe Austrocknungsgrad durch Vakuum

direkten Einfluss auf das Wachstum des Mycobionten von F. bracteata hat.

13.1. Wachstum nach UV-Strahleneinfluss

In Bezug auf die geringere Strahlenresistenz von F. bracteata kénnen folgende Uberlegungen
in Betracht gezogen werden: da in Abhéngigkeit von der Expositionsdauer bei der
Bestrahlung eine Farbreaktion der Mycelien von X. elegans auftrat, welche beim
Mycobionten von F. bracteata nicht zu beobachten war (siehe Kap. 12.1.4), kann man von
einer moglichen UV-induzierten Pigmentsynthese bei X. elegans ausgehen, welche das Mycel
verstarkt vor moglichen Schidden schiitzt. Dieser Schutz koénnte weitere Penetration
schadlicher UV-Strahlung in die Zellen verhindern und damit mégliche Folgeschdden an den
fiir das Wachstum erforderlichen Sequenzen auf der DNA verhindern und eine von Strahlung
unbeeinflusste Proteinsynthese fiir das Wachstum der Hyphen erméglichen. Diese Féhigkeit

scheint jedoch der Mycobiont von F. bracteata nicht zu besitzen, so dass die Einstellung des
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Wachstums sehr wahrscheinlich auf diesen Verlust der Pigmentsynthese zuriickzufiihren ist.
Um vollstidndige Sicherheit fiir die hier postulierte Erklarung fiir die Wachstumshemmung zu
erlangen, wéren Untersuchungen von Héufigkeiten und Verteilungen der DNA-Schiaden, wie
beispielsweise die bei X. elegans erfolgten Photoproduktanalysen, notwendig gewesen.
Sicherlich hitten Ergebnisse aus dieser Analyse am Mycobionten von F. bracteata im
direkten Vergleich mit den Ergebnissen vom Mycobionten von X. elegans mehr Aufschluss
iiber die postulierte Begriindung geben konnen. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit die
Bildung von UV-induzierten Photoprodukten der DNA nach Bestrahlung der Mycelien von F.
bracteata nicht analysiert werden. Sicherlich héitten Ergebnisse dieser Analyse wertvolle
Informationen beziiglich der Mutagenitit des Mycobionten nach Bestrahlung liefern konnen.
Nicht zuletzt konnen verschiedene Reparaturmechanismen der DNA in beiden Flechten eine
weitere Begriindung fiir das unterschiedliche Wachstumsverhalten beider Arten sein.
Ebenfalls konnen morphologisch-anatomische Griinde vorliegen, die im folgenden Abschnitt

auch fiir die unterschiedliche Vakuumresistenz der beiden Flechten erldutert werden.

13.2. Wachstum nach Vakuumexposition

Auch Vakuumexposition hatte bei F. bracteata eine Hemmung des Wachstums zur Folge.
Eine mogliche Erklarung ist die Strukturierung im Mycel. Wahrend Hyphen des Mycobionten
von X. elegans ein dichtes Geflecht im Mycel bilden und abgerundet geschlossene Spots auf
den Néhrsubstraten bilden, sind die Mycelien von F. bracteata groliflachiger verteilt sowie
offen und locker strukturiert und erscheinen makroskopisch wie ein Rasen aus Hyphen. Das
bedeutet, dass aufgrund der lockeren Mycelstrukturierung von F. bracteata eine viel groBBere
Angriffsflache fiir das Vakuum vorhanden ist und eine maximale Austrocknung der Zellen
moglich ist, die offensichtlich schadliche Auswirkungen auf die Wachstumsfdhigkeit hat. Ob
diese Schédden dauerhaft sind, oder ob eine langere Regenerationsfahigkeit beim Mycobionten
von F. bracteata fiir eine neue Initiation des Wachstums notwendig ist, war in dieser Arbeit

nicht feststellbar.

13.3. Der unterschiedliche Anpassungsgrad des Mycobionten und des Flechtenthallus

Unter den kiinstlich verdnderten Bedingungen besitzt die Hochgebirgsflechte X. elegans

offensichtlich aufgrund der hier erzielten Ergebnisse einen Selektionsvorteil gegeniiber der

Flechte F. bracteata aus Gotland. X. elegans kann aufgrund des hohen Resistenzpotentials des
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Mycobionten sogar im Rahmen der angewendeten Parameter ein breiteres Spektrum der UV-
Strahlung sowie einen hoheren Austrocknungsgrad tiberstehen. Die unterschiedliche Reaktion
der Mycobionten auf die Parameter konnte auch ein Hinweis auf den unterschiedlichen
Anpassungsgrad an ihre jeweiligen natiirlichen Habitate sein. X. elegans ist im Hochgebirge
sowie in den polaren Regionen aufgrund des Ozonlochs oder wegen der diinneren
Atmosphire einer hoheren UV Strahlung ausgesetzt. Zudem bewichst die Flechte X. elegans
nackten Fels, bei dem die Wasserverfiigbarkeit aufgrund des schnellen Abflusses und
stiarkerer Verdunstung sowie durch den héufigen festen Aggregatzustand des Wassers in Form
von Eis und Schnee duBerst gering ist. Eine schnelle Austrocknung zumindest des Habitats ist

die Folge. Hohe UV-Strahlung und extreme Trockenheit sind damit fiir X. elegans die Regel.

Trockenheit herrscht in den Habitaten von F. bracteata auf Gotland ebenfalls vor. Jedoch sind
die Substrate, die diese Flechte besiedelt, meist Moose und andere Flechten ( Elders 1991,
Meier 1994, Osenberg 1993, Ott et al. 1995, 1996, 1997), die als zusétzlicher potentieller
Wasserspeicher dienen konnen. Das Wasser steht im Vergleich zu den Habitaten im
Hochgebirge zumindest fiir einen ldngeren Zeitraum zur Verfiigung. Auch der Ablauf des
Wassers ist aufgrund von Staundsse auf dem kalkhaltigen Felsuntergrund nicht so stark
ausgeprigt. Da die Atmosphére in den Breiten, wo F. bracteata vorkommt, aufgrund ihrer
hoheren Dichte ebenfalls einen groBen Teil der UV-Strahlung absorbiert, kann man von
einem geringeren UV-Stress am natiirlichen Standort fiir die Flechte F. bracteata ausgehen.

Die unterschiedlichen Anpassungsmuster spiegeln sich folglich auch unter den simulierten

Weltraumparametern wider.

13.4. Wachstum auf unterschiedlichen Substraten

Die hier diskutierten Ergebnisse der beiden Flechtenarten F. bracteata und X. parietina auf
verschiedenen Substraten kénnen nicht ohne weiteres verallgemeinert werden und damit nicht
fir die Flechte X. elegans gelten. Man kann nur verschiedene Tendenzen aufzeigen, die
innerhalb der Telochistaceae erkennbar werden.

Das unterschiedliche Wachstumsverhalten der Mycobionten der Flechten F. bracteata und X.
parietina auf den verschiedenen Nihrmedien zeigt eine eindeutige Tendenz der Bevorzugung
mineralreicher Substrate durch die beiden getesteten Mycobionten. Insbesondere fiir den
Mycobionten von X. parietina wurde die Tendenz der Bevorzugung von Mischsubstraten wie

MY/Erdextrakt, MY/Marsextrakt, H,O-Agar/Erdextrakt, H,O-Agar/Marsextrakt sehr
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deutlich. F. bracteata wies ein eingeschrianktes Wachstum beim MY/Mars-Extraktsubstrat
auf. Der Mycobiont von F. bracteata kann viel besser die terrestrischen Minerale seines
Standortes, die im Erdextrakt vorhanden waren, fiir ein optimales Wachstum verwerten als die
Mineralienzusammensetzung des Marsextrakts, wihrend fiir X. parietina die Anwesenheit
beider Extrakte im Kulturmedium keine signifikanten groBen Unterschiede im Wachstum
hinsichtlich des Substrats aufzeigen. Folglich scheint die kosmopolitische Flechte X. parietina
weniger wihlerisch zu sein als die zur ,,Bunten Erdflechtengesellschaft* zugehorige Flechte
F. bracteata. Wenige Kulturexperimente mit X. elegans auf dem JSC-Mars-1 Substrat (Abb.
40), welche zudem mit simulierten Weltraumparametertests gekoppelt waren, zeigten
ebenfalls, dass ungestortes Wachstum des Mycobionten auf dem besagten Marssubstrat
moglich war. Unter astrobiologischem Gesichtspunkt kann man vorsichtig postulieren, dass
zumindest zwei Arten der Gattung Xanthoria die Marssubstrate (jedoch mit Agarzusatz
idealisiert) fiir ihr Wachstum genauso gut verwerten konnen, wie entsprechende

Erdextraktsubstrate.

14. Wachstumsverhalten des Photobionten nach simulierter Weltraumexposition

Fast deckungsgleich mit den Ergebnissen der Vitalititsanalyse ergaben die Kulturversuche
dhnliche Tendenzen bei der Wachstumsanalyse. Der Photobiont ist in der Flechtensymbiose
eindeutig der sensitivere Partner, der nach UV-Strahlung sowie Vakuumexposition sehr
schnell seine Grenzen fiir das Uberleben erreicht. Dies wird nicht zuletzt durch den hohen
Photoproduktanteil in der DNA der Photobionten von X. elegans sehr deutlich. Schon wenige
Stunden (4 bis 8 Stunden) Vakuum- bzw. UV-Exposition haben einen negativen Einfluss auf
das Wachstum und fiithren sogar zur Degeneration der auf dem Substrat noch vorhandenen
Photobiontenzellen. Auch hier kann wieder eine leicht verbesserte Resistenz des Photobionten
von X elegans gegeniiber dem Photobionten von F. bracteata beobachtet werden.
Offensichtlich haben die hohe Strahlenintensitit und UV-Dosis im Hochgebirge bei X.
elegans nicht nur beim Mycobionten zu einer optimaleren UV- und Trocken-Anpassung
gefiihrt. Auch der Photobiont von X. elegans konnte sich an diese Umweltbedingungen
anpassen und besitzt offensichtlich unter den simulierten Weltraumbedingungen einen
Selektionsvorteil gegeniiber dem Photobionten von F. bracteata. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass sich durch molekularbiologische Untersuchungen (siehe Kap. 8.5.)
herausstellte, dass X. elegans sowie F. bracteata die selbe Photobiontenart in ihrem Thallus

eingebunden haben, obwohl sie isoliert in Kultur ein unterschiedliches Wuchsverhalten
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(ausgeprigte Clusterbildung bei F. bracteata oder geringe Clusterbildung bei X. elegans)
aufweisen und zudem gering abweichende Reaktionen zu den extremen
Simulationsbedingungen zeigen. Die Unterschiede im Reaktionsverhalten gegentiber den
simulierten, extremen Parametern konnten, wie bereits erldutert, aufgrund des
unterschiedlichen Anpassungsgrades der beiden Flechten gegeniiber den natiirlichen
Habitaten erklédrbar sein. Photobionten von X. elegans sind einem viel hoheren Anteil an UV-

Strahlung im Hochgebirge ausgesetzt als die im Flachland lebende Flechte F. bracteata.

Die Art des Symbiosekontaktes zwischen dem Photobionten und dem Mycobionten im
Thallus der beiden Flechtenarten konnte ebenfalls einen Einfluss auf das unterschiedliche
Wuchsverhalten und das Resistenzpotential des Photobionten haben. Vermutlich wirkt im
Falle von X. elegans der vor der isolierten Kultivierung bestehende symbiotische Kontakt
vom Photobionten zum Mycobionten optimierend auf die Resistenzfihigkeit des
Photobionten. Da der Photobiont von X. elegans prinzipiell eine deutlich hohere Resistenz
gegeniiber simulierten Weltraumbedingungen zeigt als dieselbe Photobiontenart isoliert aus F.
bracteata, kann ein FEinfluss des Mycobionten auf den Photobionten beziiglich der
unterschiedlichen Resistenz postuliert werden. Eine Ubertragung von Resistenzeigenschaften
des Mycobionten auf den Photobionten auf genetischer Ebene konnte fiir eine mogliche
Erkldrung der leicht stirkeren Resistenz des Photobionten von X. elegans in Betracht gezogen

werden.

Ergénzend muss erwédhnt werden, dass dhnliche Substrattests mit den Photobionten beider
Flechtenarten, wie sie beim Mycobionten erfolgten, aufgrund der limitierten MARS-I-

Substratmenge leider nicht durchgefiihrt werden konnten.

15. Schlussfolgerungen aus der Photoproduktanalyse des 3-Komponenten-Systems von

X. elegans

Der Mycobiont von X. elegans ist vor der Thymindimerproduktion als eines der durch UV-
Strahlung induzierten Formen von DNA-Schidden geschiitzt. Mit Hilfe der in dieser Arbeit
angewendeten HPLC-Tandem-Massenspektrometrie-Methode konnten keine Photoprodukte
nachgewiesen werden, obwohl die DNA-Massenausbeute des Mycobionten hoher gegeniiber
der Masse der DNA aus den Photobionten (in pg) war. Da im Verhéltnis zum Flechtenthallus

beim Mycobionten nur wenig vor UV-Strahlung schiitzende kristalline Pigmente wie das
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Parietin tiber die CLSM-Fluoreszenz-Analyse detektierbar waren, kann der geringe Einfluss
des UVs auf die DNA auf molekulare Schutzmechanismen begriindet sein. DNA-

Schutzproteine bzw. Reparaturmechanismen der DNA konnten dafiir verantwortlich sein.

Der Photobiont zeigte im Gegensatz dazu einen relativ hohen Anteil aller Formen der
Thymindimer-Photoprodukte. Setzt man dies in Relation zu den Vitalititstests und
Kulturversuchen des Photobionten, so erkennt man, dass moglicherweise auch die
Einschriankung bis absolute Einstellung des Wachstums sowie die Abnahme der Vitalitéit des
Photobionten molekulare Ursachen hat. Die viel stérker geschddigte DNA ist vermutlich auch
im Bereich von wichtigen Genen, die fiir das Wachstums und die Aufrechterhaltung der
Zellfunktionen sowie fiir die fiir den die Vitalitit der Zellen steuernden Stoffwechselprozess
notwendig sind, in Mitleidenschaft gezogen worden. Damit bleibt vermutlich der Zelle kein
anderer Ausweg, als die Apoptose auszulosen, welche durch SYTOX-green bei den
entsprechenden Vitalititstests detektierbar war.

Die Gesamtflechte (Myco- und Photobiont) weist auch Photoprodukte der DNA auf und
besitzt somit leichte Schéddigungen. Diese Schidden konnen aber bei Betrachtung der
Gesamtausbeute der Flechten-DNA zu der DNA-Ausbeute der Photobionten
unmissverstiandlich auf Schdden der im Flechtenverband befindlichen Photobionten
zuriickgefithrt werden. Ein weiteres Indiz fiir diese Annahme ist auch der hohe Anteil an
Sporen-TT in den Flechten, der nur durch die Vermehrungsform der Autosporenbildung der
Photobionten erkldrbar ist, denn die besagten Autosporen sind gerade in zumeist jungen
Thalli sowie Randbereichen der Loben der Flechte haufig anzutreffen.

Die Apothecien der Flechte hingegen weisen keinerlei Schaden auf, was nicht zuletzt, wie in
den vorangegangenen Kapiteln erldutert, aufgrund der kompakten Struktur der Fruchtkoérper
und der vielschichtigen Parietinauflage auf dem Hymenium zuriickgefiihrt werden kann. Das
Fehlen von DNA-Schédden bei den Apothecien hebt zudem die besondere Schutzfunktion der
Fruchtkorper fiir die Ascosporen hervor. Die Reproduktionsorgane mit den hyalinen Sporen
konnen optimal geschiitzt werden und eine Reduktion bzw. Verhinderung der durch Strahlung
induzierten Mutationen wird ermdglicht, so dass die ndchste Generation der Flechtenpilze

unbeschadet wieder auskeimen und wachsen kann.
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1 . Resistenzmodell gegeniiber den Weltraumparametern in Abhiingigkeit von Art und

Symbiosegrad

Die Ergebnisse in dieser Arbeit fithren zu spezifischen Resistenzabstufungen, die einen
unterschiedlichen Grad der Konservierung von Vitalitit und Wachstumsfihigkeit in
Abhingigkeit von der verwendeten Flechtenart sowie in Abhédngigkeit von dem Zustand des
Biontenkontaktes (ob lichenisierter oder isolierter Biont) erlauben.

Jede Flechte sowie die jeweiligen Bionten ergeben gegeniiber den Weltraumparametern
folgendes Resistenzschema: die Flechte und die im Thallus lichenisierten Bionten zeigen in
dieser Form eine hohe Resistenz. Die Resistenz gegeniiber den simulierten
Weltraumparametern nimmt vom isolierten Mycobionten zu den in Apothecien eingebetteten
Ascosporen und letztendlich zu den isolierten Ascosporen deutlich ab. Die aus dem Thallus
isolierten Photobionten zeigen die geringste Resistenz.

Dies lésst sich sehr gut durch ein Modellschema veranschaulichen:

Resistenz der Flechte und ihrer Bionten

Asco- Photo-
Mycobiont > Ascosporen sporen bionten
(isol.) - (in Apo.) (isol.) (isol.)

Dieses Schema zeigt sehr deutlich den Selektionsvorteil, den die Symbiose der Bionten im

Flechtenthallus besitzt. Die Evolution begiinstigte offensichtlich die Symbiose.

Dass die Flechtensymbiose in verschiedenen Auspriagungen vorkommt und somit
verschiedene Flechtenarten unter den verschiedenen Umweltbedingungen ihrer Habitate auch
unterschiedliche Anpassungsmuster aufweisen, kann nicht zuletzt auch durch Ergebnisse der
Diplomarbeit von Wieners (2005) gestiitzt werden. In dieser Diplomarbeit konnten
Unterschiede zwischen verschiedenen Flechtenarten nach UV-Bestrahlung festgestellt
werden. Wihrend die Flechte Peltigera aphthosa von Standorten mit geringer natiirlicher
Strahlungsfluenz (Schattenflechte) unter den selben monochromatischen UV C-Dosen, wie

siec in den hier durchgefiihrten Experimenten verwendet wurde, bereits nach einer
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Expositionszeit von 1 Stunde ihre Vitalitdt vollstindig einbiifite, so konnte die antarktische
Flechte Buellia frigida, die zudem an extremen Standorten des antarktischen Kontinents
gesammelt wurde, die eingesetzten Parametern fast unbeeinflusst iiberleben. Dies fiihrt
unweigerlich zu einer graduellen Resistenz-Einstufung der verschiedenen Flechtenarten. Das
folgende Resistenzmodell basiert auf den Ergebnissen aus der eigenen Arbeit sowie auf

Ergebnissen aus der Diplomarbeit von Wieners (2005).

Resistenz der Flechtenarten gegeniiber den
getesteten Weltraumparametern

Buellia
frigida >

Fulgensia Peltigera
> bracteata > aphthosa

17. Erorterung: Interplanetarer Austausch von Leben am Beispiel von X. elegans

Die Diskussion der Ergebnisse iiber die Asteroiden/Meteoriten-Einschlags-Simulationen
gestaltet sich nicht zuletzt wegen sehr geringer zur Verfiigung stehender Literatur als dul3erst
schwierig. Die Frage iiber die Wahrscheinlichkeit einer Panspermie ist nicht leicht zu
beantworten, ohne mogliche Thesen, Hypothesen und Spekulationen anzusprechen. Allzu
viele Parameter spielen im Szenario eines moglichen interplanetaren Austausches eine Rolle.
Viele und aufwendige Tests wéren notig, um einer zufrieden stellenden Antwort nur
anndhernd nahe zu kommen. Somit soll die nun folgende Erorterung fiir das ,,Pro® und
»Kontra“ einer erfolgreichen Panspermie nur ein Versuch sein, darzustellen, in wieweit die in
den Schockwellen-Experimenten getestete Flechte X. elegans als Vertreter eines
eukaryotischen Symbioseorganismus fiir einen erfolgreichen interplanetaren Transfer in Frage
kommen konnte. Selbst, wenn vieles noch Spekulation bleiben sollte, so wire es sicherlich

nicht uninteressant dieses Themenfeld einmal zu diskutieren.
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17.1. Interpretationen fiir die Hochdruckresistenz von X. elegans

Die Asteroiden-Simulations-Analysen erfolgten in dem hier vorgestellten Fall mit X. elegans,
da diese Flechte und insbesondere ihr Mycobiont bereits in den Vorversuchen eines
simulierten begrenzten Aufenthalts im All (2. Phase eines Panspermie-Szenarios:
Transferphase durch das All; Horneck et al. 2001a, b, ¢) hohe Uberlebens- sowie
Wachstumsraten zeigen konnte (de la Torre 2002, de la Torre et al. 2004; de Vera et al. 2003,
2004a, b).

Mit Hilfe der Schockwellenanalyse konnte nun das Wissen iiber das Resistenzpotential der
Flechte unter sehr hohen Driicken und Temperaturen, wie dies nach einem
Asteroideneinschlag der Fall ist (1. Phase des Panspermie-Szenarios Horneck et al. 2001a, b,
c), getestet werden und die damit erfolgten Analysen fiigten sich ideal in das Thema der
vorliegenden Dissertation iiber das Uberleben von Flechten in Grenzbereichen des Lebens
und Uberlebens ein. Die Ergebnisse zeigten eine iiberraschende Plastizitit der Flechten.
Wiirde die Flechte durch einen Asteroideneinschlag getroffen, so konnten, wie die Ergebnisse
zeigten, wenige Photobionten bei einem Einschlagsdruck von 10 bis 30 GPa noch {iiberleben,
wihrend der Mycobiont in Form der Ascosporen sogar bis zu 50 GPa iiberstehen kann. Der
Grund fiir die hohe Resistenz der Sporen unter diesen hohen Driicken kann zurzeit noch nicht
erklart werden. Eine Interpretation wire nur spekulativ. Es soll aber hier ein Versuch einer
moglichen Erklarung erfolgen: vermutlich spielt die Gallertmatrix eine wichtige Rolle. Wenn
die Schockwelle an der Oberfliche der Flechtenproben angekommen ist, so konnte die
Gallerte durch die Hitze aufschmelzen und wie ein Fluidum wirken, das zu den Seiten des
Gabbros hin verdrangt wird und sich dort aufgrund des Containers aufstaut. Dieses
aufgestaute Material konnte dort auch fiir die Abpufferungen moglicher schédlicher
Wirkungen eines Einschlags auf das Flechtengewebe verantwortlich sein, und damit wére die
Priasens intakter Flechtenthalli zumindest bei 10 GPa sowie das hdufige Auffinden von
intakten, vitalen Ascosporen bei hoheren Driicken von bis zu 50 GPa in den Randbereichen
der Gabbrounterlage eine mogliche Erklarung. Bei hoheren Driicken von 40 bis 50 GPa kann
auch ein hoher Wassergehalt im Probenzylinder, wie er bei Offnung der Proben feststellbar
war, ein Rolle fiir die Konservierung der Sporen und der daraus resultierende Erhalt der
Keimungsfihigkeit spielen. Der hohe Wasseraustritt ist bisher ungeklirt, konnte aber aus den

umgebenden Zellen bei den hochsten Einschlagsdriicken ausgetreten sein.
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17.2. Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Panspermie der Flechte X. elegans

Eine erfolgreiche Panspermie der epilithischen Flechte X. elegans kann es von der Erde
ausgehend wahrscheinlich nicht geben, da diese Flechte im natiirlichen Habitat nicht
endolithisch ist, das hei3t nicht im Gestein lebt, so dass eine abdeckende Gesteinsschicht
keinen Schutz vor den Folgen eines Asteroideneinschlags bieten kann. Aufgrund der zu den
biologischen Tests zusétzlich erfolgten mineralogischen Untersuchungen, konnten bei den
hier getesteten Driicken der simulierten Asteroiden- bzw. Meteoriteneinschlige
Verdnderungen der Mineralien im Gestein festgestellt werden (Meyer 2005). Diese
Verdnderungen fiihrten zu Riickschliissen auf die durch den Schockwellendruck
resultierenden sehr hohen Temperaturen (siche Kap. 3.1.4). Die hier festgestellten
Temperaturbefunde lassen nur folgenden Schluss zu: die epilithische Flechte wire auf der

Oberfliache des Gesteins sofort verbrannt.

17. 3. Hypothetische Uberlegungen iiber den Transfer von Leben zwischen Mars und

Erde

Der Versuchsaufbau fiir die in dieser Arbeit préisentierten Schockwellenversuche dhnelte
mehr dem Prinzip experimenteller Tests an endolithischen Lebensformen, da fiir die
mineralogischen Untersuchungen eine aus einem Gabbroplittchen bestehende Deckschicht
notwendig war. Die hier erzielten Driicke und Temperaturen simulierten zudem tatséchliche
Einschlagsergebnisse auf dem Mars (Artemieva et al. 2004, Meyer 2005), da die Berechnung
von Gesteinsverdnderungen nach Einschlagsereignissen auf der Erde aufgrund der Erosion
der Einschlagskrater nach vielen Millionen Jahren sich als duBlerst schwierig gestaltete.
Gesicherte Daten erhdlt man nur von Einschlagskratern auf dem Mond und auf dem Mars, die
durch Erosion iiberhaupt nicht oder nur in geringem Mafle beeinflusst worden sind. Diese
gesicherten Daten, konnten somit fiir addquate Simulationen verwendet werden.

Wiirden die Organismen endolithisch leben oder durch ein weiteres Gestein abgedeckt sein,
wire zumindest ein hypothetisch angenommener Transfer von endolithischen Lebensformen
iiber Meteoriten- und Asteroidenfihren vom Mars aus moglich.

Sofern in der Vergangenheit vor Millionen Jahren sich Leben auf dem Mars entwickelt haben
konnte, so hitte die Erde moglicherweise vom Mars aus befruchtet werden konnen. Der
umgekehrte Fall wire bedeutend schwieriger. Schwierigkeiten bildet erstens die

Erdanziehungskraft. Die Fluchtgeschwindigkeit des durch einen Asteroideneinschlag
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ausgeworfenen mit Leben besiedelten Materials muss auf der Erde hoher sein als es auf dem
Mars der Fall wire, um die Umlaufbahn des Planeten Erde zu verlassen. Dies wiirde erst bei
bedeutend hoheren Driicken oberhalb von 80 — 100 GPa mdglich sein (Burchell et al. 2004).
Da aber die Ergebnisse in dieser Arbeit schon bei einem 50 GPa-Druck einen starken Abfall
der Vitalititskurve des resistenteren Mycobionten bis auf 0.002 % Vitalitdt zeigen, kann
angenommen werden, dass hohere Driicke fiir die hier getestete Flechte letal sind.

X. elegans wire somit aufgrund ihrer epilithischen Natur und ihrer bei hoheren Driicken sich
abzeichnenden abfallenden Hochdruckresistenz (siche Kap. 9.2.1 und 9.2.2: Abfall der
Vitalititskurve) kein viel versprechender Kandidat fiir eine mogliche erfolgreiche
Panspermie, obwohl es der resistenteste Organismus der Versuchsreihe war, den wir in
unserer interdisziplindren Arbeitsgruppe [EMI, DLR, Naturkundemuseum Berlin (Freie
Universitdt Berlin und Humboldt-Universitdt), Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
getestet hatten. Auch andere Organismen waren nicht unbedingt resistenter. Das
Cyanobakterium Chroococcidiopsis tiberlebte nur simulierte Schockwellen von 10 GPa und
Bacillus subtilis konnte als einziger Organismus bei 40 GPa noch denselben Wert von 0.02 %

Uberlebensrate erreichen (siche Diagramm im Anhang).

17.4. Welche Bedingungen konnten einen erfolgreichen interplanetaren Transfer von

Leben ermoglichen?

Am Beispiel von X. elegans soll in diesem Kapitel das Zusammenspiel verschiedener in der
Natur und im Umfeld dieser Flechte vorkommenden Parameter ausgelotet werden und auch
der Frage nachgegangen werden, welche Bedingungen gegeben sein miissten, damit ebenfalls
eine epilithische Flechte einen Asteroideneinschlag iiberstehen konnte.

Berticksichtigt man verschiedene andere Parameter, wie Schnee und Eis von Gletschern und
Permafrostboden im gewohnlichen Umfeld der Habitate von X. elegans und zieht den
natiirlichen, unpréparierten Zustand der Flechte in Betracht, so konnte die Wahrscheinlichkeit
fiir ein erfolgreiches Uberleben von Asteroideneinschligen wieder ansteigen. Denn in den im
Rahmen dieser Arbeit erfolgten Versuche, wurden 50 wm-Schnitte der Thalli angefertigt, so
dass die verwendeten Proben bei diesen Experimenten nicht ihre Normalgroe von 100 bis
200 um im uerschnitt und somit nicht die wirkliche Zellanzahl der in der Natur
vorkommenden Thalli repriasentieren. Wahrscheinlich wiirde unter denselben Bedingungen
aufgrund der Verdoppelung bis Vervierfachung der Zellanzahl ebenfalls zumindest eine

Verdoppelung der Uberlebensrate erfolgen. Wire X. elegans oder Bruchstiicke des
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Flechtenthallus unter das FEis eines Gletschers geraten — was an ihren Standorten im
Hochgebirge oder im Polargebiet iiber ldngere Zeitrdume betrachtet nicht ganz
unwahrscheinlich wére -, konnte dieses Flechtenmaterial durch die Eisummantelung gut
geschiitzt sein. Da zumeist in einem Gletscher zudem Kryoturbationen vorherrschen, die
Bodenmaterial durch das sich bewegende Eis abtransportieren, kénnen sogar Eis-Gestein-
Konglomerate entstehen. Ehemals dieses Gestein besiedelnde Lebensformen, die nachtriglich
aufgrund der Kryoturbation in den Gletscher eingeschlossen sind, wiren im gefrorenen
Zustand optimal konserviert. Findet ein groBer Einschlag im Eis statt, so wiirde
selbstverstidndlich erst einmal das Eis verdampfen und einen Grofiteil der Einschlagsenergie
abpuffern.

Ein Teil des harten Eis-Gesteins-Konglomerats, welches auch Lebensformen wie Flechten
und Bakterien beherbergt und gefroren konserviert hat, konnte nun aber unseren Planeten
verlassen. Letzteres ist ein hypothetisches Gedankenexperiment, das jedoch bereits von
Burchell et al. (2004) mit den Bakterien Bacillus subtilis und Rhodococcus erythropolis in Eis
mit bedeutend hoheren Driicken von 78 GPa erfolgreich getestet wurde, denn 4.9 x 107 aktive
Sporen konnten nach der Einschlagssimulation in Eis gezdhlt werden. Da allgemein bekannt
ist, dass ein Gramm Erde 10° Mikroben enthilt und fiir Felsen dieser Wert nur um einen
Faktor 10 bis 100 geringer ausfillt (Burchell et al. 2004), konnten gefrorene
Mikroorganismen, wie auch Diasporen und Fragmente von Flechten, Ascosporen von Pilzen
und Flechten beispielsweise in Permafrostboden oder Gletschern nach einem Einschlag
konserviert erhalten bleiben und moglicherweise ohne grofere Schidden den Planeten

verlassen.

Wie wahrscheinlich ein erfolgreiches Uberleben verschiedener Organismen nach einem
Einschlags-Ereignis ist, ist ergo Abwégungssache. Die Moglichkeit einer erfolgreichen
Panspermie nach Asteroideneinschlédge ist jedoch nach den hier dargestellten Szenarien nicht
so unwahrscheinlich. Sicherlich ist auch noch der Umstand interessant, dass ein GroBteil des
Auswurfmaterials nach einem Einschlag auf die Erde zuriickfillt. Das Artensterben, was auf
einen groflen Kataklysmus dieser Art auf dem Planeten erfolgt, birgt somit auch in dieser
besagten Auswurfmaterie bereits den Keim, den Samen fiir die neue Evolution nach der
Katastrophe, den Neubeginn, das heifit die Neubesiedlung des Planeten (Wells et al. 2003).
Um alle diese Moglichkeiten zu berticksichtigen, sind eine Vielzahl an Experimenten und
Simulationen der hier geschilderten Szenarien noch notwendig. Die Frage fir die

Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen interplanetaren Transfers von Leben bleibt folglich
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noch offen und erdffnet ein breit gefachertes Spektrum an neuen Forschungsmoglichkeiten in
einem interdisziplindren Rahmen, wo Geologie, Physik, Chemie und Biologie einen
wichtigen Beitrag leisten konnen. Konnte man diese Frage nach der Panspermie eines Tages

beantworten, wiirde dies das uns heute geldufige Weltbild festigen oder von Grund auf

revolutionieren.
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V. Zusammenfassung

Ein 3-Komponenten-System der Flechten (Flechtenthallus, Photobiont und Mycobiont) wurde
auf seine Resistenzfdhigkeit und somit Aufrechterhaltung der Vitalitdt nach UV-Bestrahlung
und Vakuumdruck sowie Hochdruck, wie er bei Asteroideneinschldge vorherrschen kann,
durch drei verschiedene Analysemethoden untersucht Vitalitdtstests mit Hilfe der
Fluoreszenzanalyse durch das CLSM und der Verwendung von LIVE/DEAD-kits
ermdglichten die Analyse der Vitalitit der Flechte und der isolierten Bionten nach Exposition
zu den simulierten Weltraumparametern Kulturexperimente dienten zur Beobachtung der
Wachstumsfihigkeit der Bionten nach Exposition zu den extremen simulierten
Umweltbedingungen Die Photoproduktanalyse der DNA der Flechtenthalli und Apothecien
sowie der einzelnen Bionten konnte die Mutagenitét der Parameter herausstellen

Die in dieser Arbeit untersuchten Flechten von Fulgensia bracteata und Xanthoria elegans
sind #uBerst widerstandsfihig und die tatsichlichen Grenzen des Uberlebens konnten unter
den hier getesteten Parametern nur bei den isolierten Photobionten und bedingt beim
Mycobionten von F. bracteata festgestellt werden Die Symbiose ermdglicht ein Optimum an
Resistenz, was die einzelnen Bionten fiir sich genommen nicht erreichen kénnen Erst in der
Symbiose wirken die verschiedenen Resistenzmechanismen, wie die spezielle morphologisch-
anatomische Struktur des Thallus, die Prisens UV-absorbierender Sekundirmetabolite und
die Gallertmatrix additiv und erlauben auch den sensitiven Photobionten gegeniiber den
harschen Weltraumparametern eine hohere Uberlebensrate Die Resistenz des Mycobionten
kann eventuell auch auf einen Reparaturmechanismus der DNA zuriickzufiihren sein Das
Fehlen von DNA-Photoprodukten, wie es in X. elegans nachgewiesen werden konnte, konnte
ein Indiz dafiir sein Auch die offensichtliche UV-induzierte Synthese eines Pigments beim
Mycobionten von X. elegans bewirkt wahrscheinlich im Vergleich zum Mycobionten von F.
bracteata  sogar eine groBere Resistenz  gegeniiber moglichen UV-Schiaden
Strukturunterschiede im Mycel der Mycobionten konnen auch fiir den unterschiedlichen
Konservierungsgrad der Wachstumsfihigkeit der Hyphen nach Simulation der
Weltraumparameter verantwortlich sein Ein lockerer Hyphenrasen auf den Kultursubstraten,
wie bei F. bracteata bietet mehr Angriffsfliche fiir die extremen Parameter als ein dichtes
Aggregat, wie bei Mycelien von X. elegans feststellbar Strukturen wie Clusterbildung bei den
Photobionten und Ascosporen optimieren ebenfalls die Resistenz gegeniiber Bestrahlung und

Vakuum
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V. Zusammenfassung

Die Beschaffenheit der Substrate bei den Kulturexperimenten spielt aulerdem fiir ein
ungestortes Wachstum der Bionten eine wichtige Rolle Das Wachstum der Mycobionten ist
in mineralreichen Medien optimal Ein Mars-Analogon-Medium beeintrachtigt das Wachstum
nicht, sondern kann als Erdersatz fungieren

Beide Bionten iiberleben in der Symbiose sogar sehr hohe StoBwellendriicke von 30 GPa
wobei der Mycobiont in Form von Ascosporen sogar Driicke von 50 GPa iibersteht

Die Flechtensymbiose besitzt folglich als eukaryotisches System unter den getesteten
Bedingungen ein mindestens ebenso starkes Resistenzpotential wie die bisher unter den
selben Bedingungen untersuchten Prokaryoten und wire fiir eine erfolgreiche Panspermie
oder Neubesiedlung unseres Planeten nach einem Asteroideneinschlag bedingt tauglich,
erfordert aber eine groe Anzahl an Langzeitversuchen sowie die Beriicksichtigung anderer

Parameter, um die Frage abschlieend vollstandig beantworten zu konnen
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Anhang

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Vitality of untreated lichen thalli and fruiting bodies after
exposure to UV-C radiation (A = 254 nm)
time of Dose
exposure F. bracteata X. elegans
te kJ/m2 % Std. % Std.
0 min 0 9145 6 56 95 65 334
5 min 242 80 10 32 93 22 254
15 min 728 854 946 94 44 423
30 min 14 55 84 88 333 87 42 555
1h 291 74 32 388 8242 391
2h 58 2 75 58 477 8573 525
Vitality of treated lichen thalli and fruiting bodies after
exposure to UV-C radiation (A = 254 nm)
time of Dose
exposure F. bracteata X. elegans
te kd/mz % Std. % Std.
0 min 0 89 45 613 96 66 222
1 min 242 85 32 721 9576 4 65
15 min 728 85 41 367 92 16 398
30 min 14 55 7477 379 82 37 4 47
1h 291 7712 221 7749 399
2h 58 2 70 88 285 7923 776
Vitality of lichen tissue; exposure to UV-radiation (A > 200 nm) + vacuum
p =10° Pa)
F. bracteata X. elegans
Lichen (untreated) (untreated)
te Dose (J/m?) % Std. % Std.
Oh 0 99 66 034 93 21 222
4h 39.68 97 09 105 9135 175
8h 79.36 92 95 07 935 458
16 h 158.72 86 31 433 9775 167
Lichen F. bracteata (treated) | X. elegans (treated)
te Dose (kJ/m?) % Std.1 % Std.1
Oh 0 95 66 121 89 87 126
4h 39.68 57 4 012 63 62 258
8h 79.36 772 612 60 4 454
16 h 158.72 62 65 15 56 8557 65
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Vitalitadt des Flechtengewebes von F. bracteata nach
Vakuumexposition

(te =2 Wochen; p = 10° Pa); ohne Licht

Probe % Std.

A/ Cont. 85 98 116

Norm.-cond. T/ Cont 89 58 8 52
T 41 974
T+ 36 45 1155
A 37 28 12 65
VAC 2 Wochen A+ 3245 1108

Vitalitdt des Flechtengewebes von X. elegans nach UV- und

Vakuumexposition
(A 2200 nm Dosis: 3374 kJm?; p = 10”° Pa; t. = 2 Wochen)
Probe % Std.
A/ Cont. 86 58 122
Norm.-cond. T/ Cont. 90 55 405
T 50 96 24 03
T+ 47 08 14 05
A 70 07 17 11
VAC 2 Wochen A+ 3541 743
F. br. Mycobiont after exposure to UV C | X. e. Mycobiont after exposure to UV C
(254 nm) (254 nm)
t. | Dose kim? | % Std. t, | Dose kdm? | % Std.
0 0 95 54 105 0 94 09 369
2h 504 80 44 17 22 2h 504 8014 1057
4h 10 08 7022 2164 4h 10 08 8393 737
8h 20 16 75 81 22 43 8 h 20 16 8121 8 34

Vitalitdt des Mycobionten von F. bracteata nach

polychromatischer UV-Bestrahlung (A = 200 nm); in

Luft

te kJ/m® vitality in % Std.
0 0 879 222

5 min 0 826 872 31
15 min 248 85 51 432
30 min 496 80 21 198
1h 992 8133 432
2h 19 84 77 98 52
4h 39 68 7111 4 47
8h 79 36 66 1 498
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Vitalitdt des Mycobionten von X. elegans nach

polychromatischer UV-Bestrahlung (A = 200 nm); in

Luft

te kJd/m® vitality in % Std.

0 0 88 09 227

5 min 0 826 80 87 713
15 min 248 85 06 181
30 min 496 7975 965
1h 992 85 28 13 08
2h 19 84 80 91 1515
4h 39 68 88 1 353
8h 79 36 85 02 6 37

Vitalitédt des Mycobionten von F. bracteata nach
Vakuum-Exposition

p/Pa te vitality in % Std.
1 atm 0 91 87 221
28x10" 5 min 90 37 312
79x10° 15 min 86 77 51
32x10° 30 min 856 476
22x10* 1h 72 22 63
49x10° 2h 70 1 443
40x10° 4h 60 4 323
36x10° 8h 57 29 352

Vitalitat des Mycobion

ten von X. elegans nach
Vakuum-Exposition

p/Pa te vitality in % Std.
1 atm 0 88 09 227
28x10" 5 min 64 4 18 04
79x10° 15 min 69 76 14 22
32x10° 30 min 83 91 6 85
22x10* 1h 65 32 26 89
49x10° 2h 73 25 6 91
40x10° 4h 77 86 615
36x10° 8h 82 38 519
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Vitalitdt des Mycobionten von F. bracteata nach
polychromatischer UV- und Vakuum-Exposition (A =200

nm)

p/Pa kdm™ % Std.

1013 0 81 1 12
28x10" 242 7316 6 91
79x10° 728 86 79 833
32x10° 14 55 68 8 367
22x10* 29 1 50 59 17 26
49x10° 58 2 5243 8 94
40x10° 116 4 6119 22 25
36x10° 2328 46 06 585

Vitalitdt des Mycobionten von X. elegans nach
polychromatischer UV- und Vakuum-Exposition (A =200

nm)

p/Pa kJ/m? vitality in % Std.

1013 0 88 09 227
28x10" 242 76 65 6 65
79x10° 7 28 78 53 369
32x10° 14 55 84 09 983
22x10* 29 1 68 96 985
49x10° 58 2 8147 9 91
40x10° 116 4 67 89 2115
36x10° 2328 76 46 916

Vitality of photobionts from F. bracteata (genera: Trebouxia)

after exposure to UV C-radiation (A = 254 nm)

time of exposure
(te) Dose (kJ/m?) Vitality (%) Std.
0 min 0 96 32 357
5 min 0 31 83 38 12 21
15 min 063 87 22 793
30 min 125 66 39 29 64
1h 25 53 58 3843
2h 5 6144 16 78
4h 10 4318 40 61
8h 20 0 0
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Vitality of photobionts from X. elegans (genera: Trebouxia)
after exposure to UV C-radiation (A = 254 nm)

time of exposure
(to) KJ/m? vitality (%) Std.
0 min 0 87 98 11 57
5 min 021 757 16 75
15 min 063 73 44 15 62
30 min 125 7278 18 01
1h 25 7155 217
2h 5 63 89 19 84
4h 10 40 25 2399
8 h 20 3379 20 87

Vitality of photobiont cells and clusters of F. bracteata
after exposure to polychr. UV radiation (200 nm < A <400 nm) in

air

to kJ/m? vitality in % Std.

0 0 95 55 422
5 min 083 78 2 2153
15 min 25 74 01 2218
30 min 5 64 28 26 59

1 h 10 47 23 32 69

2h 20 57 61 23 86

4h 40 4233 10 53

8h 80 0 0

Vitality of photobiont cells and clusters of X. elegans
after exposure to polychr. UV radiation (200 nm < A <400 nm) in

air

to kJ/m? vitality in % Std.

0 0 8108 17 38
5 min 083 74 72 2513
15 min 25 80 28 16 07
30 min 5 61 41 23 11

1h 10 69 29 13 85

2h 20 40 08 28 81

4h 40 206 19 22

8h 80 12 68 12 68
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F. bracteata: Photobiont after vacuum exposure

te p (Pa) Vitality (%) Std.
0 1 atm 87 43 42
5 min 28x10" 74 23 25 09
15 min 3x107 74 1 911
30 min 5x10° 68 29 375
1h 2x10° 75 71 2125
2h 2x10° 64 15 2575
4h 2x107° 26 18 12 51
8h 5x 10 0 0

X. elegans: Photobiont after vacuum exposure

te p/Pa vitality in % Std.
0 1 atm 8523 33
5 min 28x10" 85 11 254
15 min 79x10° 7178 7 67
30 min 32x10° 69 31 3 51
1h 22x10™ 64 45 522
2h 49x10° 59 82 42
4 h 40x10° 55 25 513
8h 36x10° 39 66 3 67

Vitality of photobiont cells of F. bracteata (genera: Trebouxia)
after exposure to polychr. UV radiation (A 2 160 nm) and

vacuum

p/Pa UV dose vitality in % Std.

1 atm 0 89 78 511
28x10" 242 85 87 13 38
79x10° 7 26 7373 25 35
32x10° 14 55 70 63 29 05
22x10™ 29 1 43 99 15 22
49x10° 58 2 405 15 41
40x10° 116 4 3244 10 89
36x10° 2328 0 0
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Vitality of photobiont cells of X. elegans (genera: Trebouxia)
after exposure to polychr. UV radiation (A = 160 nm) and
vacuum
p/Pa UV dose vitality in % Std.

1 atm 0 90 75 876
28x10" 242 83 6 53
79x10° 726 73 18 02
32x10° 14 55 68 58 16 04
22x10* 29 1 653 19 16
49x10° 58 2 57 75 29 47
40x10° 116 4 54 35 19 85
36x10° 2328 3574 821

Vitality of ascospores of F. bracteata embedded in apothecia after
simulated space exposure (A 2 160 nm)

Dosis in Vitality
t, p (Pa) kJ/m? (%) Std.
0 min 1 atm 0 95 23 222
1min | 28x10" 0168 92 12 361
5min | 74x10? 0 84 93 43 7 09
30min | 61x10° 5 04 87 1 476
1h 44x10° 10 08 83 77 444
2h 36x10° | 2016 60 32 10 42
4h 32x10° | 4032 58 66 128
8h 32x10° 80 64 57 97 26 53
16h | 31x10° | 16128 53 88 71

Vitality of ascospores of X. elegans embedded in apothecia after

simulated space exposure (A = 160 nm)

Dosis in Vitality
t, p (Pa) kJ/m? (%) Std.
0 min 1 atm 0 9374 377
1min | 28x10" 0168 91 58 355
5min | 74x10? 084 93 12 232
30min| 61x10° 5 04 93 44 378
1h 44x10° 10 08 80 57 6 23
2h 36x10° 20 16 8122 11 44
4h 32x10° 40 32 80 35 10 87
8h 32x10° 80 64 8199 749
16h | 31x10° | 16128 80 56 11 33
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Vitality of isolated ascospores of F. bracteata after combined
treatment of vacuum and polychr. UV radiation at A = 160 nm

te p (Pa) kJ/m? Vitality (%) Std.
0 1 atm 0 7518 993
5 min 74 x1072 0485 73 32 211
15 min 11x10* 242 4173 095
30 min 61x10° 14 55 597 427
1h 44x10° 291 22 07 6
2h 36x10° 58 2 3774 17 34
4 h 32x10° 116 4 26 12 211
8h 32x10° 2328 15 11 016
16 h 31x10° 465 6 24 26 15 11

Responses of ascospores of F. bracteata to the comined action of
vacuum and polychromatic UV radiation (A 2 160 nm)

Dosis in Germination
t, p (Pa) kJ/m? (%) Std.
Omin| 1atm 0 85 23 11 32
1min| 2x10" 0 485 77 12 14 78
5min| 12x 10" 242 9343 132
30
min | 83x10% | 1455 80 1 589
1h | 68x10° 29 1 84 33 227
2h [ 61x10° 58 2 55 88 10 11
4h | 58x10°| 1164 66 72 20 26
8h | 55x10° | 2328 57 41 8 49
16h | 55x10° | 4656 5178 15 42

Responses of ascospores of X. elegans to the comined action of
vacuum and polychromatic UV radiation (A = 160 nm)

Dosis in Germination
t, p (Pa) kJ/m? (%) Std.
Omin| 1atm 0 9124 4 67
1min| 2x10" 0 485 8978 333
5min| 12x 10" 242 9373 122
30
min | 83x102| 1455 94 44 344
1h | 68x10° 29 1 77 67 817
2h | 61x10° 58 2 8114 13 44
4h [58x10°| 1164 65 15 10 55
8h | 55x10° | 2328 84 59 8 59
16h | 55x10° | 4656 80 56 17 35
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Germination capacity (%) of ascospores of both investigated lichens after UV (A = 254 nm) irradiation and incubation on different

substrates
F. bracteata X. parietina

Substrate t, Dose (kJm?) % Std. | Substrate to Dose (kJ/m?) % Std.

0 min 0 20 11 123 0 min 0 2345 097

H20-Ag 1 min 0024 22 23 098 |[H20-Ag. 1 min 0 024 22 83 0 86
5 min 012 253 135 5 min 012 27 65 05

30 min 072 2321 222 30 min 072 3364 012

1h 144 909 787 1h 144 20 111

2h 288 17 67 467 2h 2388 3095 03

0 min 0 86 77 122 0 min 0 97 88 01

Erde/H,O 1 min 0024 85 143 | Erde/H20 1 min 0024 94 05 234
5 min 012 84 87 078 5 min 012 96 13 18

30 min 072 80 64 323 30 min 072 99 18 03

1h 144 87 23 067 1h 144 92 59 221

2h 288 79 87 333 2h 288 9313 145

0 min 0 87 45 143 0 min 0 93 65 03

Mars/H,O 1 min 0 024 70 446 |[Mars/H20 1 min 0 024 9158 225
5 min 012 93 33 056 5 min 012 94 44 01

30 min 072 84 88 123 30 min 072 8542 476

1h 144 67 32 543 1h 144 9342 07

2h 288 53 88 6 56 2h 288 74 15 556

F. bracteata X. parietina

Substrate te Dose (kJm?) % Std. Substrate te Dose (kJm™?) % Std.

0 min 0 68 89 311 0 min 0 40 34 089

MY-Agar 1 min 0024 53 88 535 [MY-Agar 1 min 0024 44 68 111
5 min 012 822 213 5 min 012 37 85 202

30 min 072 67 32 426 30 min 072 3913 034

1h 144 58 2 437 1h 144 42 85 154

2h 2 88 62 32 271 2h 288 38 123

0 min 0 78 97 076 0 min 0 68 89 21

Erde/MY 1 min 0024 75 21 Erde/MY 1 min 0024 65 63 21
5 min 012 812 088 5 min 012 65 85 065

30 min 072 811 132 30 min 072 42 86 547

1h 144 76 32 298 1h 144 773 366

2h 288 74 41 245 2h 288 69 7 267

0 min 0 43 67 198 0 min 0 62 89 32

Mars/My 1 min 0024 1914 733 |Mars/My 1 min 0024 57 55 199
5 min 012 3772 222 5 min 012 45 88 378

30 min 072 45 44 171 30 min 072 64 56 41

1h 144 4114 299 1h 144 62 86 213

2h 288 3978 124 2h 2388 64 67 333
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Table 2. Germination rate (%) of ascospores after vacuum treatment (16 h at 10° Pa) UV
irradiation (200 <A <400 nm; dose: 161.28 kJ/m?) or combined treatment of vacuum (16 h at 10°°
Pa) and UV radiation (160 < A <400 nm; dose: 465.41kJ/m?) and incubation on Medium 2.

Species
Germination rate
control vacuum uv vacuum + UV
(107 Pa) (161.28 kJm™) (107 Pa;
161.28 kim™)
F. bracteata 85.3419.32 53.00+21.19 53.6716.36 51.78+15.42
X. elegans 92.2143.54 75.57+12.01 78.77+4.78 80.56%15.51

Growth rate of mycobiont mycelia of X. elegans after exposure to monochromatic UV C radiation

(A =254 nm)
time of exposure Oh 2h | 4h 8h
parameters dose (kJ/m?) Control | 288 | 576 | 1152 parameters
time of first day 133 117 {111 ] 111 diameter of
incubation After 1 month 2 96 1881153 [ 139 mycobiont
After 2 month 4 03 32 [239 38 mycelia (mm)

Growth rate of mycobiont mycelia of F. bracteata after exposure to monochromatic UV C

radiation
(A =254 nm)
time of exposure 0Oh 2h | 4h 8h
parameters dose (kJ/m?) Control | 288 [ 576 | 1152 parameters
time of first day 181 161159 179 diameter of
incubation After 1 month 4 08 2211291 | 306 mycobiont
After 2 month 4 85 338361 312 mycelia (mm)

Growth rate of mycobiont mycelia of X. elegans after exposure to polychromatic UV radiation

(A =200 nm)
time of exposure Oh 2 h 4 h 8h
parameters dose (kJ/m?) Control | 19.84 | 39.68 | 79.36 parameters
time of first day 276 151 249 | 313 diameter of
incubation After 1 month 38 197 291 324 mycobiont
After 2 month 4 56 202 311 33 mycelia (mm)

Growth rate of mycobiont mycelia of X. elegans after exposure to vacuum

time of exposure Oh 2h 4 h 8h
parameters P (Pa) Control | 4.9x10° | 4.0x10° [ 3.6x 10° parameters
time of first day 186 16 139 186 diameter of
incubation After 1 month 338 259 22 283 mycobiont
After 2 month 4 49 291 292 393 mycelia (mm)
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Growth rate of mycobiont mycelia of X. elegans after exposure to space parameters

time of exposure Oh 2h 4h 8h
parameters dose (kJ/m?) Control 58.2 116.4 232.2 parameters
pressure (Pa) 1atm [4.9x10°]|4.0x10°|3.6x10°
time of first day 09 12 1 1 diameter of
incubation After 1 month 35 21 19 21 mycobiont
After 2 month 41 43 33 33 mycelia (mm)

Growth rate of mycobiont mycelia of F. bracteata after exposure to space parameters

time of exposure 0h 2h 4h 8h
parameters dose (kJ/m?) Control 58.2 116.4 232.2 parameters
pressure (Pa) 1atm [4.9x10°]|4.0x10°|3.6x10°
time of first day 12 12 17 13 diameter of
incubation After 1 month 2 12 17 13 mycobiont
After 2 month 28 13 17 13 mycelia (mm)

Growth rate of photobiont cells of X. elegans after exposure to monochromatic UV C

radiation
(A =254 nm)
time of exposure 0h 2 h 4h 8h
parameters dose parameters
(254 nm) Control [ 288 | 576 | 1152
(kJm?)

time of first day 33181 19275| 26088 [ 10934
incubation After 7 days 82064 | 72700 | 40388 | 23958 | Number of cells (N)

After 12 days 97084 | 75665 | 63526 | 33575

Growth rate of photobiont cells of F. bracteata after exposure to monochromatic UV C

radiation
(A =254 nm)
time of exposure 0h 2h | 4h 8h
parameters dose parameters
(254 nm) Control |288|576| 1152
(kJm™)

time of first day 256 147] 170 129
incubation After 7 days 513| 188] 193 66 Number of cells (N)

After 12 days 688 | 200] 197 0
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Growth rate of photobiont cells of F. bracteata after exposure to polychromatic UV radiation

(A =200 nm)
time of exposure Oh 2 h 4 h 8h
parameters dose parameters
(200 nm - 400 nm) | Control | 1984|3968 |79 36
(kJm™)
time of first day 143 141 140 | 176
incubation After 7 days 197 316 | 143 57 | Number of cells (N)
After 12 days 294 386 | 156 0

Growth rate of photobiont cells of X. elegans after exposure to polychromatic UV radiation

(A 2200 nm)
time of exposure Oh 2h 4h 8 h
parameters dose parameters
(200 nm - 400 nm) | Control | 58.2 | 116.4 | 232.2
(kJm™)
time of first day 8825 |29351 (21437 ] 11533
incubation After 7 days 54392 |54203 | 29899 [ 12613 | Number of cells (N)
After 12 days 86981 |62132 | 38541 | 13694
Growth rate of photobiont cells of F. bracteata after exposure to
vacuum
Fbr time of exposure | O h 2h 4 h 8h
parameters parameters
1
p (Pa) atm |[36x10°[32x10°|31x10°
time of first day 1736 | 1528 1624 1687
incubation After 7 days 3363 609 546 98 Number of cells (N)
After 12 days | 4878 322 457 0
Growth rate of photobiont cells of X. elegans after exposure to
vacuum
Xe time of exposure [ O h 2 h 4h 8h
parameters parameters
1
p (Pa) atm |[36x10°[32x10°|31x10°
time of first day 2221 2013 2029 2112
incubation After 7 days 4425| 1789 522 438 Number of cells (N)
After 12 days | 6291 24 7 0
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Growth rate of photobiont cells of F. bracteata after exposure to
space simulation
time of exposure Oh 2h 4h 8h
parameters dose parameters
(200 nm - 400 nm) | Control 58.2 116.4 232.2
(kJm™?)
p (Pa) 1atm | 36x10° [ 32x10° [ 31x10°
time of first day 1527 1537 1565 1484
Number of
incubation After 7 days 2939 115 23 0 cells (N)
After 12 days 4268 0 0 0
Growth rate of photobiont cells of X. elegans after exposure to
space simulation
time of exposure 0h 2h 4 h 8h
parameters dose parameters
(200 nm - 400 nm) | Control 58.2 116.4 232.2
(kJm™?)
p (Pa) 1atm | 36x10° [ 32x10° [ 31x10°
time of first day 3240 2125 2039 1994
Number of
incubation After 7 days 6457 1918 533 900 cells (N)
After 12 days 9211 0 0 0
Vital cells of shocked lichen tissue (%)
Shock pressure (GPa) vital cells (%) Std.
control 93 87 287
10 56 03 376
15 702 29
20 7 86 15
30 271 12
40 002 0 001
50 0002 0 0001
X. elegans Mycobiont X. elegans Photobiont
Shock pressure (GPa) | vital cells (%) Shock pressure (GPa) | vital cells (%)
control 98 1 control 97 35
10 68 67 10 32 42
15 703 15 6 89
20 818 20 354
30 282 30 018
40 002 40 0
50 0 002 50 0
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Ergebnisse der Stolwellen belasteten Organismen im Vergleich zu Xanthoria elegans

—l—B. subtilis spores

—— X. el egans mycohiont
—8— X elegans photohiont
—&8— Chroococcidiopsis vitality

—— Chroococcidiopsis fluorescence
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...... ich denke, das war es! — Halt! Nein, es fehlt noch ein sehr wichtiger Teil. Das hitte ich nach der
Anspannung der letzten Tage intensiven Zusammenschreibens fast vergessen:

Die DANKSAGUNG / The AKNOWLEDGEMENTS

Dies ist eine schwere Aufgabe - insofern, dass ich niemanden vergessen mochte. An dieser Stelle sei
gesagt: sollte ich jemand vergessen haben, so mochte ich mich entschuldigen und vorweg eine Reihe
offen lassen, in der ich manuell oder maschinell noch nachtraglich Namen von Personen einfiigen
kann, die ebenfalls meinen besonderen Dank verdienen:

Besonders mochte ich mich bei Dir/Euch/Ihnen noch einmal herzlich bedanken, wie z.B.:

Es sind so viele die mich wahrend einer langen Zeit auf die eine oder andere Art begleitet und
unterstiitzt haben, es wire traurig, wenn diese lieben Menschen aufgrund meiner ungewollten
Unachtsamkeit ungenannt wurden (also liebe Leute: die punktierte Reihe wartet auf den Eintrag eures
Namens).

Einen besonderen herzlichen Dank meinerseits hat Frau Prof. Dr. Sieglinde Ott verdient, die mich als
Doktormutter trotz der vielen eigenen Arbeit in vielerlei Hinsicht unterstiitzt hat. Zunichst war ihre
Idee fiir das Thema meiner Arbeit: ,,Flechten unter Extrembedingungen‘ zu bearbeiten duBlerst genial
und befruchtete meinen Geist, der auch eigene Ideen bzgl. der Erforschung der ,,Grenzen des
Uberlebens* von Organismen hatte. Das Resultat ist die hier vorliegende Arbeit. Frau Ott lieB mich
wissen, dass diese Idee unter anderem aus Gespriachen des leider verstorbenen Antarktisforschers und
Astrobiologen David Wynn-Williams geboren wurde. Somit mdchte ich zumindest einen Dank an den
in den Himmeln verweilenden David schicken:

Danke, David!!! Ich werde mich bemiihen Dein Erbe mit vielen anderen Mitstreitern,
wie beispielsweise diejenigen, die in dieser Danksagung erwdhnt werden
weiterzufiihren.

Frau Ott mochte ich auch fiir einige Motivationsschiibe, wichtige, teilweise hitzige, aber auch sehr viel
weiterbringende gemeinsame Diskussionen und Gespriche danken. So manche schwierige Zeit konnte
durch diese Form der Forderung der eigenen Ideen tiberbriickt werden. Auch danke ich ihr fiir die
Bereitschaft, mir die Mdoglichkeit zu geben, an wichtigen Tagungen im In- und Ausland sowie an
Exkursionen im Hochgebirge teilnehmen zu konnen. Derartige Exkursionen waren notwendig, um das
wichtige Probenmaterial vorort sammeln zu kénnen und standortmifig zu erfassen. Die Tagungen
waren wichtig, um den Dialog und die Zusammenarbeit mit etablierten und anerkannten
Wissenschaftlern zu fordern.

Sehr dankbar bin ich auch Herrn Prof. Dr. Hans Martin Jahns, der mir in Gesprichen und bei den
Institutsseminaren sehr wichtige konstruktive Anregungen fiir meine Arbeit gab, an die ich gerne
ankniipfte und die mir sehr wertvoll waren. Auch fiir das finanzielle Auskommen wihrend der Zeit
meiner Arbeit teilte er unentwegt meine Sorgen und setzte sich trotz der allgemein leeren Kassen
diesbeziiglich sehr fiir mich ein.

Sehr dankbar bin ich auch fiir die Kooperationen, die wahrend meiner Doktorarbeit entweder schon
fiir meine Arbeit gedacht und konzipiert waren oder wéhrend der Arbeit entstanden. Einen besonderen
Dank verdient an dieser Stelle meine — wie ich meine — zweite Doktormutter, die mich ebenfalls sehr
forderte und die Tir zur Welt des sonst so fernen Weltraums mit seinen unendlichen Weiten
aufgestolen hat, so dass ich zur NASA ins Kontroll-Center in Houston wihrend einer Tagung
gelangen konnte, im DLR sowie im EAC (European Astronautic Center) der ESA selber iiber den
Tellerrand hinausschauen durfte und sogar in Dingen der Astronautik informiert wurde, aber auch
praktisch einiges ausprobieren konnte. Mein Kindheitstraum, Astronaut zu werden ist wieder belebt
worden. All’ das, aber auch die vielen Gesprache und Diskussionen verdanke ich Thnen, Frau Dr.
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Gerda Horneck! Aber auch Dir Petra (Dr. Petra Rettberg), Dir Elke (Dr. Elke Rabbow) und Dir
Corinna (Dr. Corinna Panitz), verdanke ich diesbeziiglich sehr viel. Eure Ratschlidge waren und sind
mir immer sehr wertvoll.

Herrn Dr. Reitz als Nachfolger von Frau Dr. Horneck, méchte ich auch sehr fiir die Bereitwilligkeit
der Fortsetzung unserer Kooperation danken und ich erinnere mich immer noch gerne an unsere erste
Begegnung zuriick, als Sie in meinen bevorzugten Aufenthaltsraum wéhrend der Langzeitbestrahlung
meiner Proben [ndmlich die Bibliothek der Abteilung Strahlenbiologie (DLR)] mit Physiker-Kollegen
stiirmten, mich aber nicht aus den Raum gebeten hatten, sondern es mir erlaubten, einem Vortrag iiber
solare Strahlung auflerhalb der Erdatmosphire mithoren zu diirfen und mitdiskutieren zu kénnen.

Die Danksagung ist aber hiermit noch nicht zu ende. Das ist erst der Anfang. Wahrend meiner
Promotion sind wie gesagt viele Kooperationen und sogar Freundschaften entstanden.

Ich mochte mich zunédchst bei meinen Kooperationspartnern sehr herzlich bedanken, die es mir
ermoglichten, andere Analyseansdtze und neue Methodiken im Fach der Lichenologie
(Flechtenkunde) anzuwenden oder andere Formen der Zusammenarbeit wie die Aufstellung von ESA-
Projekten gewdhrten. Danken mochte ich diesbeziiglich zunéchst allgemein dem DLR (in Koéln
Porz/Wahn und in Berlin/Adlershof), dem Naturkundemuseum Berlin (Humboldt-Universitit), dem
EMI der Frauenhofer Gesellschaft in Efringen-Kirchen, dem C.E.N.G. in Grenoble (F), dem INTA in
Madrid (E), der Open University in Milton Keynes (GB), der Universita della Tuscia in Viterbo (I),
dem JSC (NASA, USA) und dem Genetischen Institut der Heinrich-Heine-Universitét in Diisseldorf

(D).

Damit diese omindsen Gesellschaften und Institutionen auch einen Namen bekommen, mdochte ich
mich personlich bei folgenden Personen, die noch nicht genannt wurden, bedanken:

1. Die Ménner der Werkstatt des DLR (Ko6ln, Porz/Wahn)

2. Herr Prof. Dr. Stoffler (Naturkundemuseum Berlin, Humboldt-Universitit)

Herr Dr. U. Hormmemann (EMI, Fraunhofer Gesellschaft, Efringenkirchen) sowie die
Sprengmeister

Herr Dr. T. Douki (C.E.N.G., Grenoble)

Frau Dr. R. Rosa de la Torre (INTA, Madrid)

Herr Prof. Dr. C. Cockell (Open University, Milton Keynes)

Herr Prof. Dr. S. Onofri (Universita della Tuscia in Viterbo)

Herr Dr. Allan (JSC, NASA, Houston, USA) — Vielen Dank fiir zusétzliche 200 g Marsstaub -
9. Herr Prof. Dr. D. Mohlmann (DLR/Berlin)

10. Herr Dr. R. Facius (DLR/K§1In)

11. Frau Prof. Dr. Knust (Institut fiir Genetik, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf)

12. Herr Dr. Wodarz (Institut fiir Genetik, Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf)

13. Herr Dr. Miiller (Institut fiir Genetik, Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf)
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Frau Prof. Dr. Knust sowie Herrn Andreas Wodarz und Herrn Arno Miiller méchte ich noch einmal
einen gesonderten Dank aussprechen. Frau Prof. Dr. Knust danke ich fiir ihre Erlaubnis, das CLSM in
ihrem Institut fiir meine Analysen auch zu unmenschlichen, ungewohnten, nichtlichen Zeiten nutzen
zu konnen. Andreas und Arno sowie auch anderen Mitarbeitern des Instituts sei Dank fiir die
Einfithrung in die CLSM-Technik und die Hilfe bei Software-Problemen.

Software-Probleme sind ein Stichwort! — Damit werde ich nun auch in einem Atemzug die Personen
erwéhnen, die aufgrund ihrer Hilfe und ihres Zuspruchs in schwierigen Zeiten mir freundschaftlich zur
Seite standen und gute Freunde geworden sind.

Herrn Dr. G. Schuster danke ich fiir seine geduldige und ruhige Art die kniffeligen Tiicken der

Technik und des Computerwesens zu 16sen, wenn gar nichts mehr funktionierte (ich nenne nur zwei
Beispiele ,,word* und ,,pdf!!!).
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Ich danke Eva Posthoff fiir ihre Bereitschaft, mich in die Methodik der Myco- und
Photobiontenkultivierung einzufithren. Sie war immer freundlich und hilfsbereit, wenn ich auch
einmal Dampf wegen fehlgeschlagener Kulturversuche ablassen musste.

Ich danke Ulrike Ellersiek fiir interessante Diskussionen, die nicht nur fachspezifisch waren und das
Institutsleben angenehm gestalteten sowie fiir mich &uflerst erfrischend und belebend wirkten. Jeder
Widerspruch von Dir, Ulrike, gegeniiber einigen meiner Ansichten, fithrte dazu, dass ich mich
kritischer mit so manchen Dingen auseinandersetzen konnte, was in der Wissenschaft dullerst wichtig
ist!

Trudi Schaper mochte ich auch fiir ihre sehr guten Ratschlidge fiir das Management wihrend meiner
Promotionszeit danken und fiir ihre herzliche Art, mir zu vermitteln, wie mit Problemen umzugehen
ist. Ich konnte mir von ihrer Lebenserfahrung einiges abschauen. Viele Gespriche mit Dir, liebe Trudi
(oder ,,Eure Hoheit, Prinzessin®), werden mir immer in Erinnerung bleiben und die Zeit auf Gotland
(das Land unserer Flechte Fulgensia bracteata subsp. Rijojaa) ist ebenfalls unvergesslich.

Fiir die anregenden Gespriache und freundschaftliche Begleitung mochte ich mich in folgender Liste
mit beigefiigten Kurzkommentaren bedanken:

Hannes Doessler (Danke fiir Losung von Softwareproblemen und die Bereitstellung des
Softwareprogramms Image Tool sowie jede Form der Erbauung)

Julia Langohr (ermutigende Gespriche haben mich wirklich weiter gebracht)

Judith Romeike + Sabine Etges (Ratschlédge fiir die Promotionszeit waren duflerst wertvoll)

Markus Brinkmann (Danke fiir kritische Hinterfragung im Institutsseminar und gute

Ideenimpulse)

Markus Linden (Danke fiir Computer-Tipps)

Joachim Meefen (Danke fiir kritische und interessante Gespréche)

Marco Siegesmund (die Blitzeinfithrung in die Methodik der molekularbiologischen

Charakterisierung von Photobionten war einfach genial!)

Diana Borchard (die frischen, lustigen, frechen Kommentare werde ich vermissen)

Thorsten Unterhuber (die Diskussionen tiber Politik fehlen mir schon eine gewisse Zeit)

Andreas Engelen (Infos tiber Polarforschung, Antarktis —was mir leider wihrend meiner

Arbeit vergénnt gewesen ist- waren fiir mich sehr wertvoll und die

Kurzeinweisung in so manche Softwareprogramme halfen mir sehr viel weiter)
André Gassmann (meine groBe Wertschitzung fiir herrlich lange Diskussionen und gute Web-

Site- sowie Internettipps)

Paul Wieners (Deine Begeisterung fiir die Astrobiologie und viele Themenfelder der Wissenschaft
belebten meinen bereits bestehenden Enthusiasmus immer wieder neu und unsere teils
ins philosophische abdriftende Gespriche bereicherten meinen Geist —weiter so- ich
hoffe noch auf zukiinftige Zusammenarbeit)

Valeska Wombacher (Danke fiir so manche kulinarischen Geniisse)

Edith Geerkens + Silke Lamby (auch Andreas Engelen) danke ich fiir die wenigen

entspannenden Stunden nach Feierabend beim Klettern
Andrea Wegener (Deine ruhige Ausgeglichenheit war fiir mich ansteckend)
Herr Dr. Behn (Danke fiir so manche Erbauung in schweren Stunden und die Unterkunft
sowie Gastfreundschaft bei Dir in Deinem sehr schonen Haus im Wallis wahrend ich
meiner Sammelaktionen der Flechtenproben nachging)

Herr Dr. Werner Dietrich (Du bist mit Deinem Wissen {iber die Pflanzen und als

Gesprichspartner eine enorme Bereicherung fiir mich gewesen. Ich teile
mit Dir ebenfalls die Bewunderung fiir Alexander von Humboldt und
Deine ewig siegreichen Schachpartien sind fir mich eine
Herausforderung / Deine Familie hat mich auch sehr freundlich begleitet
und erbaut)

Herr Dr. Lisowsky und Herr Dr. Esser (Danke fiir wichtige Infos bzgl. Sequenzdateien und die

richtige Einschidtzung der Realisierbarkeit anderer von mir fiir die
Promotion geplanter Projekte)
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Dr. Jan Toporski (Danke fiir die interessanten Gespriache in Houston und die wichtigen Hinweise fiir
die Interpretation in Dingen der Panspermie in Deinen Publikationen)
Uli Pogoda de la Vega (Gemeinsame Arbeitsstunden am CLSM sowie im DLR und auf
Tagungen schweillen zusammen; gemeinsam Erlebtes hat uns zu richtigen
Freunden gemacht, dafiir bin ich Dir sehr dankbar)
Patrick Lau + Jorg Nellen (unser Exkurs in die Felder der Astronautik mit der
»Schiittelmaschine bleibt mir unvergessen)
Christa Baumstark-Kahn (ich sage nur ,,HUSTEN® — alias Houston war fiir uns eine
Erfahrung wert; Danke auch fiir viele Ideenimpulse sowie wertvolle
Ratschlidge)
Britta Rowehl (herzlichen Dank fiir alle Infos. Bei Dir lduft ein Grof3teil des DLR-Netzwerks
zusammen und ohne Deine liebe Hilfsbereitschaft und Deine Hinweise sowie
Verbindungen séhe meine Welt auch etwas drmer aus)
Conny Meyer (unser Impaktteam mit Ralf hat uns zu einer sehr guten Freundschaft gefiihrt;
ich danke Dir fiir so manch’ interessante Einladung und interessante Gespriche iiber
Musik sowie fiir die Unterkunft in Berlin wihrend meiner Tétigkeiten dort)
Ralf Moller (Du hast mir viele Tiiren gedffnet und ich erinnere mich immer daran, wie und wo
unsere Freundschaft begann: in der bereits mythisch gewordenen, vielleicht
geschichtstrachtigen Bibliothek der Abt. Strahlenbiologie im DLR; Danke, dass Du ein
sehr guter Freund bist, der zudem meine Begeisterung fiir Space-Themen und die Tour
de France teilt)

Bedanken mochte ich mich auch bei meiner lieben langjéhrigen Freundin und bald zukiinftigen Frau
Elena sowie ihrer und meiner Familie, die aufgrund meiner vielen Reisen und der vielen Arbeit
wihrend meiner Promotionszeit auf mich verzichten mussten. Liebe Elena, ich weil, wie oft es doch
fiir Dich sehr schwer war, wenn wir einige Vorhaben wieder aufgrund meiner Arbeit auf Eis legen
mussten. Aber ich danke Dir, dass es Dir trotzdem moglich war, mich bei einer Tagung sogar zu
begleiten und mich aufzubauen. Danke fiir Dein Verstandnis und Deine Liebe!

Meinen Eltern, sowie Geschwistern danke ich fiir ermutigende Gespriche und die Erméglichung der
Unterkunft bei ihnen in Paris, als ich dort eine Tagung besuchte. Ich bedanke mich auch fiir viel Liebe,
die besonders meine Mutter und mein Vater mir fiir meinen Werdegang gegeben haben. Diese Liebe
war mit viel Aufopferungsbereitschaft verbunden und unsere Familie war mehrmals durch viele
schwere Zeiten gegangen (auch zu Promotionszeiten). Daflir sehr grofien Dank!!! (diese Worte
vermdgen nicht das wirkliche Gefiihl zu erfassen, das ich hierbei habe).

Ingo Soboll danke ich auch fiir die Gastfreundschaft wihrend meines Aufenthalts in Berlin. Die
Unterkunft bei Dir wihrend des DFG-Workshops und aufgrund einer Einladung zum Vortrag am
Naturkundemuseum war ein Gliicksfall. Dafiir noch einmal herzlichen Dank. Frau Eckert (insgeheim
schon meine Schwiegermama) mochte ich fiir das Korrekturlesen mancher Publikation danken und
Herrn Knauer sowie Ansgar Wallenhorst fiir die vielen schonen, entspannenden Stunden beim
gemeinsamen Musizieren am Klavier, an der Orgel oder beim Chorgesang. Musik ist immer die beste
Therapie, um so manchen Promotions-Stress abzubauen.

Beenden mochte ich den Dankesreigen mit der Nennung der Sponsoren. Einen sehr groBen Dank
richte ich hiermit an die Institutionen und Gesellschaften, die mir finanziell unter die Arme gegriffen
haben und ohne die ich die Arbeit nicht hitte in der Weise ausfithren kénnen, wie sie letztendlich
gliicklicherweise doch erfolgen konnte. Vielen Dank an:

FAZIT-Stiftung (fir das zweijahrige Stipendium)
DFQG (fiir die Forderung unserer Impaktstudien)
COSPAR (fiir die Travel-Grants zum World-Space-Congress in Houston/Texas (NASA) und
der COSPAR-Tagung in Paris)
EANA (fiir den Travel-Grant nach Milton-Keynes, hier wire insbesondere Herr Prof. Dr.
André Brack zu erwéhnen)
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Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigenstindig und ohne unerlaubte Hilfe
angefertigt. Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder in &hnlicher Form noch bei
keiner anderen Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen

Promotionsversuche unternommen

Diisseldorf, 05.12.2005

Jean-Pierre Paul de Vera





