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1. Einleitung 

1.1. Überblick 

In diesem Projekt wurden Proben der Flechte Xanthoria elegans analysiert, die zuvor im 

Rahmen eines ESA-Projektes auf der Internationalen Raumstation (ISS) 18 Monate lang unter 

Mars-analogen und reellen Weltraumbedingungen exponiert wurden (Onofri et al. 2012, Rab-
bow et al. 2012, PUBLIKATION 2, 3). Dieses Experiment ermöglichte erstmals nach einer 

Langzeitexposition im Weltraum, die kombinierten Einflüsse von Vakuum, Strahlung und 

insbesondere UV-Einstrahlung, auf die Vitalität, die photosynthetische Aktivität und die ult-

rastrukturelle Integrität der exponierten Flechtenproben zu analysieren. Die anatomisch-
morphologischen Vergleiche in der Astrobiologie eingesetzter resistenter Flechten (u.a. Circi-

naria gyrosa, Buellia frigida, Sánchez et al. 2012, 2014, PUBL. 1) bildeten eine essentielle 

Grundlage für die Analysen und zeigten, dass Poikilohydrie und Anhydrobiose essentielle 

Prinzipien sind, während z.B. die UV-Resistenz auch durch unterschiedliche sekundäre Meta-
boliten oder anatomische Variationen erreicht werden kann (PUBL. 1, Meeßen et al. 2013b). 

Bedingt durch ihren erdnahen Orbit schützt das Erdmagnetfeld die ISS größtenteils vor ioni-

sierender kosmischer Strahlung. Um die Resistenz von Flechten und ihren Symbionten ge-

genüber dieser Strahlung im offenen Weltraum einschätzen zu können, wurden Simulations-
experimente mit Komponenten von kosmischer Strahlung, wie sie außerhalb des schützenden 

Magnetfeldes auftreten können (Reitz 2008) durchgeführt. Diese zusätzlichen Experimente 

ergänzten die Analyse der Exposition auf der ISS um diesen, für die Einschätzung des Über-

lebens im Weltraum relevanten, abiotischen Faktor (PUBL. 4, 5). 

 

1.2 Flechten 

Als eine seit ca. 600 Mio. Jahren (Yuan et al. 2005) erfolgreiche Symbiose aus Pilzen (Myco-
bionten) und Algen und/oder Cyanobakterien (Photobionten), sind Flechten rezent in fast al-

len Biomen der Erde anzutreffen und weltweit mit ca. 16000-20000 Arten vertreten (Henssen 

& Jahns 1974, Øvstedal & Lewis Smith 2001). Viele Flechtenarten sind Pionierorganismen 

(Emerson 1947, Brodo et al. 2001), die mit unterschiedlichsten Anpassungen und Resistenz-
mechanismen Standorte besiedeln können, deren extreme Umweltbedingungen eine Besied-

lung durch Kormophyten nicht oder nur in einer geringen Artendiversität erlauben (Longton 

1988, Kranner et al. 2008). Die Toleranz der poikilohydren Flechten gegenüber abiotischen 

Umweltfaktoren wie Kälte, Temperaturschwankungen, extremer Trockenheit, geringer Nähr-
stoffverfügbarkeit und starker Lichteinstrahlung zeigt sich insbesondere in alpinen Habitaten 

(Aubert et al. 2007, Obermeyer et al. 1992), in heißen und kalten Wüsten (Nash III et al. 

1977, Nybakken et al. 2004), auf antarktischen Nunatakkern (Engelen et al. 2008), sowie in 

den antarktischen Dry Valleys (Friedmann et al. 1988, Perez-Ortega et al. 2012). In der Ant-
arktis stellen Flechten die dominante Vegetation dar (Dyer & Crittenden 2008) und besitzen 
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mit ca. 400 Arten (Øvstedal & Lewis Smith 2001) neben Moosen die größte Diversität (Long-

ton 1988). 

Die verschiedenen Flechtenarten dieser mutualistischen Symbiose (Lewis 1991, Hawksworth 
et al. 1995) zwischen heterotrophen, filamentösen Mycobionten (überwiegend Ascomyceten) 

und photoautotrophen Photobionten, unterscheiden sich durch ihre jeweiligen Symbiosepart-

ner, morphologisch durch verschiedene Wuchsformen des Flechtenkörpers (Thallus) und der 

Fruchtkörper des Pilzes (Apothecien), aber auch durch physiologische Eigenschaften (Hens-
sen & Jahns 1974, Lange & Kappen 1972, Kappen & Friedmann 1983, Schroeter & Schei-

degger 1995, Kappen 2000). Der stratifizierte Thallus heteromerer Flechten mit Cortices, Al-

genschicht und Medulla wird hauptsächlich von Pilzhyphen des Mycobionten gebildet, die in 

Pseudogeweben organisiert sind (Henssen & Jahns 1974). Die unizellulären Photobionten 
sind als extrazelluläre Symbionten in Schichten oder Clustern in die Struktur der Flechte ein-

gebettet (Honegger 1991). Der symbiotische Kontakt wird über Pilzhyphen, die zu Haustorien 

oder Appressorien gestaltet sind, oder per Diffusion über die gebildete Gallertmatrix realisiert 

(Henssen & Jahns 1974). Grünalgen, insbesondere der coccalen Gattung Trebouxia, sind als 
photoautotrophe Symbionten besonders verbreitet in Habitaten, die durch Kälte und Trocken-

heit geprägt sind (Palmer & Friedmann 1990, Kappen 2000, Sadowsky & Ott 2012). 

Strukturierte Thalli, Apothecien und sekundäre Flechteninhaltsstoffe werden von der über-

wiegenden Zahl der Flechtenpilze nur im symbiotischen Zustand gebildet (Henssen & Jahns 
1974). Aposymbiotisch wachsen Mycobionten lediglich zu undifferenzierten Mycelien oder 

Stromata heran und bilden selten Apothecien aus (Henssen & Jahns 1974, Meeßen 2011), 

weshalb die Symbiose für den Pilz als ökologisch obligat gilt (Honegger 1991). 

Sowohl die Wuchsformen, als auch die charakteristischen sekundären Metabolite sind Teil 
der Anpassungen an die jeweiligen Umweltbedingungen der Flechten (Jahns 1988, Scheideg-

ger et al. 1995, Büdel & Scheidegger 1996, PUBL. 1), da sie z.B. bei der Wasseraufnahme, 

dem Gaswechsel, der Photosynthese-Effizienz (Honegger 1998, Kappen 2000) und der Pig-

mentierung (Solhaug et al. 2003, Solhaug & Gauslaa 2004) relevant sind. Verschiedene 
Flechtenarten finden sich an stark lichtexponierten Standorten (Kappen et al. 1998), wodurch 

insbesondere an alpinen oder antarktischen Standorten eine intensivere UV-Einstrahlung (vgl. 

1.3.3) wirksam sein kann. Die von vielen Flechtenarten produzierten, charakteristischen, se-

kundären Metabolite (Rundel 1978, Huneck & Yoshimura 1996), können Licht und UV-
Strahlung absorbierende Eigenschaften besitzen (Solhaug & Gauslaa 1996, McEvoy et al. 

2007, Meeßen et al. 2013b, PUBL. 1) oder sie können als Fraßschutz oder Bakterizid dienen 

(Lawrey 1989, Huneck 1999). Zu den Anpassungsstrategien der Flechten an die Umweltbe-

dingungen ihres Lebensraumes zählt auch die symbiotische Lebensweise, die es den Flechten 
ermöglicht, Habitate zu besiedeln, welche für die einzelnen Symbiosepartner langfristig nicht 

erschließbar wären (Honegger 2009, Grube 2010). 

Im Folgenden fokussiert sich die Beschreibung auf die in dieser Arbeit eingesetzte Flechte 
Xanthoria elegans. Ein Vergleich der unterschiedlichen Anatomie, Morphologie und Adapti-
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onen der astrobiologisch relevanten Flechten Rhizocarpon geographicum, Circinaria gyrosa, 

Pleopsidium chlorophanum, Xanthoria elegans und Buellia frigida wurde hingegen in PUBL. 

1 erarbeitet. 

 

1.2.1 Xanthoria elegans (Link) Th. Fr. (1860) 

Die placoide Krustenflechte aus der Familie Telochistaceae ist weltweit verbreitet und findet 

sich bevorzugt in (hoch-)alpinen und polaren Habitaten. Es gibt dokumentierte Funde aus dem 
Himalaya auf ca. 7000 m üNN (Obermeyer et al. 1992) und Vorkommen in der kontinentalen 

Antarktis (Øvstedal & Lewis Smith 2001). Die in dieser Studie verwendeten Proben wurden 

2005 und 2012 am Col du Sanetsch (2140 m üNN), Wallis, Schweiz, und nahegelegenen 

Standorten bei Zermatt (PUBL. 2, 4) gesammelt und trocken bei -20°C gelagert. 

Im heteromeren Thallus von X. elegans kann die Algenschicht deutlich von der sehr lockeren 

Medulla aus Pilzhyphen abgegrenzt werden. Der Photobiont ist eine coccale Grünalge der 

Gattung Trebouxia. Einige Trebouxia-Arten sind besonders kälte- und frostresistent (Hájek et 

al. 2012) und verfügen über ein niedriges Photosynthese-Optimum (Lange und Kappen 1972, 
Kappen 1993, 2000). Detaillierte Informationen zur Anatomie und Morphologie finden sich in 

PUBL. 1. Charakteristisch für X. elegans ist die Inkrustierung des oberen Cortexes mit dem 

Anthrachinon Parietin, einem extrazellulären, vom Mycobionten synthetisierten sekundären 

Metaboliten, das als licht-absorbierendes Pigment wirkt (Huneck & Yoshimura 1996, Elix 
1996, Solhaug & Gauslaa 1996). 

Die Synthese des vor Licht- und UV-Strahlung schützenden Parietins (Solhaug & Gauslaa 

1996) ist angepasst an die Intensität der Belichtung und kann durch UV-B Einstrahlung am 

Standort induziert werden (Buffoni Hall 2002, Solhaug & Gauslaa 2004; Gauslaa & McEvoy 
2005). Die hohe Absorptionsfähigkeit von Parietin im UV-Wellenlängenbereich von 220-300 

nm (Abb. A3) reduziert somit die Bildung UV-induzierter DNA-Photoprodukte (Buffoni Hall 

2002) und schützt DNA sowie Proteine vor den Wellenlängen, auf die sie besonders sensitiv 

reagieren (vgl. 1.3.3). Ein weiterer Absorptionspeak bei 440 nm deckt sich mit der Lich-
tabsorption durch Chlorophyll, wodurch Überbelichtung vermieden und die Photoinhibition 

verringert wird (Solhaug & Gauslaa 2004) sowie die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspe-

zies minimiert (Krause & Jahns 2004). Die Verdichtung der absorbierenden Pigmente bei der 

Dehydration von Flechten (vgl. 2.3.4, PUBL. 1) intensiviert die protektive Wirkung und stellt 
damit einen effizienten Licht- und UV-Schutz für beide Symbionten im Thallus dar, insbe-

sondere für die Photobionten (Buffoni Hall 2002, Gauslaa & Solhaug 2004). 

 

1.2.2. Anhydrobiose und Austrocknungstoleranz 

Flechten sind poikilohydre Organismen und verfügen über keine aktiven Mechanismen zur 

Wasserretention (Henssen & Jahns 1974). Kompensiert wird dies durch eine hohe Austrock-

nungstoleranz (Lange & Kappen 1972, Honegger 2003, Kranner et al. 2008). Bei der Aus-



11 
 

trocknung gehen beide Symbionten in den, als Anhydrobiose bezeichneten, Zustand latenten 

Lebens über, wobei alle metabolischen Prozesse ruhen (Crowe et al. 1992, 1998, Kranner et 

al. 2008) und das Photosystem II inaktiviert ist (Wieners et al. 2012). Dies reduziert die Schä-
digung durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS; Kranner et al. 2008, Holzinger & Karsten 

2013). Beim Austrocknen werden protektive Mechanismen aktiviert, z.B. die Akkumulation 

von Osmotika, von ROS abfangenden Molekülen, sowie von Zuckern, welche die Membra-

nen der Zelle während der Anhydrobiose stabilisieren (Crowe et al. 1998; Holmstrup et al. 
2001, Kranner et al. 2008, Holzinger & Karsten 2013). Eine durch Trockenheit oder Luft-

feuchtigkeit < 80-97% (Sigfridsson and Oquist 1980; Lange et al. 1998) induzierte Anhydro-

biose stellt für trockenresistente Flechten eine Adaption dar, welche die Besiedlung von Habi-

taten mit geringer Wasserverfügbarkeit ermöglicht (vgl. 1.2). Beide Symbionten überdauern 
ungünstige äußere Bedingungen an ihrem Standort in Anhydrobiose, aber sind bei der Rehyd-

rierung der Flechte innerhalb von wenigen Minuten wieder metabolisch aktiv (Kappen 1988, 

Aubert et al. 2007). Dehydrierung und Rehydrierung sind bei trockenresistenten Flechten ein 

normaler Vorgang, keine destruktiven Ereignisse (Ahmadjian 1965, Kappen 1988, Lange et 
al. 2001). Abhängig von der Dauer der Anhydrobiose, kann die maximal mögliche photosyn-

thetische Aktivität aber erst nach einer Regenerationszeit von bis zu 24 Stunden (PUBL. 2, 3) 

erreicht werden. Die meisten Flechten überstehen eine Austrocknung bis zu einem Wasser-

gehalt von 5% des Trockengewichtes und können mehrere Monate bis Jahre (max. 3 Jahre, 
Honegger 2003) in Anhydrobiose verbleiben, wobei das dabei degenerierte Chlorophyll nach 

der Rehydrierung innerhalb von 1 Stunde neu synthetisiert werden kann (Kranner et al. 2003). 

 

1.2.3 Frosttoleranz 

Physiologische Experimente mit antarktischen Flechten bestätigten deren hohe Kälte- und 

Frostresistenz. Photobionten können bei niedrigen Temperaturen photosynthetisch und meta-

bolisch aktiv sein (z.T. bis -18°C; Lange & Kappen 1972, Kappen 1993, Kappen et al. 1996) 

und trockene sowie hydrierte Flechten und Photobionten konnten unter Laborbedingungen 
nach Gefrieren bis -196°C reaktiviert werden (Lange & Kappen 1972; Barták et al. 2007, 

Hájek et al. 2012, Sadowsky & Ott 2012). Im eingefrorenen Zustand (unter -20°C) gelagerte 

Flechten können bis zu 9,5 Jahre vital und kultivierbar sein (Honegger 2003). 

 

1.3 Astrobiologie  

Die Astrobiologie ist ein interdisziplinärer Wissenschaftszweig, der Astronomie, Geologie, 

Biologie, Chemie und verwandte Wissenschaften integriert und aus einem sehr breiten Spekt-
rum an Forschungsgebieten Impulse erhält. Aus biologischer Sicht ist die gemeinsame Basis 

die Forschung an der Wahrscheinlichkeit oder Möglichkeit für die Evolution und Präsenz von 

Leben auf anderen Himmelskörpern als der Erde. Die NASA definiert Astrobiologie als “the 

study of the origin, evolution, distribution, and future of life in the universe. This multidisci-
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plinary field encompasses the search for habitable environments in our Solar System and 

habitable planets outside our Solar System, the search for evidence of prebiotic chemistry and 

life on Mars and other bodies in our Solar System, laboratory and field research into the ori-

gins and early evolution of life on Earth, and studies of the potential for life to adapt to chal-

lenges on Earth and in space.” 

Bezugnehmend auf das obige Zitat gilt die Erde als Modellsystem für die Astrobiologie. Er-

forscht wird sowohl der Einfluss von extraterrestrischen Bedingungen auf organische Mole-
küle sowie auf Prokaryoten und Eukaryoten bis hin zum Menschen (Bertrand et al. 2012, 

Horneck & Mancinelli 2010, de la Vega et al. 2007, Billi et al. 2011, Sancho et al. 2007, Pers-

son et al. 2011, Gusev et al. 2012, Reitz et al. 2011), als auch die Bedingungen, unter denen 

Leben entstehen (Rettberg et al. 1998, Zahnle et al 2007, Martin et al. 2008, Lammer et al. 
2009) und überdauern kann (Cockell 1998, Harrison et al. 2013). Weitere Forschungsfelder 

sind der Schutz von zu erforschenden Himmelskörpern sowie der Erde vor biologischen Kon-

taminationen (Moissl-Eichinger et a. 2011, Horneck et al. 2012) und die Detektion von Leben 

anhand von sogenannten biomarkers, womit biogene Substanzen (Böttger et al. 2014, Baqué 
et al. 2014) oder Relikte biologischer Aktivität, wie z.B. Eisenbänderung oder atmosphärische 

Gase (Kappler et al. 2005) angesprochen sind, die nicht oder nur langsam durch abiotische 

Faktoren (z.B. UV) degeneriert werden. 

 

1.3.1 Extreme Umwelten: Weltraum- und Marsanaloge Standorte 

Standorte mit extremen Umweltbedingungen, die wegen ihrer geringen Wasserverfügbarkeit, 

extremen Temperaturen oder Lichtverhältnisse, nur von besonders adaptierten Organismen 

besiedelt werden können, eignen sich oft auch als Testgebiet für die Hard- und Software ge-
planter Weltraummissionen. Heiße und kalte Wüsten oder trockene alpine Gebiete, z.B. in 

den antarktischen McMurdo Dry Valleys oder der Atacama Wüste in Chile, werden als Mars-

analoge Standorte bezeichnet (Doran, Lyons & McKnight 2010). Die Organismen, die an sol-

chen Standorten leben, z.B. Xanthoria elegans, Pleopsidium chlorophanum (Atacama), Buel-

lia frigida (Antarktis), Cryomyces minteri (antarktischer endolithischer Ascomycet; Selbmann 

et al. 2005, Onofri et al. 2012), Bakterien und halophile Archaeen (Leuko et al. 2010), waren 

die naheliegende Wahl für Experimente unter Weltraumbedingungen. Sporenbildende Bakte-

rien wie Bacillus subtilis, strahlenresistente Deinococcus radiodurans-Stämme und diverse 
Arten von Cyanobakterien (Friedmann & Ocampo-Friedmann 1995) sind darüber hinaus 

weithin eingesetzte prokaryotische Modellorganismen in der Astrobiologie (Nicholson et al. 

2000, Horneck et al. 2012, Moeller et al. 2012, Frösler et al. 2013). 

 

1.3.2 Lithopanspermie-Hypothese 

Die ursprüngliche Panspermie-Hypothese basiert auf der Idee, Leben könne von einem Him-

melskörper zum anderen durch den Weltraum übertragen werden (Thomson 1871, Arrhenius 
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1903). Die Lithopanspermie-Hypothese postuliert als Übertragungsvektor felsige Meteoriten, 

die Mikroorganismen geschützt transportieren könnten (Mileikowsky et al. 2000, Nicholson 

2009). Auf der Erde gefundene Meteoriten vom Mars (Kvenvolden et al. 1971, Melosh 1984; 
Shuster & Weiss 2005) gaben u.a. Anlass diese Hypothese neu zu überprüfen (Horneck et al. 

2001) und kontrovers zu diskutieren (Clark 2001). 

Die Lithopanspermie-Hypothese umfasst drei Phasen (Gargaud 2011): Die Auswurf-Phase 

(impact-/eject-phase) beginnt mit einem Meteoriteneinschlag auf einem belebten Planeten, 
wodurch von Mikroorganismen besiedelte Gesteinstrümmer in den Weltraum katapultiert 

werden. Hierbei müssten die Organismen die erheblichen Schockdrücke und Hitzeentwick-

lung des Meteoriteneinschlages tolerieren. Bei Experimenten mit realistischen Schockdrücken 

bis 45 GPa überstanden z.B. einzelne X. elegans-Pilzhyphen Drücke (Stöffler et al. 2007, 
Horneck et al. 2008, Meyer et al. 2011). Die zweite Phase der Lithopanspermie wäre der 

Transfer durch den Weltraum, dessen wahrscheinliche Zeitdauer unterschiedlich diskutiert 

wird, wobei die kürzeste belegte Zeitspanne ca. 600 000 Jahre beträgt (Clark 2001). Im Welt-

raum würden ionisierende Strahlung, starke Sonneneinstrahlung mit kurzwelliger UV-
Strahlung, Vakuum, Temperaturschwankungen und -extreme auf die transportierten Organis-

men einwirken. So haben z.B. Flechtenproben von R. geographicum, C. gyrosa und X. ele-

gans im Rahmen der 10-16tägigen BIOPAN Experimente (Sancho et al. 2007; Raggio et al. 

2011; vgl. 1.3.3) ihre Resistenz gegenüber realen Weltraumbedingungen demonstriert. Das 
mit 18 Monaten Expositionsdauer deutlich längere LIFE-Experiment auf der ISS (vgl. 1.4.1) 

sollte auch eine bessere Einschätzung der Wahrscheinlichkeit eines Transfers von Leben 

durch den Weltraum gestatten. Die dritte Phase der Lithopanspermie beginnt, wenn der Fels 

mit dem Mikroorganismen vom Schwerkraftfeld eines Himmelskörpers eingefangen wird und 
dort landet. Die dritte Phase erfordert aber insbesondere eine Möglichkeit zu landen, ohne 

durch die Reibungshitze beim Eintritt in eine Atmosphäre thermischen Schaden zu nehmen. 

Experimente zum Eintritt in die rezente Erdatmosphäre (STONE, de la Torre et al. 2010) wur-

den an der Außenhülle des FOTON Satelliten durchgeführt. Die Reibungshitze der dichten 
Erdatmosphäre verglaste die getesteten Gesteine und sterilisierte damit das komplette Expe-

riment (de la Torre et al. 2010). Wenn ein solcher Wiedereintritt jedoch gelänge und der 

Himmelskörper habitabel wäre, d.h. er besäße eine Umwelt, die Leben erhalten kann, dann 

könnten sich die übertragenen Organismen nun ansiedeln. 

 

1.3.3 Terrestrische und extraterrestrische abiotische Stressoren 

UV-Strahlung 

Aufgrund der fehlenden Absorption und Reflexion durch die Erdatmosphäre ist die Sonnen-
einstrahlung in der erdnahen Umlaufbahn energiereicher als auf der Erdoberfläche (Rettberg 

& Rothschild 2002). Die gesamte elektromagnetische Strahlungsleistung der Sonne wird als 

eingestrahlte Leistung pro Fläche durch die Solarkonstante beschrieben. Sie beträgt gemittelt 
1367 Wm-2 und wird oberhalb der Erdatmosphäre gemessen (Gargaud 2011). Dabei entfallen 
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8% der Energie auf ultraviolette Strahlung mit Wellenlängen von 200 bis 400 nm (Ghetti et 

al. 2006). Auf dem Erdboden schwankt die eingestrahlte Leistung um 900 Wm-2 (abhängig 

z.B. von der Bewölkung; Frey & Lösch 2004). Kurzwellige energiereiche UV-Strahlung von 
10 bis 300 nm wird von der Atmosphäre absorbiert, insbesondere durch die Interaktion mit 

Kohlendioxid und Sauerstoffmolekülen in der Stratosphäre (Ozonschicht), sodass energierei-

chere Wellenlängen < 300nm den Erdboden bei intakter Ozonschicht nicht erreichen (Rett-

berg & Rothschild 2002). Folglich enthält terrestrisches Sonnenlicht lediglich UV-A-
Strahlung (315-380 nm) und die weniger energiereichen Anteile (300-315 nm) der UV-B-

Strahlung (280-315 nm). Die Intensität dieser terrestrischen UV-A/B-Strahlung ist vom jewei-

ligen Standort abhängig. An alpinen Standorten wurde eine Zunahme der Intensität von 

UV300nm um 24% je 1000 m Höhenunterschied dokumentiert (Blumthaler et al. 1997) und 
speziell in der Antarktis erhöht sich der UV-B Anteil durch den anthropogen verursachten 

Verlust von atmosphärischem Ozon (Jones & Shanklin 1995), womit sich dieser abiotische 

Stressor verstärkt (Lud et al. 2001). Die energiereicheren Wellenlängen < 300 nm stellen hin-

gegen einen nur oberhalb der Stratosphäre (Ozonschicht; 15 bis 50 km über dem Erdboden) 
vorkommenden, extraterrestrischen Stressor dar. Insbesondere gilt dies für UV-Strahlung mit 

Wellenlängen < 100 nm, die ausschließlich im Vakuum existent ist (Horneck et al. 2010). 

Die differenzierte Betrachtung der Wellenlängen ist erforderlich, da diese unterschiedliche 

biologische Wirksamkeit besitzen. Gemäß dem Zusammenhang für den Energiegehalt von 
Photonen (Energie = Plancksches Wirkungsquantum x Frequenz, mit Frequenz = c/Ȝ) ist die 

Energie kurzwelliger Photonen höher. UV-C, insbesondere mit Ȝ < β00 nm und > 8,5 eV kann 

Atome oder Moleküle direkt ionisieren. Die biologisch relevantere, direkte Wirkung von UV-

C mit Ȝ = 200-280 nm und UV-B (280-315 nm; ca. 4eV) auf exponierte Zellen beruht jedoch 
auf der Modifikation von Bindungen funktionaler Moleküle, wodurch diese ihre spezifische, 

biologische Funktion einbüßen. So besitzt die Peptidbindungen ein Absorptionsmaximum bei 

220 nm, die DNA bei 260 nm und viele Proteine bei 280 nm. Dadurch sind die Moleküle bei 

Bestrahlung mit solchen Wellenlängen anfällig für Schäden. Polychromatisches UV-Licht 
kann somit gleichzeitig die DNA schädigen und deren Reparaturenzyme deaktivieren (Britt 

1996, Daly 2012). Zudem produziert UV-Strahlung reaktive Sauerstoff- und Hydroxyl-

Radikale, die Organismen indirekt schädigen indem sie u.a. Proteine oxidieren, in ihrer Funk-

tionalität beeinträchtigen oder DNA-Basenverluste verursachen (Keresztes & Kovács 2002, 
Beblo 2010, Nawkar et al. 2013). 

Zu den, durch UV-C und UV-B induzierbaren, DNA-Schäden zählen auch die DNA Photo-

produkte (Douki & Cadet 2001, Buffoni Hall 2002). Die häufigsten Photoprodukte sind Di-

mere aus Pyrimidinbasen (Thymin, T oder Cytosin, C), das Cyclobutyl-Pyrimidin-Dimer und 
das (6-4) Photoprodukt (Ravanat et al. 2001; Douki et al. 2003; Cadet et al. 2005). Falls diese 

Basendimere nicht durch Photolyasenaktivität oder DNA-Reparaturenzyme mittels Nukleotid-

Exzisions-Reparatur getrennt werden, behindern sie die DNA-Replikation und Transkription 
oder können sogar DNA-Doppelstrangbrüche induzieren (Britt 1996). 
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Die Photosynthese, als essentielle Stoffwechselleistung photoautotropher Organismen, kann 

auf unterschiedliche Weise beeinträchtigt werden. Dies kann durch UV-induzierte Schäden 

ihrer Komponenten geschehen (z.B. des D1 Proteins oder des Rubisco-Enzyms), durch den 
Verlust photosynthetischer Pigmente, durch oxidative Membranschäden oder durch die beein-

trächtigte Expression von benötigten Genprodukten (Vass 1997, Bischof et al. 2000, Lütz et 

al. 2005, Mackerness et al. 1999; Review-Artikel von Holzinger & Lütz 2006). 

 

Vakuum und Mars-analoge Atmosphäre 

Ein abiotischer Faktor, der das Überleben von biologischen Proben in extraterrestrischen 

Umwelten begrenzt, ist die extreme Austrocknung in einem Vakuum (Nussinov & Lysenko 

1983, Horneck et al. 2002, 2010). Während der Exposition erfuhren die Proben ein Vakuum 
von 10-4 bis 10-7 Pa (10-9 mbar), während die Proben in der Simulation der EXPOSE-E Mission 

(Mission Ground Reference, MGR) im DLR Köln einem konstanten Vakuum von 1,7∙10-3 Pa 

ausgesetzt waren. Sowohl auf der ISS, als auch in der MGR betrug der atmosphärische Druck 

der Mars-analogen Exposition 103 Pa (10 mbar), entsprechend ~1% des atmosphärischen 
Druckes der Erde von 101300 Pa (1013 mbar). Die Mars-analoge Atmosphäre des LIFE-

Experimentes unterschied sich einerseits durch den reduzierten Druck, andererseits durch die 

Komposition ihrer Gase (95,3% CO2, 2,7% N2, 1,6% Ar, 0,15% O2, 370 ppm Wasserdampf; 

alle Daten gemäß Rabbow et al. 2012) von der Erdatmosphäre, die zu ~78% aus Stickstoff 
besteht und nur 0,04% CO2 enthält. Auch die Mars-analogen atmosphärischen Bedingungen, 

besonders der geringe Druck unterhalb des Triplepunktes von Wasser, wirken stark austrock-

nend (Horneck et al. 2010). Inwiefern sich ein Unterschied zu den Vakuum-Bedingungen in 

der Vitalität der biologischen Proben widerspiegelt, stellt eine Fragestellung des EXPOSE-
E/LIFE-Experimentes dar. 

 

Simulierte Weltraumbedingungen / Experimente im Weltraum 

Fünf verschiedene Flechtenarten (Rhizocarpon geographicum, Buellia frigida, Xanthoria ele-

gans, Pleopsidium chlorophanum und Circinaria gyrosa) wurden in den bisherigen Simulati-

onsexperimenten abiotischen Stressfaktoren unterworfen, wie sie unter extraterrestrischen 

Bedingungen erwartet werden. Besonderes Augenmerk lag hierbei auf extraterrestrischer UV-

Strahlung, aber mit Blick auf die geplanten Weltraumexperimente bestanden die Simulationen 
auch aus kombinierten Stressoren. Experimente mit polychromatischer UV-Strahlung (Ȝ > 

160 nm) unter Vakuum (10-3 Pa) zeigten, dass intakte Thalli durch 150 kJm-2 nicht in ihrer 

Vitalität beeinträchtigt wurden, während isolierte Photobionten bei 40 kJm-2 noch 30% ihrer 

Vitalität behielten (de Vera et al. 2003). Nach einem vergleichbaren Experiment mit UV-
Bestrahlung bis 232,8 kJm-2 unter einem Vakuum von 3,6 x 10-5 Pa über 8 h zeigten 25-42% 

der Photobionten und 65-85% der Mycobionten metabolische Aktivität. Die Mycelien des 

Mycobionten zeigten einen geringen Vitalitätsverlust gegenüber der Kontrolle, allerdings 
konnten Photobionten nur kultiviert werden, wenn sie sich innerhalb von Clustern gegenseitig 
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vor UV-Strahlung beschattet hatten (de Vera et al. 2008). In diesen Simulationen zeigte sich 

X. elegans auch resistent gegenüber der energiereicheren UV-Strahlung (Ȝ < 300 nm), die in 

den terrestrischen Habitaten der Flechte nicht vorkommt. Im Weiteren wurden Experimente in 
Kooperation mit dem Deutschen Zentrum für Luft- und Raumfahrt (DLR) durchgeführt, um 

die Exposition auf der ISS vorzubereiten; die sogenannten EVT (experimental verification 

tests) und der SVT (scientific/space verification test). In diesen Versuchsreihen wurden UV-

Temperatur- und Vakuumbedingungen (bis 10-5 Pa; 2 Wochen maximal) in den DLR-Laboren 
appliziert, und anschließend die photosynthetische und metabolische Aktivität der Proben 

überprüft (Abb. A1.3). 

Die bisher durchgeführten Experimente mit Flechtenproben im Weltraum nutzten die BIO-

PAN-Plattform, die außen auf einem FOTON-Satelliten montiert war. Während des 10- bzw. 
16-tägigen Aufenthaltes in der Umlaufbahn war die Experimentplattform geöffnet, um die 

Flechtenproben dem Vakuum zu exponieren, wobei verschiedene Bestrahlungsregimes durch 

entsprechende Filterung realisiert wurden. Proben von X. elegans wurden in allen drei BIO-

PAN-Experimenten eingesetzt. Nach dem 16-tägigen Experiment LICHENS II (BIOPAN 
5/FOTON M2) demonstrierten die Proben eine hohe metabolische Aktivität (67-75%) und 

regenerierten ihre Photosyntheseaktivität fast vollständig innerhalb von 72 Stunden (Sancho 

et al. 2007). Die BIOPAN-Experimente und die Ergebnisse über die Vitalität der Flechtenpro-

ben auch nach kurzwelliger UV-Strahlung (>110 nm) bildeten die Grundlage für die Lang-
zeit-Expositionsexperimente auf der ISS. Einen Überblick über die Simulations- und alle 

Weltraumexperimente mit Flechten enthält die Tabelle 1 in der PUBLIKATION 1. 

 

1.4 Exposition auf der Internationalen Raumstation (ISS) 

1.4.1 Astrobiologische Plattform EXPOSE-E  

Zum ersten Mal wurden Flechten auf der Internationalen Raumstation im Rahmen des ESA-

Projektes EXPOSE-E über einen Zeitraum von 18 Monaten den besonderen Umweltbedingun-
gen des Weltraumes und dort simulierten Mars-analogen Bedingungen ausgesetzt. Eine spezi-

ell für astrobiologische Experimente konstruierte Versuchsplattform (EXPOSE facility, Kay-

ser-Threde, München) wurde außerhalb des Columbus-Modules montiert, um die astrobiolo-

gischen Proben zu exponieren (Horneck & Zell 2012, Rabbow et al. 2012). Die aus dem 
Weltraum erhaltenen Umweltdaten, einschließlich der Strahlungsmessung wurden im DLR 

Köln verarbeitet (Rabbow et al. 2012, Berger et al. 2012), wo auch die Integration der Proben 

in die Hardware durchgeführt wurde. Ein zweites Set von Proben wurde hier einer Simulation 

der EXPOSE-E Umweltbedingungen ausgesetzt (Mission Ground Reference, MGR). Entspre-
chend der erhaltenen und kalkulierten Daten wurden Vakuum und UV-Strahlung (Rabbow et 

al. 2012) simuliert, nicht aber Schwerelosigkeit noch ionisierende kosmische Strahlung. Ins-

gesamt wurden sieben Experimente in diesem astrobiologischen Projekt durchgeführt, an de-

ren Umsetzung und Auswertung zahlreiche wissenschaftliche Arbeitsgruppen aus Europa mit 
biologischen Proben und biochemischen Substanzen beteiligt waren (Rabbow et al. 2012). 
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Flechten in diesem Projekt zu exponieren, war sowohl durch die Toleranz von Flechten ge-

genüber extremen Umweltbedingungen motiviert (vgl. 1.2) als auch durch die hohe Vitalität 

von X. elegans, Rhizocarpon geographicum und Circinaria gyrosa nach den Simulations- und 
Expositionsexperimenten (vgl. 1.3.3). Die Umsetzung erfolgte in enger Kooperation mit dem 

Deutschen Zentrum für Luft- und Raumfahrt (DLR) in Köln.  

 

1.4.2 Flechten-Expositionsexperimente auf der ISS  

Flechtenthalli und isolierte Mycobionten von Xanthoria elegans wurden im Lichen and Fungi 

Exposure Experiment (LIFE) als Teil der EXPOSE-E Mission (Horneck & Zell 2012, Rabbow 

et al. 2012) auf der ISS exponiert. Im gleichen Experiment wurden ebenso Proben von Rhizo-

carpon geographicum, Cryomyces antarctica und C. minteri (Onofri et al. 2012, Scalzi et al. 
2012), sowie isolierte Mycobionten von R. geographicum exponiert. Die insgesamt 16 Proben 

von Xanthoria elegans mit je 0,9 cm Durchmesser wurden mit ihrem Substrat (Schieferge-

stein) über Silicagel getrocknet und anschließend in die EXPOSE Einheit integriert. Dabei 

wurden die Proben mit dem oberen Cortex zur Einstrahlung hin ausgerichtet. Während des 
kompletten Experimentes verblieben die Proben in Anhydrobiose und wurden nach ihrer 

Rückkehr bei -20°C gelagert.  

Nach der Montage der EXPOSE Einheit außen am Columbus-Modul wurde ein Teil der Einheit 

ventiliert, wodurch der atmosphärische Druck für die Dauer der Exposition dem Vakuum im 
erdnahen Orbit entsprach (10-4 bis 10-7 Pa). Im Vakuum exponierte Proben waren mit einem 

MgF2-Fenster abgedeckt, welches alle Wellenlängen von Ȝ ≥ 110 nm passieren ließ, während 
unter Mars-analoger Atmosphäre (10 hPa, 95% CO2) exponierte Proben mit einem Suprasil-

quartz-Fenster versiegelt waren, um Wellenlängen von Ȝ > β00 nm passieren zu lassen, ent-
sprechend den Bedingungen auf der Marsoberfläche. Für beide Probensets wurden im LIFE 

Experiment drei Lichtregimes realisiert: ohne direkte Einstrahlung (Transmission, T = 0), mit 

Filterung auf 0,1% der Einstrahlung (T = 0,1%) und volle Einstrahlung (T = 100%). Die 

Temperatur schwankte während der Expositionszeit von -21,7 bis +43°C mit einem einmali-
gen Anstieg auf 61°C. Innerhalb der 18 Monate ereigneten sich 100 Tau-/Gefrierzyklen (Rab-

bow et al. 2012, PUBLIKATION 2). 

Die Tabelle 1 in PUBL. 2 gibt die jeweiligen Strahlungsenergien für die einzelnen Probenposi-

tionen an, sowohl für das eingestrahlte Spektrum von 110 bzw. β00 nm < Ȝ > 1 mm, als auch 
für UV-Strahlung und Licht (400-700 nm) und jeweils bezogen auf die Expositionszeit von 

559 Tagen. Etwa 20% der Umweltdaten standen zur Auswertung nicht zur Verfügung (Rab-

bow et al. 2012), daher wurden ‒ auf der Basis der vorhandenen Daten und mit Hilfe einer 

detaillierten Simulation ‒ Datensätze kalkuliert (RedShift Report 2011), die Werte der UV-A, 
-B, -C und photosynthetisch aktiven Strahlung (PAR) für jede einzelne Probenposition ent-

hielten. Durch die Berücksichtigung von Beschattungszeiträumen sind die Werte der Simula-

tion deutlich niedriger, als die Werte, die für die Bestrahlung der MGR parallel zum EXPOSE-
Versuch aus der reinen Solarkonstante errechnet wurden (Rabbow et al. 2012). Da die detail-
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lierte RedShift-Kalkulation Werte für jede einzelne Probenposition liefert, werden diese Da-

ten hier verwendet. Die Werte für die UV-Bestrahlung der MGR (Rabbow et al. 2012) sind 

vergleichend in Tabelle 1, PUBL. 2 aufgeführt. 

 

1.4.3 Ionisierende Strahlung: LIFE-Experiment auf der ISS 

Die ISS umrundet die Erde auf einer erdnahen Umlaufbahn in 380-400 km Entfernung, inner-

halb des sogenannten low-Earth-orbit (LEO), womit alle Entfernungen von etwa 300 km bis 
über 1500 km über der Erdoberfläche angesprochen werden (Montenbruck & Gill 2012). Da-

mit bleibt sie unterhalb der Van-Allan-Strahlungsgürtel, die sich durch das Erdmagnetfeld 

bilden und in denen sich die abgelenkten, beschleunigten Elektronen, Protonen und schwere-

ren Ionen aus kosmischen und galaktischen Strahlenquellen sammeln (Benton & Benton 
2001, Reitz 2008). Während der 18-monatigen Expositionszeit wurde die auftreffende ionisie-

rende Strahlung mit unterschiedlichen Dosimetern detektiert (Dachev et al. 2012; Berger et al. 

2012) und analysiert. Für die Proben von X. elegans resultierte eine akkumulierte Dosis von 

216 ± 15 mGy (Berger et al. 2012). Der größte Teil dieser ionisierenden Strahlung traf die ISS 
beim Durchfliegen der südatlantischen Anomalie (SAA), womit die Deformation des inneren 

Strahlungsgürtels beschrieben wird, der über dem Südatlantik tiefer an die Erde heranreicht 

(Horneck et al. 2010, Berger et al. 2012). Die in der SAA akkumulierte Strahlung ging haupt-

sächlich auf beschleunigte Protonen (< 200 MeV) und Elektronen (< 7 MeV) zurück (Berger 
et al. 2012, Dachev et al. 2012). Der kleinere Anteil der gemessenen Strahlung galaktisch-

kosmischen Ursprunges enthält zu 1% beschleunigte schwere Ionen (Dachev et al. 2012), sog. 

HZE Partikel (High atomic number Z and energy E), die radiobiologisch relevant sind (Hor-

neck 1994). Um einen Dosisvergleich zur Strahlenbelastung auf der Erdoberfläche (0,3 mSv 
kosmische plus 0,5-2 mSv terrestrische Strahlung im Jahr) zu erhalten, dient die Äquivalenz-

dosis von 1,3 mSv pro Tag außerhalb der ISS (MATROSHKA-Experiment, Berger 2005). Am 

natürlichen Standort der Proben auf ca. 2000 m üNN beträgt die Jahresdosis kosmischer 

Strahlung 0,6 mSv (Berger, pers. Kom.). Die Dosis ionisierender Strahlung war somit auf der 
ISS ca. 300mal höher als im natürlichen terrestrischen Habitat. Ohne Berücksichtigung der 

Art der auftretenden ionisierenden Strahlung ist die Jahresdosis von 0,150 Gy außerhalb der 

ISS etwas geringer als die Jahresdosis auf der Marsoberfläche mit 0,170 Gy (Hassler et al. 

2014), wodurch die Simulation der Mars-analogen Umwelt ebenfalls komplettiert wird. 

 

1.5 Ionisierende Strahlung jenseits des Erdmagnetfeldes 

Die Quellen ionisierender Strahlung (wie beschleunigte Ionen, Protonen und Elektronen) sind 
Supernovae, Pulsare, schwarze Löcher und Quasare (galaktisch-kosmische Strahlung, Reitz 

2008), Sonnenwind und Sonnenflares (solare kosmische Strahlung, Ajello et al. 2014) sowie 

anomale kosmische Strahlung (Wechselwirkung von Sonnenwind mit interstellarer Materie, 

Reitz 2008). Viele dieser Quellen einschließlich unserer Sonne emittieren neben Teilchen-
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strahlung auch Ȗ-Strahlung, die zur kosmischen Strahlung gehört (Kraushaar et al., 1972). 

Durch die Wechselwirkung dieser Strahlung mit Materie, z.B. mit dem Gehäuse der EXPOSE-

E Einheit, kann sekundäre, ebenfalls ionisierende Streustrahlung entstehen (Horneck et al. 
2002). Sowohl die Strahlenqualität als auch ihre Intensität hängen von der Position im Raum 

oder der Flugbahn ab und ändern sich mit der Zeit, z.B. durch Sonnenaktivität und extrasolare 

Ereignisse wie cosmic γ-ray bursts (Klebesadel et al. 1973; Verter 1982). Die hohe Komplexi-

tät eines sich aus verschiedenen Strahlenarten und -intensitäten zusammensetzenden Strah-
lenumfeldes verbietet pauschalisierte Aussagen. Aus diesem Grund werden in dieser Arbeit 

quantitative Dosisraten von konkreten (Mars) bzw. erdnahen Positionen (ISS) als Bezuggrö-

ßen verwendet. 

Bei astrobiologisch motivierten Fragen nach der Habitabilität einer Planetenoberfläche 
(Lammer et al. 2009, Cockell 2014) oder der Wahrscheinlichkeit der Lithopanspermie-

Hypothese muss das destruktive Potential ionisierender Strahlung als ein potentiell limitieren-

der Faktor für Leben berücksichtigt werden. Die während des LIFE-Experimentes auf der ISS 

in der Erdumlaufbahn akkumulierte Strahlung (vgl. 1.4.3) gestattet aufgrund der relativ gerin-
gen Dosis jedoch keine Aussagen über die Resistenz der Proben gegenüber kosmischer Strah-

lung z.B. während eines Transfers durch den Weltraum. Daher komplettieren die Experimente 

mit ionisierender Strahlung die LIFE-Expositionsexperimente bezüglich der Strahlung unter 

Weltraumbedingungen jenseits des Erdmagnetfeldes. 

 

1.5.1 Simulation von kosmischer Strahlung: ionisierende Strahlung in hoher Dosis 

In Zusammenarbeit mit dem Deutschen Zentrum für Luft- und Raumfahrt in Köln und dem 

National Institute of Radiological Science (NIRS) in Chiba, Japan, wurden im Rahmen einer 
internationalen Kooperation von astrobiologischen Arbeitsgruppen unterschiedliche astrobio-

logische Modellorganismen hohen Dosen ionisierender Strahlung ausgesetzt. Die Qualitäten 

der Strahlung wurden bewusst so gewählt, dass sie den Komponenten der galaktisch-

kosmischen und solaren kosmischen Strahlung nahe kommen und sich eine Simulation von 
der im All über lange Zeiträume zu erwartenden Strahlung ergibt. Die erhaltenen Ergebnisse 

für die unterschiedlichen Organismen (Archaeen, Bakterien, Flechten, Photobionten) können 

im Anschluss an die Analysen verglichen werden. 

Der erste Teil des Experimentes für die vorliegende Arbeit umfasste die Bestrahlung von 
Flechtenproben von Xanthoria elegans (PUBLIKATION 4), von Circinaria gyrosa sowie von 

isolierten Photobionten aus Circinaria gyrosa (Gattung Trebouxia) mit beschleunigten Ionen 

bis zu einer Dosis von 2 kGy, die im Heavy Ion Medical Accelerator (HIMAC, Zyklotron) des 

NIRS getrennt für die unterschiedlichen Ionen durchgeführt wurde. Dabei wurden beschleu-
nigte Heliumionen mit niedrigem linearem Energietransfer zur Simulation kleiner, geladener 

Partikel eingesetzt. Tatsächlich machen Helium-Ionen 14% der baryonischen, galaktisch-

kosmischen (GCR) und 5-10% der solaren kosmischen Strahlung (SCR) aus. Hochbeschleu-
nigte Eisen-Ionen mit hoher Ionisierungsdichte ‒ einer hohen Zahl an Ionisierungsereignissen 
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auf ihrer Flugbahn ‒ dienten als Beispiel für sehr energiereiche Teilchen mit hoher Masse, die 

sogenannten HZE-Partikeln. Eisenionen stellen einen kleinen Anteil der kosmischen Strah-

lung (0,03% der GCR und 1% der SCR), verfügen aber über hohes biologisches Schadenspo-
tential (Horneck 1992). 

Im zweiten Teil der Kampagne wurden Ȗ-Strahlen eingesetzt, um die elektromagnetischen 

Komponenten extraterrestrischer Strahlung zu simulieren, die insbesondere ein relevanter 

Anteil der SCR sind (Reitz 2008). Durch die Applikation von Ȗ-Strahlung bis 113 kGy sollte 
die Grenze der Resistenz gegenüber ionisierender Strahlung ermittelt werden. Für beide Teile 

des STARLIFE-Experimentes wurden die Proben von Xanthoria elegans und die aus Circina-

ria gyrosa isolierten Photobionten getrocknet sowie in Anhydrobiose transportiert und be-

strahlt (PUBL. 4, 5). 

Ergänzt wurden diese Hochdosis-Bestrahlungsexperimente mit anhydrobiotischen Flechten 

durch Röntgenbestrahlungsexperimente (1-100 Gy) mit aktivierten, feuchten Thalli von X. 

elegans. Dabei bestand ein Probenset aus einzelnen präparierten Thalli und ein zweites aus 

Thalli von X. elegans auf ihrem natürlichen Schiefersubstrat. Die Röntgenbestrahlung wurde 
in Zusammenarbeit mit dem Institut für Molekulare Radioonkologie der HHU durchgeführt 

(PUBL. 4). 

 

1.5.2 Wirkung von ionisierender Strahlung  

Während geladene beschleunigte Partikel (im Experiment Eisen- und Heliumionen) direkt 

ionisierend wirken und durch Bremsung, Anregung und Stoßionisationen Energie abgeben, 

wirkt Photonenstrahlung (im Experiment Röntgen- und Ȗ-Strahlung) indirekt durch die Frei-

setzung von sekundären Elektronen, entweder nach Streuprozessen (elastische oder Compton-
Streuung) oder Absorption (Photoeffekt oder Paarbildung). Der größere Anteil von Ionisatio-

nen wird von den sekundären Elektronen verursacht, da diese sich ihrerseits wie beschleunigte 

geladene Partikel verhalten (Goretzki 1987).  

Wieviel Energie dabei an die Materie übertragen wird, ist von zahlreichen Faktoren abhängig 
wie der primären Teilchenenergie, der Dichte der Ionisationsereignisse, den durch Streuung 

und Absorption erzeugten sekundären Effekten und dem bestrahlten Material (sog. Brems-

vermögen). Um die Wirkung von ionisierenden Teilchen oder Photonen auf biologisches Ma-

terial einzuschätzen oder zu vergleichen, hat sich als Maß der lineare Energietransfer (LET) 
etabliert. Der LET gibt Auskunft über die Ionisationsdichte, indem er den Grad Energieabga-

be und Absorption längs der Bahn eines ionisierenden Teilchens oder elektromagnetischer 

Strahlung angibt (Rassow 1980). Der LET berücksichtigt nicht die entstehenden Sekundär-

elektronen mit hoher Energie. Das bestrahlte Material, die momentane Energie des Teilchens 
und die Art der Strahlung oder des Teilchens beeinflussen den Wert des LET. Ein zusätzlicher 

Effekt ergibt sich bei beschleunigten Ionen, die ihre kinetische Energie durch Ionisationspro-

zesse übertragen. Sie werden dabei selbst gebremst und verlieren pro Wegeinheit zunehmend 
Energie, wodurch sich gegen Ende dieses Vorgangs ein als Bragg-Peak bezeichnetes Maxi-
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mum an Energieabgabe ergibt (Thwaites 1983). Beschleunigte Ionen verfügen über eine indi-

viduelle, aufwendig zu berechnende Reichweite, die zu ihrer Beschleunigungsenergie korre-

liert ist, sowie negativ korreliert ist zu ihrer Größe und Ladungszahl, aber ebenso vom be-
strahlten Material abhängt (Ziegler & Biersack 1985, Ziegler et al. 2010).  

In den Bestrahlungsversuchen zur galaktischen Strahlung wurden Helium- und Eisenionen 

verwendet, deren LET-Werte sich um den Faktor 100 unterscheiden (2,2  resp. 200 keV/µm). 

Für die Versuche zur maximalen Resistenz gegenüber hohen Strahlendosen wurden Ȗ-
Strahlen mit einem LET von 0,3 keV/µm eingesetzt. Allerdings beschreiben die physikali-

schen Größen nicht die biologische Wirkung von Strahlung, sondern nur die Energieübertra-

gung. Der Weg von Einstrahlung über Energieübertragung und Absorption bis zur Manifesta-

tion biologischer Defekte ist bereits durch die hohe Anzahl unterschiedlicher Moleküle im 
Organismus ausgesprochen komplex. Dabei zählt man die Ionisation biologisch relevanter 

Makromoleküle zu den oben erwähnten direkten Strahlenwirkungen. Durch Ionisation können 

Bindungen getrennt und Enzyme inaktiviert werden. Mutagene und letale Wirkungen beruhen 

auf verschiedenen Schäden an der DNA, insbesondere können Basenverluste oder Einzel- und 
Doppelstrangbrüche (Depolymerisation) induziert werden (Krieger 2004). Eine lokale Anhäu-

fung von Strangbrüchen und inaktivierten Enzymen (clustered damage) kann zu irreparablen 

DNA-Schäden führen (Shikazono et al. 2009). Zusätzlich induzierte Bindungen, z.B. zwi-

schen Histonen und DNA oder DNA-Dimerisierung, behindern die Replikation und Protein-
biosynthese (Britt 1996, Daly 2012). Die indirekte Wirkung von Strahlung beruht auf der Io-

nenbildung bei kleineren Molekülen, dabei hat vor allem die Radiolyse von Wasser signifi-

kanten Einfluss (Riley 1994). Hierbei werden durch Ionisation und Anregung hochreaktive 

Radikale erzeugt, deren Reaktionen mit den biologischen Molekülen wiederum die Integrität 
von Enzymen, Proteinen und DNA gefährden. Diese indirekte Form der Strahlenwirkung 

kann den größeren Anteil der Schäden verursachen, verglichen zur direkten Wirkung der 

Strahlung (Keresztes & Kovács, 2002). Durch in der Umwelt vorhandenen Sauerstoff wird 

die Bildung von Radikalen, Peroxiradikalen und Wasserstoffperoxid gesteigert (Epp 1968) 
und die Schäden durch die applizierte Strahlung deutlich gesteigert.  

 

1.6. Motivation und Ziele 

Es gehört zu den primären Zielen astrobiologischer Forschung und somit von Weltraumexpo-

sitionsexperimenten, ein verbessertes Verständnis für die Prozesse zu erzielen, welche die 

Entstehung, Evolution und Verbreitung von Leben im Universum antreiben; sei es auf der 

Erde entstanden oder auf einem anderen Himmelskörper. Expositionsexperimente im Erdorbit 
mit resistenten Organismen bieten die Möglichkeit die kombinierte Wirkung aller abiotischen 

Faktoren des Weltraumes zu untersuchen (Horneck 1998), insbesondere der extra-

terrestrischen Einstrahlung, die auf der Erde nicht in gleicher Weise simulierbar ist. Basierend 

auf den Erkenntnissen der BIOPAN-Experimente und unterschiedlicher Simulationen wurde 
mit LIFE auf der ISS das erste Expositionsexperiment mit Flechten über einen deutlich länge-
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ren Zeitraum von 18 Monaten durchgeführt. Ebenfalls zum ersten Mal wurde eine Mars-

analoge Umwelt auf der ISS simuliert, sodass ein Vergleich der parallel unter Mars- sowie 

low-Earth-orbit Bedingungen exponierten Proben möglich war. Dabei sollte die Mars-analoge 
Exposition nicht nur Aussagen über die Resistenz der Organismen erlauben, sondern sollte 

ebenso Daten für die Diskussion über die potentielle Habitabilität des Mars bereitstellen. 

Die grundsätzliche Frage dieser Arbeit war, ob die auf der ISS exponierten Flechten die 

Langzeit-Exposition im Weltraum bzw. unter Mars-analogen Bedingungen überleben können 
und ob die physiologischen und anatomischen Adaptionen an die Umweltbedingungen der 

extremen terrestrischen Habitate auch gegenüber den extraterrestrischen Stressoren (Vakuum, 

UV, ionisierende Strahlung) Resistenz vermitteln. Dies schloss die Frage ein, ob die Symbio-

se unter diesen Bedingungen ein Schlüsselprinzip für das Überleben der Symbionten sein 
kann. Das Resistenzpotential von Symbionten und Flechte gegenüber den unterschiedlichen 

Stressoren, sowie die eventuellen Schäden und Defizite, sollten dafür möglichst exakt erfasst 

werden, insbesondere mit Blick auf die exklusiv in Symbiose vorhandenen Eigenschaften. 

Zusätzlich sollte dieses Experiment, wie bereits die BIOPAN-Experimente, als Simulation der 
Transfer-Phase der Lithopanspermie-Hypothese dienen. Trotz des dafür kurz anmutenden 

Zeitraumes von 1,5 Jahren, ist mit Blick auf den Transport von Organismen durch den Welt-

raum oder ihrem Überleben in extraterrestrischen Umwelten, von relevantem Interesse, ob 

sich die limitierenden Faktoren für das Überleben der Flechtenproben eingrenzen lassen. 

Nachdem evident war, dass die ionisierende Strahlung außerhalb der ISS kein ausreichender 

Test für die Resistenz von X. elegans gegenüber Strahlung war, und die Strahlung weder in 

Quantität, noch in ihrer Qualität, vergleichbar mit kosmischer und galaktischer Strahlung war, 

wurden die Bestrahlungsexperimente mit hohen Dosen ionisierender Strahlung unterschiedli-
cher Strahlenqualität in die vorliegende Arbeit integriert. Dies insbesondere, um exaktere 

Aussagen zur möglichen Überlebensfähigkeit von Flechtenproben jenseits der erdnahen Um-

laufbahn der ISS zu erzielen. 

 

1.7. Analysen zur Resistenz der Flechte Xanthoria elegans  

1.7.1 Vitalitätsanalysen 

Fluoreszenzfärbung zur Analyse metabolischer Aktivität (LIVE/DEAD staining) 

Um eine Analyse der metabolischen Aktivität beider Symbionten im Thallus durchführen zu 

können, wurden reaktivierte Thalli mit Fluoreszenzfarbstoffen inkubiert, die eine Differen-

zierbarkeit von lebenden und toten Zellen ermöglichen. Der Farbstoff FUN-1® passiert dabei 

die intakte Membran, wird von metabolisch aktiven Zellen strukturell verändert und anschlie-
ßend in den Zellvakuolen deponiert, wodurch die Fluoreszenzeigenschaften modifiziert wer-

den (Millard et al. 1997). Die metabolisierten Farbstoffmoleküle emittieren dann Fluoreszenz-

signale in einer anderen, längeren Wellenlänge, womit die Zelle als metabolisch aktive Zelle 
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markiert wird. Dieses Messprinzip lieferte in den vorbereitenden Experimenten mit Kontroll-

gruppen aus vitalen, sowie mit 4 Stunden lang autoklavieren, also deaktivierten Thallusproben 

reproduzierbare Ergebnisse. Um den FUN-1® Farbstoff für die Darstellung der metabolischer 
Aktivität im Flechtenthallus bei Xanthoria elegans in dieser Arbeit einzusetzen und eine 

quantitative Analyse durchzuführen, wurde das der experimentelle Verlauf und die verwende-

ten Protokolle (de Vera et al. 2003) in vorbereitenden Experimenten bzgl. Inkubationszeit und 

-temperatur, sowie Farbstoffkonzentration optimiert und neu verifiziert. 

Zur Analyse der fluoreszenzgefärbten Mikrotomschnitte wurde im konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskop (LSM 510M, Zeiss) der Farbstoff mit dem Argon-Laser (488nm) ange-

regt und die emittierten Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Wellenlängen in differenzierten 

Kanälen detektiert. Das von den Zellen emittierte Fluoreszenzsignal verändert sich durch eine 
Metabolisierung des Farbstoffes von grün (530 nm) nach intensiv gelb und schließlich nach 

rot (615 nm). Untersucht wurden Proben aus Weltraum- und Mars-analoger Exposition, ein-

schließlich der MGR und ausgewählter Simulationen, wobei von jeder Probe drei Präparate 

(z.B. Mitte, Rand sowie Apothecien) in die Analyse eingingen. Anhand dokumentierter 
CLSM-Bilder ist die metabolische Aktivität von ISS- und MGR-Proben für beide Symbionten 

durch Auszählen der Fluoreszenzsignale quantifiziert worden (PUBL. 2). 

Die Autofluoreszenz des Chlorophylls lieferte dabei zusätzliche Information über Zustand des 

Photobionten, daher wurde das Fluoreszenzsignal in einem zusätzlichen Kanal des CLSM 
dokumentiert. Für die Quantifizierung der metabolischen Aktivität nach den Bestrahlungsex-

perimenten bis 2000 Gy mit Eisen-Ionen, Helium-Ionen und Röntgenstrahlung wurde die Me-

thode unverändert eingesetzt, wodurch die Ergebnisse direkt vergleichbar sind (PUBL. 4). 

 

Chlorophyll a Fluoreszenz / maximaler Quantum Yield des Photosystems II 

Aufgrund der essentiellen Bedeutung einer intakten Photosynthese für die photoautotrophen 

Algen (und damit die gesamte Flechtensymbiose) diente die Analyse der photosynthetischen 

Aktivität als Maß für deren Vitalität. Die Methode detektiert die Chlorophyll a Fluoreszenz 
bei zuvor dunkel-adaptierten Proben nach einem Messlichtimpuls und ermittelt die potentielle 

Quanteneffizienz des Photosystems II (PS II) aus dem Quotienten von variabler und maxima-

ler Fluoreszenz (Fv/Fm; synonym: maximaler quantum yield (QY) des PS II). Dieser Wert 

wird als Indikator für die photosynthetische Leistungsfähigkeit der Pflanze bzw. Alge angese-
hen (Maxwell & Johnson 2000, Jensen 2002, Sadowsky & Ott 2012). Die Fv/Fm-Werte wur-

den mit einem Puls-Amplituden-modulierten Messverfahren (Mini-PAM, Walz) ermittelt 

(PUBL. 2, 4, 5). Alternativ wurde eine FluorCam (FC 800, Photon Systems Instruments, siehe 

PUBL. 1, vgl. 2.4.1, A5.1) eingesetzt, die nach gleichem Prinzip den Fv/Fm Wert des PS II 
ermittelt, zusätzlich aber eine optische Darstellung der Werte liefert. Fast alle Proben in dieser 

Studie befanden sich während der Expositionsexperimente (LIFE, STARLIFE) in Anhydrobio-

se, somit setzte die Messung der Photosyntheseaktivität eine Reaktivierung der Photobionten 
durch Befeuchtung voraus. 



24 
 

 

Sporulationsversuche mit Apothecien (Mycobiont) 

Eine Studie der Sporulation und Germination von X. elegans Sporen wurde bereits zur Vitali-
tätsanalyse des Mycobionten nach 16-tägiger Weltraumexposition (LICHENS II, BIOPAN 5, 

Sancho et al. 2007) durchgeführt. Für eine vergleichende Analyse der Sporulation und Ger-

mination nach der 18-monatigen Exposition auf der ISS wurden Apothecien präpariert und im 

Deckel einer Petrischale fixiert, sodass die Sporen auf einem Filter aufgefangen werden konn-
ten, der dem Malt-Yeast-Medium auflag. Steril ausgeschnittene Filterstreifen mit Sporen 

konnten nach einer Lactoglycerin-Baumwollblau-Färbung lichtmikroskopisch untersucht 

werden. Die Analyse der Kontrollgruppen ergab bereits eine erratische, geringe und nicht 

reproduzierbare Sporulationsrate, wobei die Sporulation bei 8 von 12 Ansätzen komplett aus-
blieb und die Keimungsrate der Sporen zwischen 0-50% schwankte. Die auf der ISS und in 

der MGR exponierten Proben sporulierten ebenfalls nicht. Das im Institut etablierte Verfahren 

wurde noch zweimal mit Modifikationen durchgeführt, mit dem Ziel die Sporulation zu sti-

mulieren. Die lichtmikroskopisch untersuchten Apothecien aus dem Expositionsexperiment 
enthielten Sporen in variierender Zahl, wovon sich ein Teil als unreife Sporen darstellte. 

Eventuell wurden die reifen Sporen während der Präparation der Proben ausgeschleudert. Das 

Experiment wurde aufgrund mangelnder Reproduzierbarkeit nicht weitergeführt. 

 

Kultur des Photobionten / Kultur von Photo- und Mycobiont 

Zur qualitativen Überprüfung der Vitalität nach LIFE wurden von den auf der ISS exponierten 

Flechten Photobionten isoliert und kultiviert. Ziel dieser Kultur war die Überprüfung der prin-

zipiellen Kultivierbarkeit aller Photobionten nach 18 Monaten unter Weltraum- sowie unter 
Mars-analogen Bedingungen. Als Kontrolle wurden gleichzeitig mit den exponierten Proben 

gesammelte, unbehandelte Thalli von X. elegans gewählt, welche während der Zeit des LIFE-

Experimentes bei -20°C lagerten. Die Photobionten in ihren charakteristischen Clustern wur-

den aus der Flechte isoliert und auf das feste Kulturmedium übertragen, wahlweise Trebouxia 
Organic Medium (TOM 1%; Ahmadjian 1967) oder BG11 (Stanier et al. 1971). Die Medien 

enthielten zusätzlich 200 µl/g Antibiotikum (Ampicillin) und 5 µl/g Antimykotikum (Ampho-

tericin B). Während der Kulturdauer von 200 Tagen wurden die Kulturen kontrolliert, photo-

graphisch dokumentiert und eventuelle Kontaminationen beseitigt. 

Im Rahmen der Analysen zur Resistenz gegenüber ionisierender Strahlung (STARLIFE) wurde 

ein kombinierter Kulturansatz für Photo- und Mycobionten durchgeführt (TOM 1% Agar, 

ohne Zugabe eines Antimykotikums). Während der Kulturdauer von 8 Wochen wurden die 

Kulturen mittels einer FluorCam auf Photosyntheseaktivität überprüft (sofort, nach 2 und 8 
Wochen), sowie optisch kontrolliert. In jedem Ansatz wurden drei Auswertungsfelder defi-

niert und für einen optimierten Vergleich photographisch dokumentiert (Binokular, Wild; 

AxioCam A1, Zeiss). 



25 
 

1.7.2 Anatomie und Ultrastruktur 

Lichtmikroskopie / Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Für die vergleichende Studie zur Anatomie der astrobiologisch relevanten Flechten und für 
die Untersuchung auf anatomische Schäden der auf der ISS exponierten Proben (PUBL. 1, 3) 

dienten mikroskopische Präparate, sowie Gefriermikrotom-Schnitte von 15-25 µm, die zur 

Kontraststeigerung mit Lactophenol-Baumwollblau gefärbt wurden. Photobionten aus den 

Kulturassays wurden nativ mikroskopiert. Die ultrastrukturelle Analyse (Raster-Elektronen-
Mikroskopie) mit vorheriger Kritischer-Punkt-Trocknung (CPD 020, Balzers Union) der 

Flechtenthalli ergänzte die Analyse. Die unterschiedliche Stratifikation der Flechten, sowie 

die Anordnung der Photobionten innerhalb der verschiedenen Flechtenthalli wurden quantita-

tiv erfasst. Der Vergleich der Anatomie von fünf verschiedenen Flechtenarten mit hoher Re-
sistenz gegenüber extremen Umwelteinflüssen ermöglichte es, die protektive Wirkung ver-

schiedener anatomischer Anpassungen besser einzuordnen (PUBL. 1).  

Die vergleichende anatomische Analyse diente somit als Basis für die Analyse der auf der ISS 

exponierten Proben. Hier wurde zum Vergleich der Cortex-Oberfläche eine Raster-
Elektronen-Mikroskopie (REM) von Xanthoria elegans ohne Kritischer-Punkt-Trocknung 

ausgeführt, da während der Präparation das Parietin vom Lösungsmittel Aceton gelöst würde. 

Eine zweite Präparation zur Darstellung der Strukturen im Flechtenthallus schloss eine Kriti-

scher-Punkt-Trocknung ein. Die REM-Analyse von Flechten und ihren Symbionten stellt ein 
in der Lichenologie etabliertes Verfahren dar (Hale 1976, Schuster et al. 1985, Honegger 

1986, Brown et al. 1987), das bereits für weltraum-exponierte Flechten Anwendung fand 

(Sancho et al. 2007, Raggio et al. 2011). Intakte Thalli und Mikrotomschnitte wurden nach 

der Kritischer-Punkt-Trocknung auf speziellen Probenhaltern fixiert, mit Gold gesputtert (ca. 
200 Å, 180 s) und mittels Raster-Elektronen-Mikroskop (LEO1430VP, LEO-Electron 

Microscopy Ltd.) untersucht.  

 

Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) 

Die ultrastrukturelle Analyse von Flechten bzw. ihren Symbionten nach einer Exposition im 

Vakuum oder unter Mars-analogen Bedingungen wurde in diesem Projekt erstmalig ausge-

führt (PUBL. 3). Proben von Xanthoria elegans aus allen Expositionsbedingungen des LIFE 

Experimentes auf der ISS und der MGR sowie Kontrollen aus tiefgefrorener und trockener 
Lagerung über den Experimentzeitraum wurden fixiert, kontrastiert, entwässert und nach der 

Kritischer-Punkt-Trocknung in ein Epoxid-Kunstharzmedium eingebettet. Von ultradünnen 

Schnitten (100 nm) der Proben wurden im Transmissions-Elektronen-Mikroskop (Zeiss E902) 

Aufnahmen dokumentiert. Für die Analyse wurden die ultrastrukturellen anatomischen 
Merkmale der exponierten Flechtenproben mit denen der bei -20°C tiefgefrorenen und der 

über 5 Jahre trocken gelagerten Kontrollgruppen verglichen (PUBL. 3). Die trocken bei Raum-

temperatur gelagerte Probe diente als Referenz für die Effekte langer Austrocknung (Honeg-
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ger 2003). Vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus den Vitalitätsanalysen lag der Fokus da-

bei auf den Photobionten. Sie wurden als der gegenüber abiotischen Einflüssen empfindliche-

re Symbiont charakterisiert (de Vera & Ott 2010). Zu den qualitativ erfassten ultrastrukturel-
len Markern zählten Veränderungen an den für die Photosynthese relevanten Strukturen, wie 

die Auflösung von Thylakoidmembranen und Grana, die Veränderung des Pyrenoides, sowie 

die Präsenz und Lokalisation von Pyrenoglobuli. Quantitativ erfasst und ausgewertet (PUBL. 

3) wurde die Zahl der Zusammenbrüche des Protoplasten sowie der partielle oder vollständige 
Kollaps von Zellen einschließlich Zellwand.  

 

Austrocknung und Absorptionsvermögen 

Zu den Untersuchungen der Anatomie im weiteren Sinne gehört auch die Verdichtung des 
UV-Strahlung und Licht absorbierenden Pigmentes Parietin während der Austrocknung des 

Thallus. Somit werden im trockenen bzw. anhydrobiotischen Zustand alle Zellen und insbe-

sondere die empfindlichen Photobionten verstärkt vor Einstrahlung geschützt Das Schrump-

fen des Thallus während der Trocknung wurde fortlaufend photographisch dokumentiert und 
zweidimensional vermessen (vgl. 2.3.5). 

 

Absorption durch das Anthrachinon Parietin: Licht, UV- und Röntgenstrahlung 

Die für Licht und UV belegten Absorptionseigenschaften dieses Stoffes wurden mit aus Xan-

thoria elegans extrahiertem Parietin im UV/VIS-Spektrometer (Eppendorf) überprüft, wobei 

sich die Absorptionspeaks um 230, 260 und 430 nm bestätigten (Abb. A3, Meeßen et al. 

2013b). Die protektive Wirkung bezieht sich allerdings nicht auf ionisierende Strahlung. Die 

sehr geringe Absorption von Röntgenstrahlung durch Parietin wurde experimentell verifiziert. 
Röntgenaufnahmen mit 40 keV Beschleunigungsspannung (2 mAs; Philips Diagnost) von 

trockenen Parietin-Auflagerungen (0,1 bis 0,4 mm) auf Deckgläschen (18x18 mm, 0,13-0,17 

mm Höhe) demonstrierten die fehlende Absorption bereits bei dieser geringen Grenzenergie 

der angewandten Röntgenstrahlung. 
 

1.7.3 Ionisierende Strahlung: Simulation von kosmischer Strahlung 

Die unterschiedlichen Komponenten von galaktisch-kosmischer Strahlung und solarer kosmi-

scher Strahlung wurden im zweiteiligen STARLIFE-Experiment simuliert, um die Resistenz 
von Xanthoria elegans (PUBL. 4) und den aus Circinaria gyrosa isolierten Photobionten 

(PUBL. 5) gegenüber ionisierenden Strahlen experimentell zu analysieren. Da auch diese Ex-

perimente in Anhydrobiose durchgeführt wurden, wurden sie ergänzt durch eine Versuchsrei-

he mit hydrierten und somit aktiven Proben von X. elegans.  
Für beide Teile des STARLIFE-Experimentes wurden die Proben von Xanthoria elegans und 

die aus Circinaria gyrosa isolierten Photobionten (PB) im Exsikkator getrocknet und in ge-

schlossenen 0,2 ml Mikroreaktionsgefäßen aus Polypropylen transportiert und bestrahlt, um 
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die durch die Trocknung induzierte Anhydrobiose möglichst über das ganze Experiment zu 

erhalten. Ergänzend zu den Hochdosis-Bestrahlungsexperimenten mit anhydrobiotischen 

Flechten und PB wurde ein Röntgenbestrahlungsversuch bis 100 Gy mit X. elegans im hy-
drierten, aktivierten Zustand durchgeführt. Dieser umfasste ein Probenset mit X. elegans Thal-

li auf ihrem natürlichen Schiefersubstrat (ALOS: activated lichens on substrate) und ein zwei-

tes aus präparierten Thalli (AL: activated lichens). Die Bestrahlungsparameter aller Experi-

mente sind in Tabelle 1.7.3 zusammengefasst (siehe auch PUBL. 4, 5). Der Qualitätsfaktor 
findet Anwendung bei der Umrechnung einer Dosis in die Äquivalenzdosis, welche das spezi-

elle Potential einer Strahlenqualität zur Energieübertragung an die bestrahlte Materie berück-

sichtigt. Der Faktor wird von der Internationalen Strahlenschutzkommission (ICRP) festge-

legt.  
 

Tabelle 1.7.3: Simulierte Weltraumstrahlung in den STARLIFE Experimenten 

Qualität Linearer Energie-
transfer (LET) 

(Beschleunigungs-) 
Energie 

Applizierte 
Dosis 

Qualitäts-
faktor* 

Eisenionen 
(STARLIFE I) 

200 keV/µm 500 MeV/n 50-2000 Gy   20 

Heliumionen 
(STARLIFE I) 

2.2 keV/µm 150 MeV/n 50-1000 Gy    1 

Röntgenstrahlen 
(STARLIFE I) 

1-2 keV/µm 200 keV/15 mA 50-2000 Gy    1 

Gammastrahlen 
(STARLIFE II) 

0.3 keV/µm 1.17/1.33 MeV 6-113 kGy    1 

Röntgenstrahlen 
(AL/ALOS) 

1-2 keV/µm 175 keV/15 mA 1-100 Gy    1 

 
eV: Elektronenvolt (1 eV = 1,6022 x 10-19 J); eV/n: Elektronenvolt pro Teilchen 
* nach ICRP (1991) ICRP 60. Ann. ICRP 21 (1-3); ICRP 2007 Ann. ICRP 37(2-4). 

 

Nach der Röntgenbestrahlung, sowie den Bestrahlungen mit beschleunigten Eisen- und Heli-

umionen (STARLIFE I) wurde die metabolische Aktivität von X. elegans mittels FUN-1® 

(1.7.1) quantifiziert und die photosynthetische Aktivität per Chlorophyll a Fluoreszenz-
Messung analysiert (PUBL. 4, 5). Die Auswirkungen der Hochdosis-Ȗ-Strahlung auf X. ele-

gans und die PB von C. gyrosa wurde mittels Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung untersucht, 

wobei die verlängerte Experimentdauer (4 bzw. 14 Tage) auch mit zeitlicher Verzögerung 

auftretende Effekte auf die PB erfassen konnte. Für den C. gyrosa-PB erfolgte zusätzlich ein 
LIVE/DEAD staining (PUBL. 4, 5). Die Resistenz der im aktiven Zustand röntgenbestrahlten 

Probensets von X. elegans wurde ebenfalls per Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung analy-

siert. Zusätzliche Kulturassays der PB von C. gyrosa nach Ȗ-Bestrahlung (PUBL. 5), sowie 

von X. elegans nach Röntgenbestrahlung ergänzten die Analyse der Vitalität (Abb. A5). 
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2. Ergebnisse und Diskussion 

2.1 Exposition auf der ISS: Vitalität von Xanthoria elegans 

2.1.1 Metabolische Aktivität (LIVE/DEAD staining) 

Die Analyse der metabolischen Aktivität erfolgte mittels einer vorab validierten Fluoreszenz-

basierten diskriminierenden Färbung (vgl. 1.7.1). Alle Proben lieferten reproduzierbare Er-
gebnisse bezüglich Farbstoffaufnahme, metabolischer Umsetzung und Qualität des Fluores-

zenzsignales. Nach der Exposition auf der ISS sowie in der MGR wurden Proben aus den 

jeweils sechs experimentellen Bedingungen untersucht (volle Einstrahlung, 0,1% Einstrah-

lung und ohne direkte Einstrahlung unter Vakuum- als auch oder Mars-analogen Bedingun-
gen, detaillierte Ergebnisse in Tab. 2 der PUBLIKATION 2). Beide Symbionten von Xanthoria 

elegans demonstrierten eine bemerkenswert hohe metabolische Aktivität nach allen experi-

mentellen Bedingungen der Weltraumexposition mit 61-83% für die Photobionten (PB) und 

76-89% für den Mycobionten (MB). Insgesamt waren die PB deutlicher in ihrer Aktivität be-
einträchtigt als der MB. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten zudem metabolisch aktive 

PB, die deformiert oder kollabiert erschienen. Sie können somit als beeinträchtigt bzw. ge-

schädigt interpretiert werden (Abb. A1.1). Die auf der ISS unter Mars-analogen Bedingungen 

exponierten MB zeigten eine um 5% höhere metabolische Aktivität als die unter Vakuum 
exponierten MB. Diese höhere metabolische Aktivität nach Mars-analoger Exposition fand 

sich nicht bei den Proben der MGR. Auch der Vergleich der metabolischen Aktivität des MB 

bei den ohne direkte Einstrahlung exponierten Proben zeigte keinen Einfluss von Mars-

analogen Bedingungen verglichen zu Vakuumbedingungen (Fig. 5, PUBL. 2). Die UV-
Einstrahlung während des LIFE-Experimentes akkumulierte sich bei voller Exposition (T = 

100%) auf ca. 300 MJm-2 und bei Exposition unter Filterung (T = 0,1%) auf ca. 0,3 MJm-2 

(vgl. RedShift Report 2011; Tab. 1, PUBL. 2). Diese Analyse zeigte jedoch keine Korrelation 

zwischen der metabolischen Aktivität und der unterschiedlich intensiven Einstrahlung oder 
Exposition ohne Einstrahlung während des LIFE Experimentes (Fig. 4, PUBL. 2). 

 

2.1.2 Photosynthetisches Potential (Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung) 

Als Indikator für die Vitalität des Photobionten (PB) wurde die Aktivität des Photosystems II 
gemessen. Die photosynthetische Aktivität von Photobionten in kurzzeitig trockenen Flechten 

lässt sich durch Befeuchtung innerhalb von 1-15 min. reaktivieren (vgl. 1.2.2). Für die Flech-

tenthalli aus dem LIFE-Experiment, die über 18 Monate eine extreme Austrocknung erfahren 

hatten, war diese erste Reaktivierung nicht erfolgreich (Fig. 6, PUBL. 2). Während einer mehr-
tägigen Reaktivierung mit einer zusätzlichen Austrocknungsphase, die den Befeuchtungs-

/Trockenheitswechsel im natürlichen Habitat simulierte, konnten jedoch alle eingesetzten ISS-

Proben prinzipiell ihre photosynthetische Aktivität regenerieren (Fig. 7c, PUBL. 2). Das auf 

insgesamt sechs Tage verlängerte Protokoll wurde als Standard für astrobiologische Proben 
etabliert. 
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Ein Vergleich von Reaktivierungszeit und Regeneration der Fv/Fm-Werte (die als Maß der 

photosynthetischen Aktivität dienen; vgl. Fig. 7, PUBL. 2) zwischen den exponierten Proben 

zeigte eine deutlich höhere Aktivität der unter Mars-analogen Bedingungen exponierten PB. 
Bei diesen PB war eine reguläre photosynthetische Aktivität nach 48 bis 72 Stunden erreicht 

(Fv/Fm-Wert bei ca. 0,6; Fig. 7a). Die Regenerationszeit von der Anhydrobiose bis zu den 

maximal erreichten Fv/Fm-Werten war gegenüber der Kontrollgruppe um 24 h verlängert. 

Die Regenerationszeit der unter Vakuum exponierten Proben hingegen war mit 6 Tagen deut-
lich verlängert (Fig. 7c). Die unter Vakuum bei voller Einstrahlung exponierten Proben zeig-

ten zudem deutlich reduzierte Fv/Fm-Werte (Fig. 7c, ISS 116). Von den Proben der MGR 

konnten lediglich zwei Proben ihre photosynthetische Aktivität regenerieren (Fig. 7b, d). Die 

Ergebnisse der Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung korrelieren für drei der vier Experiment-
bedingungen zu den Ergebnissen der metabolischen Aktivität der PB (Fig. 9, PUBL. 2). Aller-

dings zeigten die unter Vakuum bei voller Einstrahlung exponierten PB eine geringe photo-

synthetische Aktivität, aber eine hohe metabolische Aktivität. Dies könnte durch die Wirkung 

der UV-Strahlung auf die Komponenten der Photosynthese erklärt werden (vgl. 1.3.3). Lütz et 
al. (1997) beschreiben strukturelle Defekte an Chloroplasten der grünen Alge  Micrasterias 

denticulata nach UV<280nm-Bestrahlung und zeigen, dass der Photosyntheseapparat durch UV-

Strahlung beeinträcht wird. Ebenso können einzelne Komponenten z.B. das D1-Protein durch 

UV-Strahlung beschädigt werden (Holzinger & Lütz 2006). Eine Beeinträchtigung speziell 
der Photosynthese durch die UV-C110-200nm-Strahlung, welche nur auf die Vakuum-Proben 

einwirkte, wäre eine mögliche Interpretation. Diese Wellenlängen sollten aber, aufgrund ihrer 

sehr geringen Eindringtiefe (Jasinghe & Perera 2005), bereits im Cortex absorbiert werden 

(vgl. 2.3.5). Zu den Effekten der extremen Austrocknung im Vakuum lagen für Flechten bis-
her ausschließlich Ergebnisse von Simulationsexperimenten (≥10-5 Pa) und den BIOPAN-

Experimenten (≤10-5 Pa) vor. Diese zeigten, dass die relativ kurzen Zeiträume unter Vakuum 

in der Erdumlaufbahn (10-16 Tage; Sancho et al. 2007, Raggio et al. 2011) oder einer Simula-

tion (14 Tage, 10-5 Pa; Abb. A1.3) von beiden Flechtensymbionten toleriert wurden.  

 

2.1.3 Wachstum und Reproduktion des Photobionten (Kultivierung) 

Von den als Algencluster isolierten und inokulierten Photobionten (PB), entwickelten sich die 

aus Mars-analog exponierten Flechten in großer Häufigkeit (77-100%) zu Algenkolonien und 
formten größere Kolonien, verglichen zu den Algen, die aus unter Vakuum exponierten 

Flechten isoliert wurden. Diese wuchsen langsamer und nur 13-50% der isolierten PB-Cluster 

wuchsen zu Kolonien heran (Tab. 1, PUBL. 3). Eine Beeinträchtigung der Wachstums- und 

Teilungsfähigkeit zeigte sich insbesondere bei den Algen, die unter Vakuum in Kombination 
mit voller Einstrahlung exponiert worden sind. Die drei unterschiedlichen Licht- und UV-

Intensitäten des LIFE-Experimentes zeigten keinen Effekt auf das Wachstum der Algen, die 

aus unter Mars-analogen Bedingungen exponierten Flechten isoliert wurden. Die Beobach-
tung, dass nur in Kombination mit Vakuum die Licht-/UV-Intensität einen erkennbaren Ein-

fluss auf die Vitalität der exponierten PB hatte, stimmt mit den Ergebnissen der Chlorophyll a 
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Fluoreszenz überein (vgl. 2.1.2). Das Kulturexperiment zeigte auch, dass sowohl die Chloro-

phyll a Fluoreszenz als auch das LIFE/DEAD staining quantitative Daten über Photosynthesak-

tivität und metabolische Aktivität bereitstellen. Beide Methoden können somit als Indikatoren 
für die PB-Vitalität gelten, was aber nicht gleichbedeutend mit reproduktionsfähigen Zellen 

sein muss. 

Keine der experimentellen Bedingungen des LIFE-Experimentes konnte die Proliferation der 

PB komplett inaktivieren. Auch nach 1,5 Jahren unter Weltraum-Vakuum und insgesamt 4,9 
GJm-2 (Tab. 1, PUBL. 2) Einstrahlung wuchsen Algenkolonien heran und blieben über die 200 

Tage des Kulturexperimentes vital (PUBL. 3). Dies konnte für andere umweltresistente Orga-

nismen im LIFE-Experiment nicht gezeigt werden (Horneck et al. 2012, Vaishampayan et al. 

2012). Für die ebenfalls im LIFE Experiment exponierten antarktischen crypto-endolithischen 
Mikroorganismen (z.B. Cryomyces sp) ließ sich zwar mittels qPCR-Assay unbeschädigte 

DNA nachweisen (Onofri et al. 2012), aber nur ein geringes Kulturwachstum ausschließlich 

für die Proben nachweisen, die ohne Einstrahlung unter Vakuum bzw. mit T=0,1% unter 

Mars-analogen Bedingungen exponiert worden sind (Scalzi et al. 2012). Verglichen zu diesen 
crypto-endolithischen Organismen, ist X. elegans als epilithischer Organismus gut adaptiert 

an sonnenexponierte Standorte (Nybakken et al. 2004) und verfügt mit dem parietinhaltigen 

Cortex über einen vom Substrat unabhängigen UV-Schutz (Solhaug & Gauslaa 1996, Nybak-

ken et al. 2004). 

 

2.1.4 Mission Ground Reference (MGR) 

Verglichen mit den auf der ISS exponierten Proben zeigten die Proben der MGR insgesamt 

eine signifikant geringere metabolische Aktivität beider Symbionten (PB: 43-67%, MB: 60-
87%; PUBL. 2) insbesondere bei den Mars-analogen MGR-Proben (Tab. 2, PUBL. 2) sowie 

eine stark reduzierte Photosyntheseaktivität. Eine spezielle Korrelation zu einem oder mehre-

ren der experimentellen Bedingungen (atmosphärischer Druck oder UV-Strahlung) konnte 

allerdings nicht hergestellt werden. Da die Temperaturzyklen sehr genau und die ionisierende 
Strahlung gar nicht simuliert wurden, scheiden diese Parameter als Ursache aus. Die während 

des LIFE-Experimentes für die MGR berechnete und applizierte UV-Strahlung war zwar für 

jede Position 1,5 bis 3fach höher (Tab. 1, PUBL. 2, letzte Zeile) als die nach der RedShift Kal-

kulation für die ISS Exposition ermittelte UV-Einstrahlung (Tab. 1, PUBL. 2), dennoch er-
scheint dies als Erklärung für die Reduktion der metabolischen Aktivität unzureichend. Ver-

gleicht man die Raten der metabolischen Aktivität der ISS Proben miteinander, so zeigten 

sich z.B. nach Mars-analoger Exposition für die PB Aktivitätsraten von 68% nach Exposition 

ohne Einstrahlung, 79% nach 0,26 MJm-2 UV-Einstrahlung sowie 73% nach 314 MJm-2 (Tab. 
2, PUBL. 2). Weder die Exposition ohne Strahlung, noch die mehr als 1000fach höhere Expo-

sition zeigten hier einen ausgeprägten Effekt auf die Raten der metabolischen Aktivität der 

PB. Aber bei Mars-analog exponierten Proben mit auf 0,1% gefilterter Strahlung erhielten die 
ISS-Proben 0,26 MJm-2 und die MGR-Proben 0,63 MJm-2, dennoch lag die metabolische Ak-
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tivität der PB in den Proben bei 79% (ISS) gegenüber 43% (MGR). Eventuell gab es weitere, 

die Vitalität beeinträchtigende Einflüsse in der Probenbehandlung in der MGR. Eine in der 

Transmissions-Elektronen-Mikroskopie beobachtete, starke Bakterienbesiedlung der MGR 
Proben könnte sich ebenso negativ auf die Vitalität ausgewirkt haben.  

 

 

2.2 Exposition auf der ISS: Anatomie und Ultrastruktur 

2.2.1 Lichtmikroskopie und Raster-Elektronen-Mikroskopie 

Lichtmikroskopische Bilder von Photobionten aus dem Kulturversuch (vgl. 2.1.3, Abb. A2.1), 

Mikrotom-Schnitte der Flechtenthalli nach der Exposition auf der ISS (Abb. 2.3.5), sowie die 
Raster-Elektronen-Mikrographien von nativen oder Kritischer-Punkt-getrockneten Thalli 

wurden mit Kontrollgruppenproben verglichen. In beiden Analysen zeigten sich zwischen den 

exponierten Proben und den Kontrollen keine durch die Exposition auf der ISS hervorgerufe-

nen anatomischen und strukturellen Unterschiede. 

 

2.2.2 Transmissions-Elektronen-Mikroskopie 

Aufgrund der teilweise reduzierten photosynthetischen Aktivität (vgl. 2.1.2) und den Ergeb-

nissen der Photobionten-Kultur (vgl. 2.1.3), lag der Schwerpunkt der Analyse der Transmissi-
ons-Elektronen-Mikroskopie (TEM) auf möglichen ultrastrukturellen Schäden des Photobion-

ten (PB). Bei der Analyse der TE-Mikrographien wurden ultrastrukturelle Veränderungen an 

den PB und deren Chloroplasten erkennbar (vgl. 1.7.2, TEM; Fig. 3, 4, PUBL. 3). Diese äh-

neln im Besonderen ultrastrukturellen Schäden, die auch unter irdischen Bedingungen durch 
Austrocknung induziert werden (Honegger et al. 1996; Honegger 2003; de los Ríos et al. 

2004, 2010, Brown et al. 1987). Dazu gehören die Degradation oder der Abbau von Thyla-

koidstrukturen, welche häufiger in der bei Raumtemperatur trocken gelagerten Kontrollgrup-

pe und bei im Vakuum ausgetrockneten Photobionten auftrat. Auch zeigten auf der ISS expo-
nierte PB häufiger ein zentrales, vergrößertes Areal ohne Chloroplasten-Membranen im Be-

reich des Pyrenoides als die PB der tiefgefrorenen Kontrolle. Als nicht regenerierbarer struk-

tureller Schaden und eindeutiger Marker wurden die in Folge einer geschädigten Membranin-

tegrität kollabierten Protoplasten mit bzw. ohne Deformation der Zellwand quantifiziert (Tab. 
2, PUBL. 3). Diese Marker fanden sich nach Mars-analoger Exposition deutlich seltener (48-

57% bzw. 16-35%), als bei unter Vakuum exponierten Photobionten (61-97% bzw. 25-85%). 

Die Mars-analoge Exposition verursachte weniger Defekte als die trockene Lagerung, aber 

eine erhöhte Anzahl gegenüber der tiefgefrorenen Lagerung. Die höchste Anzahl kollabierter 
Protoplasten sowie deformierter Zellwände wurde nach 18 Monaten Vakuumexposition beo-

bachtet (Tab. 2, PUBL. 3). Analog zu den Vitalitätsanalysen zeigte sich auch hier keine Korre-

lation zur Einstrahlung, allerdings finden sich bei den unter Vakuum exponierten Proben we-

niger fatale Strukturschäden bei den dunkel (T = 0) exponierten Proben (Tab. 2, PUBL. 3), 



32 
 

wodurch auch die Beobachtungen aus der Chlorophyll a Fluoreszenzanalyse und (vgl. 2.1.2) 

dem Kulturversuch (vgl. 2.1.3) unterstützt werden, dass hohe Einstrahlung in Kombination 

mit extremer Austrocknung die Photobionten besonders schädigen konnte. Die Analyse der 
MGR-Proben unterstützte diese Ergebnisse: Proben aus Mars-analogen Simulationsbedingun-

gen wiesen 40-42% kollabierte Protoplasten auf, für die im Vakuum exponierten MGR-

Proben ergaben sich jedoch 52-86%. Insgesamt wiesen die MGR-Proben deutlich mehr ultra-

strukturelle Schäden auf als die ISS-Proben. Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass trocken 
gelagerte Flechtenalgen nach sechs Jahren ihre Vitalität verlieren können und die Häufigkeit 

permanenter ultrastruktureller Schäden mit der Zeit zunimmt, während tiefgefrorene PB auch 

nach über neun Jahren vital und kultivierbar blieben (Honegger et al. 1996, Honegger 2003). 

Auch die Anhydrobiose des PB unter den Bedingungen in ihren terrestrischen Habitaten kann 
zu sichtbaren Veränderungen der zellulären Ultrastruktur des Photobionten führen (Honegger 

et al. 1996; Honegger 2003; de los Ríos et al. 2004, 2010). Dies schließt temporäre Kollapse 

des Protoplasten bei der Dehydratation ein (Brown et al. 1987). Allerdings regenerieren die 

PB schnell bei Befeuchtung und erlangen ihre runde Form zurück (Honegger et al. 1996, Ho-
negger 2003). Solche temporären ultrastrukturellen Veränderungen werden bei der verwende-

ten Präparationstechnik regeneriert und zeigen sich daher nicht oder nur sehr eingeschränkt in 

den TE-Mikrographien (Honegger et al. 1996, Honegger 2003) Daher müssen die beobachte-

ten, also nicht regenerierbaren, strukturellen Zellschäden als dauerhafte Schädigung den Ex-
positionsparametern während des LIFE Experimentes zugeordnet werden, am wahrschein-

lichsten der starken Austrocknung unter beiden Expositionsbedingungen. 

Auch die Hyphen des Mycobionten wiesen kollabierte Protoplasten auf, allerdings fast keine 

Deformation der Zellwände. Eine Ursache für diese Stabilität könnte in der sehr kompakten 

Anordnung der Hyphenzellen bzw. ihrer Einbettung in Gallerte zu finden sein, wodurch me-

chanische Stabilität vermittelt wird. Honegger (1995) beschreibt intrazelluläre Lufträume der 
Hyphenzellen, die sich ausdehnen, um während der Dehydration von Ascomyceten den Kon-

takt zwischen Protoplast und der rigiden, sich nicht verformenden Zellwand zu gewährleisten. 

Die Haustorien des MB, die den symbiotischen Kontakt zwischen Hyphen und PB darstellen, 

blieben strukturell erhalten (Abb. A2.2). 

 

 

2.3 Exposition auf der ISS: Resistenzen gegen extraterrestrische Stres-

soren  

2.3.1 Ionisierende Strahlung 

Während der 18 Monate des EXPOSE-E/LIFE Experimentes wurden außerhalb der Internatio-
nalen Raumstation von den Xanthoria elegans-Proben 216 ± 15 mGy ionisierende Strahlung 

akkumuliert (Berger et al. 2012; vgl. 1.4.3). Diese Dosis von ca. 150 mGy/a ist deutlich ge-

ringer als die in der Literatur beschriebenen Dosiswerte für die Strahlenresistenz von Asco-
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myceten und Flechten bzw. Flechtensymbionten (Shields & Rickard 1961, Woodwell et al. 

1967, Gannutz 1972, Zhdanova et al. 2000). Da in Bestrahlungsexperimenten 50% der Flech-

tenalgen nach 90-480 Gy (10-54 kR) vital blieben und sich strahlensensitiver zeigten als Pilz-
hyphen (Gannutz 1972), ist die ionisierende Strahlung während des LIFE Experimentes eine 

unwahrscheinliche Ursache für Vitalitätseinbußen der Flechtensymbionten. 

 

2.3.2 Anhydrobiose und extraterrestrische Stressoren 

Die Anhydrobiose (vgl. 1.2.2) hat sich als relevanter Faktor für das Überleben unter extremen 

Umweltbedingungen erwiesen (Crowe et al. 1992, Kranner et al. 2008) und ist von entschei-

dender Bedeutung für die Resistenz gegenüber extraterrestrischen Bedingungen, nicht nur für 

Flechten (Kranner et al. 2008), sondern auch für Tradigraden (Rebecchi et al. 2007) oder Bak-
terien (Horneck 2003, Bauermeister et al. 2011). Der durch die Anhydrobiose gewährte 

Schutz umfasst die Reduzierung der ROS-Bildung und die Produktion von ROS abfangenden 

Molekülen, die das System schützende Unterbrechung der Photosynthese und die Stabilisie-

rung von Membranen durch Polyole. Anhydrobiose gewährt hohe Frost- und Austrocknungs-
toleranz (vgl. 1.2.3) sowie sehr schnelle Regeneration bei Rehydrierung (vgl. 1.2.2; Kranner 

et al. 2008).  

Die Temperaturen während der ISS-Exposition von -21,3 bis 43°C mit der im Vergleich zu 

terrestrischen Habitaten nicht ungewöhnlichen Zahl von 100 Tau-/Gefrierzyklen (Rabbow et 
al. 2012) stellten insbesondere im anhydrobiotischen Zustand keinen Stressor für die Flech-

tenproben von X. elegans dar, die an Frost und Temperaturschwankungen in alpinen oder ant-

arktischen Habitaten gut adaptiert sind (Kappen 1993, Dyer & Crittenden 2008). Verlängerte 

Regenerationszeiten nach wochenlanger Trockenheit oder Tieffrieren wurden bereits be-
schrieben (Kranner et al. 2003, Gasulla et al. 2009, Backhaus et al. 2015) und wurden in die-

ser Studie bei den tiefgefrorenen Kontrollgruppen des LIFE-Experimentes und den ebenfalls 

anhydrobiotischen Proben in der STARLIFE-Kampagne beoabchtet (Fig. 1, PUBL. 4). Die ver-

längerte Zeit bis zur Regeneration der maximalen Photosynthesaktivität wird durch Repara-
tur- und Regenerationsprozesse verursacht (Kranner et al. 2008, Gasulla et al. 2009), sowie 

einer z.T. reversiblen Degeneration des Chlorophylls bei wochenlanger Trockenheit (Honeg-

ger 2003, Kranner et al. 2003). 

Die Grenzen der durch Anhydrobiose vermittelten Resistenz zeigten sich unter der stark aus-
trocknenden Wirkung des Vakuums im LEO. Schäden können während der Anhydrobiose 

nicht repariert werden, sondern akkumulieren sich stattdessen. So können nicht reparierte 

Schäden, z.B. an der DNA, die Vitalität beeinträchtigen (vgl. 1.3.3 und 1.5.2). Ein Zusam-

menhang von Vakuumexposition und gehäuften DNA-Doppelstrangbrüchen wurde für Bacil-

lus subtilis Sporen gezeigt (Dose & Gill 1995). Zudem erscheinen die in Kapitel 2.2.2 be-

schriebenen Schäden (irreversibler Kollaps) der Photobiont-Protoplasten und der Zellwand 

geeignet, die Reduktion der photosynthetischen Aktivität und die verlangsamte Proliferation 
der Photobionten nach der Exposition im Vakuum zu erklären. Die Ergebnisse dieser Studie 
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weisen auf die lange und extreme Austrocknung im Vakuum als den entscheidenden Stressor 

während der Exposition auf der ISS hin, insbesondere für die Photobionten-Zellen. Neben den 

hier beschriebenen Veränderungen bzw. Schäden kann die Austrocknung im Vakuum sowie 
unter Marsatmosphäre zu einer Veränderung der Zellmembranen führen und Makromoleküle 

z.T. irreversible polymerisieren lassen (Maillard-Reaktionen), wodurch Membranpermeabili-

tät, Energiegewinnung und Enzymaktivität funktional gestört werden (Cox 1993). Dies wird 

unterstützt durch den Vergleich der Zahl der kollabierten Protoplasten nach Vakuumexpositi-
on ISS (61-97%) zu der über 5 Jahre bei -20°C gelagerten Kontrolle (44%). Die starke Aus-

trocknung im Vakuum gilt auch für andere biologische Proben als relevanter Stressor. An 

Sporen von Bacillus sp konnten bereits unter Mars-analogem atmosphärischen Druck der obe-

ren Erdatmosphäre durch Austrocknung induzierte Schäden beobachtet werden (Horneck & 
Baumstark-Khan 2001, Horneck et al. 2010). Bei Sporen von Bacillus subtilis zeigten sich 

nach Vakuumexposition 10-fach erhöhte Mutationsraten (Horneck et al. 1984), bei Cyanobak-

terien reduzierten sich die Raten der Stickstoff- und Kohlenstoff-Fixierung (Mancinelli et al. 

1998), bei Konidien des Pilzes Aspergillus ochraceus wurden DNA-Strangbrüche und zahl-
reiche DNA-Protein-Verbindungen detektiert (Bieger-Dose et al. 1992). Entsprechend finden 

sich auch bei den unter Mars-analogem Druck exponierten Proben erhöhte ultrastrukturelle 

Schäden. Bei der Exposition unter Vakuum mit Licht/UV-Einstrahlung hingegen findet sich 

ein höherer Anteil deformierter Zellwände, auch anteilig bezogen auf die PB-Zellen mit kol-
labiertem Protoplasten. 

In der Kultur der Photobionten zeigt sich, dass die kombinierte Einwirkung von Vakuum (10-4 

bis 10-7 Pa) und einer Einstrahlung von ca. 4,9 GJm-2 die Vitalität und Teilungsfähigkeit der 

exponierten PB erkennbar reduziert hat, sowohl im Vergleich zur Mars-analogen Exposition 
als auch zu den Kontrollgruppen. Dort entwickelten sich nur 13% der inokulierten PB-Cluster 

zu Kolonien. Dies kann auf fatale Beschädigungen der DNA oder des Replikationsapparates 

hinweisen, die durch eine zu hohe Anzahl von in der Anhydrobiose akkumulierten Schäden 

verursacht worden sein könnten. Neben der direkten oder indirekten Wirkung von UV (vgl. 
1.3.3) als destruktives Agens, wurden auch unter Vakuumeinwirkung DNA-Strangbrüche und 

eine mutagene Wirkung an Bacillus sp Sporen nachgewiesen (Bieger-Dose et al. 1992). Be-

reits eine Mars-analoge Atmosphäre, experimentell simuliert durch die oberste Schicht der 

Erdatmosphäre, kombiniert mit UV-Strahlung erzeugte dabei einen synergistischen Effekt 
bezogen auf die DNA-Schäden (Horneck & Baumstark-Khan 2001). Eine kombinierte Wir-

kung von langer Zeit unter Vakuum und intensiver UV-Einstrahlung kann zu einer Anhäu-

fung von Schäden an Enzymen, DNA und Membranen (Nussinov & Lysenko 1983, Sinha & 

Häder 2002, Horneck et al. 2002, 2010, Daly 2012) geführt haben, die keine Regeneration 
mehr ermöglichten. 
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2.3.3 Sekundäre Metaboliten 

Die hohe UV-Resistenz von Xanthoria elegans unterscheidet die Flechte von anderen expo-

nierten Organismen, bei denen die Intensität der UV-Einstrahlung einen entscheidenden Fak-
tor für die Vitalität darstellte. Die sehr umweltresistenten Sporen von Bacillus subtilis sind 

durch UV>190 nm mit 1 kJm-2
 fast vollständig inaktiviert worden (Horneck 1993) und die im 

Experiment PROTECT auf der EXPOSE-E Plattform exponierten Sporen von Bacillus pumilis 

überstanden die volle UV-Exposition nicht (Vaishampayan et al. 2012). 

Die Resistenz intakter Thalli von X. elegans gegenüber UV wurde bereits in Bestrahlungsex-

perimenten beobachtet (vgl. 1.3.3) und bestätigte sich auch bei den EVT des LIFE-

Experimentes (UV200-400nm ≤150 MJm-2). Sie kann für beide Symbionten u. a. auf die UV-

absorbierenden Eigenschaften des Cortexpigmentes Parietin zurückgeführt werden (vgl. 1.2.1, 
Abb. A3, Nybakken et al. 2004). Parietin findet sich auch auf der Oberfläche von einzelnen 

MB-Hyphen, wodurch auch die isoliert gewachsenen Mycelien einen begrenzten UV-Schutz 

erfahren. Experimente mit UV-Bestrahlung nach Präparation der Cortices führten zu einer 

Beeinträchtigung der Vitalität insbesondere der Photobionten (de Vera 2003, de Vera & Ott 
2010). Die Vermeidung intensiver Einstrahlung in lichtexponierten alpinen Habitate durch die 

protektive Wirkung des Parietins wurde für X. elegans bzw. X. parietina bereits beschrieben 

(Solhaug & Gauslaa 1996, Wynn-Williams et al. 2002, Nybakken et al. 2004) und für photo-

synthetisch aktive Strahlung (400-700 nm) quantifiziert (Solhaug et al. 2010, PUBL. 2). Die 
Menge des gebildeten Parietins wird durch UV-B Einstrahlung stimuliert (Solhaug et al. 

2003, Gauslaa & McEvoy 2005). Eine 20-65 µm mächtige Parietin-haltige Schicht auf dem 

Cortex absorbiert insbesondere bei trockenen Thalli von X. elegans UV und Blaulicht effi-

zient (Gauslaa & Solhaug 2004, Solhaug et al. 2010, Meeßen et al. 2013b). Die hohe protekti-
ve Wirkung bei einer Bestrahlung mit bis zu 4,9 GJm-2, einschließlich 14 MJm-2 UV>110nm-

Strahlung (ISS, Vakuum) bzw. 18 MJm-2 UV>200nm-Strahlung (ISS, Mars-analog), wurde in 

dieser Studie erstmalig getestet. Dabei zeigte sich, dass Parietin auch in diesem Experiment 

nicht von der Einstrahlung degradiert wurde, womit sich seine Relevanz als möglicher Bio-

marker bestätigte.  

 

2.3.4 Verdichten der protektiven Cortexpigmente  

Die sich verdichtende Inkrustierung mit Parietin (Solhaug et al. 2010) während der Austrock-
nung des Thallus verhindert effizient Lichtstress des Photobionten (Solhaug & Gauslaa 2004) 

und verringert erheblich eine Penetration energiereicher kurzwelliger UV-Strahlung (Buffoni 

Hall 2002, Abb. A3). Bei diesem Vorgang ergänzen sich die protektiven Wirkungen von An-

hydrobiose und sekundären Inhaltsstoffen. Die Schrumpfung von Thallusloben mit einer Ver-
dichtung der sekundären Inhaltsstoffe auf und im Cortex wird in PUBL. 1, Fig. 4 für Buellia 

frigida und in Abb. 2.3.5 für X. elegans dargestellt. Die Größenänderung während der unbe-

einflussten Austrocknung von X. elegans unter Laborbedingungen wurde quantitativ erfasst, 

wobei sich eine stetige Verkürzung von Länge und Breite (je 12-20%) mit einer deutlichen 
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Verkleinerung der Oberfläche zeigte (Graph 2.3.5). Die Verdichtung des Parietins bzw. des 

Cortexes ist auch an der Maskierung der im hydrierten Zustand sichtbaren grünen Färbung 

(PB) optisch erkennbar. 

 

Abb. 2.3.5: Thallus von X. elegans, Dehydration unter Laborbedingungen: Der Cortex wird im Verlauf 
der Dehydration dichter, wodurch die grüne Färbung durch das Chlorophyll nicht mehr wahrnehmbar 
ist. A hydrierter Thallus, photosynthetisch aktive PB. B nach ca. 30 min.: Thallus ist teilweise getrock-
net. C trockener, geschrumpfter Thallus, Photosyntheseaktivität ruht, Parietin verdichtet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graph 2.3.5: Umfang von X. elegans-Loben bei Trocknung unter Laborbedingungen. Die relative 
Schrumpfung des Umfanges (t0 = volle Hydration= 1) einzelner Loben wurde mit einer Exponentialkur-
ve der allgemeinen Form N(t)= N(t0)·e

- a-t + y modelliert. 

 

2.3.5 Anatomie 

Auch im hydrierten Thallus ist die Stratifikation der Flechte für den UV-Schutz relevant. UV-

Strahlung besitzt eine Eindringtiefe von ca. 35-50µm für UV-C (Jasinghe & Perera 2005) und 

von ca. 40 µm für UV-B280 nm bei hydrierten Thalli (Buffoni Hall 2002). Der Cortex von X. 

elegans aus Epinekralschicht, Hyphen des Cortex und einer weiteren dichten plectenchymati-
schen Hyphenschicht oberhalb der Algenschicht ist meist ca. 50 µm hoch (Abb. 2.3.5; PUBL. 

1). Dadurch können die PB auch im hydrierten Zustand weitgehend vor kurzwelliger UV-

Strahlung geschützt werden. Die Beobachtung hoher metabolischer Aktivität von MB und PB 
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unterhalb kompakter anatomischer Strukturen wie z.B. einem Apothecium (Fig. 3, PUBL. 2), 

oder im Zentrum der für die Gattung Trebouxia typischen Algenclustern, bestätigte die schüt-

zende Wirkung der Stratifikation (Abb. A1). Eine UV-protektive Wirkung der extrazellulären 
Gallerte, die von den Flechtensymbionten ausgeschieden wird, diese umhüllt und eine Matrix 

für den Stoffaustausch zwischen den Symbionten darstellt (Honegger 1992), wird für Flech-

ten, aber auch für Algen und Bakterien in sogenannten Biofilmen diskutiert (Lütz et al. 1997, 

Belnap et al. 2001, de Vera et al. 2003, 2010, Flemming et al. 2007, Ortega-Retuerta et al. 
2009, Baqué et al. 2013, PUBL. 1).  

Die im Vergleich zum MB höhere Sensitivität des PB gegenüber abiotischen Umwelteinflüs-

sen wurde bereits in Simulationsexperimenten mit UV-Strahlung (de Vera 2003, 2008, de 

Vera & Ott 2010; 1.3.3) und auch bei Austrocknungsexperimenten beobachtet (Honegger 
2003). Die dennoch hohe UV- und Lichtresistenz der PB im intakten Thallus von X. elegans 

zeigt auf, dass die Symbiose hierbei einen relevanten Überlebensvorteil gewährt: Der Schutz 

des PB stellt die wichtigste Funktion der besonders ausgebildeten Cortices dar (Jahns 1988, 

Kappen 1988). Die photoautotrophen Algen werden innerhalb der stratifizierten Flechten-
struktur (Honegger 2009) und durch die sekundäre Inhaltsstoffe, die lichenisierte Mycobion-

ten in erhöhter Quantität bilden können (Brunauer & Stocker-Wörgötter 2005) vor abiotischen 

Umwelteinflüssen geschützt, insbesondere vor Schäden am Photosyntheseapparat (vgl. 1.3.3) 

durch eine auf die Einstrahlung abgestimmte Morphologie des Cortexes (Büdel & Scheideg-
ger 1996, Solhaug et al. 2003, Solhaug & Gauslaa 2004).   

Bei Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung nach dem LIFE Experiment konnten PB von Xantho-

ria elegans 45-75% des Ausgangswertes ihrer photosynthetischen Aktivität regenerieren 

(Onofri et al. 2012), übereinstimmend mit den in dieser Studie durchgeführten Messungen 
(PUBL. 2). PB der ebenfalls im LIFE Experiment exponierten Flechte Rhizocarpon geographi-

cum regenerierten lediglich 2.5±1.4% ihrer vor der Exposition gemessenen Fv/Fm-Werte 

(T=0, Vakuum exponierte Probe; Onofri et al. 2012). Rhizocarpon geographicum wird durch 

Rhizocarpsäure und Melanin vor Licht- und UV-Strahlung geschützt (Gauslaa & Solhaug 
2001, Nybakken et al. 2004, Meeßen et al. 2013b), allerdings ist der protektive Cortex ober-

halb der PB im Durchschnitt von geringerer Höhe (PUBL. 1). Obwohl die Licht und UV ab-

sorbierende Wirkung sekundärer Inhaltsstoffe effizienter ist, als ein verdickter Cortex (Dietz 

et al. 2000, Gauslaa & Solhaug 2004) zeigte sich die Relevanz von Hyphenschichten für den 
Schutz der PB am Beispiel von Circinaria gyrosa (PUBL. 1): ein massiver, bis 150 µm hoher 

Subcortex aus möglicherweise gering Melanin-haltigen Hyphen (Meeßen et al. 2013b) und 

extrazellulärer Gallerte kompensiert den Mangel an UV-absorbierenden sekundären Inhalts-

stoffen im Cortex (Raggio et al. 2011), sodass die PB von Circinaria gyrosa nach 10tägiger 
Exposition (BIOPAN 5) nur 0-4,5% Photosyntheseaktivität einbüßten (de la Torre et al. 2010). 

Eine Ursache für die höhere Resistenz von X. elegans könnte somit in der unterschiedlichen 

Thallusanatomie zu finden sein, möglich wäre aber auch eine leicht unterschiedliche Aus-
trocknungsresistenz der PB, wie sie für unterschiedliche Trebouxia-PB gezeigt werden konnte  

(Sadowsky & Ott 2012).  
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Abb. 2.3.5:  

A Xanthoria elegans, Thallus mit Apothecium, nach ISS-Exposition unter Vakuum mit 291 MJm-2 UV 
B Thallus, unbehandelte Kontrolle, kompakter oberer Cortex, plectenchymatische Cortexschicht, Pho-
tobionten in Clustern organisiert, lockere Medulla  
A, B Querschnitte kontrastiert mit Lactophenol-Baumwollblau 
C Aufsicht auf den Cortex von X. elegans, unbehandelte Kontrolle, Raster-Elektronen-Mikroskopie: 
Das Bild zeigt die dichte Auflagerung von Parietinkristallen auf dem Cortex.  
p Parietin h Hymenium c oberer Cortex, ph plectenchymatische Hyphenschicht, a Algen (PB), uc 

unterer Cortex 

 

2.4 Ionisierende Strahlung: Vitalität von Xanthoria elegans  

2.4.1 Ionisierende Strahlung bis 2 kGy 

Nach Eisenionen- und Röntgenbestrahlung zeigten die aus der Anhydrobiose reaktivierten 
Proben in der Chlorophyll a Fluoreszenzmessung unabhängig von der eingestrahlten Dosis 

keinen erkennbaren Effekt (Fig. 1b, 1f, PUBLIKATION 4). Die Proben regenerierten innerhalb 

von 24 h konform zu den Kontrollgruppen und behielten diese Aktivität über die folgenden 

drei Tage bei. Nach der Bestrahlung mit Heliumionen (He) zeigten sich reduzierte Fv/Fm 
Werte bei den mit 100 Gy bestrahlten Thallusproben von X. elegans, während mit 500 und 

1000 Gy bestrahlte Thalli im Durchschnitt höhere Fv/Fm-Werte produzierten (Fig. 1d, PUBL. 

4). Ein eventueller Effekt der Heliumionen-Bestrahlung ließe sich nicht zur Dosis korrelieren. 

Die Fv/Fm-Werte der Circinaria gyrosa-Photobionten wurden durch die Bestrahlung mit He 
bis 1 kGy, Eisenionen (Fe) bis 2 kGy und Röntgenstrahlung (Rö) bis 5 kGy nicht beeinträch-

tigt, jeweils verglichen zu den Werten vor der Bestrahlung (de la Torre et al. in review). Wäh-

rend die metabolische Aktivität des Mycobionten von Xanthoria elegans in der Fluoreszenz-

basierten Färbung (LIVE/DEAD staining) zwischen 44% (Fe, 250 Gy) und 83% (He, 100 Gy) 
variierte, erreichten die Photobionten nur Werte von 10% (Rö, 500 Gy) bis 57% (Fe und He, 

100 Gy) und zeigten bei allen Bestrahlungen bis 2 kGy eine stärker reduzierte metabolische 

Aktivität als der Mycobiont. Obwohl die metabolische Aktivität beeinträchtigt war, wurden 

die Proben von keiner der Bestrahlungen bis 2 kGy komplett inaktiviert. Bei Eisenionen- und 
Röntgenbestrahlung war die metabolische Aktivität ab ≥100 Gy beeinträchtigt. Die Analyse 
der Heliumionen-Bestrahlung mit insgesamt weniger Messpunkten offenbarte zusätzlich eine 

auffällige Heterogenität in der Vitalität der Proben, die sich bei der Chlorophyll a Fluores-

zenz-Messung bestätigte. Um zu klären, ob die He-Bestrahlung dafür ursächlich ist, sollte 
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diese Kampagne mit zusätzlichen Messpunkten wiederholt werden. Insgesamt ergab sich aus 

diesem Experiment keine (Fe) oder eine sehr vage Korrelation von Dosis und Reduktion der 

metabolischen Aktivität (Rö). Tabelle 2.4.1 zeigt die Daten der metabolischen Aktivität, wel-
che auch in Fig. 1a, 1c und 1e, PUBL. 4 dargestellt sind.  

 
Tabelle 2.4.1:  
Metabolische Aktivität [%] nach Bestrahlung (STARLIFE I; LIFE/DEAD staining) 

Lab-Kon.: unbehandelte bei -20°C gelagerte Kontrolle; Trnsp-Kon.: Transport-Kontrolle.  
Die Werte geben den Anteil metabolisch aktiver Zellen in [%] der gezählten Zellen an, gefolgt von der Stan-
dardabweichung. 
 

Die Energie, der LET (vgl. 1.5.2) und die relative biologische Wirksamkeit (RBE) variieren 

erheblich für die applizierte Strahlung (Tab. 1.7.3), aber diese Unterschiede werden nicht in 

den Werten der metabolischen oder photosynthetischen Aktivität erkennbar. Die wesentlich 
höhere Ionisationsdichte der beschleunigten Eisenionen (LET 200 keV/µm) kann zu dem als 

overkill effect bezeichneten Phänomen führen (Zirkle et al. 1953, Mehnati et al. 2005). Dabei 

steigt die schädigende Wirkung der Strahlung mit höheren LET- Werten (also mehr Ionisati-

onsereignissen/µm) nicht weiter an, wenn mehr Ionisationsereignisse in einer Zelle stattfin-
den, als für deren Tod ausreichend sind. Die Höhe des LET ist zwar abhängig vom bestrahlten 

Material, aber seine Aussagekraft ist auf die akuten Phasen der Bestrahlung beschränkt (Dert-

inger & Jung 1969). Demgegenüber berücksichtigt die relative biologische Wirksamkeit im 

Besonderen den bestrahlten Organismus. Die erzielte Wirkung durch unterschiedliche Strah-
lungsarten wird dabei bezogen auf die Wirkung von Röntgenstrahlung mit gleicher Dosis. 

Ausgedrückt wird der empirisch ermittelte Wert durch den Qualitätsfaktor (QF). Für elektro-

magnetische Strahlung (Ȗ- und Röntgenstrahlung) ist der QF als 1 definiert und für die in die-

sem Versuch eingesetzten Eisenionen gilt ein QF von 20 (ICRP 1991, 2007). Die Wirkung 
der Eisenionen lag in diesem Experiment nicht um den Faktor 20 höher (Fig. 1, PUBL. 4, 5). 

Erklärbar ist dies durch die Voraussetzungen, unter denen der QF ermittelt wird: Die Wirk-

samkeit der Strahlung wird in hydrierten biologischen Geweben beobachtet, die über eine 

ausreichende Dicke verfügen, um beschleunigte Ionen zu bremsen (vgl. 1.5.2). Sowohl die 

 

Strahlung Symbiont Kontrollen Dosis [Gy] 

    Lab-Kon. Trnsp-Kon. 100 250 500 1000 2000 

 
Fe-Ionen Photobiont 72 ± 7 51 ± 11 57 ± 7 32 ± 14 44 ± 3 43 ± 12 37 ± 18 

 
Mycobiont 84 ± 3 69 ± 7 67 ± 6 44 ± 3 67 ± 10 55 ± 5 66 ± 4 

         
He-Ionen Photobiont 72 ± 7 48 ± 10 57 ± 14 n.d. 22 ± 19 27 ± 9 n.d. 

 
Mycobiont 84 ± 3 65 ± 12 83 ± 3 n.d. 62 ± 15 49 ± 17 n.d. 

         
Röntgen Photobiont 72 ± 7 59 ± 2 47 ± 9 35 ± 2 10 ± 3 34 ± 1 27 ± 10 
  Mycobiont 84 ± 3 78 ± 4 67 ± 2 56 ± 12 56 ± 10 63 ± 5 53 ± 8 
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Schäden durch die hohen Energieübertragungen gebremster Ionen (Bragg-peak), die Radioly-

se von Wasser mit der Bildung von Radikalen (Riley 1994), als auch die induzierten Apopto-

sen in den bestrahlten Geweben tragen zu den hohen QF Werten von beschleunigten Ionen 
bei. Um die Wirkung von Strahlung auf trockene Flechten mit wenigen Millimetern Höhe 

scheint der QF daher nicht anwendbar zu sein.  

Ein Kulturassay nach der Röntgen-Exposition (1 und 2 kGy) zeigte für beide Symbionten 

innerhalb von acht Wochen kein Wachstum (Abb. A5.2). Die anfänglich zu detektierende 
Chlorophyll-Fluoreszenz (Abb. A5.1) war nach der Kulturdauer nicht mehr nachweisbar, was 

auf eine Degradation des Chlorophylls und den Tod der Zellen infolge der applizierten Rönt-

genstrahlung hinweist. Während die Kulturansätze erst am Ende der Kulturzeit vereinzelt 

Aufwüchse von Pilzen zeigten, waren die Kontrollen mit nicht bestrahlten Proben bereits nach 
acht Tagen komplett von Mycelien bedeckt. Die wachstumshemmende Wirkung der Röntgen-

strahlung betraf auch die Flechten-assoziierten Pilze.  

 

2.4.2 Röntgenbestrahlung von X. elegans bis 100 Gy 

Die Applikation von Röntgenstrahlung ≥ 100 Gy verursachte bei anhydrobiotischen Flech-

tenthalli in der STARLIFE Kampagne stets eine Reduktion der metabolischen Aktivität (Tab. 

2.4.1, Fig. 1e, PUBL. 4). Ein daraus folgender experimenteller Ansatz mit metabolisch und 

photosynthetisch aktiven Flechtenthalli prüfte die Reaktion der sensitiveren Photobionten 
(Gannutz 1972) auf eine akute, einmalige Röntgenstrahlung mit 1-100 Gy anhand von Chlo-

rophyll a Fluoreszenz-Messungen vor und nach der Bestrahlung (Fig. 4, PUBL. 4). Zusätzlich 

wurden in diesem Experiment präparierte Proben mit Thalli auf dem natürlichen Schiefersub-

strat verglichen, um einen möglichen Einfluss durch die im felsigen Untergrund generierte 
Streustrahlung zu erkennen. Die über 96 h erfassten Fv/Fm Werte zeigten, dass sich die Pho-

tosyntheaktivität völlig konform zu den unbehandelten Kontrollgruppen verhielt, unabhängig 

von der Röntgenbestrahlung. Eine Ausnahme stellte die kurzzeitige dosisabhängige Redukti-

on der Fv/Fm Werte dar, die nur bei den Proben auf Schiefersubstrat innerhalb von 5-60 Mi-
nuten nach der Bestrahlung auftrat. Nach dieser signifikanten Beeinträchtigung (100 Gy, Fig. 

4, PUBL. 4) regenerierten die Schieferproben im weiteren Zeitverlauf zu ihren vorherigen 

Fv/Fm Werten.   

 

2.4.3 Gamma Strahlung bis 113 kGy 

Die Applikation von Ȗ-Strahlung mit Dosen von 6-113 kGy zeigte bei X. elegans deutlich eine 

dosisabhängige Reduktion der photosynthetischen Aktivität oberhalb von 12 kGy (Fig. 3, 

PUBL. 4). Dies galt für alle Photobionten in diesem Experiment unabhängig davon, ob sie 
isoliert (PUBL. 5, PB aus C. gyrosa, Genus Trebouxia) oder im Flechtenthallus (PUBL. 4, X. 

elegans; de la Torre et al. in review, C. gyrosa) bestrahlt wurden. Die Photobionten (PB) von 

X. elegans regenerierten nach einer Dosis von 6 kGy analog zur unbehandelten Kontrolle in-
nerhalb von 24 h nach dem Beenden der Anhydrobiose durch Befeuchtung ihre Fv/Fm Werte, 
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welche die folgenden zwei Tage auf diesem Niveau blieben. Bei Ȗ-Strahlung ab 12 kGy wur-

de die photosynthetische Aktivität beeinträchtigt: Die Fv/Fm Werte regenerierten nicht auf 

das Kontrollgruppenniveau und fielen im Verlauf der nächsten zwei Tage, besonders deutlich 
nach 18 kGy Ȗ-Strahlung (Fig. 3, PUBL. 4). Alle Dosen ≥ β4 kGy ließen die Regeneration 

scheitern oder inaktivierten die messbare Photosynthese-Aktivität sofort. Einen nahezu identi-

schen Verlauf offenbarten die Chlorophyll a Fluoreszenz-Messungen der PB von C. gyrosa 

(de la Torre et la. in review) und der isolierten PB aus C. gyrosa. Auch hier blieb ein leichtes 
Aktivitätsdefizit nach 12 kGy sichtbar und die Regeneration scheiterte oder unterblieb völlig 

nacch Dosen ≥18 kGy (Fig. 1d, PUBL. 5). Über einen Zeitraum von zwei Wochen bestätigten 

sich die Resultate der ersten drei Tage. Die obere Grenze der Photosyntheseaktivität gegen-

über akuter Ȗ-Strahlung läge für die PB von X. elegans und C. gyrosa demnach zwischen 12 
und 18 kGy. Die nach 6 und 1β kGy Ȗ-Strahlung in Kultur genommenen PB von C. gyrosa 

blieben grün und photosynthetisch aktiv, zeigten aber kein Wachstum. Entsprechend den Er-

gebnissen der Chlorophyll a Fluoreszenz-Messung degradierte das Chlorophyll der kultivier-

ten PB nach ≥1β kGy schneller in Abhängigkeit von der applizierten Dosis (Fig. 2b-d, PUBL. 
5, chlorophyll bleaching) und die Zellen starben ab. Die Analyse der metabolischen Aktivität 

(Fig. 2d, PUBL. 5) zeigte eine zur Dosis korrelierende Abnahme der aktiven Zellen und ab 

≥47 kGy eine stark zunehmende Zahl degenerierter PB-Zellen (Fig. 3, PUBL. 5). Mit Blick auf 

das fehlende Wachstum waren die Photobionten bereits ab 6 kGy langfristig nicht vital, als 
einzelne Ausnahme wuchs eine Kolonie nach 7β kGy Ȗ-Strahlung. 

 

 

2.5 Ionisierende Strahlung: Resistenz von Xanthoria elegans und Circi-

naria gyrosa Photobionten 

Die besondere Anatomie und die sekundären Inhaltsstoffe, die Flechten und ihren Symbionten 
UV-Protektion gewähren, beruhen auf der Absorption oder Vermeidung von z.B. UV-

Strahlung (1.3.3). Um die Energie der beim Zerfall von 60Cobalt emittierten Strahlung um die 

Hälfte abzuschwächen, wären 1,1 cm Blei erforderlich (Krieger 2004), für Röntgenstrahlung 

wurde die fehlende Absorptionsfähigkeit des Parietins experimentell überprüft (vgl. 1.7.2) 
und die Reichweite der eingesetzten beschleunigten Ionen übersteigt den Diameter der Flech-

tenproben (vgl. 1.5.2, pers. Kom. Berger). In der Konsequenz zeigten sich daher keine Unter-

schiede in der Strahlenresistenz von Photobionten innerhalb der intakten Flechte (PUBL. 4; de 

la Torre in review) und isolierten Photobionten (PUBL. 5). Die metabolische Aktivität ist be-
einträchtigt, wobei die Verteilung der inaktivierten MB oder PB keinen anatomischen Gege-

benheiten folgt, sondern es finden sich aktive und inaktive PB z.B. innerhalb eines Clusters 

(Fig. 2C, PUBL. 4; Abb. A4). Die Diskussion in PUBL. 4 nimmt Bezug auf die unterschiedli-

che Qualität der verschiedenen Komponenten der simulierten kosmischen Strahlung. Die bio-
logische Wirkung der unterschiedlichen Qualitäten der applizierten ionisierenden Strahlung 

ist im Einzelnen diskutiert in PUBL. 5. Die Bestrahlungsversuche zeigen, dass das obere Limit 
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der PB gegenüber akuter Ȗ-Strahlung zwischen 12 und 18 kGy liegt, aber bereits bei 1 kGy 

Röntgenstrahlung beiden Symbionten kein Wachstum und keine Teilung mehr möglich war. 

Eine Dosis von 100 Gy ionisierender Strahlung würde z.B. auf der Marsoberfläche in ca. 500 
Jahren akkumuliert werden (Hassler et al. 2013). Alle im Versuch getesteten Strahlenqualitä-

ten konnten ab 100 Gy auch die metabolische Aktivität beider Symbionten reduzieren, und 

zwar in einem höherem Maße, als dies durch die Exposition auf der ISS geschehen ist. Wäh-

rend auf der ISS die PB hauptsächlich durch die Wirkung des Vakuums geschädigt wurde 
(vgl. 2.1.3 und 2.2.2) und Anhydrobiose, Thallusanatomie und sekundäre Inhaltsstoffe die 

Wirkung der extraterrestrischen UV Strahlung gemindert haben, beruht die relativ hohe Strah-

lenresistenz auf der protektiven Wirkung der Anhydrobiose. Die durch die Bestrahlung verur-

sachten Schäden an Proteinen und DNA (vgl. 1.5.2) erklären die fehlende Teilungsfähigkeit 
und reduzierte metabolische Aktivität (PUBL. 4, 5), wenn man bedenkt, dass nicht nur die 

DNA, sondern ebenso Reparatursysteme und Enzyme von der Strahlenwirkung betroffen sind 

(clustered damage; Goodhead 1994; vgl. 1.5.2). Auch nach Ȗ-Strahlung bis 113 kGy zeigten 

C. gyrosa noch metabolische Aktivität, die wahrscheinlich von PB ausgeht, die noch nicht 
den nächsten Zellzyklus induziert haben. Die hohe photosynthetische Aktivität der STARLIFE 

Proben zeigt, dass das PS II bis 12 kGy regeneriert werden kann. Im Gegensatz zur Vakuum-

wirkung auf der ISS, hohen UV-Intensitäten (Lütz et al. 1996) sowie ionisierender Strahlung 

≥ 18 kGy waren die Photobionten nicht in ihrer strukturellen Integrität beschädigt (PUBL. 5). 
Die PS II Aktivität ist allerdings nicht gleichbedeutend mit langfristiger Vitalität und Tei-

lungsfähigkeit, die wesentlich von intakter DNA oder der effizienten Reparatur entstandener 

Schäden abhängt (Esnault et al. 2009). Ein großer Anteil der destruktiven Wirkung ionisie-

render Strahlung beruht auf der Radiolyse von Wasser und der Induktion von ROS, die dann 
Enzyme, DNA und Membranen schädigen (Riley 1994, Keresztes & Kovács2002). Daher ist 

die Anhydrobiose ein relevanter Mechanismus der Resistenz gegenüber ionisierender Strah-

lung. Die Austrocknung verringert den Wassergehalt, wodurch sich die Radiolyse von Wasser 

reduziert und weniger Radikale induziert werden. Zudem werden im Rahmen der Anhydrobi-
ose ROS abfangenden Moleküle bereitgestellt und nach der Rehydrierung Reparaturvorgänge 

durchgeführt (Kranner et al. 2008). Die Koinzidenz von Strahlungs- und Austrocknungsresis-

tenz sowie Frostresistenz, die sich für zahlreiche Organismen aus ariden und kalten Regionen 

zeigte (Dose et al. 1992, Billi et al. 2000, Gusev et al. 2010), beruht vermutlich auf den glei-
chen zellulären Resistenzmechanismen u.a. zur Vermeidung von oxidativem Stress und wird 

aktuell erforscht (Esnault et al. 2009, Musilova et al. 2015).  

Die Mycobionten zeigten auch in diesem Experiment eine höhere metabolische Aktivität als 

die PB und somit eine höhere Resistenz gegenüber akuter Strahlung. Mycobionten demons-
trierten ihre auch im hydrierten Zustand hohe Resistenz gegenüber chronischer und akuter Ȗ-

Strahlung bereits in früheren Experimenten (Gannutz 1972, Nifontova et al. 1995). Diese Re-

sistenz beruht wahrscheinlich auf dem synzytialen Charakter des Myceliums (Gow & Gadd 
1995). Im Mycel aus verbundenen Zellen können Zellkerne, Organellen und Genprodukte 

über die Zellverbindung ausgetauscht werden. Genprodukte oder Organellen können so sub-
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stituiert werden (Gow & Gadd 1995). Fatal beschädigte Zellsegmente können zudem abge-

trennt werden. Unter terrestrischen und auch extraterrestrischen Bedingungen ist somit die 

Vitalität des PB entscheidend für die Vitalität der gesamten Flechte.  

 

2.6 Besondere Fragestellungen 

2.6.1 Symbiose 

Bereits in den terrestrischen Habitaten ist die mutualistische Symbiose ein Schlüsselprinzip 

für die Besiedelung von Habitaten mit extremen Umweltbedingungen, in denen die beiden 

Symbionten aposymbiotisch langfristig nicht lebensfähig wären (1.2). Für die Resistenz der 

einzelnen Symbionten gegenüber Weltraumbedingungen gilt dies umso mehr, da z.B. isolierte 
Photobionten eine deutlich geringere UV-Resistenz aufweisen (1.3.3).  

Die Antwort auf die umgekehrte Frage, ob die Symbiose einen Vorteil unter Weltraumbedin-

gungen darstellt, kann sich einerseits aus der Belastbarkeit der protektiven Strukturen und 

Charakteristika der speziellen Flechte ergeben, und andererseits aus dem Vergleich mit der 
Überlebensfähigkeit anderer Organismen. In den bisherigen Expositionsexperimenten waren 

die anhydrobiotischen Flechten UV-resistenter als getestete Bacillus subtilis Endosporen 

(Wassmann et al. 2012) und vitaler als antarktische Mikropilze (Cryomyces sp, 2.1.3, Onofri 

et al. 2012). Anhydrobiose und Trockenresistenz scheinen eine relevante Basis der Umweltre-
sistenz aller im Weltraum exponierten Organismen (Endosporen, Cyanobakterien, Tardigra-

den, Ascomyceten, Archeaen, Invertebraten; Horneck et al. 1994, Mancinelli et al. 1998, Billi 

et al. 2011, Persson et al. 2011, Onofri et al.2012, Gusev & Okuda 2012), aber die zusätzliche 

Resistenz von X. elegans kann auf der speziellen dreidimensionalen Thallusstruktur, der Un-
abhängigkeit vom Substrat und den UV-absorbierenden Metaboliten des Mycobionten be-

gründet sein. Somit ist die symbiotische Assoziation ein Überlebensvorteil.  

 

2.6.2 Mars-analoge Umweltbedingungen 

Das Experiment zeigte insbesondere die hohe Vitalität nach der Exposition unter Mars-

analogen Bedingungen. Die metabolische Aktivität des Mycobionten und die Vitalität des 

Photobionten wurden durch die Mars-analogen Expositionsbedingungen einschließlich der 

Mars-analogen Dosis ionisierender Strahlung im LEO (vgl. 1.4.3) nur gering beeinträchtigt.  
Auch der Effekt auf die Zellintegrität des Photobionten war geringer als nach 5 Jahren trocke-

ner Lagerung unter terrestrischen  Bedingungen. Die Grenze für das Überleben von anhydro-

biotischen Flechten unter Mars-analogen Bedingungen sind im LIFE-Experiment nicht er-

reicht worden. 
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2.6.3 Lithopanspermie 

Die astrobiologischen Versuche auf der EXPOSE-Plattform zeigten, dass die Flechte Xanthoria 

elegans die Simulation der zweiten Phase eines Transfers (vgl. 1.3.2) über 18 Monate tolerie-
ren kann. Die Expositionszeit des LIFE-Experimentes limitiert dabei die Aussagekraft bezüg-

lich eines interplanetaren Transfers auf den getesteten Zeitraum. Die STARLIFE-

Bestrahlungskampagnen simulierten Komponenten ionisierender kosmischer Strahlung in 

hohen Dosen (vgl. 1.5). Allerdings ist die Intensität und Art der Strahlung sowie die akkumu-
lierte Dosis für einen Transfer durch den Weltraum bei einem Lithopanspermie-Ereignis ab-

hängig von der speziellen Flugbahn und der Dauer des Transfers (Reitz 2008, Clark 2001). 

Die Transitzeit gefundener Meteoriten vom Mars wird von Clark (2001) mit 2,6 bis 15 Mio. 

Jahren angegeben, andere Autoren sehen im Vakuum den limitierenden abiotischen Faktor 
(Nussinov & Lysenko 1983), was bedeutet, dass die Simulation der Transferphase deutlich 

verlängert werden müsste, um entsprechende Aussagen zu gestatten.  
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3.1 Zusammenfassung 

Der Fokus dieser Studie lag auf der Vitalität der Flechte Xanthoria elegans nach der Expositi-
on außerhalb der Internationalen Raumstation (ISS). Die untersuchten Proben von X. elegans 

waren zuvor im LIFE/EXPOSE-E-Experiment über 18 Monate den extremen abiotischen Ein-

flüssen des erdnahen Weltraumes sowie dort simulierten Mars-analogen Umweltbedingungen 

ausgesetzt. LIFE war in Art und Dauer ein für symbiotische Organismen erstmalig durchge-
führtes Experiment. In die Auswertung einbezogen wurden vorangegangene Simulationsexpe-

rimente und die Mission Ground Reference (einer parallel zur ISS-Exposition im DLR Köln 

durchgeführten Simulation). Weitere laborbasierte Experimente und die Analyse der ultra-

strukturellen Schäden komplettierten die Charakterisierung des Resistenzpotentials von X. 

elegans gegenüber Weltraumbedingungen. Eingebunden in diese Studie waren die ebenfalls 

erstmalig durchgeführten Experimente zur Resistenz von Flechten gegenüber hohen Dosen 

ionisierender Strahlung, welche die außerhalb des Erdmagnetfeldes vorkommende kosmische 

Strahlung simulierten. 
Die Analyse der im LIFE-Experiment exponierten Proben mit LIVE/DEAD-staining und Chlo-

rophyll a Fluoreszenz-Messungen zeigte eine hohe metabolische Aktivität aller exponierten 

Proben von X. elegans, während die photosynthetische Aktivität nach Vakuumexposition be-

einträchtigt war. Wachstum und Fortpflanzungsfähigkeit als wesentlicher Aspekt der Überle-
bensfähigkeit konnten nach der Weltraumexposition über Kulturen der PB qualitativ nachge-

wiesen werden. Die Kultivierbarkeit nach 18 Monaten unter Weltraumbedingungen bestätigte 

X. elegans als relevanten astrobiologischen Modellorganismus. Die auf der ISS simulierten 

Mars-analogen Bedingungen beeinträchtigten die Vitalität deutlich geringer als die Exposition 
unter Vakuum. Eine Analyse der Ultrastruktur mittels Transmission-Elektronen-Mikroskopie 

zeigte, dass die PB unter Weltraumvakuum vermehrt Schäden erlitten hatten, wie sie für eine 

viele Jahre andauernde Austrocknung charakteristisch sind. In 61-97% der unter Vakuum 

exponierten PB war der Protoplast irreversibel kollabiert. Der limitierende Faktor für  das 
Überleben unter Weltraumbedingungen war für X. elegans der lange Zeitraum unter Vakuum 

bis 10-9 mbar.  

X. elegans wurde nicht beeinträchtigt durch die intensive Licht- und UV200-400nm-Strahlung im 

LIFE-Experiment. Hinweise auf einen synergistischen Effekt kombinierter extraterrestrischer 
Stressoren konnten ausschließlich nach Exposition unter Vakuum mit intensiver UV100-400nm-

Strahlung von ca. 300 MJm-2 beobachtet werden. Die hohe UV-Resistenz beruht hauptsäch-

lich auf den UV-absorbierenden Eigenschaften des vom Mycobionten (MB) synthetisierten 

Cortex-Pigments Parietin. Der Schutz der Licht/UV-sensitiveren PB bestand auch unter Welt-
raumbedingungen und bestätigte zudem die Relevanz der Symbiose als Überlebensstrategie.  

Hohe Trockenresistenz und die Fähigkeit zur Anhydrobiose sind für die poikilohydren Flech-

ten von besonderer Relevanz für die Besiedlung von ariden, alpinen oder polaren Habitaten. 

Die Analysen zeigten, dass diese Eigenschaften bei X. elegans auch unter Weltraumbedin-
gungen und z.T. gegenüber ionisierender Strahlung protektiv wirkten. 
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Die Bestrahlungsexperimente mit beschleunigten Eisen- und Helium- Ionen sowie Röntgen- 

und Ȗ- Strahlung wurden mit Proben in Anhydrobiose durchgeführt. Es zeigte sich, dass die 

photosynthetische Aktivität durch die Bestrahlungen bis 2 kGy nicht beeinträchtigt wurde. 
Die metabolische Aktivität wurde durch Strahlendosen ab 100 Gy reduziert, dies deutlicher 

bei den PB, als bei den resistenteren MB. Für die eingesetzten Strahlenarten bestehen starke 

Unterschiede in ihrer Wirkung auf hydrierte Zellen, die sich hier nicht wiederfanden. Ebenso 

zeigte sich keine Korrelation zwischen Dosis und reduzierter Aktivität. Auch bei Flechten, die 
im feuchten, aktiven Zustand Röntgenstrahlen bis 100 Gy ausgesetzt wurden, zeigte sich kei-

ne anhaltende Beeinträchtigung der photosynthetischen Aktivität. Die Ȗ-Bestrahlung trockener 

X. elegans-Thalli und isolierter Circinaria gyrosa-PB zeigte eine einheitliche Grenze für die 

Regeneration der photosynthetischen Aktivität bei ≤ 17 kGy. Ein Kulturexperiment zeigte 
aber, dass die PB ihre Reproduktionsfähigkeit bereits 6 kGy bei eingebüßt hatten. 

Insgesamt zeigten die Experimente eine bemerkenswerte Strahlenresistenz bezogen auf Pho-

tosynthese- und metabolische Aktivität. Dies kann durch Trockenheit der Proben erklärt wer-

den, die indirekte Strahlenschäden durch Radiolyse von Wasser deutlich verringert. Zusätz-
lich aber ist die Anhydrobiose charakterisiert durch Mechanismen zur Reduktion von Radika-

len und oxidativem Stress. Dies könnte bedeuten, dass Trockenresistenz und Strahlenresistenz 

gemeinsame Mechanismen besitzen. 

Die Studie lieferte Ergebnisse zur Überlebensfähigkeit der untersuchten Flechten unter Wel t-
raum- bzw. Mars-analogen Bedingungen sowie erste Erkenntnisse über ihre Resistenz gegen-

über simulierter kosmischer Strahlung. Die eingesetzten Methoden wurden im Rahmen dieser 

Studie zum Teil modifiziert und weiter etabliert. 
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3.2 Summary 

The current study focuses on the viability of the lichen Xanthoria elegans after being exposed 
outside the International Space Station (ISS). During the 18 months of the LIFE/EXPOSE-E-

experiment X. elegans samples were exposed to the hazardous conditions of space in low-

Earth-orbit or to on-site simulated Mars-analogue conditions. LIFE was the first long-term 

exposure experiment on the ISS testing symbiotic organisms. The analysis of the returned 
samples was complemented by previous simulations and the Mission Ground Reference (a 

close simulation of the ISS-exposure performed in parallel at DLR, Cologne). Further lab-

based experiments and an analysis of ultrastructural damages completed the characterization 

of X. elegans’ resistance towards space conditions. Included in the current study are exper i-
ments on the resistance of lichens towards high doses of ionizing radiation. The applied ioniz-

ing radiation resembled components of the cosmic radiation occurring outside Earths’ mag-

netic shielding. These, too, were the first experiments. 

X. elegans samples exposed in LIFE were analysed by LIVE/DEAD-staining and chlorophyll a 

fluorescence-measurements. Analyses showed a high amount of metabolically active cells in 

all exposed samples, but the photosynthetic activity was impaired after the vacuum exposure. 

Growth and reproduction ‒ as the most relevant proofs of vitality ‒ were shown qualitatively 
by photobiont culture assays. Being cultivable after 18 months in low-Earth-orbit conditions 

confirmed X. elegans is a relevant astrobiological model organism. However, the Mars-

analogue exposure had much less of an effect on viability, compared to the space vacuum. 
Ultrastructural analyses by transmission-electron-microscopy revealed that photobionts ex-

posed to vacuum suffered damages, resembling the damages shown typically after several 

years of dry storage. These damages appeared in significantly higher amount after vacuum 

exposure, including irreversibly collapsed protoplasts in 61-97% of the vacuum-exposed pho-
tobionts. Concerning X. elegans, the limiting factor for survival under space conditions was 

the long-term vacuum exposure at 10-9 mbar. 

X. elegans was not affected by the intense light- and UV200-400nm-irradiation throughout the 

LIFE-experiment. Only the exposure to vacuum and UV100-400nm-irradiation of c. 300 MJm-2 

gave a hint on a possible synergistic effect of these extra-terrestrial stressors. The observable 

high UV-resistance is conferred mainly by the UV-absorbing properties of the cortex-bound 

pigment parietin which is synthesized by the mycobiont, protecting the light- and UV-

sensitive photobiont from insolation. The protection stayed fully functional in space condi-
tions and by that also proved the importance of symbiosis as a valid survival strategy. 

A high desiccation tolerance and the ability for anhydrobiosis are crucial for the colonization 

of arid, alpine or polar habitats by the poikilohydric lichens. Analyses indicated that these 

traits also protected X. elegans under space conditions. In addition, these traits conferred a 
certain resistance towards ionizing radiation. 
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Ionization radiation experiments employed accelerated helium- and iron ions as well as X-

rays and Ȗ-radiation. All samples were in anhydrobiosis for the whole duration of the experi-

ment. After radiation up to 2 kGy the photosynthetic activity remained unimpaired. All radia-
tion > 100 Gy was capable of reducing the metabolic activity. The reduction was more pro-

nounced in the photobiont while the mycobiont showed its notable resistance. If applied to 

hydrated cells the applied types of radiation are known to induce effects of very different se-

verity. However, no differences were observed in the current study. As well, there was no 
correlation of applied doses to the reduction of metabolic activity. An additional experiment 

exposed wetted, active lichen thalli to X-rays from 1-100 Gy. Still, the photosynthetic activity 

showed no sustained effect. The Ȗ-radiation of dry X. elegans thalli and isolated photobionts 

of Circinaria gyrosa showed a consistent limit for the recovery of photosynthetic activity at ≤ 
17 kGy. But, additional culture assay revealed that the photobiont lost its reproductive ability 

already at 6 kGy. 

Concerning metabolic and photosynthetic activity, a remarkable radiation-resistance was 

shown. It might be caused by the dramatically reduced radiolysis of water, sparing the dry 
samples the indirect effects of radiation. In addition, anhydrobiosis is characterised by several 

counter-mechanisms against radicals and oxidative stress. By that, one could conclude that 

that desiccation resistance and resistance towards radiation invoke the same mechanisms.  

The present study provided results on the viability and resistance of lichens, especially X. ele-

gans, under space and Mars-like conditions. As well it provided first in-sights to lichens’ re-

sistance towards ionizing radiation resp. simulated cosmic rays. Methods used in the frame-

work of this study were partly modified and well-established to astrobiological experiments.  
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4.2 Bildtafeln 

Metabolische Aktivität von X. elegans nach der Exposition auf der ISS 

Abb. A1.1: Metabolische Aktivität von X. elegans nach Exposition auf der ISS unter Vakuum und 291 
MJ/m2 UV. CLSM Aufnahmen, LIVE/DEAD staining mit FUN-1®. Rotes/leuchtend gelbes Signal von 
metabolisch aktiven PB/MB, grünes Signal von metabolisch inaktiven PB/MB. Blau dargestellt ist die 
Chlorophyll-Autofluoreszenz, der parietinhaltige Cortex fluoresziert intensiv rot. Maßstabsbalken ent-
sprechen 20 µm. p Photobionten, m Mycobionten, s Sporen, k Cortex  
A Aktive PB und MB in der Algenschicht, inaktive und deformierte PB (Pfeil 1), metabolisch aktive, 
jedoch deformierte PB (Pfeil 2), die als beschädigt angesehen werden können. 
B Apothecium, kompakte Struktur aus metabolisch aktiven MB. 
C Thalluslobe, PB im Inneren aktiv, PB-Cluster im oberen Drittel des Bildes. 
 

Abb. A1.2: Metabolische Aktivität von X. elegans nach Exposition auf der ISS unter Mars-analogen 
Bedingungen. CLSM Aufnahmen, LIVE/DEAD staining mit FUN-1®. Rotes/leuchtend gelbes Signal von 
metabolisch aktiven PB/MB, grünes Signal von metabolisch inaktiven PB/MB. Blau dargestellt ist die 
Chlorophyll-Autofluoreszenz, der parietinhaltige Cortex fluoresziert intensiv rot. Maßstabsbalken ent-
sprechen 20 µm. p Photobionten, m Mycobionten, s Sporen, k Cortex  
A Metabolisch aktive PB und MB unterhalb eines Apotheciums, nach Exposition ohne Einstrahlung. 
B Thallus mit oberem und unterem Cortex, hohe metabolische Aktivität. Exposition ohne Einstrahlung. 
C Thalluslobe, PB im Inneren aktiv; inaktivierte PB (Pfeil 1), PB-Cluster, degenerierte PB (Pfeil 2), die 
auch in unbehandelten Proben auftreten, wahrscheinlich im Rahmen eines normalen Thalluswachs-
tums mit Bildung einer epinekralen Schicht aus Zellüberresten.    
  

A C B 
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Abb. A2.2: REM-Aufnahme. X. elegans, 
Photobiont mit kollabiertem Protoplasten 
umgeben von strukturell intakten Hyphen 
(MB). Haustorien, die den symbiotische 
Kontakt zwischen MB und PB darstellen, 
wurden nicht durch die Exposition unter 
low-Earth-orbit Vakuum auf der ISS gelöst 
(Pfeil). 

D C A B 

s 

Abb. A1.3: Metabolische Aktivität von X. elegans, CLSM Aufnahmen, LIVE/DEAD staining mit FUN-1®. 
Rotes/leuchtend gelbes Signal von metabolisch aktiven PB/MB, grünes Signal von metabolisch inakti-
ven PB/MB. Blau (A, B) dargestellt ist die Chlorophyll-Autofluoreszenz, der parietinhaltige Cortex fluo-
resziert intensiv rot. Maßstabsbalken entsprechen 20 µm. p Photobionten, m Mycobionten, s Sporen, 
k Cortex, g Gallerte, b Bakterien  
A MGR, Mars-analog, ohne Einstrahlung; Thalluslobe mit metabolisch aktiven PB/MB, Bakterien be-
siedeln den unteren Cortex. 
B Thallus nach 14 Tagen unter Vakuum (10-5 Pa; EVT). Keine deformierten PB nach kurzzeitiger Va-
kuum-Exposition. Gut erkennbar ist die perikline Hyphenschicht unterhalb des Cortexes (Pfeil). 
C Kontrolle nach 30 min. Farbstoff-Inkubation. Apothecium mit Sporen, Hyphen mit Gallerte. Die PB 
haben den Fluoreszenzfarbstoff noch nicht metabolisiert und stellen sich daher grün dar. 
D Myzelium, nicht lichenisierter X. elegans MB, Vakuum (wie B), metabolisch aktive Hyphenabschnitte 
während der Farbstoff-Inkubation  
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Abb. A2.1:Lichtmikroskopische Aufnah-
me. Teilungsaktive Photobionten aus der 
Kultur nach Exposition auf der ISS unter 
low-Earth-orbit Vakuum und voller Ein-
strahlung (mit 291 MJ/m2 UV-Anteil/18 
Monate) 
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Abb. A3: UV/VIS-Absorptionsspektrum von Parietin-Extrakten aus Xanthoria elegans  

(Biospektrometer, Eppendorf) 
Graph 1: Parietin und co-extrahiertes Chlorophyll  (Flechtenextrakt, roh, in Ethanol resuspendiert)  
Graph 2: Parietin (pur, in Ethanol) 
Kästen: Absorptionsmaxima der Makromoleküle 
 

Abb. A4: Metabolische Aktivität von X. elegans nach ionisierender Strahlung 
CLSM, gefärbt mit FUN-1®. Rotes/leuchtend gelbes Signal von metabolisch aktiven PB/MB, grünes 
Signal von metabolisch inaktiven Zellen, blau dargestellt ist die Autofluoreszenz des Chlorophylls, der 
parietinhaltige Cortex flouresziert rot. Maßstabsbalken entsprechen 20 µm. 
Fe 100 GY: Signale von metabolisch aktiven und inaktiven PB und MB sind über den Thallus verteilt, 
wobei von 100 Gy bis 2 kGy die Reduktion der metabolischen Aktivität nicht Dosis zur korrelierte.  
He 500 Gy: Kompakte metabolisch inaktive Struktur nach He-Bestrahlung (Pfeile). 
Rö 2 kGy:  Metabolisch aktive MB an der Oberseite des Thallus (gelb-orange), inaktive MB im Inneren 
(grün); zahlreiche metabolisch aktive PB (Pfeile) nach 2000 Gy Röntgenstrahlung. Die PB zeigen 
ebenfalls kein (räumliches) Verteilungsmuster von metabolisch aktiven/inaktiven Zellen. 
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Kulturassay nach 1000 und 2000 Gy Röntgenbestrahlung (STARLIFE I) 
Beide Symbionten wurden gemeinsam präpariert und auf TOM1% Agar kultiviert, wobei sofort, nach 14 Tagen 
und nach 8 Wochen eine photographische Dokumentation (Binokular Wild, Axio Imager A1) definierter Messa-
reale und eine Fluoreszenz-Aufnahme (FluorCam) erfolgten. 

Abb. A5.1: Chlorophyll-Fluoreszenz der Kulturen (FluorCam, Photon Systems Instruments)  
Die 24 h nach Anlegen der Kultur detektierbare Chlorophyll-Fluoreszenz (obere Reihe) nimmt über die 
Kulturdauer von 8 Wochen dramatisch ab (untere Reihe). 
 

 

Abb. A5.2: Kulturassay mit präparierten Thallusfragmenten von  Xanthoria elegans nach 2 kGy Rönt-
genbestrahlung; Dokumentation eines definierten Messbereiches. 
Aufnahmen: A nach 4 Tagen, B nach 14 Tagen C nach 8 Wochen Kulturdauer. Beide Symbionten 
zeigten kein Wachstum. Die grün gefärbten Algencluster blichen über die Kulturzeit aus, als optisch 
wahrnehmbares Zeichen der Chlorophyll-Degeneration (s. auch PUBL. 5). 

 

1 mm 
A B C 
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Abstract 

This study addresses the viability of the lichen Xanthoria elegans after high-dose ionizing 

irradiation in the frame of the two-part STARLIFE campaign. STARLIFE 1 was intended to re-

semble several types of Galactic Cosmic Radiation (GCR) as present beyond the magnetic 

shield of Earth. STARLIFE 2 applied Ȗ-radiation up to 113 kGy to test the limit of lichen re-

sistance to ionizing radiation. Entire thalli of Xanthoria elegans were irradiated in the anhy-

drobiotic state. After STARLIFE 1, the metabolic activity of both symbionts was quantified by 

live/dead staining using Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). The photosynthetic 

activity was measured after STARLIFE 1 and 2 assessing the ability of the symbiotic green 
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algae to restore photosynthesis after irradiation. The STARLIFE campaign complements the 

results of the LIFE experiments at the EXPOSE-E facility on the ISS by testing the model or-

ganism Xanthoria elegans on its resistance to hazardous radiation that might be accumulated 

during long-term space exposure. In addition, the photosynthetic activity of metabolically 

active lichen was investigated after X-ray irradiation up to 100 Gy. Since previous astrobio-

logical experiments were mostly performed with anhydrobiotic lichen, these experiments will 

broaden our knowledge on the correlation of physiological state and astrobiological stressors . 
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Introduction 

For the last two decades, astrobiological model organisms have been exposed to simulated or 

real space conditions (Koike et al. 1992, de Vera et al., 2010; de la Torre et al., 2010; Cockell 

et al. 2011, Horneck et al., 2012; Moeller et al., 2012; Onofri et al., 2012; Vaishampayan et 

al., 2012; Kawaguchi et al. 2013) to investigate their post-exposure viability and resistance. 

Besides several simulation studies, the lichen Xanthoria elegans, a symbiosis composed of a 

fungus and a coccal green alga, revealed remarkable resistance to space and Mars-analogue 

conditions during the LIFE experiment on EXPOSE-E on the International Space Station (ISS; 

Brandt et al., 2015, 2016). However, that 1.5 year space exposure did not report doses of ion-

izing radiation higher than β15 ± 16 mGy (Berger et al., 2012). To characterize the effects of 

GCR, solar flares, and solar cosmic radiation (SCR; Reitz, 2008; Berger et al., 2012), this 

study tested the metabolic activity and photosynthetic activity of the lichen X. elegans after 

irradiation with three types of space-relevant ionizing radiation: accelerated helium and iron 

ions (both particulate radiation), and X-rays (electro-magnetic radiation) with doses up to 

2 kGy. Helium ions make for c. 14 % of baryonic GCR and 5-10 % of SCR and iron ions 

make for c. 0.03 % of GCR and less than 1 % of SCR (Horneck et al., 2010), while X-rays are 

a crucial part of SCR (Reitz, 2008). Despite their low occurrence, accelerated heavy ions are 

an important source of damage according to their high potential of energy deposition (Hor-

neck et al., 2010) by for instance ionisations of molecules when decelerated in organic mate-

rial. STARLIFE 2 tested the limit of resistance of X. elegans to Ȗ-radiation (up to 113 kGy) 

which is a crucial part of primary cosmic radiation (Kraushaar et al., 1972), cosmic Ȗ-ray 

bursts (Klebesadel et al., 1973; Verter, 1982), and solar flares (Ajello et al., 2014). 

In STARLIFE 1 the metabolic activity of both lichen symbionts was quantified by LIVE/DEAD 

staining with FUN-1® and Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). After both STAR-
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LIFE experiments the photosynthetic activity of the lichen photobiont (PB; Trebouxia sp.) was 

analyzed by chlorophyll a fluorescence as a valid measure of lichen post-exposure viability 

(Sánchez et al., 2014; Brandt et al., 2015). We focused on the PB only, since it is reported to 

be the more radio-sensitive lichen symbiont (Gannutz, 1972). As most of the previous studies, 

STARLIFE tested lichens only in anhydrobiosis which is a metabolically inactive state induced 

by desiccation (Crowe et al., 1992; Kranner et al., 2008) that invokes protective mechanisms 

and facilitates enduring harmful environmental conditions. Therefore, an additional X-ray 

irradiation was conducted with metabolically activated lichens (AL/ALOS) to assess the re-

sistance of photosynthetic activity to doses up to 100 Gy when wet. Testing the effects of ion-

izing radiation on the model lichen Xanthoria elegans complements the results of the LIFE 

experiment and is an appropriate simulation for future deep space exposure experiments. 

 

 

Material and Methods 

Xanthoria elegans (Link) Th. Fr. (1860): Samples were collected in August 2013 from their 

alpine habitat, Col du Sanetsch, Valais, Switzerland (46°21'48"N, 07°17'51"E) at c. 2140 m 

a.s.l. and stored at -25°C until further use. The thalli were derived from the same habitat as 

those of previous simulation experiments and of the LIFE experiment (de Vera et al., 2010; 

Brandt et al., 2015, 2016). 

Sample preparation: For all experiments, c. 0.25 mg of desiccator-dried, i.e. anhydrobiotic, 

thallus samples were transferred to 0.2 ml reaction tubes. Additionally, we used two sets of 

wet thalli with diameters of 0.2-0.5 cm, one set was prepared from its substrate (AL) and the 

other remained on schist rock (ALOS) to test the effect of X-rays on metabolically active li-

chens. These samples were fixed in petri-dishes for all experimental phases of re-activation, 

exposure and chlorophyll a fluorescence measurements. The re-activation was performed for 

4 days by spraying with water once a day and directly before the measurements. The photo-

synthetic activity directly before the experiment served as control.  

Irradiation: The particulate radiation was applied at the HIMAC facility at the National Insti-

tute of Radiological Sciences (NIRS) in Chiba, Japan. One set of X. elegans samples was irra-

diated with highly accelerated iron ions (500 MeV/n, LET 200 keV/µm at doses of 50, 100, 

250, 500, 1,000, and 2,000 Gy, 12 Gy/min, 3 replicates each), and a second one with acceler-

ated helium ions (150 MeV/n, LET 2.2 keV/µm, at doses of 50, 100, 500, and 1,000 Gy, 4 

Gy/min, 3 replicates each). The X-ray irradiation was performed at DLR Cologne by a X-ray 

tube (Mueller Type MG 180, Germany) with doses of 50, 100, 250, 500, 1,000, and 2,000 Gy 

(200 keV/15 mA, LET 1-2 keV/µm, 3 replicates each). The Ȗ-irradiation was realized with a 
60Cobalt source (1.17 and 1.33 MeV/n, LET 0.3 keV/µm), applying doses of 6, 12, 18, 24, 47, 

72, and 113 kGy to 6 replicates each. All experiments included lab controls (kept at -20 °C) 

and non-irradiated transport controls. For an extensive coverage of the technical details, 
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please refer to Raguse et al. (2016, this issue). The tests with metabolically active X. elegans 

samples were performed with an X-ray device (Gulmay RS225 Isodose Control, Bochum, 

Germany) at the Molecular Radiooncology in Düsseldorf, Germany. Three replicates each 

were exposed to acute X-ray doses of 1, 5, 10, 25, 50, and 100 Gy (175 keV/15 mA, LET 1-

2 keV/µm) with a rate of 3-3.3 Gy/min. 

Metabolic activity: Thallus cross-sections of 1β0 µm were dyed with FUN-1® and analyzed 

by CLSM to allow discrimination and quantification of metabolically active and inactive pho-

to- and mycobiont cells (as described in Brandt et al., 2015). Therefore, 4–8 micrographs of 

each replicate were analyzed and the results are shown as mean percentage ± SD of active 

cells over total cells counted. 

Chlorophyll a fluorescence: The photosynthetic activity was assessed by measuring the 

maximum quantum yield (QY; Fv/Fm) by a pulse-amplitude-modulated fluorometer (PAM; 

Heinz Walz GmbH, Germany; refer to Meeßen et al., 2014). All samples were re-activated as 

described above. The samples were dark adapted for γ0 min prior to all measurements, meas-

ured during initial activation (0 min, 5 min, 1 h), and after β4, 48, 7β h of regeneration. The 
already hydrated and active AL/ALOS-samples were measured directly after the X-ray radia-

tion (5 min, 1 h) and after β4, 48, 7β and λ6 h of recovery. 

Statistics: All statistics, including one- and two-way ANOVA, regression and standard devia-

tion were performed using Microsoft® Excel 2010 and GraphPad InStat γ software. 

 

 

Results 

STARLIFE 1 

Irradiation with highly accelerated iron ions: Iron ions elicited an effect on the metabolic 

activity of the photobiont (PB) and the mycobiont (MB; Fig.1a). Nonetheless, a clear dose-

dependent reduction of metabolic activity did not occur. The metabolic activity rates of the 

PB were 72 % in the lab and 51 % in the transport control, while it ranged from 57 % 

(100 Gy) to 32 % (250 Gy) in the irradiated samples. The PB was affected by iron ions at all 

doses > 100 Gy. The metabolic activity of the MB revealed 84 % in the lab and 69 % in the 

transport control, and ranged from 69 % (100 Gy) to 43 % (250 Gy) in the irradiated samples. 

Compared to the control, the metabolic activity of the MB is less affected than the PB, which 

also holds true for all other conditions of STARLIFE 1. The highest applied dose (β kGy) re-

duced the metabolic activity of the PB to γ7 % and of the MB to 66 %. 
The results of the photosynthetic activity show that recovery from the anhydrobiotic state took 

about β4 h (Fig. 1b). Afterwards, all irradiated samples showed QY values at about 0.7, well 

conforming the QY of the controls. The photosynthetic activity was not affected by irradiation 

with iron ions. 
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Irradiation with accelerated helium ions: Helium ions evoked a reduction of metabolic 

activity in both symbionts, but again, a clear dose-dependent correlation was not given 

(Fig. 1c). The PB showed metabolic activity rates of 72 % and 48 % in the lab and transport 

control while the irradiation doses of 100, 500, and 1000 Gy reduced metabolic activity rates 

to 57 %, 22 %, and 27 %, respectively. The MB showed metabolic activity rates of 84  % and 

65 % in the lab and transport control while the metabolic activity rates at 100, 500, and 

1000 Gy reached 83 %, 62 %, and 49 %, respectively. The decrease of the metabolic activity 

of both symbionts was clearly affected by the helium ions but their impairment is insignifi-

cantly dose-related. 

The photosynthetic activity is impaired at a dose of 100 Gy only (Fig. 1d). After 48 and 72 h 

of recovery the QY values of the 500 and 1000 Gy samples reached the level of the control 

samples. As seen in the live/dead assay, high variety among the replicates showed a heteroge-

neous impairment of the samples. 

 

Irradiation with X-rays: The X-ray irradiation caused the most pronounced decrease in met-

abolic activity concerning the photobiont (Fig. 1e). Significant and roughly dose-related de-

creases of metabolic activity were observed in the PB of all samples exposed from 100 to 

2,000 Gy, ranging from 47 % (100 Gy) to 9 % (500 Gy), with 27 % at 2,000 Gy. The MB 

showed a roughly dose-related decrease of metabolic activity from 67 % (100 Gy) to 53 % 

(2,000 Gy) with significant decreases above 250 Gy. 

In contrast, the photosynthetic activity (Fig. 1f) did not reveal any difference to the control 

groups, regardless of the applied X-ray doses up to 2,000 Gy. 

 

CLSM-micrographs of the live/dead assay: The micrographs (Fig. 2) exemplify the dis-

crimination of metabolically active (fluorescence shown in yellow to red colour) and inactive 

(green coloured) MB and PB in the cross-section of X. elegans. Additionally, massively de-

formed, dead PB had been observed. 

 

STARLIFE 2 

Irradiation with γ-radiation: The experiment revealed the limits of resistance towards Ȗ-

rays as a significant and dramatic dose-dependent decrease was observed (Fig. 3). The de-

crease was the more pronounced the longer the post-irradiation recovery period was. With a 

dose of 6 kGy no decrease of photosynthetic activity was recognized, but with all irradiation 

doses > 12 kGy there was a significant decrease of photosynthetic activity after recovery peri-

ods of 48 and 72 h. While a dose of 18 kGy evoked a residual photosynthetic activity of c. 

0.25, all applied Ȗ-radiation doses ≥ 24 kGy inactivated the photosynthetic activity completely 

(QY < 0.1) during the 72 h recovery period. The results revealed the limit of the PB to resist 

acute high-dose Ȗ-irradiation between 1β and 18 kGy. 



123 
 

 

AL/ALOS 

Activated, metabolizing and photosynthesizing lichens were irradiated with acute X-ray doses 

≤ 100 Gy and the PB was investigated by QY measurements (Fig. 4). The recovery period was 

extended to 96 h. The X-ray irradiation did not affect the photosynthetic activity of the acti-

vated samples in the 96 h duration of the experiment and all measurements corresponded to 

the controls. Solely with activated lichens on schist (ALOS) after a dose of 100 Gy, the QY 

measurements revealed a temporary but significant dose-dependent impairment of photosyn-

thetic activity directly after irradiation (5 min, 1 h) that vanished with increasing recovery 

time. 

 

 

Discussion 

In STARLIFE 1, a fraction of cells of both symbionts survived all tested quantities and qualities 

of ionizing radiation. Different radiation qualities are for instance characterized by their po-

tential to cause ionisations and excitations in the passed-by molecules of a traversed matter. In 

this process accelerated ions get decelerated by passing their acceleration energy to the bio-

logical matter. Ionisations and excitations impose direct and indirect damage to functional 

biological molecules (DNA, enzymes; Krieger, 2004; Gómez-Tejedor & Fuss, 2012). The 

amount of ionisation events per µm is referred to as linear energy transfer (LET). Despite its 

high LET (β00 keV/µm), iron ions produced less inactivated cells than X-rays and helium 

ions. In contrast, X-rays caused a stronger decrease of metabolically active cells, as the pho-

tons passed its energy effectively to the lichen thallus. The survival of cells and the effects of 

the different radiation qualities might be explained by the following phenomena: (i) The high 

energy of Bragg peak events, i.e. the final energy deposition of decelerated ions (Hirao et al., 

1992) did not occur frequently in dry lichen thalli due to the high acceleration energy espe-

cially of iron ions and the very small physical dimension of the lichen. (ii) Decreasing effec-

tiveness with increasing LET of accelerated ions (as iron ions) has been observed in biologi-

cal samples before (Zirkle et al., 1953) partially explainable by overkill effects (Mehnati et 

al., 2005). (iii) The destructive potential of X-rays is realized by a cascade of secondary elec-

trons (i.e. pair production, Compton scattering) with multiplied interactions events. Secondary 

electrons can sufficiently induce DNA strand breaks and molecular fragmentation (Boudaïffa 

et al., 2000; Hunter & Muirhead, 2009). High energy secondary electrons are not considered 

at LET value measurements. (iv) The radiation weighting factors (ωR) which are 1 for Ȗ- and 

X-rays and 20 for both ions and rely on observed biological damages in hydrated, metaboliz-

ing cells resp. tissues (ICRP, β007), are biased. The production of free radicals from the rad i-

olysis of water and therefore the damage by reactive species (Kovács & Keresztes, 2002) i s 

significantly reduced in dry samples. (v) Plant cells do not necessarily die, when damaged 
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(Esnault et al. 2010). The effect of radiation especially on DNA might be delayed, and show-

ing not until the next mitotic cell division. This may also explain why neither X. elegans nor 

the isolated PB of Circinaria gyrosa could be cultivated despite the demonstrated metabolic 

activity (Meeßen et al., 2016, this issue). 

While the photosynthetic activity is not significantly impaired by radiation up to β,000 Gy 
(Fig. 1b, d, f), the metabolic activity decreased, more pronounced for the PB (Fig. 1a, c, e). 

This might be explained by a different sensitivity of the two test systems. Concerning the pho-

tosynthetic activity after high-dose Ȗ-ray exposure, the QY values of X. elegans are compara-

ble to those recorded for the isolated Trebouxia sp.-PB of C. gyrosa and for C. gyrosa itself 

(Meeßen et al., 2016; de la Torre et al., 2016; both this issue) but the isolated PB showed no 

growth after any of the applied Ȗ-ray doses. Therefore, the QY measurements or live/dead 

staining may just demonstrate the upper limit of lichen resistance, as explained above (v). The 

impairment of metabolic activity was not or only roughly dose related, showing for instance 

higher rates of metabolic activity after 2000 Gy than after 500 Gy X-ray. The effects of irradi-

ation on living cells are known to be stochastic and therefore not dose-related (Leenhouts & 

Chadwick, 1989; Little, 2003). In addition, the occurrence of such damages might be consid-

erably delayed in the biological phase of radiation effects (Dertinger & Jung, 1969).  

Another aspect of resistance to ionizing radiation is the low water content of anhydrobiotic 

lichen thallus, which is < 5 % of thallus dry weight under ambient conditions; (Jahns, 1984) 

and may be lower under extremely desiccating space or Mars conditions. Ionizing radiation 

causes the radiolysis of water which is the primary source of free radicals in cells which sub-

sequently damage crucial cellular compounds (Riley, 1994; Kovács & Keresztes, 2002). 

Moreover, fungal and algal cells are adapted to desiccation stress and harbour a protective 

enzyme inventory to counteract increased levels of radicals (Kranner et al., 2005; 2008).  

In addition, lichens are modular organisms composed of septate fungal hyphae and unicellular 

algal cells with minor differentiation in both symbionts. No one cell is more critical for sur-

vival than another (Gannutz, 1972) and compromised cells can be replaced. The superior re-

sistance of the MB might be due to its polykaryotic, syncytial organization where septal pores 

and anastomoses allow the relocation of cytoplasm, cell organelles, and nuclei (Gow & Gadd, 

1995). Therefore, DNA damages might be compensated by increased gene copy numbers or 

by replacing damaged nuclei. Thus, the present study stresses that the viability of the more 

(radio)-sensitive PB is the limiting factor of lichen survival, as already found in previous stud-

ies (de Vera & Ott, 2010; Brandt et al., 2015; Meeßen et al., 2015). Previous studies on irradi-

ated lichens mostly refer to chronic radiation of active lichens in their natural habitats, reveal-

ing lichens resp. their symbionts to be among the most radiation-tolerant organisms in an irra-

diated forest or at the Nevada test site (Woodwell et al., 1967; Shields & Rickard, 1961). Iso-

lated lichen symbionts were irradiated in wet state with by Gannutz (1972), showing a 50% 

survival of isolated lichen photobionts after 90-480 Gy of Ȗ-rays. In the same experiment the 
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mycobionts forming crustose lichens showed even higher resistance towards acute Ȗ-

irradiation. 

While STARLIFE 1 revealed metabolic impairment with doses > 100 Gy, the AL/ALOS exper-

iments indicated that photosynthetic activity is not inhibited by acute X-ray doses < 100 Gy 

when the lichen is metabolically active (Fig. 1e). The temporary, dose-dependent impairment 

of photosynthetic activity was only evident in samples on natural substrate. This might be due 

to enhancing effects of the substrate, such as additional scattered radiation reflected to the 

lichen. The putative alterations of radiation, caused by materials surrounding an organism 

irradiated with i.e. GCR, might be of interest for astrobiological research. The results of our 

experiments emphasize a certain degree of resistance of extremotolerant lichens as Xanthoria 

elegans to ionizing radiation and indicate their relevance for future astrobiological experi-

ments in deep space beyond LEO. 
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Fig. 1: Metabolic activity and photosynthetic quantum yield after STARLIFE 1 

Iron ions (1a,b), helium ions (1c,d) and X-rays (1e,f) were applied in doses of 100-2,000 Gy. 

Left tablet: mean percentage of metabolically active cells in irradiated samples and untreated 

controls achieved by live/dead staining.  

Right tablet: mean values of the maximum quantum yield, measured during recovery from 

anhydrobiosis (5 min, 1 h) and for three following days (24, 48, 72 h) in the activated state. 
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Fig. 2: Xanthoria elegans, FUN-1 stained CLSM images 

 

2A, lab control: lichen thallus cross-section, p pigmented cortex, hc cortical hyphae (MB), a 

PB in algal layer, mostly metabolically active (chlorophyll fluorescence in blue), hm MB in 

loose medulla.  

2B, transport control: hyphae of MB. 2C, iron ions, 1000 Gy: PB and adherent MB hyphae. 

mi metabolically inactive (green), ma metbolically active (yellow-red), d degenerated/dead 

algae. 
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Fig. 3: Photosynthetic quantum yield after STARLIFE 2 

Lichen samples experienced Ȗ-ray irradiation of 6-113 kGy. Mean values of the maximum 

quantum yield (QY, n=6), measured during recovery from anhydrobiosis (5 min., 1 h) and for 

three following days (24, 48, 72 h) in the activated state. 
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Fig. 4: Photosynthetic quantum yield after ALOS 

X-ray irradiation of 1-100 Gy of activated lichen on schist revealed a significant but tempo-
rary dose-related decrease of photosynthetic activity directly (5 min., 1 h) after the irradiation.  
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Running title 

Effect of ionizing radiation on lichen photobionts 

 

 

Abstract 

Lichen symbioses between fungi and algae represent successful life strategies to colonize the 

most extreme terrestrial habitats. Consequently, space exposure and simulation experiments 

demonstrated their high capacity of survival and thus lichens became models in astrobiologi-

cal research to fathom the limits and limitations of terrestrial life. The STARLIFE campaign 

investigated the resistance of astrobiological model organisms to Galactic Cosmic Radiation 

(GCR) which is one of the lethal stressors of extraterrestrial environments. Since previous 

studies identified the alga to be the more sensitive lichen symbiont, we choose the isolated 

photobiont of the astrobiological model Circinaria gyrosa to take part in the campaign. 

Therein, GCR was exemplified by Ȗ-radiation up to 11γ kGy and its effects were analyzed by 
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chlorophyll a fluorescence of photosystem II (PS II), cultivation assays, live/dead staining and 

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM), and Raman Laser Spectroscopy (RLS). The 

results revealed dose-dependent impairment of photosynthesis, stop of cell proliferation, cel-

lular damages, decrease of metabolic activity, and degradation of photosynthetic pigments. 

While previous investigations on other extraterrestrial stressors demonstrated a high potential 

of resistance, this study reveals the limits of photobiont resistance to ionizing radiation and 

characterizes Ȗ-radiation induced damages. It also supports parallel STARLIFE studies on the 

lichens Circinaria gyrosa and Xanthoria elegans (de la Torre et al., 2016; Brandt et al., 2016; 

both this issue). 

 

Keywords 

Astrobiology, Gamma Rays, Extremotolerance, Ionizing Radiation, Lichens, Photobiont 

 

 

Introduction 

Most lichens represent an association of a fungus (mycobiont) and a photoautotrophic green 

alga (photobiont; PB). Both symbionts form a complex phenotype with multiple adaptations 

to extreme environments, such as morphological traits (Meeßen et al., 2013), protective sec-

ondary compounds (Meeßen et al., 2014a) and anhydrobiosis, which is a state of metabolic 

inactivity under desiccating conditions (Kranner et al., 2008). Therefore, lichens became 

models in astrobiology and subjects of space and simulated experiments (Sancho et al., 2008) 

to investigate post-exposure viability and damages. Our model, Circinaria gyrosa, is currently 

exposed to Low Earth Orbit (LEO) and simulated Mars conditions for 1.5 years during the 

BIOMEX-experiment on EXPOSE-R2 outside the ISS. C. gyrosa took also part in spaceflight 

experiments as LITHOPANSPERMIA on BIOPAN 6 (de la Torre et al., 2010; Raggio et al., 2011) 

and in simulations of Mars-like atmosphere, UVR, and temperatures (Sánchez et al., 2012; 

2014). These experiments revealed high photosynthetic activity when the PB was protected by 

anhydrobiosis and within the lichen thallus. However, additional studies on isolated and met-

abolically active PBs showed a significant impairment of photosynthetic activity (Meeßen et 

al., 2014b; Backhaus et al., 2015). 

As part of primary cosmic radiation (Kraushaar et al., 1λ7β), cosmic Ȗ-ray bursts (Klebesadel 

et al., 1973), and solar flares (Ajello et al., β014), ionizing Ȗ-radiation is a crucial factor of 

environments beyond the magnetic shielding of Earth, such as space, Mars and other plane-

tary body. However, the effect of Ȗ-rays on lichens has rarely been tested. Long-time LEO-

exposure in the EXPOSE-E facility reported ionizing radiation of c. 0.2 Gy/a that did not affect 

lichen viability (Brandt et al., 2015a,b). Therefore, we seized the opportunity to expose the 

isolated PB of C. gyrosa in the high-dose Ȗ-ray irradiation campaign STARLIFE II. The PB is 

considered more radiosensitive than the mycobiont (Gannutz, 1972) constituting the more 



135 
 

crucial symbiont to investigate. The experiment quantified the PB's resistance to ionizing ra-

diation, characterized radiation-inflicted damages and fathomed its limits towards this non-

terrestrial stressor. Photosynthetic activity measurements, cultivation assays, viability staining 

techniques by CLSM, and RLS have been used to test the effect of Ȗ-rays of up to 11γ kGy. 
Comparison with parallel studies on the entire lichens Circinaria gyrosa and Xanthoria ele-

gans (de la Torre et al, 2016; Brandt et al., 2016; both this issue) will further broaden our 

knowledge. 

 

Material and Methods 

Circinaria gyrosa Sohrabi (2012): The lichen originates from northern hemispheric steppes 

and is adapted to harsh environmental conditions. Specimen were collected in 2010 in central 

Spain (Zaorejas, 40°45'40"N, 02°12'08"E) at 1β60 m a.s.l. and stored frozen at -ββ ºC. Isola-

tion and cultivation of the PB (Trebouxia sp.) were performed as previously described 

(Meeßen et al., 2014b). 

Preparation and irradiation: 800 µl of axenic photobiont cultures (c. β.6 × 106 cells/ml) 

were completely dryed in an evacuated desiccator, sample dry weights ranged between 3–
5 mg. The samples were distributed to the Ȗ-irradiation facility with a 60Co source (Ȗ-rays at 

1.17 and 1.γγ MeV, low LET of 0.3 keV/µm) as described in Raguse et al. (2016, this issue), 

retrieved after 12 weeks, and stored at -β5 °C until further analysis. 
Chlorophyll a fluorescence: The samples were re-activated for β4 h in β00 µl Trebouxia Or-

ganic Medium (TOM), transferred to sterile filter sections (Millipore, Germany) and set on 

TOM-agar plates with 5–9 replicates each. Directly after transfer and after recovery periods of 

1, β, β4, 48, 1β0, 168, β40, and γγ6 h. The photosynthetic activity of PS II was measured as 
previously described (Meeßen et al., 2014b) and all results were normalized to the quantum 

yield of the lab control (QY, 0.654 ± 0.018, n = 5). All samples were photo-documented after 

0, β, 5, 15, γ0, and 60 d. 
Cultivation: The assay tested the PB's ability of growth and colony-formation. β0 µl of re-

activated algal suspension were diluted with TOM to an optical density of OD600nm = 0.1 

(≈β0,000 cells/ml), 100 µl of the suspension were sterilely plated on TOM agar (n = 4), and 
cultivated for 60 d at 1β °C under a 1β h daytime PPFD of 15–β5 ȝmol m−2s−1. All samples 

were photo-documented after 0, 1, β, 5, 7, 14, γ0 and 60 d. A second assay was performed in 
15 ml liquid TOM. The samples were inoculated with β00 µl of algal suspension (initial 
OD600nm normalized to 1, n = γ) and cultivated under the above conditions. The OD600nm was 

measured after 0, 1, β, 5, 7, and 14 d. 
Metabolic activity: After re-activation, the assay was performed by live/dead staining with 

the fluorescent dye FUN-1® (Molecular Probes, USA) and analyzed in the CLSM to differen-

tiate metabolically inactive and active cells (Millard et al., 1997) as previously described 

(Brandt et al., 2015a). A dead control (by thermal sterilization) validated the assay. For each 
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experimental condition 10–17 CLSM-micrographs with an average of 17γ ± γγ PB cells were 
analyzed. Unpaired Student's t-test on significance with H0 > 0.05 were performed with 
GraphPad InStat 3. 

Raman Laser Spectroscopy: This method was used to track degradation of photosynthetic 

pigments. Vacuum-dried PB samples were resuspended in water, placed on microscopic 

slides, air-dried, and investigated by the confocal WITEC Alpha 300 RLS system. The excita-

tion wavelength was 5γβ nm at 0.β5 mW, the focus size was 1.5 µm, and spectral resolution 
was kept at 4–5 cm−1 within a range of 100–γ800 cm−1. Time series spectra (1 s, 50 x) were 
measured. Comparable measurement positions were chosen to avoid fluorescence-induced 

signal repletion. Two replicates were measured with 10–12 spectra each and analyzed by 

comparing appearance, abundance, intensities, shifts and ratios of all peaks. 

 

Results 

Analysis of chlorophyll a fluorescence: The photosynthetic activity of PS II, measured as 
maximum quantum yield (QY), was clearly impaired with increasing Ȗ-ray doses (Fig 1a). 

The increase in all controls to a comparable QY of 0.75 is due to progressing metabolic re-

activation after long-term desiccation. The Ȗ-ray doses of 6 and 1β kGy insignificantly im-

paired the photosynthetic activity of the C. gyrosa-PB during the 14 d course of the experi-

ment with initial QYs of 8γ % and 75 % of the lab control and final QYs of 8λ % and 81 %, 
respectively. The dose of 18 kGy evoked an initial QY of 58 % that decreased to βλ % after 
14 d. The higher Ȗ-ray doses of β4, 47, 7β, and 11γ kGy revealed initial QY values of 55, ββ, 
8, and 7 % of the lab control which decreased to 5 % in the β4 kGy-samples and to zero in all 

others. The photo-documentation revealed proceeding growth of the algal cells in all control 

samples that is characterized by spreading, densifying, and upwelling of the algal mat on the 

filters during the course of cultivation (Fig 1b-d). In contrast, none of the irradiated samples 

showed algal growth except the formation of one single algal colony in the 7β kGy-samples. 

All samples irradiated with ≥ 1β kGy revealed progressive chlorophyll bleaching that was 
observed the sooner the higher the doses of irradiation were (Fig 1b-d). The retention of chlo-

rophyll pigmentation in the 6 and 1β kGy-samples corresponded to their retention of photo-

synthetic activity (Fig 1a). 

Cultivation assays: The cultivation assay in liquid TOM (Fig 2a) revealed an increase of 

OD600nm by a factor of 4.3, 3.7, and 3.8 in the lab, DLR, and transport control, indicating cell 

proliferation in all control samples. The 6 kGy-samples irradiated with revealed a 2.3-fold 

increase in OD600nm and those irradiated with 1β kGy a 1.6-fold increase during the 14 d dura-

tion of the experiment. Samples irradiated with ≥ β4 kGy showed no significant increase of, 
demonstrating a lack of cell proliferation. Samples irradiated with 6 and 1β kGy showed an 

intermediate to minor increase only. In the much longer cultivation assay on TOM-agar (Fig 

2b-d) the samples displayed intense photobiont growth in the controls but no formation of 
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algal colonies in any of the irradiated samples – except one single algal colony in samples 

irradiated with 18 kGy. Despite the OD600nm-increase in liquid cultures of 6 and 1β kGy sam-

ples, the cultivation on TOM-agar demonstrate that 6 kGy of Ȗ-rays effectively inhibit prolif-

eration and colony-formation of the C. gyrosa-PB. 

FUN-1
®
/CLSM-based analysis of metabolic activity: When compared to fresh and lab con-

trol, the results revealed a significant decrease of metabolic activity after irradiation with 

≥ 1β kGy (Fig. 3). While metabolic activity at 6 kGy (75.8 ± 7.β %) is comparable to the fresh 

control (78.4 ± λ.γ %), the activity rate is continuously decreasing to γ1.8 ± 7.β % at 11γ kGy. 
Additionally, we quantified the number of degenerated PB cells that were characterized by 

shrinkage of the lumen or its partial/complete inward recession from the cell wall. Irradiation 

doses of ≥ β4 kGy revealed significantly higher values than the fresh and the lab control (Fig. 

3). Nonetheless, both parameters revealed significant damages in the transport control. Since 

vacuum-induced desiccation is a major threat to space exposed lichen samples (Brandt et al., 

2015a,b) and the type of damage is similar to those observed before, we conclude that this 

damage is due to the drying procedure. However, doses ≥ 47 kGy increase cell degeneration 
and doses ≥ 7β kGy decreased the metabolic activity significantly when compared to the 
transport control, demonstrating the damaging effect of the Ȗ-ray irradiation itself. 

Raman analysis of photosynthetic pigments: The spectra were characterized by the distinct 

ȕ-carotene peak pattern of three main peaks at 100β, 115β, and 1518 cm-1 (Fig 4a), overlying 

a broad chlorophyll fluorescence pattern of with a bulge at c. 1150 cm-1 and progressively 

increasing fluorescence (FL) intensity beyond a minimum at c. γβ50 cm-1 (Fig 4a). The Ra-

man spectra revealed no significant effect of Ȗ -rays on ȕ-carotene in terms of peak appear-

ance, peak intensity and peak shift. Nonetheless, several characteristics discerned the Raman 

spectra in four distinct classes (Fig. 4a-d): I: three clear main-peaks of ȕ-carotene, clear side-

peaks of ȕ-carotene at 86λ, 11λ4, 1β68 cm-1 (Fig 4a), FL1150 ≤ FL3250, good signal/noise-ratio; 

II: three clear main-peaks, FL1150 > FL3250; III: at least two main-peaks detectable; IV: no 

peaks of ȕ-carotene detectable, FL1150 >> FL3250. These classes represent states of signal qual-

ity, ranging from distinct ȕ-carotene spectra and characteristic chlorophyll FL (class I, Fig 4a) 

to spectra that reveal unspecific fluorescence only (class IV, Fig 4d). In average, decreasing 

signal quality comes along with the increasing intensity of the FL bulge maximum at c. 

1150 cm-1 and a shift of the FL minimum to higher wavenumbers, i.e. from a mean of 3047 in 

class I to γ5γ4 cm-1 in class IV. The distribution of signal classes revealed decreasing occur-

rence of clear ȕ-carotene signals (class I) as well as increasing occurrence of low quality and 

absent signals (classes III and IV) with increasing doses of ionizing radiation (Fig. 4e). 
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Discussion 

Kovács & Keresztes (2002) classified the biological effects of Ȗ-radiation into direct interac-

tion with critical cell targets by ionization, dissociation and excitation and indirect interaction 

by forming free radicals that damage crucial cell components as nucleic acids, and proteins. 

Radiolysis of intracellular water is the most significant source of free radicals. These effects 

are supposed to cause the observed damages in the PB, but radiolytically induced damages 

should be reduced by the anhydrobiotic state of the samples during exposure. 

Exposure studies of lichen to Ȗ-rays demonstrated their detrimental effects on growth rate 

(Snyder & Platt, 1973), thallus integrity (Erbisch, 1974), nitrate reduction, membrane stability 

and respiration (Nifontova et al., 1λλ5). Moreover, Ȗ-rays reduced viability, growth and colo-

ny-formation in lichen PBs (Gannutz, 1972). These three aspects are confirmed by the present 

results. The former studies also revealed that anhydrobiotic lichens more than active ones, and 

mycobionts more than photobionts (Nifontova et al., 1995). The resistance of the PB is limit-

ing lichen survival under ionizing conditions (Gannutz 1972). Astrobiological studies con-

firmed the important role of anhydrobiosis and the higher sensitivity of the PB, which repre-

sents the limiting partner of the lichen symbiosis under (simulated) space conditions (Brandt 

et al., 2015a; Meeßen et al., 2014b; 2015; Backhaus et al., 2015). 

Irradiation with Ȗ-rays affects photosynthesis by damaging chloroplast ultrastructure, pigment 

stability and pigment synthesis (Kovács & Keresztes, 2002). The photobiont of Cladonia mi-

tis revealed no cellular damage below 100 Gy while 20-30 % of the photobiont cells were 

damaged at 10 kGy in terms of a 50 % reduction of photosynthetic rate and a 95 % decrease of 

carbon assimilation (Barstow & Erbisch, 1977). The present results support these findings: 

The Raman results point to a dose-dependent degradation of photosynthetic pigments (Fig 4e) 

while Ȗ-ray doses > 12 kGy led to chlorophyll bleaching and impaired photosynthetic activity 

(Fig 1a-c). In accordance, the ADAPT experiment on EXPOSE-E revealed degradation of ȕ-

carotene in dependence of provided insolation (Cockell et al. β011) and Ȗ-irradiation up to 

80 kGy degraded all types of photosynthetic pigments in cyanobacteria (Dartnell et al. 2011). 

Moreover, Gannutz (1972) determined a LD50 of 100-470 Gy and a LD90 of 470-λ70 Gy for 
seven wet-irradiated Trebouxia-PBs. This is much lower than the lowest dose tested in the 

present study where – consistently – the ability of proliferation and colony-formation is com-

pletely inhibited even at the lowest dose of 6 kGy (Fig 2b-d). However, with 6  and 1β kGy – 

and partially with 18 kGy – the photosynthetic activity of the C. gyrosa-PB is retained at least 

for 14 d (Fig 1a) Thus, the PB might be considered as 'viable but not cultivable' after irradia-

tion with all doses but as dead with doses ≥ 18 kGy. 
The residual metabolic activity in the live/dead assay (Fig 3) even after the highest Ȗ-ray dose 

may be explained by cells that did not yet induce the next cell division where lethal DNA 

damages may become manifest or just entered the process of programmed cell death (PCD). 

In Chlorella saccharophila – also a Trebouxiophyceae – PCD is accompanied by cell shrink-
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age and membrane detachment from the cell wall (Zuppini et al., 2007). That was also ob-

served in the present study, indicating severe cellular damages and supporting the results of 

the cultivation assay. In contrast, the remaining photosynthetic activity after irradiation with 

6, 1β, and 18 kGy is confirmed by photosynthetic activities measured in entire lichen thalli of 
Circinaria gyrosa and Xanthoria elegans under identical irradiation conditions (de la Torre et 

al., 2016; Brandt et al., 2016, both this issue). We conclude that different levels of the photo-

biont cell, such as metabolism, photosynthesis and growth, are affected by ionizing Ȗ-

radiation to different extend. These results may help to better understand the effects of current 

and future exposure experiments on lichen models, such as Buellia frigida and Circinaria 

gyrosa in BIOMEX on EXPOSE-R2. 
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Figures 

 

 

 

Fig. 1: Photosynthetic activity, growth and chlorophyll bleaching of the C. gyrosa-PB after Ȗ-

irradiation. Samples on filters after 1, γ0, and 60 d of cultivation (Fig. 1a-c). From left to 

right: fresh, lab, DLR and transport controls (upper row), samples irradiated with 6, 12, 18, 
and β4 kGy (middle row), and with 47, 7β, and 11γ kGy (lower row, plus additional fresh 
control). Unaffected growth in all control samples. Retention of pigmentation in the 6 and 

1β kGy-samples but progressve chlorophyll bleaching with all higher doses. One single colo-

ny is formed in the 7β kGy-samples (Fig. 1c, arrow). Fig. 1d shows the photosynthetic activ-
ity of PS II after recovery times up to γγ6 h (QY, mean ± SD, n = 5–9). Initial QY is dose-

dependently affected. 6 and 1β kGy-samples retain QY close to the control levels, samples 

irradiated with ≥β4 kGy show ceasing QY. 
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Fig. 2: Growth and colony-formation of the C. gyrosa-PB after Ȗ-irradiation. Aliquots culti-
vated on TOM-agar for 1, γ0, and 60 d (Fig. 2a-c). From left to right: fresh, lab, DLR and 

transport controls (upper row), samples irradiated with 6, 1β, 18, and β4 kGy (middle row), 

and with 47, 7β, and 11γ kGy (lower row, plus additional fresh control). Progressive growth 
in all controls. Neither growth nor colony-formation in the irradiated samples, except one 
colony in the 18 kGy-sample (Fig. 2c, arrow). Fig. 2d shows growth in liquid TOM-medium 

tested for γγ6 h by OD600nm measurements. Proliferation in the control samples is clear, low 

in 6 and 1β kGy-samples and absent in samples irradiated with >1β kGy (mean ± SD, n = γ). 
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Fig. 3: Percentage of metabolically active (dark grey) and degenerated cells (light grey) of 

the C. gyrosa-PB after Ȗ-irradiation by FUN-1® / CLSM analysis. From left to right: fresh, 

lab, transport, and dead control, followed by irradiation doses of 6–11γ kGy. Results given as 

percentage of metabolically active/degenerated cells (mean ± SD with n = 10–17 analyzed 
CLSM-micrographs). Student's t-test with H0 > 0.05μ * = significant differences to fresh and 
lab controls, o = significant differences to transport control. 
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Fig. 4: RLS spectra of the C. gyrosa-PB after Ȗ-irradiation showing 4 signal classes (Fig. 4a-

d) and their incidence among the experimental sets (Fig. 4e). The signals revealed ȕ-carotene 

peaks at 100β, 115β, 1518 cm-1 (1-3), fluorescence minimum at c. γβ50 cm-1 (4), and side-

peaks of ȕ-carotene at 86λ, 11λ4, 1β68 cm-1 (5-7). Increasing Ȗ-ray doses evoked a trend of 

decreasing frequency in classes I + II and increasing frequency in classes II + IV (n = β0–24 
for each experimental set, Fig. 4e). 
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