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Kontrolle der Zellform bei Pflanzen

Martin Hilskamp

Zellen nehmen im Rahmen ihrer Differen-
zierung eine fiir sie charakteristische und
oft fiir ihre Funktion wichtige Zellform
an. Untersuchungen an tierischen
Modellsystemen und vor allem bei der
Hefe haben gezeigt, dass bei der Auspra-
gung der Zellform drei Schritte unter-
schieden werden konnen: Zunachst wer-
den die Wachstumsachsen festgelegt, im
einfachsten Fall bedeutet dies die Etablie-
rung einer Polaritdt entlang einer Achse.
Danach werden diese fixiert, beispiels-
weise durch die Ausrichtung des Zytoske-
letts. Das eigentliche Zellwachstum
beginnt schlieBlich mit dem lokalen Ein-
bau vom Membran- und Sekretionsvesi-
keln in die Zellmembran. Bei Pflanzen
wird dabei gleichzeitig die extrazelluldre
Matrix aufgelockert. Dabei scheinen die
zugrunde liegenden Mechanismen in
Hefen, Tieren und Pflanzen oft sehr dhn-
lich zu sein.

Um die Mechanismen in diesen drei
Schritten bei Pflanzen zu verstehen, kon-
zentrieren wir uns auf die Untersuchung
eines Zelltyps mit auBergewdhnlich kom-
plexer und zugleich reguldrer Zellform:
Die Blatthaare der Arabidopsis thaliana.
Diese sogenannten Trichome sind einzel-
ne polyploide Zellen mit einem vorher-
sagbaren, an der Blattachse ausgerichte-
ten Verzweigungsmuster (Hiilskamp et al.,
1994). Dabei ist das Verzweigungsmuster
Ausdruck einer mehrfachen Polaritatsan-
derung der Zelle, beziehungsweise des
Anlegens neuer Wachstumsachsen und
bietet deshalb exzellente Kriterien zur
Untersuchung der Regulation der Zell-
form (Hulskamp, 2000). Durch die geneti-
sche Untersuchung der Blatthaare konn-
ten wir Verzweigungsmutanten isolieren
und damit Gene identifizieren, die fiir die
Festlegung der Wachstumsachsen wich-
tig sind. Uber die Isolierung von Mutan-
ten, die generell die Zellform oder das
Streckungswachstum betreffen, wurden
Gene erkannt, die fiir die Fixierung der
Wachstumsachse und fiir das lokale
Wachstum benotigt werden.

Festlegung der Wachstumsachsen
Wahrend ihrer Entwicklung dndert die
Trichomzelle mehrfach ihre Polaritat
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Abbildung 1: Zellpolaritdt in Arabididopsis Trichomen.

A) Schematische Darstellung der Entwicklung von Arabidopsis Trichomen. Die Anderungen der Zellpolaritit
sind durch rote Doppelpfeile hervorgehoben. B) Modell, nach dem die Verzweigungen von Arabidopsis Tri-

chomen evolutiondr von Zellteilungen abgeleitet werden. In Anlehnung an das Zellteilungsmuster in ande-
ren Spezies sind Zellteilungsebenen gestrichelt eingezeichnet. Anderungen der Richtung der Zellteilungen,

fiihren hiernach zur Initiation neuer Verzweigungen.

(Abbildung 1A). Die erste Anderung fiihrt
zum Auswachsen der Zelle aus dem
Gewebeverband, die folgenden zur Bil-
dung von zwei Verzweigungen. Einblicke
in den zugrunde liegenden Mechanismus
erhielten wir Gber die Analyse von zwei
Mutantenklassen: Mutanten, bei denen
Trichome mehrzellig sind und Mutanten,
in denen die Verzweigungsanzahl veran-
dert ist.

Der Schritt von der Einzelligkeit zur
Mehrzelligkeit ist bei Trichomen durch
eine Mutation im SIAMESE Gen oder
durch Uberexpression von mitotischen
Zyklinen (CYCB1 und CYCD3) ausldsbar
(Reddy, 2001; Schnittger et al., 2002a;
Schnittger et al., 2002b; Walker et al.,
2000). Dies spricht dafiir, dass Trichome
evolutiondr von mehrzelligen Trichomen
abstammen. Da Verzweigungen in multi-
zelluldren Trichomen durch ein bestimm-
tes Zellteilungsmuster entstehen, liegt die
Vermutung nahe, dass der Mechanismus,
der die rdumliche Anordnung der Ver-
zweigungen bestimmt, auf Prinzipien
zuriickzufiihren ist, die normalerweise die
Zellteilungsebenen festlegen (Abbildung
1B). Die molekular- und zellbiologische
Untersuchung des Verzweigungsgens
ZWICHEL, ein Kinesin-Motormolekdil,
unterstiitzt diese These (Reddy, 2001).
Obwohl die ZWICHEL Mutante ausschlieB3-
lich die Verzweigung von Trichomen
betrifft, scheint das ZWICHEL Protein eine
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Rolle in der Mitose zu spielen. Zum einen
bindet das ZWICHEL Protein typisch mit-
otische Strukturen der Zelle, zum anderen
fiihrt die Injektion von ZWICHEL Antikor-
pern zu Zellteilungstérungen. Aufgrund
dieser Befunde gehen wir von der
Arbeitshypothese aus, dass viele der Tri-
chom-Verzweigungsgene etwas mit der
Etablierung und Umsetzung von Zellpola-
ritdt im Kontext von Zellteilungen zu tun
haben.

Derzeit sind mehr als 15 Mutanten
bekannt, bei denen die Verzweigungsan-
zahl betroffen ist. Wir haben uns bisher
auf die Untersuchung von vier Verzwei-
gungsmutanten konzentriert. Zwei der
Mutanten zeigen eine Reduktion der Ver-
zweigungsanzahl , die mit einem allge-
meinen Polaritatsverlust einhergeht und
somit zu einem isotropen Wachstum
fiihrt. Wir konnten den Phanotyp auf
Mutationen in Kofaktoren der Biogenese
von Mikrotubuli (TFCA und TFCC) zuriick-
fiihren (Kirik et al., 2002a: Kirik et al,
2002b). Diese gehdren zu einer Gruppe
von Kofaktoren, die daran beteiligt sind,
a/B Tubulindimere zu bilden. In diesen
Mutanten ist das Mikrotubuli-Zytoskelett
grundsatzlich intakt und dessen Organi-
sation nur dann defekt, wenn auBerge-
wohnlich starkes Zellwachstum erfolgt.
Wir vermuten deshalb, dass der Verzwei-
gungsphanotyp zustande kommt, weil
die Initiation von Verzweigungen eine
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schnelle Neubildung von Mikrotubuli
erfordert und diese durch einen Mangel
an off Tubulindimeren behindert wird.
Um die rdumlich-zeitliche Umorganisa-
tion der Mikrotubuli zu beobachten und
vor allem um ihre Regulation zu verste-
hen, entwickeln wir Techniken, die es
erlauben, ihre Dynamik in vivo zu verfol-
gen.

In angustifolic Mutanten ist die Organi-
sation der Mikrotubuli betroffen, daher
kommt das ANGUSTIFOLIA Gen hier als
Regulator in Betracht (Folkers et al,
1997: Folkers et al., 2002). Genetische
Daten und Yeast Two Hybrid Daten zei-
gen, dass ANGUSTIFOLIA mit ZWICHEL
interagiert, womit ANGUSTIFOLIA ver-
mutlich auch mit der Regulation von Zell-
teilungen zusammenhéngt. Die biochemi-
sche Funktion von ANGUSTIFOLIA ist
noch vollig ungeklart. Das Protein weist
hohe Sequenzéhnlichkeiten zu CtBPs (c-
terminal binding proteins) und BARS
(Brefeldin A ribosylated substrate) auf.
Erstere sind transkriptionelle Kofaktoren,
letztere spielen bei der Funktion des Gol-
gi-Apparats eine Rolle. Die Untersuchung
der biochemischen und zelluldren Funk-
tion sollte die Entstehung der Verzwei-
gungen und damit den zugrunde liegen-
den Mechanismus der Polaritat klaren.
Das STICHEL Gen wird als eines der
Schliisselgene der Verzweigung gesehen,
weil stichel Mutanten zum einen den
starksten Phanotyp haben und zum ande-
ren genetische Daten dafiir sprechen,
dass STICHEL die Verzweigung in einer
konzentrationsabhdngigen Weise regu-
liert (llgenfritz et al., 2003). Das STICHEL
Gen kodiert flir ein neuartiges Protein,
welches eine prominente Doméane mit
Sequenzahnlichkeiten zu y-DNA Polyme-
rasen aufweist. Vorlaufige Lokalisierungs-
daten des STICHEL Proteins sprechen
dafiir, dass es nicht im Kern zu finden ist,
sondern maoglicherweise Wachstumsre-
gionen markiert. Damit wére STICHEL
eine Schliisselkomponente eines neuen,
an der Etablierung der Zellpolaritat betei-
ligten Signalweges.

Umsetzen von Polaritdt in
Wachstum

Im zweiten Schritt der Polaritdtsausbil-
dung wird die zuvor hergestellte Achse
fixiert, beziehungsweise das Wachstum
an dieser Achse ausgerichtet. Es spricht
vieles dafiir, dass Aktin dabei eine maB-
gebliche Rolle spielt. Zum einen fiihrt die

Applikation von Aktin-Inhibitoren zu
einer Stérung des direktionalen Stre-
ckungswachstums (Mathur et al., 1999),
zum anderen fiihren Mutationen in acht
Genen (DISTORTED Gene) zu einem &hn-
lichen morphologischen Phanotyp, der
mit einer Stérung des Aktin-Zytoskeletts
einhergeht (Schwab et al., 2003). Fiir drei
dieser Gene haben wir zeigen kdnnen,
dass sie fiir Komponenten des Arp2/3
Komplexes kodieren (Mathur et al,
2003a; Mathur et al., 2003b). Dieser
Komplex ist in anderen Systemen fiir die
lokale Initiation neuer Aktinfilamente
wichtig, die wiederum zu lokalem Wachs-
tum flihrt. Wie die lokale Aktivitdt des
Arp2/3 Komplex reguliert wird, ist eine
sehr spannende Frage, weil man weiB,
dass verschiedene, bei tierischen Syste-
men oder auch bei Hefe bekannte regula-
torische Komponenten in Pflanzen ent-
weder entscheidende Abweichungen
aufzeigen (Rho-artige kleine GTPasen)
oder ganz fehlen (z.B. WASP). Ebenfalls ist
ungeklart, wie bestimmte Aktinkonfigu-
rationen hergestellt werden und welche
Konfigurationen zu lokalem Wachstum
fiihren und welche nicht. Die zellbiologi-
sche Untersuchung der arp2/3 Mutanten
hat erste Hinweise darauf gegeben, dass
es besonders ,feinen” Aktins bedarf, um

Kein-Wachstum

Abbildung 2: Direktionalitdt des Zellwachstums.

Wachstum auszulosen (Mathur et al., in
press). In nicht-wachsenden Regionen der
Zelle findet sich eine hohe Konzentration
von anscheinend gebiindeltem Aktin. In
Wachstumsregionen beobachtet man
dagegen eng beieinanderliegende feine
Aktinfilamente.  Uberraschenderweise
werden auch Zellkomponenten wie bei-
spielsweise der Golgi Apparat gleicher-
maBen in beide Regionen transportiert.
Daher kommen in der Mutante auch nicht
die generellen Transportvorgdnge zum
Erliegen, sondern lediglich die spezifi-
schen, fiir das Wachstum relevanten.

Ausblick

Unsere Untersuchungen haben gezeigt,
dass die meisten der fiir die Trichoment-
wicklung entscheidenden Gene auch in
anderen Zellen eine wichtige Rolle spie-
len und dass die hierbei erarbeiteten Prin-
zipien genereller Natur sind. Gleichzeitig
erlaubt uns der genetische Ansatz die
Identifizierung von Schliisselkomponen-
ten und bietet uns damit einen idealen
Ausgangspunkt, um die Mechanismen der
Zellmorphogenese kiinftig mit einer Kom-
bination von zellbiologischen, biochemi-
schen und genetischen Methoden aufzu-
kldren.

Aktinorganisation (YFP-talin, griin (Mathur et al., 1999)) und der Verteilung vom Golgi (ERD2-GFP, orange
(Mathur et al., in press)) in fiir crooked mutanten Trichom. Links ist eine nicht ausgewachsene Verzweigung
zu sehen, die in diesem Entwicklungsstadium eine mindestens 10-fache Ldnge aufweisen sollte und damit
als eine nicht wachsende Region angesprochen werden kann. Eine leicht ausgewdlbte Region in einer in
unmittelbarer Nachbarschaft stark wachsenden Region. Die Dichte an Aktin und Golgi ist sehr dhnlich was
dafiir spricht, dass der intrazelluldre Transport in diesen beiden Regionen liberraschenderweise nicht gene-
rell gestdrt ist, sondern spezifisch die fiirs Wachstum wichtigen Transportprozesse gestért sind.
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