
448 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 4, pp. 448–455 �

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)
УДК 57.086.164;58.087;581.143.23 Поступила в редакцию 29.04.2019
https://doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-4-448-455 Received 29.04.2019

О. О. Коломиец, С. В. Глушен

Белорусский государственный университет, Минск, Республика Беларусь

СУТОЧНЫЙ РИТМ РОСТА ЛИСТЬЕВ И ПРОЛИФЕРАЦИИ КЛЕТОК 
У ПЕРЦА СТРУЧКОВОГО (CAPSICUM ANNUUM L.)

Аннотация. С помощью метода, основанного на компьютерном анализе изображений, исследована взаимосвязь 
между суточным ростом листьев стручкового перца (Capsicum annuum L.) и пролиферативной активностью обра-
зующих эти органы клеток. Установлено, что наблюдаемая у этого вида динамика роста листьев позволяет отнести 
его ко второму типу суточного роста двудольных растений, который отличается максимумом прироста вечером или 
в начале ночи.

Исследование клеток листьев с помощью цитометрии ДНК показывает, что их пролиферативная активность 
также выше ночью, чем днем. Это позволяет предположить, что суточный ритм роста листьев стручкового перца 
обусловлен синхронизацией клеточного цикла с помощью освещения.
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THE DIEL RHYTHM OF LEAF GROWTH AND CELL PROLIFERATION IN CAPSICUM  
(CAPSICUM ANNUUM L.)

Abstract. Relationship between the diel leaf growth of capsicum and proliferative activity of cells has been investigated 
using a computer-aided image analysis. It has been established the leaf growth pattern observed in this species allows to refer 
it to the second type of growth of dicotyledons, which is characterized by the maximum growth rate in the evening or at the 
beginning of the night.

A DNA cytometry study of leaf cells shows that their proliferative activity is also higher at night than during the day. 
This suggests that the diel rhythm of capsicum leaf growth is due to the synchronization of cell cycle with a lighting.
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Введение. Взаимосвязь между ростом организма и пролиферацией образующих его клеток 
представляет собой одну из центральных проблем биологии. Если на уровне клеточных попу-
ляций координация роста и клеточного цикла исследована достаточно детально, то на уровне 
организма она усложнена процессами дифференцировки и кооперации клеток и изучена недо-
статочно [1]. Однако знание этих связей важно как для понимания общих закономерностей роста 
и развития организмов, так и для управления этими процессами.

Рост растения может быть определен как необратимое увеличение его размеров и биомас-
сы, которое находится под контролем внутренних генетических и эпигенетических механиз-
мов, а также факторов внешней среды: питательных веществ, воды, температуры и освещения. 
На тканевом уровне рост обеспечивается делением, растяжением и дифференцировкой клеток. 
Суточная динамика роста растения подчиняется ритму, который обладает видовой специфично-
стью. Например, в листьях однодольных растений наблюдается постоянный рост, интенсивность 
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которого варьируется в зависимости от времени суток. В отличие от однодольных двудольные 
растения растут, главным образом, ночью [2]. В какой степени эти различия определяются ки-
нетикой клеточных популяций, остается неясным. Предполагается, что ограниченный период 
роста у двудольных отражает высокую степень синхронизации клеточных процессов, которые 
контролируются генетическими и эпигенетическими механизмами.

Цель данной работы – изучение взаимосвязи между суточным ритмом роста листьев стручко-
вого перца (Capsicum annuum L.) и пролиферативной активностью образующих этот орган клеток.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования служили растения перца 
сор та Алеся, которые выращивали на универсальном грунте в стандартных лабораторных усло-
виях в контейнерах размером 15 ç 11 ç 7 см по 5–7 штук. Мониторинг роста проводили с помо-
щью метода, основанного на компьютерном анализе изображений [3].

Мониторинг начинали после появления у растений 3–4 листков при средней высоте пророст-
ков 5–8 см. Съемку проводили при следующих условиях: температура 18–20 °C, относительная 
влажность 50 %. Режим освещения – 12 ч день и 12 ч ночь. Дневной режим начинался в 8.00 
и заканчивался в 20.00. В этом режиме растения освещали лампой дневного света (освещеность 
75 лк). В ночном режиме растения подсвечивали лампой накаливания с темно-красным филь-
тром (освещенность 30 лк). Каждый цикл съемки начинали в период 17.00–18.00 и завершали на 
следующие сутки в это же время. Интервал между снимками составлял 3 мин. Всего в одном 
цикле мониторинга получали 480 кадров.

Обработка изображений включала два этапа. На первом измеряли площадь проекции ли-
стьев и другие параметры, зависящие от их размеров с помощью программы ImageJ [4]. На вто-
ром этапе полученные данные обрабатывали в программной системе Octave v.5.1.0. Сначала кри-
вые суточного роста листьев выравнивали по 18.00 и сглаживали для устранения помех, затем 
вычисляли производную для получения кривой прироста. В каждом эксперименте было исполь-
зовано от 6 до 9 растений.

Измерение относительного содержания ДНК в клетках проводили с помощью разработанной 
нами методики. Процедура изготовления цитологических препаратов была следующей:

1. Участок листа растения площадью около 1 см2 помещали в чашку Петри с охлажденным 
лизирующим раствором (0,1 М лимонная кислота и 0,5 % тритон Х100) объемом 3–6 мл.

2. Нарезали его на кусочки размером 1–3 мм и выдерживали в буферном растворе 40 мин 
для лизиса клеток и выхода клеточных ядер.

3. Полученную суспензию очищали от целых клеток, пропуская несколько раз через нейло-
новые фильтры с диаметром пор от 120 до 60 мкм.

4. Для удаления клеточного детрита суспензию центрифугировали при 1200 об/мин в тече-
ние 25 мин в лабораторной центрифуге, после чего супернатант удаляли.

5. Осадок ресуспендировали, переносили в пробирку объемом 1,5 мл и фиксировали, добав-
ляя 70 %-ный этанол до конечной концентрации 40 %. Время фиксации – 20 мин.

6. Полученную суспензию клеточных ядер перемешивали с помощью вортекса и пробу объ-
емом 20 мкл помещали на предметное стекло. К ней добавляли такой же объем водного рас-
твора бромистого этидия в концентрации 20 мкг/мл. Через 10 мин препарат накрывали покров-
ным стеклом.

Готовые препараты исследовали в флуоресцентном микроскопе Eclipse50i (Nikon). Микрофо-
тографии клеточных ядер получали, используя объектив c 20-кратным увеличением и цифро-
вую телекамеру DigitalSpot-5Mc. На микрофотографиях флуоресцирующих клеточных ядер при 
помощи программы ImageJ измеряли их интегральную яркость (параметр Integrated Density), ко-
торая пропорциональна относительному содержанию ДНК.

Компьютерная обработка ДНК-цитограмм проводилась с помощью системы Octave. В каче-
стве примера представлены результаты обработки ДНК-цитограмм образца 2.

Сначала их интерполировали кубическим сплайном, затем аппроксимировали двумя нор-
мальными распределениями [5]. В качестве начальных параметров задавали средние и стандарт-
ные отклонения, соответствующие диплоидному и тетраплоидному уровням ДНК. Площадь 
под полученными кривыми принимали равной доле клеток в G0/G1- и G2/M-периодах клеточно-
го цикла [6]. Для статистической обработки использовали программу Statistica v.10.
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Рис. 1. ДНК-цитограммы и соответствующий пролиферативный статус клеток у образца 2: темная линия – G0/G1, 
светлая линия – G2/M, огибающая интерполирует гистограмму (ее столбцы обозначены *)

Fig. 1. DNA cytograms and the corresponding proliferative status of cells in sample 2: dark line – G0/G1, light line – G2/M, 
envelope graph interpolates the histogram (its columns are marked *)
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Результаты и их обсуждение. Динамика суточного роста листьев растений стручкового пер-
ца представлена на рис. 2, a. На нем показаны две кривые: первая из них (серая линия) отражает 
фактические изменения среднего размера листьев, тогда как вторая (темная линия) – результат 
сглаживания первой кривой (он необходим для последующего расчета прироста). На оси абсцисс 
указано время после начала эксперимента в часах (фактическое время начала – 18.00). На оси ор-
динат показан средний размер листа в 1 мм2.

В начале эксперимента регистрировали активные движения листьев. Приблизительно через 
2 ч после перевода освещения в ночной режим они прекращались. В условиях ночного режима 
освещения наблюдалось устойчивое увеличение средних размеров листа, которое заканчива-
лось к 15-му часу от начала эксперимента.

Полученная путем дифференцирования кривая прироста (рис. 2, b) еще более показательна. 
Она свидетельствует, что начало и окончание процесса роста (точки пересечения кривой с осью 
абсцисс) соответствуют началу и окончанию ночного режима освещения.

Рис. 2. Динамика суточного роста (а) и прироста (b) листьев стручкового перца: ось Х – время в часах от начала на-
блюдения (18.00), ось Y – средняя площадь листа в мм2 (a) и средний прирост в мм2/ч (b)

Fig. 2. Dynamics of diel growth (а) and its tempo (b) of capsicum leaves: X-axis – time in hours from the beginning (18.00), 
Y-axis – average leaf area in mm2 (a) and mm2/h (b)

Измерение относительного содержания ДНК в клетках листьев стручкового перца проводи-
лось для того, чтобы оценить их пролиферативную активность. Результаты статистической об-
работки полученных данных представлены в табл. 1.

Из представленных данных следует, что у всех образцов содержание ДНК в клетках в 1.00 
достоверно выше, чем в 19.00 и 12.00. У образцов 1, 2 и 5 между 19.00 и 12.00 статистически 
достоверные различия в содержании ДНК отсутствуют, тогда как у образцов 3, 4 и 6 они мини-
мальны. Таким образом, в ночном режиме освещения в клетках листьев стручкового перца реги-
стрируется увеличение относительного количества ДНК.

Для оценки пролиферативного статуса клеток ДНК-цитограммы были разделены на отдель-
ные компоненты, которые соответствовали G1- и G2-периодам клеточного цикла. Аппроксима-
ция выполнялась в системе Octave с помощью разработанных нами программ, основанных на 
методах нелинейной оптимизации. Полученные результаты представлены ниже (табл. 2).

Из полученных данных следует, что в 19.00 у 4 образцов из 6 (№ 1, 2, 3, 6) большинство кле-
ток находилось в G1-периоде клеточного цикла. У оставшихся двух образцов (№ 4 и № 5) клет-
ки распределялись по клеточному циклу равномерно. Среднее соотношение числа клеток G2/G1 
для всех образцов составило 0,637 ± 0,155.

В 1.00 у 5 образцов из 6 клетки концентрировались в G2-периоде. Исключение составил об-
разец № 2, у которого клетки распределялись равномерно. Учитывая, что в 19.00 у этого образца 
большинство клеток находилось в G1-периоде, можно констатировать переход у него части кле-
ток из G1- в G2-период. Соотношение числа клеток G2/G1 в 1.00 достигло 1,458 ± 0,167.
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Т а б л и ц а  1.  Относительное содержание ДНК в клетках листьев стручкового 
перца в различное время суток

T a b l e  1.  Relative DNA content of capsicum leaf cells at different times of the day

Но ме р 
об раз ца Время суток

Ср. значение интенсивности 
флуоресценции бромида 

этидия ± SD, усл. ед.

Достоверность различий относительного содержания 
ДНК в изученные временные периоды 

19.00–1.00 1.00–12.00 19.00–12.00

1 19.00 9857,15 ± 2557,31
1.00 11159,20 ± 2775,18 t = 4,9928 t = –4,0907 t = 1,4223
12.00 10101,17 ± 2321,66 p = 0.0000 p =  0.0000 p = 0,1558

2 19.00 10578,91 ± 4073,92
1.00 12 079,48 ± 4518,18 t = 5,2172 t = –6,1746 t = 0,0866
12.00 10591,61 ± 3340,95 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,9310

3 19.00 10 666,99 ± 3507,45
1.00 13348,22 ± 4619,67 t = 10,4470 t = –7,7971 t = 2,4000
12.00 10 993,35 ± 3442,46 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,0169

4 19.00 12378,50 ± 4915,89
1.00 12757,69 ± 4698,43 t = 1,6750 t = –6,0602 t = –3,7323
12.00 11080,79 ± 3288,39 p = 0,0945 p = 0,0000 p = 0,0002

5 19.00 11361,47 ± 3865,38
1.00 13853,67 ± 5276,24 t = 8,0288 t = –9,1021 t = 0,5332
12.00 11427,27 ± 3662,82 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,5941

6 19.00 11349,53 ± 3998,41
1.00 12776,71 ± 4461,57 t = 4,8026 t = –5,7826 t = –2,9497
12.00 10 879,04 ± 3309,16 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,0033

П р и м е ч а н и е. Статистически достоверные различия выделены подчеркиванием.

Т а б л и ц а  2.  Распределение клеток листьев стручкового перца по периодам 
клеточного цикла в зависимости от времени суток

T a b l e  2.  Distribution of capsicum leaf cells by cell cycle periods on the time of the day

№ образца
19.00 1.00 12.00

G1 G2 G2/G1 G1 G2 G2/G1 G1 G2 G2/G1

1 91,7 8,3 0,091 31,35 68,65 2,19 95,87 4,12 0,043
2 70,53 29,47 0,408 49,98 50,02 1,001 73,69 26,31 0,351
3 63,92 36,08 0,562 38,93 61,07 1,564 59,46 40,54 0,667
4 46,24 53,76 1,174 45,93 54,07 1,174 64,53 35,47 0,538
5 52,41 47,59 0,923 41,92 58,08 1,381 52,62 47,38 0,887
6 60,36 39,64 0,667 41,32 58,68 1,439 60,09 39,91 0,667
Среднее 64,19 35,81 0,637 41,57 58,43 1,458 67,71 32,29 0,525
Ст. откл. 15,95 15,95 0,381 6,34 6,34 0,411 15,44 15,44 0,294

К 12.00 у всех образцов большинство клеток вернулось в период G1. Соотношение G2/G1 
в этот срок составило 0,525 ± 0,121. Поэтому можно предположить, что ночью клетки перешли из 
G1- в G2-период клеточного цикла, а затем вернулись в исходное состояние в результате деления. 
Наиболее наглядно этот переход виден на диаграмме (рис. 3), построенной на основании данных 
табл. 2. Согласно критерию Стьюдента для зависимых выборок, соотношение G2/G1 в 1.00 до-
стоверно отличается от этого показателя для 19.00 (t = 4,05; p < 0,01) и 12.00 (t = 8,92; p < 0,001). 
С другой стороны, в 19.00 и 12.00 эти соотношения не различались между собой (t = 0,92; p = 0,4).

У двудольных растений известны два типа суточного роста [7–9]. Для первого из них ха-
рактерен максимальный рост листьев в конце ночи или рано утром. Этот тип роста наблюда-
ется, в частности, у арабидопсиса (Arabidopsis thaliana), клещевины (Ricinus communis) и табака 
(Nicotiana tabacum). Ко второму типу относятся растения с максимальным ростом листьев ве-
чером или в начале ночи. Этот тип роста описан у сои (Glycine max), подсолнечника (Helianthus 
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annuus), томата (Lycopersicon esculentum), 
а также у некоторых деревьев – березы (Betula), 
клена (Acer) и тополя (Populus).

Динамика суточного роста листьев струч-
кового перца (Capsicum annuum L.) ранее не 
изучалась. Нами установлено, что устойчивый 
рост листьев у этого вида наблюдается ночью, 
причем максимальный прирост приходится на 
первую ее половину. Следовательно, стручко-
вый перец относится к растениям со вторым 
типом суточного роста.

Рост листьев у двудольных растений кон-
тролируется специальными генами, кото-
рые формируют три регуляторных контура. 
Они согласуют процессы, идущие в ткани ли-
ста на клеточном уровне, с колебаниями абио-
тических факторов внешней среды. Отрица-
тельные обратные связи контуров настроены 
на период в 24 ч и синхронизируются светом и температурой [2]. Роль внутренних и внешних 
факторов, регулирующих рост растений, является предметом дискуссий [9]. Согласно получен-
ным нами данным, процесс роста листьев у стручкового перца зависит от режима освещения. Как 
следует из полученных данных, активный рост листьев наблюдался в период 1–15 ч от начала 
эксперимента, что соответствовало ночному режиму. Обращает на себя внимание также сниже-
ние средней величины листьев в конце мониторинга, что можно объяснить их движением. Согла-
сованность роста и движения листьев, а также зависимость этих процессов от режима освещения 
была показана недавно у арабидопсиса [10].

Суточный ритм пролиферации клеток был исследован путем измерения относительного со-
держания ДНК в клеточных ядрах. Первоначально этот метод был разработан для проточной 
цитометрии [11], однако нами он был адаптирован и для обычной флуоресцентной микроскопии. 
В данном сообщении представлен последний вариант методики выделения клеточных ядер, ко-
торый позволяет получить цитологические препараты улучшенного качества.

Cогласно модели клеточного цикла, ДНК-цитограмма должна иметь два пика: первый из них 
соответствует G0/G1-клеткам, относительное содержание ДНК у которых равно 2С (удвоенному 
количеству ДНК, приходящемуся на гаплидный набор хромосом данного вида), тогда как вто-
рой – G2/M-клеткам, содержание ДНК у которых в 2 раза больше и соответствует 4С. Между 
двумя пиками в цитограмме располагаются клетки, в которых идет синтез ДНК, и поэтому ее со-
держание варьируется от 2C до 4С. В действительности форма ДНК-цитограммы отличается от 
идеальной, причинами чего являются гетерогенность клеточной популяции, различия в эффек-
тивности связывания флуорохрома с ДНК, ошибки прибора на различных этапах формирования 
изображения и т. п. В связи с этим ДНК-цитограмму предлагается рассматривать как результат 
свертки идеального распределения клеток по количеству ДНК с функцией уширения [12]. Если 
принять, что природа функции уширения является случайной, в качестве такой функции право-
мерно использовать нормальное распределение. Тогда ДНК-цитограмму можно представить как 
наложение двух нормальных распределений, средние значения которых соответствуют относи-
тельному содержанию ДНК в G0/G1- и G2/M-периодах клеточного цикла.

Для обработки ДНК-цитограмм нами использовался функциональный аналог MatLab – сво-
бодно распространяемая программная система Octave. С ее помощью проводили построение 
и интерполяцию ДНК-цитограмм, их аппроксимацию, а также вычисление интегралов, соот-
ветствующих доле клеток в каждом из периодов клеточного цикла. При этом использовались 
различные способы оптимизации, включая метод касательных Ньютона, модифицированный 
симплекс-метод Нелдера-Мида и метод наименьших квадратов. Наилучшие результаты по 
качеству аппроксимации были получены с помощью метода касательных. Применение это-
го метода требует лишь приблизительного задания начальных условий, а кроме того, он дает 

Рис. 3. Пролиферативный статус клеток листа у струч-
кового перца в различное время суток (средняя доля 
клеток в G1- или G2-периоде ± средняя квадратичная 

ошибка)
Fig. 3. Proliferative status of leaf cells in capsicum at 
different times of the day (average cell fraction in G1- or G2-

period ± mean square error)
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и более устойчивое решение. Если средние и стандартные отклонения известны (например, 
при калибровке по стандартам), наиболее точные результаты можно получить методом наи-
меньших квадратов.

Аппроксимация ДНК-цитограмм нормальными распределениями и вычисление на этой 
основе доли клеток, находящихся в G0/G1- или G2/M-периодах клеточного цикла, позволяют 
заключить, что пролиферативная активность клеток листьев была значительно выше в 1.00 
по сравнению с этим же показателем в 19.00 или в 12.00 (рис. 3). Несмотря на то что растения, 
по-видимому, отличались величиной ростовой фракции (это следует из данных, представленных 
в табл. 2), общая тенденция вполне очевидна – клетки листьев этого вида в условиях экспери-
мента пролиферировали, главным образом, ночью.

Сопоставляя данные, полученные при изучении ритма роста листьев у стручкового перца 
(рис. 2) и пролиферативной активности образующих этот орган клеток (рис. 3), можно предполо-
жить, что усиленный рост экспериментальных растений в ночной период был обусловлен, глав-
ным образом, синхронной пролиферацией клеток. Фактором, обеспечивающим синхронизацию 
клеток по клеточному циклу, а следовательно, и усиленный рост листьев, являлся, вероятно, пе-
реход от дневного режима освещения к ночному.

Выводы
1. У стручкового перца (Capsicum annuum L.) период усиленного роста листьев наблюдается 

в ночное время. Таким образом, этот вид относится ко второму типу суточного роста двудоль-
ных растений, который отличается максимальным приростом вечером или в начале ночи.

2. Исследование клеток листьев стручкового перца с помощью цитометрии ДНК показыва-
ет, что их пролиферативная активность ночью выше, чем днем.

3. Сопоставление динамики роста листьев и пролиферативной активности образующих этот 
орган клеток позволяет предположить, что у данного вида суточный ритм роста листьев обу-
словлен синхронизацией клеточного цикла освещением.
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