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Реферат: У роботі представлено результати дослідження впливу холодової експозиції (4°С) на морфометричні по-
казники рослин, проникність клітинних мембран листків, активність поліфенолоксидази і стан актинових фібрил у клітинах 
коренів гороху (Pisum sativum) та квасолі (Phaseolus vulgaris) за умов попередньої обробки насіння саліциловою кисло-
тою (СК) чи його бактеризації чистими культурами Anabaena fl os-aquae і Pseudomonas putida або їх сумішшю. Ростові 
реакції різних за холодостійкістю рослин гороху і квасолі на дію холоду в цілому мали різноспрямований характер. За не-
гайної дії холодом одразу після бактеризації визначався позитивний вплив обробки СК на холодостійкість рослин гороху. 
За відтермінованого холодового стресу (через 7 діб після бактеризації) попередня обробка насіння суспензіями мікроорга-
нізмів чи їх сумішшю сприяла розвиненню холодостійкості квасолі. Бактеризація насіння переважно знижувала проникність 
клітинних мембран у листках гороху та квасолі, а також позитивно впливала на стан актинових фібрил в клітинах коренів. 
У цілому деякий протекторний ефект для рослин гороху був встановлений як за умов бактеризації насіння, так і його об-
робки СК. Для рослин квасолі відчутний протекторний ефект давала бактеризація насіння. 

Ключові слова: бактеризація, саліцилова кислота, холодовий стрес, холодостійкість рослин, Pisum sativum, Phaseolus 
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Abstract: The paper presents the results of studying the eff ects of exposure of pea (Pisum sativum) and been (Phaseolus 
vulgaris) seeds or young sprouts to low temperature (4°C) with preliminary treatment of seeds with salicylic acid (SA), or with pure 
cultures of Anabaena fl os-aquae or Pseudomonas putida, or with their mixture. Cold exposure lasting 24 hrs was carried out im-
mediately or 7 days after SA treatment or bacterization of seeds. Morphometric parameters of roots and sprouts, permeability 
of cell membranes in leaves, activity of polyphenol oxidase and state of actin fi laments in root cells were measured. Pea and bean 
plants diff er in cold resistance, and their growth responses to low temperature exposure were multidirectional. Treatment with 
SА immediately before exposure to cold had a positive eff ect on cold resistance of pea plants. Under the delayed cold stress, seed 
bacterization with single bacteria suspensions or their mixture contributed to the development of cold resistance in beans. Bac-
terization of seeds presumably reduced the permeability of cell membranes in leaves of both plant species and improved the state 
of actin fi laments in root cells. In general, some protective eff ect for peas was observed due to either bacterial or SА treatment 
of seeds. In bean plants, the meaningful protective eff ect occurred after seed bacterization only. 

Key words: bacterization, salicylic acid, cold stress, cold resistance of plants, Pisum sativum, Phaseolus vulgaris.
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За умов постійного зростання населення 
світу надважливим є збільшення чисельності 
харчових продуктів. При цьому виробництво 
сільгосппродукції відбувається на тлі скорочення 
сільськогосподарських угідь, ґрунтовтоми, біо-
тичного та абіотичного стресу, що знижує продук-
тивність рослин [10]. В рослинництві серед 
абіотичних стресів друге місце після дефіциту 
елементів живлення посідає холодовий вплив 
[28]. На сьогодні бобові є не тільки важливою 
культурою для сівозмін, а й джерелом цінних 
амінокислот і рослинного білка, що розглядається 

Increasing food production is crucial in 
the context of a steadily growing world population. 
At the same time, agricultural crops are being 
produced against the backdrop of shrinking 
agricultural land, soil fatigue, biotic and abiotic 
stress, which reduce plant productivity [12]. In 
crop production, among the abiotic stresses the 
cold exposure ranks second after nutrient defi ciency 
[28]. Today, the legumes are not only important 
plants for crop rotation, but also a source of valuable 
amino acids and vegetable protein considered as 
an alternative to animal protein [2, 6, 20]. There-
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як альтернатива тваринному [3, 13, 19]. Тому 
підвищення продуктивності саме бобових куль-
тур є важливим завданням для сталого 
сільського господарства. В умовах істотних 
змін клімату рослини під час росту витримують 
вплив різноманітних чинників довкілля. За 
дії холоду знижується енергія і швидкість про-
ростання насіння, затримується ріст рослин, 
що може призводити до значних втрат врожаю. 
Також внаслідок впливу низьких температур 
рослини стають більш вразливими до фітопа-
тогенів [18]. Холодовий стрес негативно впли-
ває на весь рослинний організм. Прямим і, 
ймовірно, найранішим наслідком впливу ко-
ливань температури на клітини рослин є зміна 
проникності та плинності (текучості) мембран. 
Також у механізмі сприйняття холоду у вищих 
рослин важливу роль відіграють компоненти 
цитоскелета клітини. Через зміну плинності 
мембран, що приводить до вивільнення іонів 
кальцію з вакуолі в цитоплазму клітин, відбу-
вається деполімеризація мікротрубочок і ак-
тинових мікрофіламентів [12]. Відомо, що сис-
тема мікрофіламентів не тільки підтримує фор-
му клітин, їх внутрішню будову, а й забезпечує 
нормальну фізіологічну функцію та регулює 
внутрішньоклітинну активність за дії різних 
стресорів [20, 23].

Рослинні організми виробили певні механіз-
ми подолання температурного стресу. Зокрема, 
у відповідь на гіпотермію відбувається опосе-
редковане як ендогенною, так і екзогенною салі-
циловою кислотою (СК) накопичення рослин-
ною клітиною осмолітів, посилено синтезуються 
вторинні метаболіти, відбувається регуляція 
вмісту рослинних фітогормонів [15]. Саме ці 
властивості СК сприяли розвитку технології 
екзогенної обробки насіння чи проростків задля 
подолання абіотичних стресів та стресостійкості 
рослин [2].

Завданням сучасних аграрних технологій є 
створення умов вирощування культур для зни-
ження негативних реакцій рослин на дію стре-
сових факторів. Одним зі шляхів зниження пош-
коджуючої дії холоду на рослину є застосування 
біотехнологій, зокрема, бактеризації — оброб-
ки насіння корисною мікрофлорою. В природі 
рослини піддаються стресам під час взаємодії 
з мікробними спільнотами, які зазнають змін 
у своїй активності та складі в мінливому сере-
довищі [26]. Пов’язані з рослинами мікробіо-
ми мають потенціал для подолання абіотичних 
стресів, що приводить до підвищення врожай-
ності в системах землеробства [10]. На сьогодні 
в літературі широко представлено позитивний 

fore, increasing the legume productivity is a topical 
task for sustainable agriculture. Under signifi cant 
climate change, plants can tolerate the impact of 
various environmental factors during growth. The 
cold exposure decreases the energy and speed 
of seed germination, and delays plant growth, 
which can result in signifi cant yield losses. Also, 
plants become more vulnerable to phytopathogens 
due to exposure to low temperatures [19]. Cold 
stress negatively aff ects the entire plant organism. 
A direct and probably the earliest eff ect of tempe-
rature fl uctuations on plant cells is a change in 
membrane permeability and fl uidity. In addition, 
the components of cell cytoskeleton play an im-
portant role in cold perception in higher plants. 
Due to changes in membrane fl uidity, resulting 
in calcium ion release from the vacuole into cell 
cytoplasm, the microtubules and actin microfi la-
ments are depolymerized [14]. It is known that 
the microfi lament system not only maintains the 
shape of cells and their internal structure, but 
also ensures normal physiological function and 
regulates intracellular activity under exposure to 
various stressors [21, 24]. 

Plant organisms have developed certain tole-
rance mechanisms to temperature stress. In parti-
cular, in response to hypothermia, a plant cell 
accumulates the osmolytes mediated by both 
endogenous and exogenous salicylic acid (SA), 
secondary metabolites are intensively synthesized, 
and the regulation of plant phytohormone content 
occurs [16]. These very properties of SA pro-
moted the development of technology for seed or 
seedling exogenous treatment to overcome abio-
tic stresses and improve stress tolerance in 
plants [5].

The task of modern agricultural technologies 
is to create conditions for growing crops to mi-
tigate negative responses of plants to the impact 
of stress factors. The use of biotechnology, in 
particular, bacterization, i. e. seed treatment with 
benefi cial bacteria is one of the ways to reduce 
damaging eff ects of cold on plants. In nature, 
plants are exposed to stress when interacting with 
microbial communities, which undergo changes 
in their activity and composition in dynamic 
environment [3]. Plant-associated microbiomes 
have a potential to overcome abiotic stresses, 
thereby improving yields in farming systems [12]. 
Today, a positive experience of using represen-
tatives of benefi cial soil microfl ora to improve 
the productivity of various crops is widely re-
ported in the literature. For inoculation, scientists 
have used both monocultures of bacteria and 
combined cultures containing several species of 



досвід використання представників корисної 
мікрофлори ґрунту для покращення продук-
тивності різних сільськогосподарських куль-
тур. При цьому для інокуляції науковці викорис-
товували як монокультури бактерій, так і ком-
біновані культури, що містили кілька видів 
мікроорганізмів [5, 9, 10, 18]. Проте існує дефі-
цит даних щодо можливостей одночасного ви-
користання представників хемо- і фототрофного 
блоків мікробіому ґрунту. Хоча, наприклад, ціа-
нобактерії можуть застосовуватися в сільському 
господарстві як органічні добрива, кондиціо-
нери ґрунту, біопестициди та біостимулятори 
рослин [30]. Є приклади позитивного одночасно-
го використання ціанобактерій (Nostoc muscorum, 
Anabaena fl os-aquae) та ґрунтових бактерій-діа-
зотрофів [27]. 

Для покращення розвитку бобових рослин 
частіше використовують біопрепарати на ос-
нові бульбочкових бактерій. У той же час насіння 
може підлягати холодовому стресу на етапі про-
ростання, коли симбіотичні бактерії ще не 
вступили в контакт з рослиною. Тому викорис-
тання корисних ґрунтових хемо- і фототро-
фних прокаріотів для бактеризації насіння 
може позитивно вплинути на проростання і роз-
виток проростків бобових рослин. Варто 
зазначити, що питання щодо «універсальності» 
застосування одних і тих самих бактеріальних 
штамів для підвищення продуктивності різних 
сільськогосподарських культур залишається від-
критим. Вважається, що дві основні бобові 
культури — квасоля і горох — відрізняються 
за холодостійкістю, зокрема горох, який є більш 
стійким до дії холоду порівняно з квасолею.

Мета роботи — вивчення впливу бактери-
зації Anabaena fl os-aquae і Pseudomonas putida 
та обробки саліциловою кислотою насіння ква-
солі і гороху на формування холодостійкості 
цих рослин.

Матеріали і методи
У дослідженні було використано насіння ква-

солі Phaseolus vulgaris L. сорту Докучаєвський 
(виведений в Харківському аграрному універ-
ситеті ім. В.В. Докучаєва) та гороху Pisum sa-
tivum L. сорту Астронавт СН1, які зареєстровані 
в Державному реєстрі сортів рослин України та 
отримані з випробувальної лабораторії «Агро-
ген Ново» (м. Харків). Також використовували 
чисті культури ціанобактерії Anabaena fl os-aquae 
(Lyngh.) Bred. штаму PPMSU з колекції культур 
мікроводоростей кафедри ботаніки та екології 
рослин Харківського національного універси-
тету імені В.Н. Каразіна та Pseudomonas putida 

microorganisms [7, 11, 12, 20]. However, the data 
on possible simultaneous use of representatives 
of chemo- and phototrophic blocks of soil micro-
biome are scarce. Although, for example, cyanobac-
teria can be used in agriculture as organic fertilizers, 
soil conditioners, biopesticides, and plant biosti-
mulants [30]. There are the examples of benefi cial 
simultaneous use of cyanobacteria (Nostoc mus-
corum, Anabaena fl os-aquae) and soil diazotrophic 
bacteria [27]. 

Biological products based on nodule bacteria are 
often used to improve the legumes development. At 
the same time, the seeds can be exposed to cold stress 
at germination stage, when symbiotic bacteria have 
not yet contacted the plant. Therefore, the use of 
benefi cial soil chemo- and phototrophic prokaryotes 
for seed bacterization can positively aff ect the 
germination and development in legume seed-
lings. Notably, that the question of ‘versatility’ 
of using the same bacterial strains to improve the 
productivity in diff erent crops is still unclear. 
The two main legumes, beans and peas, are believed 
to diff er in cold tolerance, especially peas, which 
are more resistant to cold than beans. 

The research aim herein was to investigate 
the impact of bacterization with Anabaena fl os-
aquae and Pseudomonas putida and treatment with 
salicylic acid of bean and pea seeds on cold tole-
rance formation in these plants.

Materials and methods
Here, we have used the seeds of common 

bean (Phaseolus vulgaris L.) of Dokuchaievskyi 
cultivar (bred at V.V. Dokuchaiev Kharkiv Ag-
rarian University) and pea (Pisum sativum L.) of 
Astronaut SN1 cultivar, registered in the State 
Register of Plant Varieties of Ukraine and obtained 
from the testing laboratory ‘Agrogen Novo’, 
(Kharkiv). Pure cultures of cyanobacterium Ana-
baena fl os-aquae (Lyngh.) Bred. PPMSU strain 
from the collection of microalgae cultures of 
the Department of Botany and Plant Ecology of 
V.N. Karazin Kharkiv National University and 
Pseudomonas putida from the bacteria collection 
of D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and 
Virology of the National Academy of Sciences of 
Ukraine were applied as well. 

A. fl os-aquae is a planktonic fi lamentous 
cyanobacterium capable of diazotrophy. Strains 
of this species can produce metabolites with 
plant growth-stimulating activity, such as phy-
tohormones, humic substances, polysaccharides, 
amino acids, vitamins, etc. [27].

P. putida is a gram-negative rod-shaped bac-
terium used as a biocontrol agent for diseases and 
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з колекції бактерій Інституту мікробіології 
і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України.

A. fl os-aquae — планктонна нитчаста ціано-
бактерія, здатна до діазотрофії. Штами даного 
виду можуть продукувати метаболіти, що про-
являють рістстимулюючу активність рослин — 
фітогормони, гумінові речовини, поліцукриди, 
амінокислоти, вітаміни тощо [27]. 

P. putida — грамнегативна паличкоподібна 
бактерія, яка використовується як агент біо-
контролю захворювань та стимуляторів росту 
сільськогосподарських рослин. Разом з іншими 
корисними ризобактеріями входить до складу 
діазотрофного блока ґрунтової мікрофлори. Бак-
терії даного виду можуть продукувати сидеро-
фори та деякі фітогормони, а також сприяють 
солюбілізації корисних речовин. Також штами 
цього виду володіють механізмами колонізації 
поверхні коренів рослин, що може позитивно 
впливати на їх ріст і розвиток [16, 29].

Ціанобактерії культивували на рідкому по-
живному середовищі такого складу: KNO

3
 — 5,0; 

MgSO
4
 × 7H

2
O — 2,5; KH

2
PO

4
 — 1,25; ЕДТА — 

0,037 (г/л дистильованої води); розчин мікро-
елементів (H

3
BO

3
 — 2,86 г/л; MnCl

2
4H

2
O — 

1,81 г/л; ZnSO
4
7H

2
O — 0,222 г/л; MoO

3
, NH

4
VO

3
 — 

сліди) — 1 мл, у люмінестаті за температури 
(25 ± 2)°С та освітленні 2 клк протягом 12 го-
дин. Бактерії P. putida культивували на рідкому 
поживному середовищі м’ясо-пептонний буль-
йон у термостаті за температури 28°С.

Насіння для експерименту стерилізували про-
тягом 15 хв у 70%-му розчині етилового спир-
ту, після чого трикратно відмивали у стерильній 
дистильованій воді. Обробку насіння прово-
дили шляхом занурення на 30 хв у 50 мкМ розчин 
СК (CHIMPRODs.a., Румунія) чи в бактеріальні 
суспензії (дослідні серії), чи у стерильну водогін-
ну воду (контроль). Для бактеризації використо-
вували окремо суспензії ціанобактерій, P. putida 
чи їх суміш. Використовували культури бактерій, 
що перебували на початку стаціонарної фази ро-
сту і мали кількість колоній утворювальних оди-
ниць 107/мл. Для отримання однорідної бак-
теріальної суспензії використовували Vortex 
V-1 plus (Biosan, Латвія). Горох і квасолю виро-
щували у рулонах фільтрувального паперу, змо-
ченого стерильною дистильованою водою (по 
30 насінин на рулон), у вегетаційно-кліматич-
ній камері протягом 35 діб за температури 
(23 ± 1)°С та освітленні 2 клк протягом 16 го-
дин на добу. Для моделювання дії холодом (4°С) 
рулони з насінням у різний час вміщували у
холодильну камеру на 24 години: першу час-
тину рулонів — одразу після розкладання на-

growth stimulants for agricultural plants. Together 
with other benefi cial rhizobacteria, it is a part 
of diazotrophic block of soil microfl ora. Bacteria 
of this species may produce siderophores and 
some phytohormones, as well as promote nutrient 
solubilization. Also, strains of this species have 
mechanisms for colonizing the surface of plant 
roots, thereby improving their growth and develop-
ment [17, 29]. 

Cyanobacteria were cultured in liquid nutrient 
medium of following composition: KNO

3
 — 

5.0; MgSO
4
 × 7H

2
O — 2.5; KH

2
PO

4
 — 1.25; 

EDTA — 0.037 (g/l of distilled water); solution 
of microelements (H

3
BO

3
 — 2.86 g/l; MnCl

2
4H

2
O — 

1.81 g/l; ZnSO
4
7H

2
O — 0.222 g/l; MoO

3
, 

NH
4
VO

3 
— traces) — 1 ml, in a luminostat at 

(25 ± 2)°C and 2 klx illumination for 12 hrs. P. pu-
tida bacteria were cultured in a liquid nutrient me-
dium (meat-peptone broth) in a thermostat at 28°C. 

Seeds for the experiment were sterilized for 
15 min in 70% ethyl alcohol solution and then washed 
thrice in sterile distilled water. Seeds were treated by 
immersing for 30 min either into a 50 μM solution 
of SA (CHIMPRODs.a., Romania) or in bacterial 
suspensions (experimental series), or in sterile tap 
water (control). Single suspensions of cyanobac-
teria, P. putida or their mixture were applied 
for bacterization. Bacterial cultures at early statio-
nary growth phase with colony forming unit num-
ber of 107/ml were used. Homogeneous bacterial 
suspension was obtained using Vortex V-1 plus 
(Biosan, Latvia). Peas and beans were grown in 
rolls of fi lter paper moistened with sterile distilled 
water (30 seeds per roll) in a vegetative and cli-
matic chamber for 35 days at a temperature of 
(23 ± 1) °C and 2 klx illumination for 16 hrs 
per day. To simulate the exposure to cold (4°C), 
the rolls with seeds were placed in a refrigerator 
for 24 hrs at diff erent times: the fi rst part of rolls – 
immediately after seed spreading; the second one – 
7 days after experiment onset (delayed cold ex-
posure); the third one was untreated. Seed germi-
nation and growth of young plants were monitored 
throughout the experiment, and, if necessary, the 
fi lter paper of rolls was irrigated with sterile distil-
led water. At the end of the experiment, morpho-
metric parameters of plants such as: length and 
wet weight of shoots and roots, cell membrane 
permeability in leaves, as well as actin fi lament 
structure in root cells were measured.

Cell membrane permeability was measured by 
electrolyte release from leaf cuttings into distilled 
water using portable conductivity meter ‘TDS-3M’ 
(Radelkis, Hungary) at a frequency of 3 kHz. For 
each replicate of the study, 100 mg of plant leaf cut-
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сіння; другу — через 7 діб після початку екс-
перименту (відтермінована дія холодом); тре-
тю — не піддавали дії холодового стресу. 
Протягом усього експерименту спостерігали 
за проростанням насіння, ростом молодих 
рослин, та, за потреби, зрошували фільтру-
вальний папір рулонів стерильною дисти-
льованою водою. Після закінчення експери-
менту визначали морфометричні показники 
рослин — довжину і сиру масу пагонів і корін-
ців, проникність клітинних мембран у листках, 
а також структуру актинових фібрил у клітинах 
коренів. 

Проникність клітинних мембран оцінювали 
за виходом електролітів із висічок листків у дис-
тильовану воду; вимірювання проводили з вико-
ристанням портативного кондуктометра «TDS-
3M» (Radelkis, Угорщина) за частоти 3 кГц. 
Для кожного повтору дослідження готували 
по 100 мг висічок листків рослин. Залишки 
рослинного соку видаляли шляхом ретельно-
го промивання наважок висічок дистильованою 
водою і обсушуванням фільтрувальним папе-
ром. Обсушені висічки заливали 100 мл ди-
стильованої води і через 18 годин визначали 
електропровідність екстракту. Після цього єм-
ності з рослинним матеріалом доводили до ки-
піння на водяній бані, охолоджували до кімнат-
ної температури, доводили об’єм рідини до ви-
хідного і знову вимірювали електропровідність 
екстрактів. Результат виходу електролітів (по-
казник до нагрівання) розраховували у відсотках 
від повного виходу (показник після нагрівання). 

Дослідження структури актинових фібрил 
проводили методом конфокальної мікроскопії. 
Фіксацію зразків корінців проростків здійсню-
вали за використання «The Image–iT® Fixation/
Permeabilization», згідно з протоколом до набо-
ру реагентів. Візуалізацію здійснювали на кон-
фокальному мікроскопі «Olympus FV10i-LIV» 
(Olympus, Японія) за умов λEx 493 нм/λEm 
517 нм для детекції комплексу актин-фалоїдин-
іFluor 488. Вимірювали відносну інтенсивність 
та площу флуоресценції з урахуванням фону та 
аутофлуоресценції зразків за обома каналами флу-
оресценції з використанням програмного забезпе-
чення «Olympus CellSense Dimension Desktop 1.18».

Активність ферменту поліфенолоксидази (ПФО) 
у сирій масі коренів визначали за допомогою 
спектрофотометра «Ulab 102UV» (Ulab, Китай). 
Для цього з подрібненого рослинного матеріалу 
готували витяжку в фосфатному буфері рН 7,4 
(Аналіта, Україна), до якої додавали рівні об’є-
ми дистильованої води й 0,02%-го розчину пара-
фенілдіаміну у щавелевій кислоті (PANREAC 

tings were prepared. The residual sap was remo-
ved by thorough rinsing cutting samples with dis-
tilled water and drying them with fi lter paper. 
Dried cuttings were poured with 100 ml of distilled 
water and 18 hrs later the electrical conductivity 
of extract was measured. After that, containers 
with plant material were brought to boil in a water 
bath, cooled down to room temperature, then the 
liquid volume was reduced to initial one, and 
electrical conductivity of extract was measured 
again. The result of electrolyte release (before 
heating) was calculated as a percentage of the total 
release (after heating). 

The structure of actin fi laments was studied by 
confocal microscopy. Samples of root seedlings 
were fi xed using ‘The Image-iT® Fixation/
Permeabilization Kit’ following the protocol for 
the reagent kit. Visualization was performed using 
Olympus FV10i-LIV confocal microscope (Olym-
pus, Japan) at λEx 493 nm / λEm 517 nm to detect 
the actin-phalloidin-iFluor 488 complex. A relative 
intensity and fl uorescence area were measured ta-
king into account the background and samples’ auto-
fl uorescence for both fl uorescence channels using 
‘Olympus CellSense Dimension Desktop 1.18’ software.

The polyphenol oxidase (PPO) activity in 
wet weight of roots was determined using a 
spectrophotometer ‘Ulab 102UV’ (Ulab, China). For 
this purpose, an extract was prepared from cru-
shed plant material in phosphate buff er of pH 7.4 
(U Analita, kraine), supplemented with equal volumes 
of distilled water and 0.02% solution of paraphenyl 
diamine in oxalic acid (PANREAC QUIMICA 
S.L.U, Spain); one cuvette with reaction mixture was 
also supplemented with a 0.01N oxalic acid solution, 
and another one – with 1% pyrocatechol solution  
in oxalic acid. The PPO activity was determi-
ned in kinetic mode at 420 nm wavelength, by 
recording the oxidation rate with pyrocatechol 
enzyme for 120 s. 

The study included three replicated experi-
ments. In each experiment, all parameters were 
measured twice. Results of two measurements of 
each parameter in three replicate experiments were 
summarized in a single sample (n = 6), tested for 
homogeneity by the method of outlier [4] with 
calculating the mean value and its standard error 
(SE) using the Excel software (Microsoft, USA). 
The mean values were compared between diff erent 
experimental variants using Tukey’s test, consi-
dering the diff erence signifi cant at p ≤ 0.05.

Results and discussion
The impacts of each factor (bacterization, 

seed treatment with SA, cold exposure) were 
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QUIMICA S.L.U, Іспанія), також до реакційної 
суміші в одну кювету додавали розчин щавелевої 
кислоти (0,01Н), а до іншої — 1%-й розчин піро-
катехіну у щавелевій кислоті. Активність ПФО 
визначали в кінетичному режимі за довжини 
хвилі 420 нм, фіксуючи значення швидкості реак-
ції окиснення ферментом пірокатехіну протягом 
120 с.

Дослідження складалося з трьох повторних 
експериментів. У кожному експерименті здійс-
нювали по два вимірювання всіх параметрів. 
Результати двох вимірювань кожного параметра 
у трьох повторних експериментах узагальню-
вали в єдину вибірку (n = 6), перевіряли на го-
могенність методом викидів [1] з обчисленням 
середнього значення та його стандартної помилки 
(SE) за допомогою програми «Excel» (Microsoft, 
США). Середні значення порівнювали між різ-
ними варіантами досліду за допомогою кри-
терію Тьюкі, вважаючи різницю значущою при 
p ≤ 0,05.

Результати та обговорення
Ефекти впливу кожного фактора (бактери-

зація, обробка насіння СК, дія холоду) оці-
нювали шляхом порівняння отриманих показ-
ників за окремої дії чинника із загальним інтакт-
ним контролем (на рисунках позначено як С1) 
та контролями в межах кожного з варіантів 
холодового впливу (контролі С2 і С3 відповідно). 

Під час аналізу змін маси і довжини рослин 
у контрольних варіантах С2 і С3 відносно С1 
було встановлено, що самостійна дія холоду 
на насіння не приводила до значущих росто-
вих реакцій рослин гороху чи квасолі (рис. 1–4). 
За умов відтермінованого холодового впливу 
відбувалося значуще зниження маси пагонів 
гороху і квасолі (див. рис. 2), а значуще збіль-
шення ростових показників було встанов-
лено тільки за довжиною коренів рослин ква-
солі та пагонів гороху (див рис. 3,В та 4,А відпо-
відно).

За відсутності холодового впливу рістсти-
мулюючий ефект бактеризації чи обробки СК 
насіння гороху майже не визначався, за винятком 
збільшення довжини коренів у варіантах з вико-
ристанням СК чи кожної бактерії окремо (див. 
рис. 1,А–4,А). Більший відгук на застосування СК 
чи бактеризацію спостерігався у насіння квасолі 
(див. рис. 1,В–4,В). Так, за бактеризації насіння 
квасолі сумішшю суспензій обох видів мікроор-
ганізмів істотно збільшувалась довжина коре-
нів і пагонів та маса пагонів порівняно з конт-
ролем С1 (див. рис. 2,В–4,В). Істотне ж зниження 
показників довжини і маси коренів і пагонів рослин 

evaluated by comparing the obtained indices under 
a single action of the factor with the general intact 
control (marked as C1 in Figures) and the controls 
within each of variants of cold exposure (C2 and 
C3 controls, respectively).

When analyzing changes in plant weight 
and length in control variants C2 and C3 relative 
to C1, an individual eff ect of cold on seeds was 
found not to result in any signifi cant growth res-
ponses in pea or bean plants (Figs. 1–4). Under 
delayed cold exposure, the weight of pea and 
bean shoots was signifi cantly decreased (see 
Fig. 2), and the growth parameters were signifi -
cantly increased only in root length of bean plants 
and pea shoots (see Fig. 3B and 4A, respectively).

Without cold exposure, a growth-stimulating 
eff ect of either bacterization or SA treatment in 
pea seeds was almost not determined, except an 
increased length in roots in variants using SA 
or each bacterium separately (see Fig. 1A–4A). 
A higher response to SA or bacterization was obser-
ved in bean seeds (see Fig. 1B–4B). For example, 
the bacterization of bean seeds with suspension 
mixture of both types of microorganisms signi-
fi cantly increased the root and shoot length and 
shoot weight as compared to control C1 (see 
Fig. 2B–4B). Length and weight of bean roots and 
shoots signifi cantly decreased under bacterization 
with monocultures of A. fl os-aquae or P. putida 
(see Fig. 1B–4B). In the variant of bean seed 
treatment with SA, the indices almost did not 
diff er from the control (see Figs. 1B, 3B, 4B), except 
for the plant shoot length, which was signifi cantly 
reduced compared to the control C1 (see Fig. 2B). 
A negative eff ect of SA treatment on shoot length as 
compared to C1 control was also observed in peas 
(Fig. 2A).

Under cold exposure and SA seed treatment 
and bacterization with both A. fl os-aquae and 
P. putida, and their mixture, we revealed slightly 
diff erent changes in plant growth parameters. 
For example, the seed treatment with SA increased 
(compared to C2) the root and shoot length and 
shoot weight in pea plants under immediate cold 
exposure (see Fig. 2A–4A). However, the growth 
parameters of pea plants in the variant with delayed 
cold exposure and SA seed treatment were almost 
unchanged from the control C3 (see Fig. 1A–4A). 
Bean seed treatment with SA had a positive ef-
fect on root and shoot weight and root length 
in the variant with delayed cold exposure, but an 
opposite eff ect was observed under immediate 
cold exposure as compared to the corresponding 
controls C3 and C2 (see Fig. 1B–3B). When using 
pea seed bacterization and cold stress, the root 
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теризації насіння гороху та холодового стре-
су було зниження маси коренів порівняно з від-
повідними контролями С2 і С3 (див. рис. 1А). Для 
квасолі зменшення маси коренів рослин порів-
няно з контролем С2 було встановлено у ва-
ріантах з використанням кожної з бактеріальних 
суспензій та негайної дії холоду (див. рис. 1,В). 
У варіанті досліду з відтермінованою дією хо-
лоду бактеризація позитивно впливала на масу 
коренів квасолі: показники були вищі за конт-
рольні (див. рис. 1,В). Значущих ефектів бакте-
ризації порівняно з контролями С2 і С3 не 

weight was decreases as compared to the cor-
responding controls C2 and C3 (see Fig. 1A). For 
beans, a reduction of plant root weight as compared 
to C2 control was found in the variants using 
each of the bacterial suspensions and immediate 
cold exposure (see Fig. 1B). In the variant with 
a delayed cold exposure, the bacterization had 
a positive eff ect on bean root weight, i. e. the 
indices were higher vs. the control (see Fig. 1B). 
No signifi cant eff ects of bacterization as com-
pared to C2 and C3 controls were found in terms 
of pea shoot weight and root length under any 

Рис. 1. Ефекти обробки СК чи бактеризації насіння гороху (А) і квасолі (B) на масу 
коренів за умов холодового стресу: тут і далі С — контроль без інокуляції; SА — 
обробка саліциловою кислотою; Af — бактеризація Anabaena fl os-aquae; Pp — бак-
теризація Pseudomonas putida; Mix — бактеризація сумішшю суспензій обох 
видів бактерій; 1 — вирощування рослин без впливу холодом; 2 — негайна дія холодом; 
3 — відтермінована дія холодом. Для кращої візуалізації значущості відмінностей 
стовпці з варіантами впливу на рисунках позначені літерами a, b, c….o; а індексами 
(a, b, c….o) позначено відповідні варіанти, порівняно з якими спостерігали значущі 
відмінності (p ≤ 0,05).

Fig. 1. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) seeds on root 
mass under cold stress: here and further С – control without inoculation; SА – treatment 
with salicylic acid; Af – bacterization using Anabaena fl os-aquae; Pp – bacterization 
using Pseudomonas putida; Mix – bacterization using a mixture of suspensions of both 
bacterial species; 1 – plants grown without exposure to cold; 2 – immediate exposure 
to cold after treatment; 3 – delayed exposure to cold after treatment. For a better visualization 
of the signifi cance of the diff erences, the columns are marked with the letters a, b, c....o; 
and indexes (a, b, c....o) indicate the corresponding variants compared to which signifi cant 
diff erences were observed (p ≤ 0.05).

квасолі відбувалося за умов бак-
теризації окремо A. fl os-aquae 
і P. putida (див. рис. 1,В–4,В). 
У варіанті з обробкою СК на-
сіння квасолі показники май-
же не відрізнялися від конт-
ролю (див. рис. 1,В, 3,В, 4,В), 
за винятком довжини пагонів 
рослин, яка була значуще зни-
жена порівняно з контролем 
С1 (див. рис. 2,В). Також нега-
тивний вплив обробки СК на 
довжину пагонів порівняно з 
контролем С1 був у гороху (див. 
рис. 2,А). 

За умов холодового впливу та 
обробки насіння СК і бактери-
зації як A. fl os-aquae і P. putida, 
так і їх сумішшю, було встанов-
лено дещо інші зміни ростових 
показників рослин. Так, об-
робка насіння СК мала наслід-
ком збільшення (порівняно з 
С2) довжини коренів і пагонів 
та маси пагонів рослин гороху 
за умов негайного холодового 
впливу (див. рис. 2,А; 3,А; 4,А). 
Проте, майже невідмінними від 
контролю С3 були ростові по-
казники рослин гороху у ва-
ріанті з відтермінованою дією 
холоду та обробкою насіння СК 
(див. рис. 2,А; 3,А; 4,А). Об-
робка насіння квасолі СК пози-
тивно впливала на масу коренів 
і пагонів та довжину коренів 
рослин у варіанті з відтермі-
нованою дією холодом, а за 
негайного холодового впливу 
спостерігався зворотній ефект 
порівняно з відповідними конт-
ролями С3 і С2 (див. рис. 1,В; 
2,В; 3,В). За використання бак-
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пагонів, а з обробкою A. fl os-aquae — за їх 
масою. 

За умов гіпотермії відбувалося зниження 
співвідношення довжини та маси пагона і ко-
реня рослин (відносно інтактного контролю), 
що може свідчити про відтік поживних речовин 
у корінь. Причому означений ефект певною 
мірою посилювався за умов бактеризації на-
сіння. Це може бути зумовлене здатністю бак-
терій (ймовірно, через синтез біологічно актив-
них речовин) інтенсифікувати реакції рослин 
у відповідь на абіотичний стрес. Адже відомо, 
що бактеріям роду Pseudomonas притаманні 
механізми прискореної реакції на холодовий 
стрес — через зміну текучості клітинних мем-
бран, синтез антифризних білків, каротиноїдних 
та інших пігментів, речовин вторинного мета-
болізму з кріопротекторними властивостями, 
летких активних речовин (алкени, аміди, есте-
ри, кетони, сполуки сірки) [8, 31]. Також відома 

of cold exposures (see Fig. 2A, 3A). The shoot 
weight of bean under any bacterization was reduced 
in the variant with immediate cold exposure 
and when using a mixture of bacterial suspensions 
and delayed exposure to cold (see Fig. 2B). Howe-
ver, when bacterized with pure suspensions of 
A. fl os-aquae and P. putida, a signifi cant increase 
in bean shoot weight was observed as compared 
to C3 control (see Fig. 2B). When using a mixture 
of suspensions for bacterization and an imme-
diate cold exposure, the root and shoot length 
of beans was also signifi cantly augmented vs. 
the C2 control (see Fig. 3B, 4B). 

Relative changes in morphometric parameters 
in beans under immediate and delayed cold ex-
posure were multidirectional in some experimental 
variants, namely, by shoot weight under treatment 
with SA or A. fl os-aquae, and by root and shoot 
weight when treated with P. putida. As for pea, 
such a diff erence in the eff ects of immediate and 

Рис. 2. Ефекти обробки СК чи бактеризації насіння гороху (А) і квасолі 
(B) на масу пагонів за умов холодового стресу: позначення див. на рис. 1.

Fig. 2. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on sprout mass under cold stress: see Fig. 1 for explanations. 

було встановлено за показника-
ми маси пагонів і довжини ко-
ренів гороху за будь-якої дії хо-
лодового стресу (див. рис. 2,А;
3,А). Маса пагонів квасолі за будь- 
якої бактеризації зменшувалась 
у варіанті з негайною дією холо-
дом та за використання суміші 
бактеріальних суспензій і відтер-
мінованого впливу холоду (див. 
рис. 2,В). Однак за бактеризації 
окремо суспензіями A. fl os-aquae і 
P. putida спостерігалося значуще 
збільшення маси пагонів квасолі 
порівняно з контролем С3 (див. 
рис. 2,В). Також за використання 
суміші суспензій для бактери-
зації і негайної дії холоду відбу-
валося значуще збільшення дов-
жини коренів і пагонів квасолі 
порівняно з контролем С2 (див. 
рис. 3,В; 4,В). 

Відносні зміни морфомет-
ричних параметрів у квасолі за 
негайної і відтермінованої дії хо-
лоду були різноспрямованими у 
деяких варіантах досліду, а саме 
за масою пагонів при обробці СК 
чи A. fl os-aquae, за масою коренів 
і пагонів при обробці P. putida. 
У випадку гороху така розбіж-
ність в ефектах негайної та від-
термінованої дії холоду визна-
чилася під час порівняння варіан-
тів з обробкою СК за довжиною 
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здатність даних бактерій виробляти фітогор-
мони та фітогормонподібні речовини, що впли-
вають як на проростання насіння, так і на роз-
виток кореневої системи, зокрема, її архітекту-
ру [4, 14]. Ціанобактерії, зокрема представники 
роду Anabaena, продукують фітогормони, ка-
ротиноїди, вітаміни та інші біологічно активні 
речовини, які можуть позитивно впливати на 
подолання рослинами холодового стресу [6, 
28]. Окрім того, бактеризація корисними шта-
мами бактерій може оптимізувати рівень клі-
тинних метаболітів (антоціанінів та вільного 
проліну) та впливати на загальний вміст хло-
рофілу, фенолів, крохмалю, фізіологічно дос-
тупного заліза, білків, амінокислот, а у випад-
ку діазотрофів — продуктів біологічної фіксації 
азоту. Такий вплив пом’якшує протікання хо-
лодового стресу у рослин [21]. Встановле-
ний у нашому дослідженні певний протихо-
лодовий ефект СК збігається з даними літератури 
[2, 15].

delayed cold exposure was revealed 
when comparing the variants of treat-
ment with SA by shoot length, and 
with A. fl os-aquae – by their mass.

Under hypothermia, the ratio of 
length and weight of plant shoot and 
root reduced (relative to the intact 
control), which might evidence an 
outfl ow of nutrients to the root. Mo-
reover, this eff ect was to some ex-
tent enhanced under seed bacteriza-
tion. This may be due to the ability 
of bacteria (probably through the 
synthesis of biologically active sub-
stances) to intensify plant responses 
to abiotic stress. The Pseudomonas 
bacteria are known to have the 
mechanisms of accelerated response 
to cold stress: through changes in 
cell membrane fl uidity, synthesis of 
antifreeze proteins, carotenoid and 
other pigments, secondary metabolism 
substances with cryoprotective pro-
perties, volatile active substances 
(alkenes, amides, ethers, ketones, sulfur 
compounds) [10, 31]. The ability of 
these bacteria to produce phytohor-
mones and phytohormone-like sub-
stances that aff ect both seed germi-
nation and root system development 
and architecture, in particular, is also 
known [1, 15]. Cyanobacteria, espe-
cially Anabaena representatives, pro-
duce phytohormones, carotenoids, 

Рис. 3. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (А) і ква-
солі (B) на довжину коренів за умов холодового стресу: позначення 
див. на рис. 1.

Fig. 3. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on root length under cold stress: see Fig. 1 for explanations.

vitamins, and other biologically active substances 
that can positively aff ect the cold stress tolerance 
in plants [8, 28]. In addition, bacterization with 
benefi cial bacterial strains can optimize the level 
of cellular metabolites (anthocyanins and free 
proline) and aff ect the total content of chlorophyll, 
phenols, starch, physiologically available iron, 
proteins, amino acids, and, in the case of diazot-
rophs, products of biological nitrogen fi xation. 
This eff ect mitigates cold stress in plants [22]. 
The certain anti-cold eff ect of SA found in our 
study coincides with the reported data [5, 16]. 

The cell membrane is the main target of envi-
ronmental stressors. Cold aff ects the membrane 
conformation and properties, thereby disrupting 
cellular homeostasis. Maintaining the integrity 
and fl uidity of cytoplasmic membranes is a 
necessary condition for ensuring plant survival 
under adverse environmental conditions [26]. Cell 
membrane permeability is a sensitive index of 
negative eff ect of hypothermia on plant organism, 
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Цитоплазматична мембрана клітин є основ-
ною мішенню стресових факторів навколиш-
нього середовища. Холод впливає на конформа-
цію та властивості мембран, тим самим пору-
шуючи клітинний гомеостаз. Підтримка ціліс-
ності та плинності цитоплазматичних мембран 
є необхідною умовою для забезпечення ви-
живання рослин під час несприятливих умов 
середовища [25]. Чутливим показником нега-
тивного впливу гіпотермії на рослинний ор-
ганізм є проникність клітинних мембран, яку 
можна оцінити за виходом електролітів. Резуль-
тати визначення впливу бактеризації насіння 
чи його обробки СК на проникність клітинних 
мембран у листках пророщених дослідних рос-
лин за умов холодового стресу представлені 
на рис. 5. Аналіз отриманих даних показав, що 
дія холодом (як негайна, так і відтермінована) 
істотно не впливала на проникність клітинних 
мембран у листках гороху (порівняння показни-
ків у варіантах С1, С2 і С3). На відміну від го-

which can be assessed by electro-
lyte release. The Fig. 5 shows the results 
of determining the impact of seed 
bacterization or SA treatment on cell 
membrane permeability in leaves 
of germinated experimental plants under 
cold stress. The analysis of fi ndings 
showed the cold eff ect (both immediate 
and delayed) not to signifi cantly aff ect 
the cell membrane permeability in 
pea leaves (comparing the parameters 
in variants C1, C2 and C3). In contrast 
to peas, bean plants were more sensitive
to cold impact: comparing the para-
meters in variants C1, C2 and C3; 
Fig. 5B. When growing plants without 
cold exposure, the electrolyte release 
decreased with the use of P. putida 
in pea leaf cells (see Fig. 5A), 
but in beans it did with a mixture 
of bacterial suspensions (see Fig. 5B). 
In a variant with immediate cold 
exposure, the electrolyte release from 
pea leaf cells was signifi cantly reduced 
under seed bacterization with A. fl os-
aquae suspension as compared to C2 
control (see Fig. 5A). Bacterization 
of seeds of both plants with P. putida 
suspension, and bean seeds with a 
mixture of bacterial suspensions also 
had a positive eff ect on permeability 
of leaf cell membranes in variants 
with delayed cold exposure (Fig. 5). 
The treatment with SA or a mixture 

Рис. 4. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (A) і ква-
солі (B) на довжину пагонів за умов холодового стресу: позначення 
див. рис. 1.

Fig. 4. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on sprout length under cold stress: see Fig. 1 for explanations.

of suspensions did not produce a similar eff ect. 
On the contrary, in variants of plant seed treatment 
with SA with no cold stress, a signifi cant increase 
in electrolyte release from leaf cells was observed 
(Fig. 5). However, under delayed cold expo-
sure, pretreatment with SA promoted a decrease 
in cell membrane permeability of bean leaves 
(Fig. 5B). Thus, the observed reduction in cell 
membrane permeability in pea and bean leaves 
under seed bacterization and cold exposure testifi es 
to a positive eff ect of cyanobacteria and P. putida 
on cold tolerance development in experimental 
plants. In fact, Bhat et al. [9] estimated the 
irreversibility of damaging eff ect of low tempe-
ratures (4°C) by electrolyte leakage in legume leaves.

Changes in fl uidity and permeability of cell 
membranes in plant organisms under cold eff ect 
through activation of ion channels can induce 
cytoskeletal rearrangements [21]. Under cold impact, 
they can both act as a target and perform a signaling 
function to activate stress response mechanisms 
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роху, рослини квасолі виявилися 
чутливішими до дії холоду: порів-
няння показників у варіантах С1, С2 
і С3 (рис. 5,В). За умов вирощування 
рослин без холодового впливу зни-
ження виходу електролітів із клітин 
листків рослин гороху відбува-
лося за використання P. putida (див. 
рис. 5,А), а у випадку квасолі — 
суміші бактеріальних суспензій 
(див. рис. 5,В). У варіанті досліду 
з використанням негайного холодо-
вого впливу істотне зниження ви-
ходу електролітів з клітин листових 
пластин гороху відбувалося за умов 
бактеризації насіння суспензією 
A. fl os-aquae порівняно з контро-
лем С2 (див. рис. 5,А). Бактериза-
ція ж суспензією P. putida насіння 
обох рослин та сумішшю бакте-
ріальних суспензій насіння квасолі 
також позитивно впливала на про-
никність мембран клітин листків 
у варіантах з відтермінованою 
дією холоду (рис. 5). Обробка 
СК чи сумішшю суспензій подіб-
ного ефекту не давала. Навпаки, 
у варіантах з обробкою насіння рос-
лин СК без холодового стресу спо-
стерігали істотне підвищення ви-
ходу електролітів з клітин лист-
ків (рис. 5). Проте за відтермі-
нованої дії холодом попередня 

[18]. Under no cold exposure, the fl uorescence 
intensity of actin fi laments in pea root cells increased 
signifi cantly as compared to C1 control both after 
SA seed treatment and following bacterization 
(Fig. 6A). In case of beans, no such eff ect was ob-
served, i. e. the indices in the experiment were 
at the control C1 level (Fig. 6B). Moreover, these 
indices in almost all experimental variants did 
not diff er signifi cantly from the control C2 under 
immediate cold exposure to seeds of both plants 
(Fig. 6). Under delayed cold exposure, the intensity 
of actin fi lament fl uorescence in roots of pea 
seedlings signifi cantly increased vs. C2 control 
in variants treated with SA, P. putida suspension, 
or bacterial mixture (Fig. 6A). Under similar con-
ditions of bean cultivation, a decrease in fl uore-
scence intensity was observed in all the experi-
mental variants as compared to C2 control 
(Fig. 6B). In pea root cells, the fl uorescence 
area of actin fi laments signifi cantly reduced under 
cold exposure (C2 and C3 compared to C1), but 
no similar eff ect was observed in bean root ones 

Рис. 5. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (А) і ква-
солі (B) на проникність клітинних мембран в листках за умов холодо-
вого стресу: позначення див. рис. 1.

Fig. 5. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on cell membrane permeability in leaves under cold stress: see 
Fig. 1 for explanations.

A

B

обробка СК сприяла зниженню проникності 
мембран клітин листків квасолі (рис. 5В). 
Таким чином, встановлене зниження проник-
ності клітинних мембран у листках гороху та 
квасолі за бактеризації насіння та дії холоду 
свідчить про позитивний вплив ціанобактерій 
і P. putida на розвиток холодостійкості дослід-
них рослин. Адже у роботі K.A. Bhat та 
співавт. [7], за витоком електролітів у листках 
бобових рослин було оцінено незворотність 
пошкоджуючої дії низьких температур (4°C). 

Зміни текучості та проникності клітинних 
мембран рослинних організмів за дії холоду 
через активацію іонних каналів можуть викли-
кати трансформації цитоскелетних структур [20]. 
За дії холоду вони можуть як виступати в ролі 
мішені, так і виконувати сигнальну функцію 
задля активації механізмів протидії стресу [17]. 
За відсутності холодового впливу інтенсивність 
флуоресценції актинових фібрил у клітинах 
коренів гороху істотно збільшувалась порівняно 
з контролем С1 як після обробки насіння СК, 
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так і після бактеризації (рис. 6,А). 
У випадку квасолі подібного ефек-
ту не спостерігали: показники у 
досліді були на рівні контролю 
С1 (рис. 6,В). Також означені по-
казники майже в усіх варіантах 
досліду істотно не відрізнялися від 
контролю С2 за умов негайної дії 
холодом на насіння обох рослин 
(рис. 6). За відтермінованого холо-
дового впливу інтенсивність флу-
оресценції актинових фібрил у ко-
ренях проростків гороху порівняно 
з контролем С2 значуще збільшу-
валася у варіантах з обробкою СК, 
суспензією P. putida або сумішшю 
бактерій (рис. 6,А). За аналогіч-
них умов вирощування квасолі 
спостерігали зниження інтенсив-
ності флуоресценції у всіх варіан-
тах досліду порівняно з контро-
лем С2 (рис. 6,В). Показник площі 
флуоресценції актинових фібрил у 
клітинах коренів гороху істотно 
знижувався за дії холоду (С2 і С3 
порівняно з С1), але за резуль-
татами визначення даного показ-
ника в клітинах коренів квасолі 
аналогічного ефекту не спостеріга-
ли (рис. 7). У цілому, площа флуо-
ресценції актинових фібрил у клі-
тинах коренів гороху у варіан-

(Fig. 7). In general, the fl uorescence area of actin 
fi laments in pea root cells in the variants with 
either SA treatment or bacterization with no cold 
exposure was decreased as compared to C1 control 
(Fig. 7A). In a similar experiment with beans, this 
index was signifi cantly decreased as compared 
to C1 control under SA treatment and seed 
bacterization with a mixture of A. fl os-aquae and 
P. putida suspensions (Fig. 7B). Under both modes 
of cold exposure, the fl uorescence area of actin 
fi laments in pea root cells did not diff er from 
the corresponding values in C2 and C3 controls 
(Fig. 7A). The exceptions were the variants of 
pea seed bacterization with a mixture of bacterial 
suspensions and immediate exposure to cold, 
and pea seed treatment with SA and delayed expo-
sure to cold (Fig. 7A). In the experiments in 
beans, the fl uorescence area of actin fi laments 
was signifi cantly reduced under delayed cold 
exposure and any type of bacterization (Fig. 7B). 
An increased intensity or augmented area of actin 
fi lament fl uorescence may indicate a rise in actin 
polymerization. Thus, the observed eff ects suggest 

Рис. 6. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (А) і ква-
солі (B) на інтенсивність флюоресценції актинових фібрил клітин ко-
ренів за умов холодового стресу: позначення див. на рис. 1.

Fig. 6. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on fl uorescence intensity of actin fi laments in root cells under cold 
stress: see Fig. 1 for explanations.

тах з обробкою СК чи бактеризацією при від-
сутності холодового впливу зменшувалась порів-
няно з контролем С1 (рис. 7,А). В аналогіч-
ному варіанті досліду з квасолею значуще 
зниження даного показника порівняно з контро-
лем С1 відбувалося за умов обробки СК і бак-
теризації насіння сумішшю суспензій A. fl os-
aquae і P. putida (рис. 7,В). За обох режимів 
холодового впливу показник площі флуорес-
ценції актинових фібрил у клітинах коренів 
гороху переважно не відрізнявся від відповідних 
показників у контролях С2 і С3 (рис. 7,А). Ви-
нятком були варіанти з бактеризацією насіння 
гороху сумішшю бактеріальних суспензій і не-
гайної дії холодом та обробкою насіння гороху 
СК і відтермінованою дією холоду (рис. 7,А). 
У дослідах на квасолі значуще зниження по-
казника площі флуоресценції актинових фі-
брил відбувалося за відтермінованої дії холоду 
та будь-якого виду бактеризації (рис. 7,В). Підви-
щення інтенсивності або збільшення площі флуо-
ресценції актинових фібрил може свідчити про 
посилення полімеризації актину. Отже, встанов-
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лені ефекти дозволяють припустити 
певну позитивну роль бактериза-
ції насіння та обробки СК у збере-
женні цілісності цитоскелетних еле-
ментів клітин кореня гороху внас-
лідок відтермінованого холодового 
стресу. Таким чином, вимірювання 
інтенсивності флуоресценції актино-
вих фібрил у клітинах кореня може 
бути інформативним для оцінки 
протекторних ефектів бактеризації 
чи використання інших кріопротек-
торів. Прямі механізми позитивного 
впливу ризосферних мікроорганізмів 
на стан мембран та цитоскелетні 
структури рослинних клітин за дії 
холоду на сьогодні невідомі. Проте 
є можливим опосередкований вплив 
ризосферних бактерій на численні 
метаболічні реакції, поглинання по-
живних речовин рослинним організ-
мом, співвідношення Na+/K+ у коре-
нях, що сприяє захисту рослин від 
небажаних холодових реакцій [22]. 

Відомо, що зміни активності фер-
менту ПФО є показовими за роз-
витку індукованої прикореневими 
бактеріями системної резистентності 
до несприятливих факторів середо-
вища [24]. Окрім того, підвищення 
активності ПФО в коренях рослин 
може виступати опосередкованим 
маркером встановлення взаємовід-

a certain positive role of seed bacterization and 
SA treatment in preserving integrity of cytoske-
letal elements in pea root cells after delayed cold 
stress. Hence, measuring the fl uorescence intensity 
of actin fi laments in root cells may be informative 
in evaluating protective eff ects of bacterization 
or if using other cryoprotectants. Direct mecha-
nisms of positive eff ect of rhizospheric micro-
organisms on membrane state and cytoskeletal 
structures in plant cells under cold exposure are 
still unknown. However, an indirect eff ect of 
rhizospheric bacteria on numerous metabolic 
reactions, nutrient uptake by plant organism, and 
Na+/K+ ratio in roots is possible, thus promoting 
plant protection against undesirable cold res-
ponses [23]. 

It is known that changes in PPO activity are in-
dicative in development of systemic resistance 
induced by root bacteria to adverse environmental 
factors [25]. In addition, an increased PPO activity 
in plant roots can act as an indirect marker of 
establishing relationships in plant-microorganism 

Рис. 7. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (А) і ква-
солі (B) на площу флюоресценції актинових фібрил клітин коренів за 
умов холодового стресу: позначення див. рис. 1.

Fig. 7. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on fl uorescence area of actin fi laments in root cells under cold 
stress: see Fig. 1 for explanations.
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B

носин у системі рослина-мікроорганізм. Ре-
зультати визначення активності ферменту ПФО 
в коренях гороху і квасолі представлено на 
рис. 8А, В. За будь-якого варіанту холодового 
впливу не відбувалося значущої зміни ак-
тивності ПФО в коренях обох видів рос-
лин (порівняння контролів С1, С2 і С3), за ви-
нятком відтермінованої холодової дії на горох, 
коли спостерігалося значуще зниження актив-
ності ПФО (порівняння між С1 і С3). Також 
встановлено зниження активності ферменту 
за обробки насіння гороху СК або суспензія-
ми ціанобактерій і P. putida за відсутності холо-
дового впливу порівняно з контролем С1 (рис. 
8,А). Зниження активності ПФО в коренях го-
роху порівняно з контролем С2 відбувалося 
й за негайної дії холодом після обробки на-
сіння СК чи бактеризації A. fl os-aquae (рис. 
8,А). Значуще підвищення активності ферменту 
порівняно з контролем С3 відбувалося в основ-
ному тільки у варіанті з бактеризацією насіння 
гороху сумішшю бактеріальних суспензій та від-
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system. The results of determining the PPO 
activity in pea and bean roots are shown in Fig. 
8. Under any variant of cold exposure, there was 
no signifi cant change in PPO activity in roots 
of both plant species (comparison of C1, C2, 
and C3 controls), excepting the peas and delayed 
cold exposure, where a signifi cant decrease in 
PPO activity was observed (comparison between 
C1 and C3). A decrease in enzyme activity was 
also found when treating pea seeds with either SA 
or suspensions of cyanobacteria and P. putida 
with no cold exposure as compared to C1 control 
(Fig. 8A). The PPO activity in pea roots was also 
reduced as compared to C2 control under im-
mediate cold exposure after seed treatment with SA 
or bacterization with A. fl os-aquae (Fig. 8A). The 
enzyme activity was signifi cantly increased as 
compared to C3 control only in the variant with 
pea seed bacterization with a mixture of bacterial 
suspensions and delayed cold exposure (Fig. 8A). 
Under cold exposure in beans, the PPO activity 
either did not diff er signifi cantly as compared 

термінованого холодового впли-
ву (рис. 8А). За холодового впливу 
на квасолю активність ферменту 
ПФО істотно не відрізнялась порів-
няно з відповідним контролем С2 
чи С3 або значуще знижувалась за 
умов обробки насіння СК чи бак-
теризації окремо A. fl os-aquae і P. 
putida (рис. 8,В). Попри те, що існує 
значна кількість даних щодо функ-
ціонування ПФО в різних органах 
різних видів рослин, чіткі механіз-
ми, що регулюють активність цього 
ферменту, досі невідомі. Найчас-
тіше повідомлялося, що зниження 
активності ПФО відбувається за дії 
низьких чи високих температур, 
а її підвищення — у відповідь на 
контакт з фітопатогенами чи інши-
ми біотичними стресорами [32].

Для повнішої оцінки ефектів 
обробки СК чи бактеризації на-
сіння було проаналізовано характер 
змін досліджуваних показників у го-
роху і квасолі за різних способів хо-
лодового впливу (негайного чи від-
термінованого). Виявилося, що для 
гороху спільними ефектами оброб-
ки СК за різних умов дії холоду були 
збільшення проникності мембран і 
зниження активності ПФО. За бак-
теризації насіння гороху бактеріаль-
ними суспензіями окремих видів чи 

Рис. 8. Ефекти обробки СК та бактеризації насіння гороху (А) і ква-
солі (B) на активність ферменту поліфенолоксидази в коренях за 
умов холодового стресу: позначення див. рис. 1.

Fig. 8. Eff ects of SA treatment or bacterization of pea (А) and bean (B) 
seeds on polyphenol oxidase activity in roots under cold stress: see Fig. 
1 for explanations.
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їх сумішшю схожим чином для негайної та від-
термінованої дії холоду проявлялося зменшення 
маси коренів, а у варіанті з A. fl os-aquae — ще 
й збільшення їх довжини. Для квасолі спільни-
ми ефектами за обох варіантів дії холоду було 
зниження активності ПФО (варіант з оброб-
кою СК), зменшення площі флуоресценції акти-
нових фібрил (за бактеризації A. fl os-aquae), 
інтенсивності й площі флуоресценції актинових 
фібрил (за обробки P. putida), а за бакте-
ризації сумішшю суспензій A. fl os-aquae і P. putida 
відбувалося зниження маси пагонів. 

Привертає увагу той факт, що зміни морфо-
метричних параметрів рослин квасолі за негай-
ної і відтермінованої дії холоду були різно-
спрямованими у деяких варіантах досліду. Зок-
рема, такий ефект різноспрямованості спосте-
рігався при обробці СК чи використанні A. fl os-
aquae (за масою пагонів), за бактеризації на-
сіння P. putida (за масою коренів і пагонів). 
У випадку гороху така розбіжність в ефек-
тах негайної та відтермінованої дії холоду іс-
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to the corresponding control C2 or C3, or signi-
fi cantly decreased under seed treatment with SA 
or bacterization with A. fl os-aquae and P. putida 
(Fig. 8B). Despite the fact that many data are 
available on PPO functioning in diff erent organs 
of various plant species, the exact mechanisms 
that regulate this enzyme activity are still unknown. 
Most often, PPO activity has been reported to 
decrease when exposed to low or high tempera-
tures, and to increase in response to contact with 
phytopathogens or other biotic stressors [32].

To assess more thoroughly the eff ects of SA 
treatment or seed bacterization, we analyzed the 
character of changes in the studied parameters in 
peas and beans under diff erent ways of cold ex-
posure (immediate or delayed). It was found that 
for peas, the common eff ects of SA treatment under 
diff erent conditions of cold exposure were an in-
crease in membrane permeability and a decrease 
in PPO activity. When pea seeds were treated 
with bacterial suspensions of pure species or 
their mixture, a similar decrease in root mass was 
observed for immediate and delayed cold exposure, 
and in the variant with A. fl os-aquae, their length 
was also increased. For beans, under both cold 
exposures the common eff ects were a decrease 
in PPO activity (variant with SA treatment), re-
duction of fl uorescence area of actin fi laments 
(under A. fl os-aquae bacterization), diminished 
intensity and area of actin fi lament fl uorescence 
(under P. putida treatment), but when bacterized 
with a mixture of A. fl os-aquae and P. putida 
suspensions, there was a decrease in shoot mass.

Notably, that the changes in morphometric 
parameters of bean plants under immediate and 
delayed cold exposure were multidirectional in 
some experimental variants. In particular, this 
multidirectional eff ect was identifi ed by shoot 
mass under SA treatment or using A. fl os-aquae, 
and by root and shoot mass when treating seeds with 
P. putida. For peas, such a diff erence in the eff ects 
of immediate and delayed cold exposure was 
observed when comparing the SA treatment by 
shoot length, and bacterization with A. fl os-aquae 
by shoot mass.

The similar eff ects of seed treatment for peas 
and beans and immediate cold exposure were 
as follows: a decrease in PPO activity under SC 
treatment; a reduction of root and shoot weight 
and PPO activity under bacterization with A. fl os-
aquae; a decrease in root mass under treatment 
with P. putida; a decrease in fl uorescence area 
of actin fi laments when using a mixture of bac-
terial suspensions. In peas and beans, the delayed 
cold exposure resulted in similar changes such 

нувала під час порівняння варіантів з оброб-
кою СК за довжиною пагонів, а з бактеризацією 
A. fl os-aquae  за масою пагонів. 

Схожими ефектами обробки насіння гороху 
і квасолі та негайної дії холоду були: за об-
робки СК — зниження активності ПФО; 
за бактеризації A. fl os-aquae — зниження маси 
коренів і пагонів та активності ПФО; за бакте-
ризації P. putida — зниження маси коренів; за 
використання суміші бактеріальних суспен-
зій — зменшення площі флуоресценції актино-
вих фібрил. Відтермінований холодовий вплив 
приводив до схожих змін для гороху і ква-
солі у варіантах досліду з обробкою насіння 
СК у вигляді зниження активності ПФО, з об-
робкою A. fl os-aquae — зростання маси пагонів, 
а з обробкою P. putida — зниження проникності 
мембран. 

Отже, отримані нами дані можуть свідчити 
про перспективність використання СК та бакте-
ризації насіння бобових рослин ціанобактерія-
ми та представниками ризобактерій для змен-
шення пошкоджень, спричинених холодом. Але 
для остаточного висновку щодо використання 
A. fl os-aquae, P. putida чи їх комбінації необ-
хідно продовження дослідів із застосуванням 
ґрунтової культури у триваліших вегетативних 
та польових умовах. Також за результатами 
вимірювань тривалої динаміки фізіолого-біо-
хімічних показників росту і розвитку різних 
видів бобових рослин після бактеризації чи 
обробки СК і холодового впливу можна буде 
зробити висновки щодо можливостей від-
новлення певних функцій рослинного організ-
му по закінченню дії низьких позитивних тем-
ператур. В цілому ж, можливим механізмом 
позитивних ефектів бактеризації насіння сіль-
ськогосподарських рослин активними штама-
ми бактерій є сукупність різноманітних відпо-
відей рослинного організму на присутність 
мікроорганізмів. Адже однією зі стратегій 
покращення системи захисту рослин від стре-
сових факторів є «праймування» шляхом ви-
користання м’якого стресора, зокрема, біотич-
ного агента [11]. Присутність бактерій на по-
верхні насіння, а потім і на проростках може 
виступати фактором, що стимулює адаптивну 
відповідь шляхом ініціації багатьох сигнальних 
шляхів у рослинному організмі.

Висновки
1. Ростові реакції різних за холодостій-

кістю рослин гороху і квасолі на дію хо-
лоду мали переважно різноспрямований харак-
тер.
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2. Обробка насіння розчином СК позитивно
впливала на холодостійкість гороху у варіанті 
досліду з негайною дією холоду. Проте поперед-
ня обробка насіння суспензіями бактерій або їх 
сумішшю сприяла розвиненню холодостійкості 
квасолі у варіантах досліду з відтермінованим 
впливом холоду.

3. Бактеризація насіння переважно знижувала
проникність клітинних мембран у листках рослин 
гороху та квасолі.

4. За відтермінованого холодового впливу
у варіантах досліду з бактеризацією ціано-
бактеріями чи сумішшю двох мікроорганізмів 
активність ПФО в коренях рослин гороху збіль-
шувалася, а в коренях рослин квасолі, навпаки, 
знижувалася.

5. Інтенсивність і площа флуоресценції акти-
нових фібрил у коренях рослин гороху і квасолі 
була більш відмінною від показників у контролі 
за умов відтермінованого холодового впливу. 
Інтенсивність флуоресценції актинових фібрил 
у коренях гороху різною мірою збільшувалася у 
рослин, оброблених суспензією Pseudomonas 
putida, як за негайної дії холоду, так і у варіанті 
з відтермінованим холодовим впливом.

Автори статті висловлюють подяку Коту Юрію 
Григоровичу, к.б.н., доценту кафедри біохімії Харківсь-
кого національного університету імені В.Н. Каразіна, 
за допомогу в проведенні досліджень на конфокально-
му мікроскопі.

as: a decrease in PPO activity in experimental va-
riants with SA seed treatment, an increase in shoot 
mass when treated with A. fl os-aquae, and a decrease 
in membrane permeability under P. putida treat-
ment.

Thus, our fi ndings may show the prospects of 
the use of SA and bacterization of legume seeds 
with cyanobacteria and rhizobacteria to reduce cold 
damages. However, further experiments using soil 
culture under longer vegetative and fi eld conditions 
are needed to make a fi nal conclusion on the use of 
A. fl os-aquae, P. putida or their combination. Also, 
based on measurements of long-term dynamics 
of physiological and biochemical parameters of 
growth and development of diff erent legume 
species after bacterization or SA treatment and cold 
exposure, it will be possible to conclude whether 
certain functions of plant organism can be restored 
after exposure to low positive temperatures. In 
general, a possible mechanism of positive eff ects 
of bacterization of agricultural plant seeds with 
active bacterial strains is a combination of various 
responses of plant organism to the presence of 
microorganisms. In fact, one of the strategies for 
improving the plant protection system against 
stress factors is ‘priming’ by using a mild stressor, 
in particular, a biotic agent [13]. The presence of 
bacteria on seed surface, and then on seedlings, can 
act as a factor that stimulates an adaptive response 
by initiating many signalling pathways in plant 
organism.

Conclusions
1. Growth responses of pea and bean plants with

diff erent tolerance to cold exposure were mostly 
multidirectional.

2. Seed treatment with SA solution had a positive
eff ect on cold tolerance of peas in experiment with 
immediate cold exposure. However, pre-treatment 
of seeds with bacterial suspensions or their mixture 
promoted the development of cold tolerance of 
beans in the experimental variants with delayed 
exposure to cold.

3. Seed bacterization mostly reduced the perme-
ability of cell membranes in pea and bean leaves.

4. Under delayed cold exposure in experimental
variants with bacterization using cyanobacteria or 
a mixture of two microorganisms, PPO activity 
in pea roots increased, but in bean ones, on the 
contrary, decreased.

5. The intensity and fl uorescence area of actin
fi laments in pea and bean roots were more diff erent 
from those in the control under delayed cold 
exposure. The fl uorescence intensity of actin fi -
laments in pea roots increased to a diff erent extent 
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