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Abstract

The effect of salicylic acid (SA) and progesterone (P4) on physiological and biochemical
parameters of Kentucky bluegrass under salinity stress was assessed. A factorial
experiment was established based on a randomized complete block design with four
replications, under greenhouse conditions. The experimental treatments included four levels
of salinity (0, 2, 4 and 6 dS'm") and two plant growth regulators (P4 and SA) at six levels including
the control (1 and 10 mg-L”" P4, 1 and 3 mM SA, and 1 mg-L" P4 + 1 mM SA). The increase in salinity
impaired the quality of grass, but SA and P4 application alleviated the impacts of salinity and
ameliorated the quality of grasses under salinity. The highest electrolyte leakage was observed
under 6 dS.m™ salinity and 3 mM SA. The application of SA and P4 improved the carotenoid
content in bluegrass subjected to saline stress compared to plants not treated with growth
regulators. The highest total chlorophyll content was obtained from 2 dS-m™ salinity and
10 mg-L" P4. Leaf proline content was increased with salinity level. However, slight differences
existed between different levels of growth regulators. The SA and P4 increased proline content.
Salinity increased the concentration of malondialdehyde (MDA) in the grass from 12 to 50 %, and
growth regulators helped to reduce this concentration. Also, an increase in peroxidase activity
with 6 dS‘m” salinity was observed when SA and P4 were applied simultaneously. Overall, it
was observed that SA and P4 increased salinity tolerance through enhancing grass quality,
chlorophyll, and carotenoid content and scavenging free oxygen radicals through influencing
antioxidant enzymes.

Resumen

(P4) sobre los pardmetros fisiolégicos y bioquimicos en pasto azul de Kentucky sometido a

estrés por salinidad. Se estableci6 un experimento factorial basado en un disefio de bloques
completos al azar con cuatro repeticiones, en condiciones de invernadero. Los tratamientos
experimentales incluyeron cuatro niveles de salinidad (0, 2, 4 y 6 dS-m™) y dos reguladores de
crecimiento vegetal (P4 y AS) en seis niveles, incluyendo el control (1 y 10 mg-L" de P4, 1y 3 mM
de AS, y 1 mg-L" de P4 + 1 mM de AS). El aumento de la salinidad dafi6 la calidad del pasto, pero
la aplicacién de AS y P4 alivié los impactos de la salinidad y mejor6 la calidad del pasto. La mayor
pérdida de electrolitos se observé con 6 dS-m™ de salinidad y 3 mM de AS. La aplicacion de AS y P4
mejoro el contenido de carotenoides en pasto azul sometido a estrés salino en comparacién con
las plantas no tratadas con reguladores de crecimiento. El mayor contenido total de clorofila se
obtuvo con 2 dS-m™ de salinidad y 10 mg-L" de P4. El contenido foliar de prolina se increment6
con el nivel de salinidad; sin embargo, se presentaron pequefias diferencias entre los distintos
niveles de los reguladores de crecimiento. E1 AS y la P4 aumentaron el contenido de prolina. La
salinidad increment6 la concentracién de malondialdehido (MDA) en el pasto de un 12 a 50 %,
y los reguladores de crecimiento ayudaron a reducir dicha concentracién. También, se observo
un aumento en la actividad de la peroxidasa con 6 dS-m™” de salinidad cuando el AS y la P4 se
aplicaron simultdneamente. En general, se observé que el AS y la P4 aumentaron la tolerancia a
la salinidad al incrementar la calidad del pasto, la clorofila y el contenido de carotenoides, y al
eliminar radicales libres de oxigeno, al influir en las enzimas antioxidantes.

E 1 objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del dcido salicilico (AS) y la progesterona
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Introduction

Salinity stress is a key environmental factor limiting
plant growth and development that may entail several
other stresses like ion toxicity, osmotic stress, and
oxidative stress (Gezi, Peng, Wei, & Kang, 2013). Grasses
form a major part of green spaces in urban areas and
they cannot be replaced by other plant species in most
cases because of their high tolerance for heavy traffic
(Torgeon, 2008). Kentucky bluegrass (Poa pratensis L.) is
one of the most widely used grasses in landscaping,
due to its beauty, resistance and stability, especially
in regions with cold and wet climates (Bushman,
Amundsen, Warnke, Robins, & Johnson, 2016).

Salinity stress is a major limiting factor in the grass
industry as it deteriorates grass quality, so it is a key
concern in grass protection. Therefore, extensive
research has focused on growth regulators that can
alleviate stress damages in order to generate resistance.
Among these compounds, salicylic acid (SA) is a plant
growth regulator belonging to the family of phenols.
SA plays an essential role in plant growth, respiration,
and resistance to pathogens (Janda, Hidog, Szalai,
Kovacs, & Janda, 2012). It has been documented that
SA improves the growth of plants exposed to chilling,
high temperature, salinity, osmotic stress, ozone or
ultraviolet stresses, drought, or herbicides (Belkhadi et
al., 2010). As well, SA may induce plant tolerance to
different stresses through signaling molecules (Loutfy,
El-Tayeb, Hassanen, Sakuma, & Inouhe, 2012).

Plants and animals contain many steroid compounds
that act as signaling molecules during complicated
growth and development processes (Erdal, Genisel,
Turk, & Gorcek, 2012). Mammal sex hormones (MSHs),
including progesterone (P4), estrogen, and testosterone,
form another group of steroids. These hormones have
key roles in controlling development and propagation
process as well as mineral and protein metabolism in
mammals (Erdal & Dumlupinar, 2010; 2011). Steroid
sex hormones, such as P4, estrone, -estradiol, and
testosterone, stimulate growth, development, callus
development, cell division, root and stem elongation,
and pollination in plants and have desirable effects
on coping with salinity stress (Genisel, Turk, & Erdal,
2013; Metwally, Awad, Abou-Leila, Tayeb, & Habba, 2015;
Rojek, Pawetko, Kapusta, Naczk, & Bohdanowicz, 2015).

An interesting impact of MSH is its ability to improve
plant resistance to various abiotic stresses (Erdal et
al., 2012). Erdal and Dumlupinar (2011) reported that
MSH treatment significantly alleviated the negative
impacts of salinity stress by stimulating the activity
of antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase
(SOD), peroxidase and catalase, and increasing proline
content. In another study, it has been revealed that MSH
treatment induced antioxidant systems and synthesis

Introduccién

El estrés por salinidad es un factor ambiental
determinante que limita el crecimiento y el desarrollo
de las plantas, y que puede ocasionar otros factores de
estrés como la toxicidad idnica, el estrés osmotico
y el estrés oxidativo (Gezi, Peng, Wei, & Kang, 2013).
Los pastos constituyen una parte importante de los
espacios verdes en las zonas urbanas y, en la mayoria de
los casos, no pueden ser sustituidos por otras especies
vegetales debido a su alta tolerancia al trdnsito pesado
(Torgeon, 2008). El pasto azul de Kentucky (Poa pratensis
L.) es uno de los mds utilizados en los paisajes, debido
a su belleza, resistencia y estabilidad, especialmente
en regiones con climas frios y htimedos (Bushman,
Amundsen, Warnke, Robins, & Johnson, 2016).

El estrés salino es un factor importante que limita a
la industria de los pastos y deteriora su calidad, por lo
que es una preocupacién clave en la proteccién de los
pastos. Por ello, las investigaciones exhaustivas se han
centrado en reguladores de crecimiento que puedan
aliviar los dafios por estrés con el fin de generar
resistencia. Entre estos compuestos, el dcido salicilico
(AS) es un regulador del crecimiento vegetal que
pertenece a la familia de los fenoles, y juega un papel
esencial en el crecimiento de las plantas, la respiracién
y la resistencia a los patégenos (Janda, Hidog, Szalai,
Kovacs & Janda, 2012). Se ha documentado que el AS
mejora el crecimiento de las plantas expuestas al frio,
a altas temperaturas, a la salinidad, al estrés osmético,
al estrés por ozono o ultravioleta, a la sequia o a los
herbicidas (Belkhadi et al., 2010). Asimismo, el AS puede
inducir tolerancia en planta a diferentes tensiones a
través de moléculas de senalizacién (Loutfy, El-Tayeb,
Hassanen, Sakuma, & Inouhe, 2012).

Las plantas y los animales contienen muchos
esteroides que actian como moléculas de senalizacion
durante procesos complicados de crecimiento y
desarrollo (Erdal, Genisel, Turk, & Gorcek, 2012). Las
hormonas sexuales de mamiferos (HSM), incluyendo
la progesterona (P4), el estrégeno y la testosterona,
constituyen otro grupo de esteroides. Estas hormonas
tienen roles trascendentales en el proceso de desarrollo
y la propagacién, asi como en el metabolismo de
minerales y proteinas de los mamiferos (Erdal &
Dumlupinar, 2010; 2011). Las hormonas esteroideas
sexuales, como la P4, la estrona, el p-estradiol y la
testosterona, estimulan el crecimiento, el desarrollo,
la division celular, el alargamiento de raices y tallos, y la
polinizacién en las plantas, y tienen efectos deseables
para hacer frente al estrés salino (Genisel, Turk, & Erdal,
2013; Metwally, Awad, Abou-Leila, Tayeb, & Habba, 2015;
Rojek, Pawelko, Kapusta, Naczk, & Bohdanowicz, 2015).

Una funcién interesante de las HSM es su capacidad
para mejorar la resistencia de las plantas a diversas
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reactions and reduced reactive oxygen species (ROS) in
wheat seedlings (Erdal & Dumlupinar, 2011).

Given the special role of Kentucky bluegrass in
landscapes and the positive impact of SA and
progesterone (P4) on salt stress damages in most
experimental works, the present study aimed to
evaluate the effect of SA and P4 on physiological and
biochemical parameters in Kentucky bluegrass under
salinity stress.

Materials and methods

The experiment was carried out in a greenhouse
(average day/night temperature of 25 °C, photoperiod
of 16 h, photosynthetically active radiation of
1,470 * 11 pmol-m™s™; relative humidity of 50 %) in
Chaharbagh, Karaj, Iran. For this, a factorial experiment
was established based on a randomized complete block
design with four replications. The treatments included
salinity at four levels (0, 2, 4, or 6 dS-m™) and two plant
growth regulators (P4 and SA) at six levels (control,
1 mg-L! P4, 10 mg-L" P4, 1 mM SA, 3 mM SA, and
1 mg-L" P4 + 1 mM SA). The SA was obtained from
Merck Group, Germany, and the P4 treatments were
applied on the basis of 4-pregnene-3, 20-dione (Sigma-
Aldrich Corp., USA).

Kentucky bluegrass seeds were obtained from the
Iran Bazr Company and were sown in 25 x 35 cm
plastic pots. The substrate was a mixture of 49 % sand,
12 % clay, and 39 % silt. The electrical conductivity
(EC) in control treatment (conventional water) was
1,200 pS-cm™. Two months after sowing and irrigation
with conventional water, salinity was applied in a
40-day period. SA and P4 treatments were applied in
three phases (two weeks before salt stress initiation,
two weeks after stress initiation, and four weeks after
stress initiation).

Among the variables evaluated, the quality of the
grass was determined considering its color, density
and texture by means of the chlorophyll content and
electrolyte leakage (EL). Total chlorophyll content
and leaf carotenoids were measured using
the methodology proposed by Arnof (1946) and the
following equations:

[1000A,,.,5,~1.82C, -85.02C,|
I‘=

ca 198

Total chlorophyll content = 2.20 x A,,,—8.02 x A, + V/100W
where V is the volume of infiltrated solution
(supernatant taken from centrifuge), A is the

absorption at 663, 645 and 470 nm and W is
the sample fresh weight (g). Absorption rate was
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tensiones abidticas (Erdal et al., 2012). Erdal y
Dumlupinar (2011) informaron que el tratamiento con
HSM alivi6 significativamente los impactos negativos
del estrés salino al estimular la actividad de enzimas
antioxidantes, como la superéxido dismutasa (SOD),
peroxidasa y catalasa, y al aumentar el contenido de
prolina. En otro estudio, se revelé que el tratamiento
con HSM indujo sistemas antioxidantes y reacciones
de sintesis, y redujo las especies reactivas de oxigeno
(EOR) en pldntulas de trigo (Erdal & Dumlupinar, 2011).

Dada la funcién especial del pasto azul de Kentucky en
los paisajes y el impacto positivo del AS y la P4 en los
danos por estrés salino en la mayoria de los trabajos
experimentales, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto del AS y la P4 sobre los pardmetros
fisiolégicos y bioquimicos en pasto azul de Kentucky
sometido a estrés por salinidad.

Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en un invernadero
(temperatura media diajnoche de 25 °C, fotoperiodo
de 16 h, radiacién fotosintéticamente activa de
1,470 + 11 pmol-m™s”; humedad relativa de 50 %,
ubicado en Chaharbagh, Karaj, Irdn. Para ello, se
establecié un experimento factorial, basadoenundisefio
de bloques completos al azar con cuatro repeticiones.
Los tratamientos fueron salinidad en cuatro niveles
(0, 2, 4, y 6 dS-m™) y dos reguladores del crecimiento
vegetal (P4 y AS) en seis niveles (control, 1 mg-L" de P4,
10 mg-L" de P4, 1 mM de AS, 3 mM de AS y 1 mg-L"’
de P4 + 1 mM de AS). El AS se obtuvo de Merck Group,
Alemania, y los tratamientos con P4 se aplicaron
sobre la base de pregnano-4-diona-3,20 (Sigma-Aldrich
Corp., EUA).

Las semillas del pasto azul de Kentucky se obtuvieron
de Iran Bazr Company y se sembraron en macetas de
pldstico de 25 x 35 cm. El sustrato fue una mezcla
de 49 % de arena, 12 % de arcilla y 39 % de limo. La
conductividad eléctrica (CE) en el tratamiento control
(agua convencional) fue de 1,200 uS-cm”. Dos meses
después de la siembra y con riegos convencionales, se
aplicaron los tratamientos de salinidad en un periodo
de 40 dias. Por su parte, los tratamientos con AS y P4 se
aplicaron en tres fases (dos semanas antes de iniciar el
estrés salino, dos semanas después de iniciar el estrés y
cuatro semanas después del inicio del estrés).

Dentro de las variables evaluadas se determin la calidad
del pasto considerando su color, densidad y textura
mediante el contenido de clorofila, asi como la pérdida
de electrolitos (PE). El contenido total de clorofila y los
carotenoides foliares (Car) se determinaron a partir de la
metodologia propuesta por Arnof (1946) para muestras
frescas y con ayuda de las siguientes ecuaciones:



Salinity response of Kentucky...

recorded by microplate-reader (ELX808, Bio Tek, US) at
663, 645, 470, and 520 nm.

The proline content (uM-g' fresh weight) of plant
samples was estimated by Bates, Waldren, and Teare
(1973)’s method using a spectrophotometer (Z-2000,
Hitachi Ltd., Japan) at 520 nm.

Proline = 36.749x - 2.2821

Malondialdehyde (MDA) was measured by the
procedure described by Huang and Xu (2008) using a
plate reader. Ascorbate peroxides (APX) enzyme activity
was measured by formazan synthesis using Mittler and
Zilinskas (1993)’s procedure with slight modifications,
in which the capability of APX to suppress pertaining
ascorbate was determined through reducing nitro blue
tetrazolium (NBT) in the presence of hydrogen peroxide
(H,0,). To measure superoxide dismutase enzyme, the
method described by Beauchamp and Fridovich (1970)
was used with some modifications.

All variables were analyzed every week for seven weeks
and the results obtained were subjected to an analysis
of variance and Fisher’s least significant difference test
(P <0.05).

Results and discussion
Color and apparent quality of grass

Analysis of variance showed that the simple and
interaction effects of salinity stress and plant growth
regulators (PGRs) were significant on color and
apparent quality of grass at all measurement times
(Table 1). Under the influence of both salinity and PGRs,
the apparent quality was lost over time (Table 2). Means

_ [10004,,, ,5,-1.82C,-85.02C,
' 198

Ca

Contenido total de clorofila = 2.20 x A,,,—8.02 X A, + V/100W

donde V es el volumen de la solucién infiltrada
(sobrenadante tomado de la centrifuga), A es la
absorcién a 663, 645 y 470 nm y W es el peso fresco de
la muestra (g). La tasa de absorcién se registré con un
lector de microplacas (ELX808, BioTek, EUA) a 663, 645,
470y 520 nm.

El contenido de prolina (uM-g" de peso fresco) de las
muestras de plantas se estim6 por el método de Bates,
Waldren, y Teare (1973), usando un espectrofotémetro
(Z-2000, Hitachi Ltd., Jap6n) a 520 nm.

Prolina = 36.749x - 2.2821

El malondialdehido (MDA) se determiné con el
procedimiento descrito por Huang y Xu (2008),
utilizando un lector de placa. La actividad enzimadtica
de la ascorbato peroxidasa (APX) se estimé mediante
la sintesis de formazdn descrita por Mittler y Zilinskas
(1993), con ligeras modificaciones; en la cual se
determiné la capacidad de la APX para suprimir el
ascorbato correspondiente mediante reduccién de
nitroazul de tetrazolio (NBT) en presencia de peréxido
de hidrégeno (H,O,). Finalmente, para cuantificar
la enzima superéxido dismutasa (SOD) se utilizd el
método descrito por Beauchamp y Fridovich (1970),
con algunas modificaciones.

Todas las variables se analizaron cada semana durante
siete semanas y los resultados obtenidos se sometieron
a un andlisis de varianza y a una prueba de diferencias
minimas significativas de Fisher (P < 0.05).

Table 1. Analysis of variance of the apparent quality of Kentucky bluegrass.
Cuadro 1. Andlisis de varianza de la calidad aparente del pasto azul de Kentucky.

.. 1 Week/Semana
Sources of variation/ DF "/
Fuentes de variacién GL' 1 2 3 4 5 6 7
Replication /Réplica 3 0.40" 0.19 ns 0.09 ns 0.17 ns 0.53 ns 0.21 ns 0.26 ns
Salinity (A)/Salinidad (A) 3 5.90** 15.36** 24.79* 34.69*  48.36* 76.96**  100.39**
PGRs (B)/RCV (B) 5 0.34* 1.97** 2.92% 3.95** 3.34* 1.97** 1.99%*
AB 15 0.30* 0.49** 0.59"* 0.94** 0.74"* 145 0.39**
Error 69 0.14 0.11 0.16 0.17 0.25 0.20 0.16
Coefficient of 455 419 5.25 5.63 7.16 7.01 6.59

variation (%) /
Coeficiente de variacion (%)

'DF = degrees of freedom; *: significant at P < 0.05; **: significant at P < 0.01; ns: non-significant.

'GL = grados de libertad; * = significativo a P < 0.05; ** = significativo a P < 0.01; ns = no significativo.
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comparison revealed that the apparent quality was
the highest in weeks two and seven at interaction of
control treatment of salinity (i.e. without salinity) with
every level of PGRs treatment, while it was the lowest at
6 dS-m™ salinity and no PGR application.

The negative effect of salinity on grass quality showed
through the loss of leaf chlorophyll content as reported
in other research (Borowski, 2018; Uddin & Juraimi,
2013). The positive effect of simultaneous use of P4 and
SA was evident in different weeks. When these growth
regulators were applied concurrently, the apparent
quality of grass was reduced with a gentler slope
(Table 2). The increase in leaf color and greenness can be
attributed to the increased density of leaf mesophyll
cells and higher chlorophyll content arising from the
application of SA + P4. In another study, SA application

Resultados y discusion
Color y calidad aparente del pasto

El andlisis de varianza mostrd que los efectos simples
y de interaccién, del estrés salino y los reguladores
del crecimiento vegetal (RCV), fueron significativos
en el color y la calidad aparente del pasto en todos los
momentos de medicién (Cuadro 1). Bajo la influencia
tanto de la salinidad como de los RCV, la calidad
aparente se perdié con el tiempo (Cuadro 2). lLa
comparacién de medias revel6 que la calidad aparente
alcanzé su mdximo en las semanas dos y siete, bajo
la interaccién del tratamiento de salinidad control (es
decir, sin salinidad) con todos los niveles de tratamiento
de los RCV, y su minimo fue con la salinidad de 6 dS-m™
y sin aplicacién de RCV.

Table 2. Means comparison for the interaction effect of salinity and plant growth regulators (PGRs) on apparent

quality of grass.

Cuadro 2. Comparacion de medias del efecto de la intereaccion de la salinidad y los reguladores de crecimiento
vegetal (RCV) sobre la calidad aparente del pasto.

ini Week /Semana
:;11111“1‘;13’ . PGRs/RCV - - - j - - -
Control/ Control (no PGRs)/ 9a* 9a 9a 9a 9a 9a 9a
Testigo Testigo (sin RCV)
1 mgL"' P4' 8.75 ab 9a 9a 9a 9a 9a 9a
10 mg-L" P4 9a 9a 9a 9a 9a 9a 9a
1 mM SA/1 mM AS 9a 9a 9a 9a 9a 9a 9a
3 mM SA/3 mM AS 9a 9a 9a 9a 9a 9a 9a
P4 + SA/P4 + AS 9a 9a 9a 9a 9a 9a 9a
2 dSm* Control (no PGRs)/ 8 cd 7e 6.75 e-g 6f 6 b-e 5 ef 5c¢
Testigo (sin RCV)
1 mgL" P4 8.50 a-c 7.75 bc 7.75 bc 7 c-e 6 d-f 5 ef 5c¢
10 mgL" P4 8 cd 7.50 cd 7.25 c-e 7.25 cd 7b 6 bc 6b
1 mM SA/1 mM AS 8.50 a-c 8b 8b 8b 7b 6 bc 6b
3 mM SA/3 mM AS 8.25 bc 7.75 bc 7.75 bc 6.75 de 6.25 c-e 5.75 cd 575b
P4 +SA 8.50 a-c 8b 8b 7.25 cd 7b 6 bc 6b
4 dS'-m’ Control (no PGRs)/ 8cd 7e 6 hi 525¢g 5gh 475 fg 4.50 cd
Testigo (sin RCV)
1 mglL" P4 8 cd 7.25 de 7 d-f 6.50 ef 6.25 c-e 5.50 c-e 5¢
10 mg-L" P4 8.25 bc 7.50 cd 7.50 b-d 7 c-e 7b 6.50 b 575b
1 mM SA/1 mM AS 7.50 de 7e 7 d-f 6.50 ef 6 d-f 5.50 c-e 5¢
3 mM SA/3 mM AS 8cd 7b 7.50 b-d 7 c-e 6.75 bc 6 bc 575b
P4+ SA/P4 + AS 8.25 bc 7b 8Db 7.50 bc 6.75 bc 5.75 cd 575b
6 dSm’” Control (no PGRs)/ 7 e 6f 5.501 5¢g 450 h 425¢g 350e
Testigo (sin RCV)
1 mgL" P4 8 cd 7e 6.25gh 6f 5.75 ef 5.25 e-f 4.25d
10 mgL" P4 8 cd 7.50 cd 7.25 c-e 7 c-e 6.50b-d  5.50c-e 5c¢
1 mM SA/1 mM AS 8cd 7e 6.50 fh 6f 5.50 fg 475 fg 4 de
3mM SA/3 mM AS 8cd 7.75 bc 7 d-f 7 c-e 6.25 c-e 5.25d-f 4.50 cd
P4 + SA/P4 + AS 8 cd 8b 7.25 c-e 7 c-e 6.50 b-d 5.50 c-e 4.50 cd

'P4 = progesterone; SA = salicylic acid. "Means with the same letter within each column do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

'P4 = progesterona; AS = dcido salicilico. “Medias con la misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).
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could partially alleviate the negative effects of salinity
on the apparent quality of grass (Kurepin et al., 2017).
It has been reported that exogenous SA application may
influence a range of different processes in plants, such
as photosynthesis and growth rate; in addition, it may
improve nutrient uptake under salinity conditions,
and this may increase growth (Arghavani, Savadkoohi,
& Mortazavi, 2017). On the other hand, Beiraghdar,
Yazdanpoor, Naderi, & Zakerin (2014) state that it is
possible that SA increases the chlorophyll content in
leaves that are at the beginning of senescence.

Electrolyte leakage

EL was significantly influenced by both simple
and interaction effects of salinity and PGRs (Table 3).
According to the results of means comparison, the
highest EL was observed in the treatment with
6 dS-m™ salinity and 3 mM SA, while the lowest EL was
obtained with the control salinity treatment and 10
mg-L" P4, as well as with the control salinity treatment
and the combination of both PGRs (Figure 1). These
results coincide with those reported by Lu et al. (2017)
and Zhang, Wu, Ervin, Shang, & Harich (2018). In salt
stress conditions, the synthesis of free oxygen radicals,
which causes the peroxidation of membrane fatty acids
and the replacement of Na" with Ca*" in cell membrane,
increases membrane permeability and reduces its
stability, so EL is increased. It is likely that SA and
P4, which act as signaling molecules, improve plants’
antioxidant defensive capacity against the damages of

El efecto negativo de la salinidad sobre la calidad del
pasto se mostré a través de la pérdida del contenido
de clorofila en hojas, como se ha informado en otras
investigaciones (Borowski, 2018; Uddin & Juraimi,
2013). El efecto positivo del uso simultdneo de P4y AS fue
evidente entodaslas semanas. Cuando estos reguladores
de crecimiento se aplicaron simultdneamente, la calidad
aparente del pasto se redujo con una pendiente mds
sutil (Cuadro 2). El1 aumento del color y verdor de las
hojas puede atribuirse al incremento de densidad de
células mesofilicas de las hojas y al mayor contenido
de clorofila derivado de la aplicacién de AS + P4. En
otro estudio, la aplicacién de AS alivié parcialmente
los efectos negativos de la salinidad sobre la calidad
aparente del pasto (Kurepin et al., 2017).

Se ha informado que la aplicacién exdégena de AS puede
influir en un conjunto de procesos diferentes en las
plantas, como la fotosintesis y la tasa de crecimiento;
ademads, puede mejorar la absorcién de nutrientes bajo
condiciones de salinidad, y esto puede incrementar
el crecimiento (Arghavani, Savadkoohi, & Mortazavi,
2017). Por otro lado, Beiraghdar, Yazdanpoor, Naderi,
y Zakerin (2014) mencionan que es posible que el AS
aumente el contenido de clorofila en las hojas que
estdn en el inicio de la senescencia.

Pérdida de electrolitos

La PE fue influenciada significativamente por los
efectos tanto simples como de interacciéon de la

Table 3. Analysis of variance of the studied physiological traits of Kentucky bluegrass.
Cuadro 3. Andlisis de varianza de las caracteristicas fisiol6gicas estudiadas en pasto azul de Kentucky.

Sources of Electrolyte Leaf Total
.. 1 . .
variations/ DF 1/ lfealfage / carotenqld / chloropl}yll/ Prohpe / MDA SOD APX
Fuentes de GL Pérdida de Carotenoides Clorofila Prolina
variacion electrolitos foliares total
Replication/ 3 3.61ns 0.004 ns 0.140 ns 2744 ns 11.99 ns 2.82 ns 0.53 ns
Réplica
Salinity (A)/ 3 4011.84™ 0.241** 2.736** 13146.94™  1895.06*  98.06** 145.9**
Salinidad (A)
PGRs (B)/ 5 60.91** 0.007ns 0.156* 464.43"" 178.01** 30.81* 491"
RCV (B)
AB 15 14.43™ 0.010* 0.123* 860.01** 51.91* 36.49** 9.29*
Error 69 1.59 0.005 0.066 86.43 28.07 1.75 045
Coefficient 3.17 17.03 15.08 11.12 11.18 14.66 11.83
of variation
(%) /
Coeficiente

de variacién
(%)

'DF = degrees of freedom; MDA = malondialdehyde; SOD = superoxide dismutase; APX = ascorbate peroxidase. * = significant at P < 0.05; ** = significant at P < 0.01;

ns: non-significant.

'GL = grados de libertad; MDA = malondialdehido; SOD = superéxido dismutasa; APX = ascorbato peroxidasa. * = significativa a P < 0.05; ** = significativa a P < 0.01;

ns = no significativa.
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Figure 1. Means comparison for the interaction effect of salinity and plant growth regulators on electrolyte
leakage. P4 = progesterone; SA = salicylic acid. “Means with the same letter between salinity treatments

do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 1. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre la pérdida de electrolitos. P4 = progesterona; AS = dcido salicilico. “Medias con la misma
letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).

ROS, thereby increasing membrane stability and reducing
EL (Ahemad & Kibert, 2014). The slight or no effect of
PGRs on EL under 6 dS-m” salinity maybe attributed to
the very high rate of EL under this concentration.

Leaf carotenoids

Analysis of variance revealed that the simple effect
of salinity and its interaction with PGRs induced
significant differences in leaf carotenoid content
(Table 3). The mean comparison data for the interaction
of salinity x PGRs indicated that the treatment with
6 dS-m" salinity with no PGRs caused the lowest
leaf carotenoid content and treatment without
salinity x SA + P4 caused the highest mean leaf
carotenoid content. SA and P4 application to grasses
exposed to salinity significantly increased carotenoid
content compared to plants not treated with these
regulators (Figure 2). Taibi et al. (2016) reported that
salinity reduced carotenoid content by 20 %. As well,
Idrees, Khan, Aftab, Naeem, and Hashmi (2010) note
that the application of growth regulators increases
plant pigments both under stressful and normal
conditions. According to Chaparzadeh and Hosseinzad-
Behboud (2015), SA application under salinity stress
increased leaf carotenoid.

Total chlorophyll

Total chlorophyll content was significantly influenced
by the simple and interaction effects of salinity and
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salinidad y los RCV (Cuadro 3). De acuerdo con los
resultados de la comparacién de medias, la mayor PE
se observo en el tratamiento con 6 dS-m™ de salinidad
y 3 mM de AS, mientras que la menor PE se obtuvo
con el tratamiento de salinidad control y 10 mg-L" de
P4, asi como con el tratamiento de salinidad control
y la combinacién de ambos RCV (Figura 1). Estos
resultados coinciden con los reportados por Lu et al.
(2017) y Zhang, Wu, Ervin, Shang, y Harich (2018) en
pastos y otras especies vegetales. En condiciones de
estrés salino, la sintesis de radicales libres de oxigeno,
que provoca la peroxidaciéon de los dcidos grasos de
la membrana y la sustitucién del Na+ por Ca* en la
membrana celular, incrementa la permeabilidad de la
membrana y reduce su estabilidad, por lo que aumenta
la PE. Es probable que el AS y la P4, que acttian como
moléculas de seifalizacién, mejoren la capacidad
defensiva antioxidante de las plantas contra los dafios
de las EOR, lo que incrementa la estabilidad de la
membrana y reduce la PE (Ahemad & Kibert, 2014). El
leve o nulo efecto de los RCV sobre la PE bajo 6 dS-m™
de salinidad puede atribuirse a que la tasa de pérdida
fue demasiado alta.

Carotenoides foliares

El andlisis de varianza revelé que el efecto simple
de la salinidad y su interaccién con los RCV
indujo diferencias significativas en el contenido
de carotenoides foliares (Cuadro 3). Los datos de
la comparacién de medias de la interaccién
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PGRs (Table 3). Means comparison revealed that the
highest and lowest total chlorophyll contents were
observed in plants treated with 2 dS-m™ salinity and
10 mg-L" P4 and those treated with 6 dS-m™ salinity
and no growth regulators, respectively (Figure 3),
although they did not significantly differ from other
treatments. In general, salinity stress reduced total
chlorophyll content. The loss of photosynthetic
pigments in plants under salinity stress might mainly
be associated with the degradation of chloroplast
structure and photosynthesis system, photooxidation
of chlorophylls and their reaction with oxygen
radicals, the destruction of chlorophyll synthesis
precursors, the inhibition of biosynthesis of new
chlorophylls, the activation of chlorophyll oxidizing
enzymes (like chlorophyllase), and hormone disorders
(Grzeszczuk, Salachna, & Meller, 2018; Stepien & Klobus,
2006; Taiz & Zeiger, 2009). However, the accumulation
of Na* and CI' in leaves under salinity stress has some
negative impact on chlorophyll content (Stepien &
Klobus, 2006). Arghavani et al. (2017) reported that
SA application improved total chlorophyll content
under salinity and this effect was most evident at
80 mM salinity.

a-ca-c @P 4 ga-c

0.5 4

0.4 -

0.2 -+

0.1

Caroteniod (ug-g™" of FW) / Caroteniodes (ug-g”' de PF)

2 dS'm-

Control / Testigo

salinidad x RCV indicaron que el tratamiento con
6 dS-m™ de salinidad y sin RCV causé6 el menor contenido
de carotenoides foliares, y el tratamiento sin salinidad y
con AS +P4 presenté el mayor contenido de carotenoides
foliares. La aplicacién de AS y P4 en pastos expuestos a
salinidad incrementé significativamente el contenido
de carotenoides en comparacién con las plantas no
tratadas con estos reguladores (Figura 2). Taibi et al.
(2016) mencionan que la salinidad reduce el contenido
de carotenoides en 20 %. Asimismo, Idrees, Khan, Aftab,
Naeem, y Hashmi (2010) sefialan que la aplicacién de
reguladores de crecimiento incrementa los pigmentos
de las plantas, tanto bajo condiciones estresantes como
normales. De acuerdo con Chaparzadeh y Hosseinzad-
Behboud (2015), la aplicacién de AS bajo estrés por
salinidad incrementa los carotenoides foliares.

Clorofila total

El contenido total de clorofila fue influenciado
significativamente por los efectos simples y de
interaccién de la salinidad y de los RCV (Cuadro 3).
La comparacién de medias revel6 que el contenido
total de clorofila mds alto y mds bajo se observo

M Control / Testigo
m1mgL'P4

m 10 mg-L" P4
m1mMSA/1mMAS
E3mMSA/3mMAS

B1mgL'P4+1mMSA/
1 mg-L"P4+1 mMAS

f g i f-j

h-j

4 4S-m- 6 dS-m-

Figure 2. Means comparison for the interaction effect of salinity and plant growth regulators on leaf carotenoids.
P4 = progesterone; SA = salicylic acid; FW = fresh weight. “Means with the same letter between salinity
treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 2. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre los carotenoides foliares. P4 = progesterona; AS = dcido salicilico; PF = peso fresco. “‘Medias
con la misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).
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Figure 3. Means comparison for the interaction effect of salinity and plant growth regulators on total chlorophyll.
P4 = progesterone; SA = salicylic acid; DM = dry matter. “Means with the same letter between salinity
treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 3. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre la clorofila total. P4 = progesterona; AS = dcido salicilico; MS = materia seca. “‘Medias con
la misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).

Proline

Analysis of variance showed a highly significant effect
in the simple and interaction treatments of salinity and
PGRs on proline content (Table 3). Means comparison
implied that 6 dS-m™ salinity and SA + P4 application
resulted in the highest proline content and no salinity
stress (control) and SA + P4 application resulted in the
lowest one (Figure 4). Leaf proline content was increased
with salinity level; however, slight differences existed
between different levels of PGRs. The increase in
proline level under stress is related to the fact that
proline is a compatible osmolyte that scavenges free
oxygen synthesized during environmental stress
and protects macromolecules (Rahdari, Tavakoli,
& Hosseini, 2012). The results of the present study
showed that at high salinity levels, simultaneous
application of SA and P4 was most effective in proline
content, which is in agreement with other research
(Abdul-Qados, 2015; Agamy, Hafez, & Taha, 2013). The
impact of PGRs on proline accumulation may increase
proline metabolism. It has been observed that under
salinity conditions, there is an increase in the activity of
proline biosynthetic enzymes, pyrrholine-5-carboxylate
reductase, and gamma-glutamyl kinase, resulting in
high proline content (Misra, Misra, & Singh, 2010).

Malondialdehyde

According to the results of the analysis of variance,
the simple effect of salinity and PGRs, as well as
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en las plantas tratadas con 2 dS-m" de salinidad y
10 mg-L’ de P4, y en aquellas tratadas con
6 dS-m™ de salinidad y sin reguladores de crecimiento,
respectivamente (Figura 3), aunque no difirieron
significativamente de otros tratamientos. En general,
el estrés salino redujo el contenido total de clorofila.
La pérdida de pigmentos fotosintéticos en plantas
con estrés por salinidad podria estar asociada,
principalmente, con la degradacién de la estructura
del cloroplasto y del sistema de fotosintesis, la foto-
oxidacién de las clorofilas y su reaccién con radicales
de oxigeno, la destruccién de precursores de la
sintesis de clorofila, la inhibicién de la biosintesis de
nuevas clorofilas, la activacién de enzimas oxidantes
de la clorofila (como la clorofilasa) y los trastornos
hormonales (Grzeszczuk, Salachna, & Meller, 2018;
Stepien & Klobus, 2006; Taiz & Zeiger, 2009). No
obstante, la acumulacién de Na" y CI en las hojas
bajo estrés salino tiene algin impacto negativo en
el contenido de clorofila (Stepien & Klobus, 2006).
Arghavani et al. (2017) mencionan que la aplicacién
de AS mejora el contenido total de clorofila bajo
salinidad, y este efecto fue mds evidente con
80 mM de salinidad.

Prolina

El andlisis de varianza mostré un efecto altamente
significativo entre los tratamientos simples y de
interaccién de la salinidad y los RCV sobre el contenido
de prolina (Cuadro 3). La comparacién de medias
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Figure 4. Means comparison for the interaction effect of salinity stress and plant growth regulators on proline.
P4 = progesterone; SA = salicylic acid; DM = dry matter. “‘Means with the same letter between salinity
treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 4. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre la prolina. P4 = progesterona; AS = dcido salicilico; MS = materia seca. “Medias con la
misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).

their interaction, had a significant effect on MDA
(Table 3). The highest MDA was obtained from 6 dS-m™
salinity and no PGR application and the lowest MDA
was related to no salinity (control) and simultaneous
application of SA and P4. Different levels of salinity
stress increased MDA by 12-50 % (Figure 5). Li et al.
(2014) reported a 13-45 % increase in MDA with the
increase in salinity. As well, the results showed that
PGRs reduced the MDA of grasses exposed to salinity
(Figure 5); in other words, PGRs alleviated the damage
caused by salinity in the cells, which may arise from
the reduction of destructive effects of free radicals by
SA. These results are consistent with those reported
by Wang, Yang, Zhang, and Li (2009). At all salinity
stress levels, MDA content was lower with 10 mM P4
than with 1 mM P4, indicating the desirable effect of P4
on reducing the destructive effects of salt stress (Figure
5). It seems that P4 hinders fat oxidation by scavenging
free radicals, thereby inhibiting the increase in MDA.
Erdal et al. (2012) showed that P4 application under
salinity conditions reduced MDA content in beans.

Superoxide dismutase

Analysis of variance showed that the simple and
interaction effects of salinity and PGRs were significant
for SOD activity (Table 3). The highest SOD activity
(15.14 mg-DM" protein on a dry basis) was obtained
from plants exposed to 4 dS-m” salinity and 1 mg-L" P4
and the lowest SOD activity was related to the exposure

sugirié que la salinidad a 6 dS‘m™ y AS + P4 resulté
en el contenido mds alto de prolina, mientras que
el nulo estrés por salinidad (testigo) y la aplicacién
de AS + P4 resulté en el contenido mds bajo
(Figura 4). El contenido de prolina foliar incrementé
con el nivel de salinidad; sin embargo, existieron
diferencias leves entre los diferentes niveles de RCV.
El incremento en el nivel de prolina bajo estrés por
salinidad estd relacionado con que la prolina es un
osmolito compatible que elimina el oxigeno libre
sintetizado durante el estrés ambiental y protege las
macromoléculas (Rahdari, Tavakoli, & Hosseini, 2012).
Los resultados del presente trabajo mostraron que con
altos miveles de salinidad, la aplicacién simultdnea
de AS y P4 fue la mds efectiva en el contenido de
prolina, lo cual coincide con otras investigaciones
(Abdul-Qados, 2015; Agamy, Hafez, & Taha, 2013). El
impacto de los RCV sobre la acumulacién de prolina
puede aumentar el metabolismo de la prolina. Se ha
observado que bajo condiciones de salinidad existe un
aumento en la actividad de las enzimas biosintéticas
de prolina, pirrolina5-carboxilato reductasa y gamma-
glutamil quinasa, lo que resulta en un alto contenido
de prolina (Misra, Misra, & Singh, 2010).

Malondialdehido
De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza,

el efecto simple de la salinidad y los RCV, asi como su
interaccién, tuvieron un efecto significativo sobre el
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5. Means comparison for the interaction effect of salinity stress and plant growth regulators on

malondialdehyde. P4 = progesterone; SA = salicylic acid; FW = fresh weight. “Means with the same
letter between salinity treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 5. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre el malondialdehido. P4 = progesterona; AS = dcido salicilico; PF = peso fresco. “Medias
con la misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P < 0.05).

to 4 dS-m” salinity and 3 mM SA (Figure 6). Superoxide
anions synthesized by plants under salinity increase
cell respiration and the production of destructive ions
in mitochondria. In these conditions, the SOD enzyme
as a superoxide ion destruction enzyme exhibits an
increase (Fikret, Manar, Sebnem, Sebnem, & Ozlem,
2013). In the present work it was observed that foliar
application of SA and P4 increased SOD activity, which
results in increased detoxification of superoxides
and alleviates plant damage. It seems that P4 and SA
are involved in reducing the destructive effects of
salinity so that they improve salinity resistance by
increasing the activity of enzymes. Shahmoradi and
Naderi (2018) reported that SA application moderated
the negative effects of salinity by reducing oxidative
stress generated by increased antioxidant enzyme
activity. Erdal and Dumlupinar (2010) reported that P4
application resulted in high SOD activity in peas.

Ascorbate peroxidase

The simple and interaction effects of salinity and PGRs
were significant on APX (Table 3). The highest APX
was obtained from the simultaneous use of SA and P4
under 6 dS-m™ salinity, while the lowest activity was
related to control treatment and 1 mg P4 (Figure 7). SA
and P4 directly or indirectly stimulate the synthesis of
antioxidant enzymes like peroxidase, contributing to
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MDA (Cuadro 3). El mayor MDA se obtuvo con 6 dS-m™
de salinidad y sin aplicacién de RCV, y el menor MDA,
con la nula salinidad (testigo) y la aplicacién simultdnea
de AS y P4. Los diferentes niveles de estrés salino
aumentaron el MDA entre un 12 y 50 % (Figura 5). Li et
al. (2014) reportaron un aumento de entre 13 y 45 % en
el MDA con el incremento en la salinidad. Asimismo,
los resultados mostraron que los RCV redujeron el MDA
de pastos expuestos a salinidad (Figura 5); es decir, los
RCV aliviaron el dafio causado por la salinidad en las
células, lo cual puede deberse a la reduccién de los
efectos destructivos de los radicales libres por parte del
AS. Estos resultados son consistentes con los reportados
por Wang, Yang, Zhang, y Li (2009). En todos los niveles
de estrés salino, el contenido de MDA fue menor con
10 mM de P4 que con 1 mM de P4, lo cual indica el
efecto deseable de la P4 en la reduccién de los efectos
destructivos del estrés salino (Figura 5). Al parecer, la
P4 obstaculiza la oxidacién de la grasa al eliminar los
radicales libres, lo que inhibe el incremento del MDA.
Erdal et al. (2012) mostraron que la aplicacién de P4 en
condiciones de salinidad redujo el contenido de MDA
en semillas de frijol.

Superéxido dismutasa

El andlisis de varianza mostré que los efectos simples
y de interaccién, de la salinidad y los RCV, fueron
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Figure 6. Means comparison for the interaction effect of salinity stress and plant growth regulators on superoxide
dismutase. P4 = progesterone; SA = salicylic acid; DM = dry matter. “Means with the same letter between
salinity treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 6. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre la superoxido dismutasa. P4 = progesterona; AS = icido salicilico; MS = materia seca.
“Medias con la misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, P <

0.05).
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Figure 7. Means comparison for the interaction effect of salinity stress and plant growth regulators on ascorbate
peroxidase. P4 = progesterone; SA = salicylic acid; DM = dry matter. “Means with the same letter between
salinity treatments do not differ statistically (Fisher, P < 0.05).

Figura 7. Comparacion de medias del efecto de la interaccion de la salinidad y los reguladores del crecimiento
vegetal sobre la ascorbato peroxidasa. P4 = progesterona; AS = acido salicilico; MS = materia seca.

“Medias con la misma letra entre tratamientos de salinidad no difieren estadisticamente (Fisher, C <
0.05).
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the scavenging of ROS synthesized during stress. This
is because these enzymes can act as the electron donor
substrate for peroxidase and play a role in mitigating
the stress (Erdal & Dumlupinar, 2010; Shahmoradi &
Naderi, 2018). It is evident from our results that salinity
stress leads to oxidative stress which is responsible for
the increased activity of antioxidant enzymes. These
detoxifying enzymes mitigate stress and remove
excessive amounts of H,0,. Likewise, by stimulating
antioxidant enzymes under stressful conditions, SA
creates a stress alleviation system in plants (Morsi,
Abdelmigid, & Aljoudi, 2018). Salinity stress resulted in
the increased activity of APX, which is in agreement
with the findings reported by Ma, Zheng, Zhang, Hu,
and Qian (2017), who obtained an 8-50 % increase in
APX activity under salinity.

Conclusions

Salinity stress in the first week had no significant
effect on the qualitative traits of Kentucky bluegrass;
however, a visible impact on the apparent quality
of the grass was observed in subsequent weeks.
Higher salinity reduced grass quality by 60 %
compared to the first week. The increase in salinity
(6 dS-m™") entailed a marked loss of grass quality,
which was decreased by 10-55 % versus control.
Nonetheless, the application of SA and P4 was useful
for grass survival and its quality improvement under
salt stress. To cope with salinity, grasses increase their
proline content and the activity of APX, MDA, and
SOD enzymes. Most recorded physiological traits were
influenced by the simultaneous application of SA and
P4, which have distinct effects. Based on these results,
Kentucky bluegrass can be grown in saline conditions,
but its growth and development will be decreased.
However, the detrimental effects can be alleviated
to a great extent by the application of P4 and SA.
Applying these compounds does not entail a heavy
financial burden.

End of English version
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significativos en la actividad de la SOD (Cuadro 3). La
mayor actividad de la SOD (15.14 mg-g"' de proteina
en base seca) se obtuvo en plantas expuestas a
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