Early morphological development of sclerotia of Sclerotinia
sclerotiorum in the presence of potassium bicarbonate

Desarrollo morfologico temprano de esclerocios por
Sclerotinia sclerotiorum en presencia de bicarbonato de potasio

Claudia Ordéiiez-Valencia, Ronald Ferrera-Cerrato, Alejandro Alarcén®, Area de Microbiologia, Posgra-
do de Edafologia. Colegio de Postgraduados. Carretera México-Texcoco Km 36.5. Montecillo, Texcoco, Estado
de México, CP. 56230 México; Laura V. Herniandez-Cuevas, Centro de Investigacion en Genética y Am-
biente. Universidad Autonoma de Tlaxcala. Autopista Texmelucan-Tlaxcala Km 10.5. Ixtacuixtla CP. 90120,
Tlaxcala, México; John Larsen, Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad, Universidad
Nacional Auténoma de México. Antigua Carretera a Patzcuaro No.8701, Colonia Ex Hacienda de San José de
la Huerta, Morelia, Michoacan, CP. 58190 México. *Autor para correspondencia: aalarconcp@gmail.com.

Recibido: 28 de Marzo, 2018.

Aceptado: 27 de Junio, 2018.

Ordonez-Valencia C, Ferrera-Cerrato R, Alarcon A,
Hernandez-Cuevas LV y Larsen J. 2018. Early morpho-
logical development of sclerotia of Sclerotinia sclerotio-
rum in the presence of potassium bicarbonate. Revista
Mexicana de Fitopatologia 36(3).

DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1803-4

Primera publicacion DOI: 06 de Agosto, 2018.
First DOI publication: August 06, 2018.

Resumen. Sclerotinia sclerotiorum es un patoge-
no de suma importancia econémica que causa gran-
des pérdidas en varios cultivos. Controlar este pa-
togeno es dificil porque forma estructuras de resis-
tencia llamadas esclerocios que pueden mantenerse
viables en el suelo por muchos afos. Este estudio
evaluo el desarrollo morfolégico de los primordios
de esclerocios de S. sclerotiorum utilizando la téc-
nica de Riddell, y diferentes concentraciones de
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Abstract. Sclerotinia sclerotiorum is a pathogen
of great economic importance that causes significant
losses in various crops. Control of the pathogen is
difficult since this fungus forms resistant sclerotia
that can survive in the soil for many years. This
study evaluated the morphological development of
S. sclerotiorum sclerotium primordia by using the
Riddell technique, and different concentrations of
potassium bicarbonate (KHCO,). The formation
of primordia began from hyphae. However, as the
concentration of KHCO, increased, morphological
changes were observed in the initiation phase of
the sclerotia, as well as in the inhibition of their
development when using a 50 mM concentration
of KHCO,. This chemical compound modifies
the morphology and inhibits the development of
sclerotia in their initial stages; hence it may offer
potential as an alternative to synthetic fungicides
for the control of plant diseases caused by S.
sclerotiorum.
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bicarbonato de potasio (KHCO,). La formacion de
los primordios de los esclerocios inici6 a partir de
hifas; sin embargo, conforme las concentraciones
de KHCO, incrementaron, se observaron cambios
morfoldgicos en la fase de iniciacion de los escle-
rocios, asi como en la inhibicion de su desarrollo al
utilizar una concentracion de 50 mM de KHCO.,.
Este compuesto quimico modifica la morfologia e
inhibe el desarrollo de esclerocios en su fase inicial
y, por tanto, podria utilizarse como alternativa a los
fungicidas sintéticos para controlar enfermedades
de plantas causadas por S. sclerotiorum.

Palabras clave: agente antifungico, morfogénesis,
inhibicién, microscopia.

El moho blanco es causado por Sclerotinia scle-
rotiorum, un hongo que pertenece a la familia Scle-
rotiniaceae. Es un patdégeno fingico que destruye
numerosos cultivos agricolas, como el girasol, la
soya, la colza, el frijol, el garbanzo, la canola y la
cebolla (Hegedus y Rimmer, 2005; Bolton ef al.,
2006). No tiene plantas hospederas especificas y,
por tanto, infecta mas de 400 especies vegetales,
principalmente las dicotiledoneas (Fernando et al.,
2004; Hegedus y Rimmer, 2005). Las condiciones
ambientales que favorecen la infeccion fungica son
la humedad excesiva y temperaturas de entre 15y
25 °C (Saharan y Mehta, 2008). La secrecion de
enzimas fungicas, como las celulasas y las pectina-
sas que suavizan y degradan los tejidos vegetales,
interviene en el proceso de infeccion de la plan-
ta (Fernando et al., 2004; Bolton et al., 2006), asi
como en la produccion de acido oxalico, que tiene
efectos toxicos en el tejido del huésped (Hegedus y
Rimmer, 2005). Una caracteristica de este patdogeno
es la formacion de esclerocios, estructuras fungicas
de resistencia y propagacion, que en condiciones
favorables se mantienen viables durante varios
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Key words: antifungal agent, morphogenesis,
inhibition, microscopy.

White mold is

sclerotiorum, a fungus that belongs to the family

caused by Sclerotinia

Sclerotiniaceae. This is a destructive fungal
pathogen for many agricultural crops such as
sunflower, soybean, oilseed rape, bean, chickpea,
canola, and onion (Hegedus and Rimmer, 2005:
Bolton et al; 2006). It has little host specificity, thus
being able to infect over 400 plant species, mainly
dicotyledons (Fernando et al., 2004; Hegedus and
Rimmer, 2005). The environmental conditions that
promote the fungal infection are high humidity and
temperatures between 15 and 25 °C (Saharan and
Mehta, 2008). Secretion of fungal enzymes such as
cellulases and pectinases, that soften and degrade
plant tissues are involved in the plant infection
process (Fernando et al., 2004; Bolton et al.,2006),
as well as production of oxalic acid, which has
toxic effects on the tissue of the host (Hegedus and
Rimmer, 2005). One characteristic of this pathogen
is the formation of sclerotia, fungal structures of
resistance and dispersal, which under favorable
conditions can remain viable for several years in
soils (Bae and Knudsen, 2007; Calvo and Cary
2015; Smith ez al., 2015).

During the formation of sclerotia, three stages
or phases have been identified: 1) initiation:
aggregation of hyphae, 2) development: hyphal
growth for greater size, and 3) maturation: creation
of surface boundaries, internal consolidation and
melanization (Le Tourneau, 1979; Rollins and
Dickman, 2001; Bolton et al., 2006; Saharan
and Mehta, 2008). The initiation and maturation
stages may be influenced by abiotic factors
such as photoperiod, temperature, oxygen, and
nutrient availability (e.g. carbon sources), and
the morphogenesis and further development of
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afnos en el suelo (Bae y Knudsen, 2007; Calvo y
Cary 2015; Smith et al., 2015).

Se han identificado tres etapas o fases en la
formacion de esclerocios: 1) inicio: formacion de
hifas, 2) desarrollo: crecimiento de hifas mas gran-
des, y 3) madurez: creacion de limites en la superfi-
cie, consolidacion interna y melanizacion (Le Tour-
neau, 1979; Rollins y Dickman, 2001; Bolton et
al., 2006; Saharan y Mehta, 2008). En las etapas de
inicio y madurez pueden influir factores abidticos
como el fotoperiodo, la temperatura, el oxigeno y
la disponibilidad de nutrientes (por ejemplo, fuen-
tes de carbono); la morfogénesis y el desarrollo de
esclerocios comienzan entre las 12 y las 24 h del
crecimiento fungico (Hansberg y Aguirre, 1990).

El esclerocio esta compuesto por tres capas:
una capa externa gruesa y pigmentada, una capa
intermedia fina, y una capa interna de color blanco
conocida como la médula interna (Punja y Damia-
ni, 1996; Bardin y Huang, 2001). Dependiendo de
las condiciones ambientales, los esclerocios crecen
debajo de la tierra, de una o dos maneras: 1) for-
man micelio que puede infectar las raices y causar
pudricion y marchitez de los tejidos de la planta, o
2) producen apotecios, en los cuales se producen y
liberan las ascosporas, y, posteriormente, infectan
los 6rganos aéreos de la planta (Humpherson-Jones
y Cooke, 1977; Monaco et al., 1998; Bolton et al.,
2006).

Los bicarbonatos tienen propiedades antimicro-
bianas de amplio espectro, y ademas se ha com-
probado que son eficaces para controlar muchos
hongos fitopatogénicos (Bombelli y Wright, 2006;
Arslan, 2015). La Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente (EPA) de los Estados Unidos reconoce
también que los bicarbonatos son compuestos ino-
cuos y seguros tanto para la salud humana como
para el ambiente (Palmer et al., 1997; Bombelli y
Wright, 2006), ya que su uso disminuye la utilizacion
de plaguicidas. Algunos estudios han mostrado que

PUBLICACION ANTICIPADA EN LINEA, 2018

sclerotia started between 12 and 24 h of fungal
growth (Hansberg and Aguirre, 1990).

The sclerotium is composed by three layers: a
thick and pigmented outer layer, an intermediate
and thin layer, and an internal white layer called the
inner medulla (Punja and Damiani, 1996; Bardin
and Huang, 2001). Depending on environmental
conditions, sclerotia grow belowground in one of
two ways: 1) by forming mycelium that potentially
infects roots and causes rot and wilting of plant
tissues, or 2) by producing apothecia, in which
ascospores are produced and released, then
infecting aerial plant organs (Humpherson-Jones
and Cooke, 1977; Moénaco et al., 1998; Bolton et
al., 2006).

Bicarbonates possess antimicrobial properties
of wide spectrum, and their efficiency has been
proven for controlling many plant pathogenic
fungi (Bombelli and Wright, 2006; Arslan, 2015).
The Environmental Protection Agency (EPA) of
the United States also recognizes bicarbonates
as innocuous and safe compounds for both
human health and environment (Palmer et al.,
1997; Bombelli and Wright, 2006), since their
use may decrease the utilization of pesticides.
Some studies have shown that sodium, potassium
and ammonium carbonates and bicarbonates
inhibit the post-harvest growth of several fungal
pathogens in fruits, vegetables and ornamental
plants (Karabulut et al., 2003; Arslan et al., 2006;
Jabnoun-Khiareddine et al., 2016). Bicarbonates
alter the permeability of fungal membranes, inhibit
the reactions of oxidative phosphorylation, and
exert toxic effects on the structures of the pathogen
(Avis, 2007). However, their efficacy depends on
the concentration (0.2-3%) and on the susceptibility
of each microorganism. For instance, treatments
with sodium carbonate and bicarbonate improved
the control of the green mold caused by Penicillium
digitatum Sacc. (Trichocomaceae), in citrus fruits
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los carbonatos y bicarbonatos de sodio, potasio y
amonio inhiben el crecimiento de varios patdgenos
fungicos en frutas, verduras y plantas ornamenta-
les después de la cosecha (Karabulut et al., 2003;
Arslan et al., 2006; Jabnoun-Khiareddine et al.,
2016). Los bicarbonatos alteran la permeabilidad
de las membranas fungicas, inhiben las reacciones
de fosforilacion oxidativa, y producen efectos toxi-
cos en las estructuras del patogeno (Avis, 2007).
Sin embargo, su eficacia depende de la concentra-
cion (0.2-3%) y de la susceptibilidad de cada mi-
croorganismo. Por ejemplo, los tratamientos con
carbonato y bicarbonato de sodio mejoraron el
control del moho verde causado por Penicillium di-
gitatum Sacc. (Trichocomaceae) en citricos (Smi-
lanick et al., 1999). Los bicarbonatos de sodio y
potasio redujeron también el oidio o mildi polvo-
riento causado por Leveillula taurica (Lév.) Arn-
aud (Erysiphaceae) en chile (Fallik et al., 1997),
y la conidiogénesis causada por Helminthosporium
solani Durieu y Mont (Pleosporaceae) (Olivier et
al., 1998). Ademas, Bombelli y Wright (2006) y
Tiirkkan ef al. (2017) observaron que el crecimien-
to de Botrytis cinerea Pers. Fr. (Sclerotiniaceae) se
inhibe cuando se expone a diferentes bicarbonatos
con medios de cultivo in vitro. Se ha reportado
también que la aplicacion de bicarbonatos controla
enfermedades en cultivos de zanahoria, pepino y
melon (Aharoni et al., 1997; Bombelli y Wright,
2006).

En general, se han descrito los efectos inhibi-
torios del bicarbonato de potasio (KHCO,) en el
crecimiento de S. sclerotiorum, asi como en la ger-
minacion y formacion de esclerocios nuevos (Or-
donez-Valencia et al., 2009), pero no se conocen
bien los efectos de este compuesto quimico durante
las primeras etapas del desarrollo morfolégico de
los esclerocios. Por tanto, el objetivo del presen-
te estudio fue evaluar, mediante observaciones
microscopicas, los efectos de diferentes dosis de
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(Smilanick et al., 1999). Sodium and potassium
bicarbonates also reduced powdery mildew caused
by Leveillula taurica (Lév.) Arnaud (Erysiphaceae)
in peppers (Fallik et al., 1997), and decreased the
conidiogenesis by Hel/minthosporium solani Durieu
y Mont. (Pleosporaceae) (Olivier et al, 1998). In
addition, Bombelli and Wright (2006), and Tiirkkan
et al. (2017) observed the growth inhibition of
Botrytis cinerea Pers. Fr. (Sclerotiniaceae) when
exposed to different bicarbonates with in vitro
cultures. Plant disease control in carrot, cucumber
and cantaloupe fruits has been also reported due
to the application of bicarbonates (Aharoni et al.,
1997; Bombelli and Wright, 2006).

Overall, the inhibitory effects of potassium
bicarbonate (KHCO,) on the growth of S
sclerotiorum, as well as on the germination and
formation of new sclerotia have been described
(Ordonez-Valencia et al., 2009), but the effects
of this chemical compound during early stages of
sclerotia morphological development are not well
understood. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effects of different doses of potassium
bicarbonate on the early stages and primordia
development of sclerotia by S. sclerotiorum via
microscopic observations.

MATERIALS AND METHODS

Sclerotinia sclerotiorum was obtained from
the microbial collection of the Soil Microbiology
Department, Colegio de Postgraduados. The fungus
utilized in the present experiment was previously
isolated from vegetative material of lettuce
plantations at the Bajio region in Guanajuato,
Mexico. In order to examine the effects of different
concentrations of potassium bicarbonate (KHCO,)
on the microscopic growth of S. sclerotiorum, the
Riddell’s microculture technique was used (Riddell,
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bicarbonato de potasio en las primeras etapas y en
el desarrollo de los primordios de los esclerocios de
S. sclerotiorum.

MATERIALES Y METODOS

El aislado de Sclerotinia sclerotiorum se obtuvo
de la coleccion microbiana del Departamento de
Microbiologia del Suelo, Colegio de Postgradua-
dos. El hongo que se utilizd en el presente experi-
mento fue previamente aislado de material vegetal
proveniente de cultivos de lechuga en la region de
El Bajio en Guanajuato, México. Para examinar los
efectos de diferentes concentraciones de bicarbo-
nato de potasio (KHCO,) en el crecimiento micros-
copico de S. sclerotiorum, se utilizd la técnica de
microcultivo de Riddell (Riddell, 1950). Esta técni-
ca consistio en colocar una varilla de vidrio en for-
ma de V en cajas de Petri que contenian portaobje-
tos y cubreobjetos de microscopio. A continuacion,
las cajas de Petri se esterilizaron a 150 °C por 5 h.
Al concluir la esterilizacion, se coloco un disco de
10 mm de didmetro que contenia un medio de culti-
vo de papa-dextrosa-agar (PDA® Merck, Darmstat,
Alemania) enriquecido con diferentes concentra-
ciones de KHCO, (Fermont®, Monterrey, México;
0,2,4,6,8,10,25y 50 mM) en los portaobjetos de
microscopio. Posteriormente, utilizando una aguja
estéril, se inoculd S. sclerotiorum en un lado del
disco con PDA y después se le coloco el cubreob-
jetos. Este procedimiento se repitio dos veces por
cada concentracion de KHCO,; se incluy6 también
un control sin bicarbonato.

Para mantener la humedad en las cajas de Petri,
se agregaron 10 mL de glicerol al 10%. Todas las
cajas de Petri se mantuvieron a temperatura am-
biente (~20 °C) durante un fotoperiodo de aproxi-
madamente 12 h. El crecimiento del hongo fue
monitoreado todos los dias bajo un microscopio

PUBLICACION ANTICIPADA EN LINEA, 2018

1950). This consisted in placing a V-shaped glass rod
into glass Petri dishes which included microscopic
slides and cover slips. Later, the Petri dishes were
sterilized at 150 °C for 5 h. After sterilization, a 10
mm diameter-disk of Potato Dextrose Agar medium
(PDA® Merck, Darmstat, Germany) enriched
with each concentration of KHCO, (Fermont®,
Monterrey, Mexico; 0, 2, 4, 6, 8, 10, 25 and 50
mM), were placed on the microscopic slides. Then,
S. sclerotiorum was inoculated with a sterile needle
on one side of the PDA-disk, and later, the cover
slip was placed on it. This procedure was repeated
twice for each KHCO, concentration, and a control
without bicarbonate was also included.

In order to maintain the humidity in the Petri
dishes, 10 mL of 10% glycerol were added. All Petri
dishes were kept at room temperature conditions
(~20 °C) and an approximate photoperiod of 12
h. Every day, the fungal growth was monitored
under optical microscope (Leica CME, U.S.A.).
Once the PDA-disk was fully covered with the
fungal mycelium (approximately seven days of
incubation), glycerol was replaced with a 10%
formaldehyde solution, which was kept for 2 h for
permanently fixing the fungal structures.

Later, the microscopic slide was removed
from the Petri dish to prepare the fungal slides.
The cover slip was carefully separated from the
agar and placed on another clean slide on which
a drop of the colorant cotton blue in lactophenol
was added. The next step was to remove the PDA-
disk from the original microscopic slide on which
the colorant was also added, and a clean cover
slip was immediately placed on it. In this way,
four fungal preparations were obtained from each
concentration of KHCO,, including the control
without bicarbonate. Once the excess of colorant
was removed, the stained fungal preparations
were sealed with colorless nail polish, and
evaluated under light microscope. The microscopic
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optico (Leica CME, Estados Unidos). Cuando el
disco con PDA se cubri6 totalmente con micelio
del hongo (aproximadamente a los siete dias de in-
cubacion), el glicerol se remplazo con una solucién
de formaldehido al 10%, la cual se conservé por 2 h
para lograr la fijacion permanente de las estructuras
del hongo.

Posteriormente, el portaobjetos de microsco-
pio se retird de la caja de Petri para preparar los
portaobjetos con el hongo. El cubreobjetos fue se-
parado cuidadosamente del agar y colocado en un
portaobjetos limpio, al cual se agreg6 una gota de
colorante azul de algodon en lactofenol. El siguien-
te paso fue retirar el disco con PDA del portaobje-
tos de microscopio original, al cual también se le
agrego6 colorante, e inmediatamente se le colocd un
cubreobjetos. De esta manera, se obtuvieron cua-
tro preparaciones fingicas de cada concentracion
de KHCO,, incluido el control sin bicarbonato.
Cuando se elimino6 el exceso de colorante, las pre-
paraciones fingicas a las que se habia agregado co-
lorante fueron selladas con barniz de ufias transpa-
rente y evaluadas bajo un microscopio 6ptico. Las
evaluaciones microscopicas tuvieron por objeto
identificar el crecimiento de los primordios de los
esclerocios en cada concentracion de KHCO,. Para
esto se utilizdé un microscopio 6ptico (OLYMPUS
BX51, Japon) para tomar microfotografias de las
estructuras fungicas mediante microscopia de con-
traste de fases. Se realizaron pruebas de bondad de
ajuste de chi-cuadrada/o con el fin de comparar el
efecto de las diferentes concentraciones de bicar-
bonato de sodio en cada una de las cuatro fases de
produccion de estructuras. En este caso se utiliza-
ron las herramientas de VassarStats: Sitio web de
Computacion Estadistica (Lowry 2001-2018).
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evaluations consisted on identifying the growth
of the sclerotial primordia in each concentration
of KHCO,. For this, an optical microscope
(OLYMPUS BXS51, Japan) was utilized for taking
microphotographs of the fungal structures under
phase contrast microscopy. Chi-square “goodness
of fit” tests were performed in order to compare
the effect of different concentrations of sodium
bicarbonate on sclerotia formation for each one
of the four structure phases. For it was used the
VassarStats: Web Site for Statistical Computation
(Lowry 2001-2018).

RESULTS AND DISCUSSION

The presented fungal structures are part of the
process of sclerotia formation by S. sclerotiorum,
and were microscopically observed before the
initiation stage. The sclerotial formation in the
control treatment (Figure 1, A-C) began with the
proliferation of primary branching of main hyphae,
thus, denoting the formation of the sclerotial
primordia. As second structure, the hyphal branching
became more profuse, and the presence of septa
was observed in apical zones (Figure 1, D-F), while
the third structure was characterized by presenting
small hyphal clusters (Fig. 1, G-I). Finally, in the
fourth structure, a massive cluster of hyphae was
observed, in which some pigmented cells were
visible (Figure 1, J-L). The initiation stage began
with the union of several hyphal clusters, and this
stage was macroscopically observed when a hyphal
conglomerate starts growing on the surface of the
culture medium.

Results showed that the application of KHCO,
had inhibitory effects on the morphology of the
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras fingicas que se presentan son
parte del proceso de la formacion de esclerocios de
S. sclerotiorum, que fueron observados microsco-
picamente antes de la fase de inicio. La formacion
de esclerocios en el tratamiento de control (Figu-
ra 1, A-C) comenz6 con la proliferacion de ramas
primarias de las hifas principales, lo cual indic6 la
formacion de los primordios de los esclerocios. En
la segunda estructura, la ramificacion de las hifas
se volvid mas profusa y se observo la presencia de
septos en las zonas apicales (Figura 1, D-F), en tan-
to que la tercera estructura se caracterizo por la pre-
sencia de grupos pequenios de hifas (Figura 1, G-I).
Por ultimo, en la cuarta estructura, se observd un
grupo masivo de hifas, en el cual se podian ver al-
gunas células pigmentadas (Figure 1, J-L). La fase
de inicio comenzo con la unién de varios grupos de
hifas. Esta etapa se puede observar macroscopica-
mente cuando el conglomerado de hifas comienza a
crecer en la superficie del medio de cultivo.

Los resultados mostraron que la aplicacion de
KHCO, tuvo efectos inhibitorios en la morfolo-
gia de los primordios de los esclerocios (Cuadro
1). Los resultados de la dosis de 50 mM no fueron
incluidos en el analisis estadistico debido a la to-
tal ausencia de crecimiento micelial. A diferencia
del tratamiento sin bicarbonato (control) y con 2
mM de bicarbonato, los tratamientos con todas las
demas concentraciones de este compuesto quimico
mostraron solo tres estructuras de desarrollo, en las
cuales notamos que los primordios tenian formas
irregulares con la formacion de células laxas. A
medida que la concentracion de KHCO, aumento,
los primordios se hicieron mas pequefios y menos
compactos. Cuando la concentracion de bicarbona-
to aumento, se inhibid el crecimiento tanto de las
hifas como de los esclerocios (Figuras 2 y 3). Sin
embargo, a concentraciones de 2 mM, 4 mM
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sclerotial primordia (Table 1). In fact results from
the 50 mM dose were not included on statistical
analysis due the complete absence of mycelial
growth. Unlikely the treatment without bicarbonate
(control) and 2 mM bicarbonate, treatments with
all the others concentrations of this chemical
compound showed only three developmental
structures, in which we noticed that the primordia
were irregularly shaped with the formation of loose
cells. As the concentration of KHCO, increased,
primordia became smaller and less compact.
The increase in the concentration of bicarbonate
resulted in growth inhibition of both hyphae and
sclerotia (Figure 2 and 3). However, at 2 mM, 4
mM and 6 mM concentrations of KHCO, only
scarce morphological changes were observed.

The most notorious morphological changes
were evident after the fungus was exposed to
concentrations greater than 8 mM of KHCO,. At
10 mM, the presence of primordia was noticed
although not very well developed. Despite this,
it was possible to observe the third structures of
development (Figure 3, F), but it was not similar
to the control by showing irregular formations of
the sclerotium in which hyphal clusters were more
loose (Figure 1, G-I). At 25 mM concentration,
the formation of sclerotia primordia was scarce
and disorganized (Figure 3, G-I), hence either
the second or third structures of the sclerotium
initiation could not be completed nor observed
(Table 1). Finally, at the 50 mM concentration, no
effects were noticed due to the absence of fungal
growth in this treatment.

In this study, we observed the formation
process of sclerotia during their initiation phase
in which the four stages of development were
identified (Bolton et al., 2006; Saharan and Mehta,
2008). However, the sclerotial formation showed
variations depending on the concentration of
KHCO,. The inhibitory effect of bicarbonates on
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Figura 1. Formacién de estructuras microscépicas observadas durante la formacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotio-
rum después de siete dias de crecimiento fingico, sin KHCO, (control). Primera estructura: ramificacién de hifas,
que sefialan las flechas (A-C); segunda estructura: ramificacion profusa de hifas (D-F); tercera estructura: agru-
pamiento de hifas (G-I); cuarta estructura: agrupamiento masivo de hifas que forman los esclerocios en el proceso
inicial (J-L). Las microfotografias fueron tomadas en un microscopio de contraste de fases a 40X de ampliacién.
Barras =10 pm.

Figure 1. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum after
seven days of fungal growth, without KHCO, (Control). First structure: branching of hyphae, indicated by arrows
(A-C); second structure: profuse branching of hyphae (D-F); third structure: clustering of hyphae (G-I); fourth
structure: massive clustering of hyphae that build up the sclerotia in the initiation process (J-L). Microphoto-
graphs were taken in phase contrast microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.
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Cuadro 1. Frecuencia de los esclerocios en cada fase de produccion de estructuras.
El valor de la ultima columna indica la probabilidad de la ausencia de
efectos debido a la exposicion a bicarbonato de sodio en cada fase de pro-
duccién de estructuras (prueba de bondad de ajuste de chi-cuadrada).

Table 1. Frequencies of sclerotia on each structure phase. The value on last column

indicates the probability of not effects due to sodium bicarbonate exposition
for each structure phase (chi square “goodness fit”).

Tratamientos
Concentraciones de bicarbonato de sodio

Fase de la

Control 2mM 4mM 6mM 8mM 10mM 25mM Probabilidad
estructura
1 6 5 5 6 5 5 7 0.8606
I 5 5 5 5 5 5 0 0.2914
111 4 5 5 6 5 5 0 <0.0001
v 4 5 0 0 0 0 0 <0.0001

y 6 mM de KHCO, solo se observaron pequefios
cambios morfoldgicos.

Los cambios morfoldgicos mas notorios fueron
evidentes después de que el hongo fue expuesto a
concentraciones de mas de 8 mM de KHCO,. Con
la concentracion de 10 mM, se not6 la presencia de
primordios, aunque no bien desarrollados. A pesar
de esto, pudimos observar la tercera estructura de
desarrollo (Figura 3, F), aunque no fue similar a
la del control, debido a las formaciones irregulares
del esclerocio, en el cual los grupos de hifas fueron
mas laxos (Figura 1, G-1). A la concentracion de 25
mM, la formacion de primordios de los esclerocios
fue escasa y desorganizada (Figura 3, G-I), y, por
esta razon, no pudimos observar ni se termind de
formar la segunda o la tercera estructura de inicio
de los esclerocios (Cuadro 1). Por ultimo, con la
concentracion de 50 mM, no se not6 ningun efecto,
debido a la ausencia de crecimiento fingico en este
tratamiento.

En este estudio, observamos el proceso de for-
macion de esclerocios durante su primera fase, en
la cual se identificaron las cuatro etapas de desarro-
llo (Bolton et al., 2006; Saharan y Mehta, 2008).
Sin embargo, la formacion de esclerocios mostro
variaciones dependiendo de la concentracion de
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the growth of several species of phytopathogenic
fungi, especially during postharvest, has been
recorded before (Aharoni et al., 1997; Palmer et
al., 1997; Bombelli and Wright, 2006; Jabnoun-
Khiareddine et al., 2016), and Ordoéiiez-Valencia et
al. (2009) demonstrated that KHCO, inhibited the
growth of S. sclerotiorum in in vitro cultures. The
inhibitory effect of bicarbonate salts on fungi was
probably due to reduced fungal cell turgor pressure,
which resulted in collapse and shrinkage of hyphae
(Tiirkkan et al., 2017).

The formation of sclerotial primordia by S.
sclerotiorum was initiated by branching and
clustering of hyphae (Figure 1), resulting in a
mass of cells that eventually originate mature
sclerotia. Similar effects were observed by Smits
and Noguera (1988) in the formation of sclerotia
of Macrophomina phaseolina, which began from
hyphal branching and entwinements, besides
the increase in size of the associate cells and the
reduction in size of the sclerotial mass. Townsend
and Willets (1954) observed different development
patterns (thickening, branching, and septation of
main hyphae and their entwinement) in Rhizoctonia
solani, Botrytis allii, B. cinerea, and Sclerotium
cepivorum.
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Figura 2. Estructuras microscépicas de desarrollo durante la formacién de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum, después
de siete dias de crecimiento del hongo. La primera (que indican las flechas), la segunda y la tercera estructura del
desarrollo de esclerocios en presencia de KHCO,: (A-C) 2 mM, (D-F) 4 mM, y (G-I) 6 mM. Se tomaron microfo-
tografias en un microscopio de contraste de fase a 40X de ampliacion. Barras = 10 pm.

Figure 2. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum, after
seven days of fungal growth. First (indicated by arrows), second, and third structure of sclerotial development in
presence of KHCO,: (A-C) 2 mM, (D-F) 4 mM, and (G-I) 6 mM. Microphotographs were taken in phase contrast

microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.

KHCO,. El efecto inhibitorio de los bicarbonatos
en el crecimiento de varias especies de hongos fito-
patogénicos, sobre todo durante la postcosecha, ya
ha sido documentado (Aharoni ef al., 1997; Palmer
et al., 1997; Bombelli y Wright, 2006; Jabnoun-
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In the present study, KHCO, resulted in
microscopic morphological changes during early
phases of sclerotia development. The increase
of bicarbonate concentrations resulted in less
profuse and loose hyphal branching, leading to the
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Figura 3. Se observaron estructuras microscopicas de desarrollo durante la formacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotio-
rum, después de siete dias de crecimiento del hongo. La primera (que indican las flechas), la segunda y la tercera
estructura del desarrollo de esclerocios en presencia de KHCO,: (A-C) 8 mM, y (D-F) 10 mM. A la dosis de 25
mM se observé desorganizacion celular del primordio (G-I), en la cual no se observaron ni la segunda ni la tercera
estructura de desarrollo de los esclerocios. Las microfotografias fueron tomadas en un microscopio de contraste

de fases a 40X de ampliacion. Barras =10 pm.

Figure 3. Microscopic developmental structures observed during the sclerotial formation of Sclerotinia sclerotiorum, after
seven days of fungal growth. First (indicated by arrows), second and third structures of sclerotial development in
presence of KHCO,: (A-C) 8 mM, and (D-F) 10 mM. For 25 mM a cellular disorganization of the primordium was
observed (G-I), in which the second and third structures of sclerotial development were not observed. Micropho-
tographs were taken in phase contrast microscopy at 40X magnification. Bars = 10 pm.

Khiareddine et al., 2016), y Ordonez-Valencia et
al. (2009) demostraron que el KHCO, inhibié el
crecimiento de S. sclerotiorum en medios de cul-
tivo in vitro. El efecto inhibitorio de las sales de
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decrement and consequent absence of well-formed
sclerotia (Table 1). Igwegbe et al. (1977) reported
that the addition of 50 pg mL"' of 6-metilpurine
caused significant reduction in the sclerotia
formation by S. rolfsii.
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bicarbonato en los hongos probablemente se pro-
dujo debido a la reducida presion de turgencia del
hongo, que ocasiond el colapso y encogimiento de
las hifas (Tiirkkan et al., 2017).

La formaciéon de los primordios de los escle-
rocios de S. sclerotiorum comenzo6 con la ramifi-
cacion y el agrupamiento de hifas (Figura 1), que
formaron una masa de células que finalmente pro-
dujo esclerocios maduros. Smits y Noguera (1988)
observaron efectos similares en la formacion de
esclerocios de Macrophomina phaseolina, la cual
comenzo desde la ramificacion y entrelazamiento
de las hifas, ademas del aumento de tamafo de las
células asociadas y la reduccion del tamafio de la
masa de esclerocios. Townsend y Willets (1954)
observaron diferentes patrones de desarrollo (en-
grosamiento, ramificacion y septacion de las prin-
cipales hifas y sus entrelazamientos) en Rhizocto-
nia solani, Botrytis allii, B. cinerea y Sclerotium
cepivorum.

En el presente estudio, el KHCO, produjo cam-
bios morfoldgicos microscopicos durante las fa-
ses iniciales del desarrollo de los esclerocios. El
aumento de las concentraciones de bicarbonato
produjo la ramificacion menos profusa y laxa de
hifas, lo cual causo la reduccion y la consecuen-
te ausencia de esclerocios bien formados (Cuadro
1). Igwegbe et al. (1977) reportaron que al agregar
50 pg mL! de 6-metilpurina causé una reduccion
significativa en la formacion de esclerocios de S.
rolfsii.

Al agregar KHCO,, aumento el pH (de 6.5 a
8.0) del medio de cultivo (Ordonez-Valencia et al.,
2009), lo cual dio como resultado la reduccion del
crecimiento fungico. Al respecto, Alexander (1977)
mencion6 que muchos hongos se desarrollan mejor
en condiciones acidas que alcalinas, porque un am-
biente acido no es propicio para la existencia de
bacterias ni de actinomicetos, y esto ocasiona que
los hongos monopolicen el uso de sustratos organicos
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The addition of KHCO, caused an increase
in pH (from 6.5 to 8.0) in the culture medium
(Ordonez-Valencia et al., 2009), which resulted
in reductions of fungal growth. In this regard,
Alexander (1977) mentioned that many fungi
grow better under acidic conditions than alkaline,
because an acidic environment is not conducive to
the existence of either bacteria or actinomycetes,
resulting in the monopoly of fungi for utilization
of organic substrates (Giri et al., 2005). On the
other hand, it has been observed that both growth
and development of sclerotia of S. sclerotiorum
depend on the pH and the production of oxalic acid
(Rollins and Dickman, 2001; Chen et al., 2004).
Neutral or alkaline pH values inhibit the formation
of sclerotia, and the production of oxalic acid helps
reducing the alkaline pH of the medium, creating
more favorable conditions for the development of
sclerotia (Rollins and Dickman, 2001).

Although some reports have described the
negative effects of bicarbonate on certain plant
pathogenic fungi (Bombelli and Wright, 2006;
Ordonez-Valencia et al., 2009), yet the present
study is one of the first reports describing inhibitory
effects of KHCO, on S. sclerotiorum during the
initial phases of the sclerotia formation as well as
on the morphology of sclerotial primordia.

The inhibitory effects of KHCO, on fungal
growth and development may in part be explained
by affecting vital biochemical processes such as
the biogenesis of either the fungal cell wall and/or
the apical wall (Sentandreu et al., 1994; Sideri and
Georgiou, 2000). Certain antimicrobial compounds
cause oxidative stress in fungi which may show
morphological changes, impaired growth rate,
and low content of proteins and ATP (Harel et al.,
2005; Marcet-Houben and Gabaldon, 2011). In this
regard, the application of KHCO, may account on
the production of reactive oxygen species (ROS)
as a response of the stress generated by this salt,
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(Giri et al., 2005). Por otro lado, se ha observado
que tanto el crecimiento como el desarrollo de es-
clerocios de S. sclerotiorum dependen del pH y de
la produccion de acido oxalico (Rollins y Dickman,
2001; Chen et al., 2004). Los valores de pH neutros
o alcalinos inhiben la formacion de esclerocios, y la
produccion de acido oxalico ayuda a reducir el pH
alcalino del medio de cultivo, creando condiciones
mas favorables para el desarrollo de los esclerocios
(Rollins y Dickman, 2001).

Aunque en algunos reportes se han descrito los
efectos negativos del bicarbonato en ciertos hon-
gos fitopatogénicos (Bombelli y Wright, 2006;
Ordofiez-Valencia et al., 2009), el presente estudio
es uno de los primeros reportes que describen los
efectos inhibitorios que tiene el KHCO, en S. scle-
rotiorum durante las fases iniciales de la formacion
de esclerocios, asi como en la morfologia de los
primordios de los esclerocios.

Los efectos inhibitorios del KHCO, en el cre-
cimiento y desarrollo fungico pueden explicarse
en parte por el hecho de que este compuesto afecta
procesos bioquimicos vitales, como la biogénesis,
ya sea de la pared celular y/o la pared apical del
hongo (Sentandreu et al., 1994; Sideri y Georgiou,
2000). Ciertos compuestos antimicrobianos causan
estrés oxidativo en los hongos, y éstos pueden mos-
trar cambios morfoldgicos, tasa de crecimiento de-
ficiente y bajo contenido de proteinas y ATP (Harel
et al., 2005; Marcet-Houben y Gabaldon, 2011). A
este respecto, la aplicacion de KHCO, puede cau-
sar la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en respuesta al estrés generado por esta sal
y, posteriormente, producir alteraciones en la mor-
fologia y desarrollo de S. sclerotiorum.

Los iones de bicarbonato producen alteracio-
nes en las reacciones de oxidacion y nitracion en
los sistemas biologicos, regulan el pH y estimulan
la produccion de especies reactivas de nitrogeno,
como el peroxinitrito (ONOO") o el superdxido
(O,) (Knorev et al., 2000; Arai et al., 2005; Lush-
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then, causing alterations on the morphology and
development of S. sclerotiorum.

Bicarbonate ions cause alterations in oxidation
and nitration reactions in biological systems,
regulate pH, and stimulate the production of either
reactive nitrogen species such as peroxynitrite
(ONOO) or superoxide (O,) (Knorev et al., 2000,
Arai et al., 2005; Lushchak et al., 2009). As a result
of oxidative stress in combination with abiotic
factors also have negative effects on the sclerotia
formation in filamentous fungi (Georgiou et al.,
2006). Moreover, Sideri and Georgiou (2000)
demonstrated that the production of hydrogen
peroxide (H,0,) in S. rolfsii (Typhulaceae) exposed
to different light and iron conditions; the highest
production of H,O, was recorded during early
stages of fungal growth. However, as sclerotia
become mature the hydrogen peroxide production
decreased. Nevertheless, further research is
needed to elucidate the effects of KHCO, on either
physiological, biochemical or molecular processes
during fungal morphogenesis.

CONCLUSIONS

The present results clearly demonstrate that
KHCO, is effective in controlling both growth
and development of S. sclerotiorum under in
vitro conditions, which would help reducing the
formation of sclerotia, as well as being a valid
alternative for replacing or reducing the use of
synthetic fungicides. However, this is a preliminary
study; thus, the efficiency of KHCO, must also
be studied in a soil including plant-pathogen
interactions. Moreover, S. sclerotiorum can spend
90% of its life cycle as sclerotia, thus it is important
to direct more research efforts to know in detail
the processes involved in either early initiation
or further development of this persistent fungal
structures.
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chak et al., 2009). La combinacion del estrés oxi-
dativo con factores abidticos también tiene efectos
negativos en la formacion de esclerocios en hon-
gos filamentosos (Georgiou et al., 2006). Por otra
parte, Sideri y Georgiou (2000) demostraron que
la produccién de perdxido de hidrégeno (H,0,) en
S. rolfsii (Typhulaceae) esta expuesta a diferentes
condiciones de luz y hierro, y que la mayor pro-
duccion de H,O, se registra durante las primeras
etapas del crecimiento fingico. Sin embargo, a me-
dida que los esclerocios maduran, la produccion de
perdxido de hidrogeno disminuye. No obstante, es
necesario realizar mds investigacion para esclare-
cer los efectos que tiene el KHCO, en los procesos
fisiologicos, bioquimicos o moleculares durante la
morfogenésis fingica.

CONCLUSIONES

Los presentes resultados claramente demues-
tran que el KHCO, es eficaz para controlar tanto el
crecimiento como el desarrollo de S. sclerotiorum
en condiciones in vitro, lo cual ayudaria a reducir
la formacion de esclerocios, y también seria una
opcion viable para reducir el uso de plaguicidas
sintéticos. Sin embargo, este es un estudio prelimi-
nar, y, por tanto, debe estudiarse también la eficacia
del KHCO, en el suelo e incluir las interacciones
planta-patdégeno. Ademas, S. sclerotiorum pasa el
90% de su ciclo vital en forma de esclerocios y, por
tanto, es importante realizar mas investigacion a fin
de conocer en detalle los procesos que intervienen
en las primeras etapas de estas persistentes estruc-
turas de hongos o en su desarrollo posterior.
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