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RESUMO: O trabalho teve como objetivo descrever os estagios de vida do Rhizopus stolonifer e analisar
da influéncia dos fatores ambientais (luz, temperatura, umidade e oxigénio) sobre o seu desenvolvimento.
Usaram-se oito pdes franceses na primeira fase do experimento que teve duragdo de dez dias, para
proliferacdo do fungo. Para avaliagdo da umidade, luminosidade e temperatura quatro paes foram
umedecidos com 5 mL de 4gua e quatro ndo foram umedecidos. Esses foram distribuidos em recipientes
fechados com tampa e sem tampa, mantidos em ambiente fechado e escuro, quanto em ambiente iluminado.
A segunda fase do trabalho envolveu a observacdo de estruturas macro e microscopicas do Rhizopus com
auxilio dos microscopios estereoscopio binocular e 6ptico comum. Constatou-se que meio acido e a
umidade sdo os fatores determinantes para a formacdo e germinagdo dos esporos e desenvolvimento do
organismo estudado.

PALAVRAS-CHAVE: Bolor de pao. Fatores de crescimento. Estruturas microscopicas.

STUDY OF THE LIFE STAGES OF THE RHIZOPUS STOLONIFER FUNGO: INITIATION TO
LABORATORY PRACTICE WITHIN ENGINEERING

ABSTRACT: The objective of this work was to describe the life stages of Rhizopus stolonifer and analyze
the influence of environmental factors (light, temperature, humidity and oxygen) on their development.
Eight French loaves were used in the first phase of the experiment lasting ten days for fungus proliferation.
For evaluation of humidity, luminosity and temperature four loaves were moistened with 5 mL of water
and four were not moistened. These were distributed in closed containers with lid and without lid, kept in
a closed and dark environment, as in an illuminated environment. The second phase of the work involved
the observation of macro and microscopic structures of Rhizopus with the aid of common binocular and
optical stereoscope microscopes. It was found that acid and moisture are the determining factors for the
formation and germination of spores and development of the studied organism.
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INTRODUCAO

A Classe Zygomycetes envolve 10 ordens,
32 familias, mais de 120 géneros e 800 espécies
(BENJAMIN, 1979; BENNY, 2001), mas sujeito
a modificagdes (sistema artificial) j& que ¢ uma
classificagdo  feita por razdes  praticas
(O'DONNELL et al., 2001). A Ordem Mucorales
(13 familias) e a Familia Mucoraceae (23
géneros) abrangem a maior quantidade de
representantes (BENNY, 2001). Hawksworth e
Liicking (2017) afirmam que apenas 8% destes
fungos sdo conhecidos pela ciéncia, principal-
mente devido a estrutura microscopica da maioria
deles.

O R. stolonifer pertence ao Reino Fungi,
Dominio Eukarya, Filo Zygomycota, Classe
Zygomycetes, Ordem Mucorales, Familia
Mucoraceae e Género Rhizopus
(ALEXOPOULOS et al. 1996). O género
Rhizopus foi descrito por Ehrenberg e Fries
(1818-20). Vuillemin (1902) e Lind (1913),
posteriormente, descreveram a espécie Rhizopus
stolonifer (Ehrenb: Fr.) Vuill. (SCHIPPER,
1994).

Os zigomicetos compreendem cerca de
1060 espécies encontradas principalmente nos
solos, onde atuam como importantes decom-
positores. A parede celular desses fungos ¢ for-
mada por quitosano e quitina. O micélio ¢ com-
posto por hifas cenociticas, exibindo septos uni-
camente nos o6rgaos de reprodu¢do ou no momen-
to que a colonia envelhece. Estes fungos tém a
aparéncia de um pano macio ou griscea esver-
deado que se desenvolve na superficie do material
organico em  decomposicio (MASSOLA
JUNIOR; KRUGNER, 2011; BAGGIO, 2013).

A reproducdo sexuada gera estruturas
designada de zoosporangios que desenvolvem os
zigosporos (tipo de esporo). A reprodugdo asse-
xuada ocorre por fragmentacdo, devido os fungos
possuir grande habilidade de regeneracdo, ainda
podem se reproduzir pela formagdo de estruturas
como clamiddsporos (estruturas de resisténcia,
formadas de reserva nutritiva € membrana muito
espessa, permitindo resistir aos fatores externos,
semelhante aos esporos). Acrescenta-se que as
estruturas reprodutivas dos fungos, na maioria dos
casos, formam ornamentagdes muito usadas para
identificacdo das espécies. Estes fungos ndo
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formam corpo de frutificagio (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004; SILVA; COELHO, 2006; MASSOLA
JUNIOR; KRUGNER, 2011; BAGGIO, 2013).

A estrutura basica do corpo de um fungo,
a exemplo do zigomicota do Rhizopus groups sao:
hifas, rizoides, micélio, esporangio, esporo entre
outros. O rizoide tem a fun¢do de prender a hifa
(corpo alongado) ao substrato. Na sua regido ter-
minal, h4 o esporangio (forma de globo) que abri-
ga os esporos (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica do grupo dos
Rhizopus stolofiner (a), Rh. oryzae (b), e grupo dos Rh.
microsporus (c) (SCHIPPER, 1994, p. 4).

As hifas sdo filamentos delgados que
formam o corpo dos fungos, estas podem ser
cenociticas ou septadas. As cenociticas sdo com-
postas por inumeros nucleos espalhados em uma
massa citoplasmatica comum em decorréncia da
divisdo sucessiva do nucleo e ndo do citoplasma
(Chytridiomycota e Zigomycotas). As hifas sep-
tadas possuem uma divisdo do citoplasma em sep-
tos que possuem um ou mais nucleos (Asco-
mycota e Basidiomycota). Estes septos possuem
perfuracdes que favorecem a passagem do cito-
plasma, mitocondrias e ribossomos e ate mesmo
de nucleos de um septo para o outro, sendo essa
uma exclusividade dos fungos (MASSOLA
JUNIOR; KRUGNER, 2011; BAGGIO, 2013).
Assim, o fungo cresce com a extensdo de suas
extremidades que favorece a quebra de sua estru-
tura, a qual se alonga mediante formagao de novas
hifas. O fragmento do fungo responsavel pela
obtencdo de nutrientes ¢ chamado de vegetativo
(hifa vegetativa), enquanto aquele relacionado
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com a reprodu¢do e denominado de hifa aérea ou
reprodutiva (TORTORA et al., 2012).

O esporo ¢ uma célula resistente haploide (célula
que contém apenas um genoma, simbolizada por
- n) que tem a func¢do de disseminar a espécie, que
ao germinar origina individuos também haploi-
des. Sao desenvolvidos através das hifas aéreas de
variadas formas, dependendo da espécie. Podem
ser assexuais (conidiosporo € esporangiosporo)
ou sexuais. Os esporos assexuais originam-se de
hifas do individuo que ao germinarem sdo gene-
ticamente iguais ao progenitor, enquanto os sexu-
ais derivam da unido de nticleos de duas linhagens
opostas no cruzamento de uma mesma espécie de
fungo. Este ultimo tipo de esporo ¢ menos comum
do que os assexuais e sdo resistentes a desidra-
tagdo, ao calor, a seca ¢ a desinfetantes
(HIPOLITO, 2009; TORTORA et al., 2012). O
esporangiosporo (esporo assexual) é formado no
esporangio que ¢ uma espécie de bolsa localizada
na terminagdo do esporagioforo (hifa aérea). Esta
bolsa pode possuir uma quantidade grande de
esporangiosporos, como no caso do Rhizopus
stolonifer (TORTORA et al., 2012).

O R. stolonifer ¢ um zigomiceto filamen-
toso composto por hifas cenociticas, cujo micélio
se espalha sobre o substrato, produzindo ocasio-
nais esporangios. Quando os esporangios madu-
ros se rompem, os esporos se dispersam e caso cai
em um meio adequado, irdo germinar, originando
um novo talo de fungo (Fig. 2). Os esporos asse-
xuais do R. stolonifer sdo esporangiosporos, ge-
ralmente com coloragdo preto ou verde. O R.
stolonifer ¢ responsavel pelo bolor preto do pao
que cresce em substratos com teores elevados de
umidade, ricos em agucares, como paes, frutas
entre outros (CASTRO, 2014).

Os zigomicetos formam hifas largas e irre-
gulares com espessura variavel (2 a 60 um), po-
dendo se estender até alguns centimetros de com-
primento. Formam coldnias homogéneas, hetero-
talicas, sem dimorfismo aparente a ndo ser funcio-
nalmente mediante reprodu¢do sexuada (+-) com
esporos haploides positivos e negativos
(SCHIPPER, 1984). A maioria dos esporos mede
de 1 a 100 pm. O zigosporo, por exemplo, tem
tamanho entre 50 ¢ 100 um (PAIVA, 2014;
ABUL et al.,, 2007; LIOU, 2005; GAUGER,
1997), O zigosporo maduro (diploide) tem as-
pecto verrugoso, cor preta e entra em estado dor-
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mente num periodo de 1 a 3 meses (PELCZAR et
al., 1996).

\ y P

- “- - \\‘_.r\
— ] — — —
S ¥ - . &
7 -~ - l\\ e S

Figura 2. Reproduc¢ao assexuada do R. stolonifer (formagao
de esporos) (CASTRO, 2014, p. 114).

O R. stolinifer tem rizoides bem desenvol-
vidos. Apresenta esporangioforo com dimensdes
de 2000 x 20-25 um (comprimento x diametro) e
agrupados de 1-3 (as vezes mais). Os esporangios
sdo enegrecidos ou marrons com até 275 pm de
didmetro. A columela marrom em forma conica-
cilindrica ou de guarda-chuva tem altura acima da
metade do esporangio (até 140 um de altura). Os
esporangiosporos tém forma com variacdo de
angular-subglobosa a elipsoidal, cristas distintas
na superficie e o zigosporo chega a medir 225 pm
(SCHIPPER, 1994).

Os fungos tém ciclo reprodutivo de 7 al5
dias. O R. stolonifer completa seu ciclo em torno
de uma semana, quando em condi¢des ambientais
favoraveis. Podem liberar mais de 1.000.000 de
esporos por m?, sendo que pode mesmo em condi-
coes desfavoraveis de oxigenag¢do, umidade e
temperatura se reproduzir em menor escala. Ha
em atmosfera com redu¢do de oxigénio a repro-
ducdo assexuada e crescimento vegetativo, en-
quanto a reprodu¢do sexuada depende de boa dis-
ponibilidade de oxigénio. A fase assexuada ¢ mais
duradoura no ciclo de vida por conta de uma me-
nor exigéncia em relagdo as condigdes mencio-
nadas para a reprodugao.

Os fungos em geral, desenvolvem-se em
pH entre 4,5 a 5, mas suportam de 2 a 8,5. A
concentragcdo de agtlicar aliada a sua pressao os-
motica favorece o desenvolvimento deles em con-
tato com o ar (PAIVA, 2014). O R. stolonifer, sen-
do um fungo aerdbio, tem alta capacidade de re-
producdo em diferentes superficies (pao, frutas,
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armadrios etc.). A temperatura adequada para seu
crescimento e entre 15 e 30° C (SCHIPPER,
1984).

O R. stolonifer pode infectar vegetais (es-
tragam grdos), animais/ser humano (zigomi-
coses), podendo ser através do ar ou dos alimentos
utilizados por eles, contendo micotoxinas e outros
compostos bioativos (terpenos e esteroides), os
quais sdo respectivamente passives de degradagado
e biotransformagdo a partir das enzimas sinte-
tizadas. Esta biotransformagdo de substrato en-
volve a formacdo de substancias com atividades
bioldgicas, antimicrobiana, antiumural, antifla-
matoria, analgésica, tripanosomicida e anti-HIV.
Podem degradar compostos organicos resistentes
como inseticidas, dioxinas, corantes, dentre mui-
tos. Com isto, acredita-se na sua viabilidade na
minimizagdo impactos em diferentes ambientes
poluidos (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER,
2011; BAGGIO, 2013; PAIVA, 2014).

A variacdo da quantidade no ar de (es-
poros) depende de fendmenos naturais ativos
como temperatura, umidade relativa do ar, chu-
vas, entre outros. Assim, com o aumento da tem-
peratura e umidade, ¢ esperada uma quantidade
maior de esporos no ar. Fatores em conjunto como
luz, chuva, ventos podem também interferir na
quantidade de esporos no ar e, portanto, na sua
germinagdo. Na primavera e verdo, por exemplo,
ha uma maior quantidade de esporos no ar do que
no inverno (MEZZARI, 2002).

O objetivo do estudo foi objetivo des-
crever os estagios de vida do Rhizopus stolonifer
¢ analisar a influéncia dos fatores ambientais (luz,
temperatura, umidade e oxigénio) sobre o seu
desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

O trabalho pratico (atividade pratica), sob
a oOtica da investigagdo, permite a familiarizagdo
cientifica significativa dos estudantes com o mé-
todo cientifico em diferentes de niveis da for-
macado escolar (CASTRO, 2014; JOHAN et al.,
2014). Esta proposicao se fundamenta em autores
como Hodson, (1992), Gil-Perez, Navarro e
Gonzalez (1993), Carvalho e Gil Perez (2000),
Kuhn et al. (2000), Krassilchick (2005), Hansen
et al. (2006), Abou Saab e Godoy (2007), Gomes,
Borges e Justi (2008), entre outros, que advogam
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sobre a pertinéncia do uso da experimentardo
como estratégia para o ensino de conceitos cienti-
ficos na area de biologia.

Este trabalho envolve as seguintes etapas
e procedimentos: 1) para coleta de dados: a)
pratica de campo (organizagdo e execugdo do
experimento fora do laboratdrio); b) o trabalho la-
boratorial. 2) analise de dados.

O experimento teve duragdo de 10 dias,
foram realizados oito tratamentos para proli-
feracdo do bolor de pao (R. stolonifer) em local
iluminado e sem iluminac¢do, como pode ser visto
na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Ambiente experimental.

Local iluminado Local sem iluminacio

Pio nao umedecido P3o ndo  umedecido
recipiente fechado recipiente fechado
Pio nao umedecido P3o ndo  umedecido

recipiente aberto

Pao umedecido recipiente
fechado

Pao umedecido recipiente
aberto

recipiente aberto

Pao umedecido recipiente
fechado

Pao umedecido recipiente
aberto

Para observagdo acerca da estrutura macro
e microscopica do R. stolonifer e da interferéncia
da luminosidade no seu desenvolvimento, os paes
foram submetidos a um ambiente aberto onde as
mudangas de luminosidade ao longo do dia ndo
foram controladas. J4 o local sem iluminag¢ao foi
dentro de um armario isolado fechado sem inter-
feréncia da iluminacdo natural. Para andlise da
umidade, os dois paes foram umedecidos com 5
mL de agua. Para avaliagdo do efeito da tempe-
ratura, dois paes foram colocados em recipientes
plasticos tampados e dois em pratos de vidro sem
tampa. Foram feitas observagdes e registros com
camera fotografica de celular no 3°, 6° e 10° dias.
As analises macroscopicas foram feitas a olho nu
e com auxilio de um Microscopio Estereoscopio
Binocular (MEB) ou lupa, ¢ as microscopicas
com apoio de um Microscopio Optico Comum
(MOC) sob ampliagdo de 20x. Todas as obser-
vacoes foram feitas entre os dias anteriormente
estabelecidos. Para avaliar a interferéncia do oxi-
génio, consideraram-se os recipientes abertos e
fechados. A descricao da estrutura do fungo R.
stolonifer na relagdo com o seu desenvolvimento
sob interferéncia das varidveis (umidade, tempe-
ratura, oxigénio e luminosidade sobre o ciclo de
vida) foi realizada isoladamente e em conjunto.
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Para fins de nortear o desenvolvimento da
atividade pratica, as seguintes questdes foram
levantadas: 1) Em que medida pode se relacionar
a estrutura celular de fungo com a multicelu-
laridade?; 2) Como e possivel distinguir uma fase
de vida macroscopica de outra microscopica no
ciclo de vida do R. stolinifer?; 2) Qual estrutura e
o tamanho do micélio, do esporangio e do esporo
do R. stolinifer?; 4) Quais fatores sdo deter-
minantes para o desenvolvimento do R.
stolinifer?; 5) Como se combinam estes fatores e
em que condigdes eles se interagem mais?; 6) O
conhecimento sobre a estrutura ¢ func¢dao dos
organismos do Rhizopus pode trazer alguma
contribui¢do socioambiental?

Para cada fase/momento do trabalho,
fizeram-se registros com camera de um celular
digital e nota de campo. Os dados foram
analisados com vistas a responder aos questiona-
mentos ora referidos conforme os referenciais
apresentados. Ressalta-se que os quesitos foram
respondidos a partir da observacdo das etapas
experimentais e a luz da teoria correspondente,
ora dominado um aspecto ou outro na elaboragdo
do conhecimento em resposta a tais itens.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto em local iluminado quando em local
ndo iluminado todos os paes apresentaram desen-
volvimento do fungo R. stolonifer, exceto os paes
nao umedecidos em frasco aberto (Fig. 3) onde se
observou apenas o seu endurecimento devido a
perda de umidade para o ambiente ao longo dos
dias. Abstraiu-se que a luz, para essa condi¢do
experimental, foi um fator limitante para a
instalagdo e proliferardo do fungo. No ultimo dia
de observacdo, os demais paes ficaram comple-
tamente encobertos por fungos em diferentes
estagios de desenvolvimento (Fig. 4), os quais
podem ser agrupados nas seguintes categorias:

1) Os fungos acinzentados;
2) Os fungos em crescimento;
3) Os fungos com aspecto mais escuro.

Fungos acinzentados

O inicio do ciclo R. stolonifer é caracte-
rizado pela germinagdo dos esporos;

Os fungos em crescimento
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A fase de crescimento do R. stolonifer e
favorecida pela interferéncia de fatores como a
umidade associado a nutricdo e o amadureci-
mento com a reproducao sexuada;

Os fungos com aspecto mais escuro

Observa-se o fechamento do ciclo de vida
do R. stolonifer (cerca de uma semana) em que a
fase de reproducao assexuada e possibilitada com
a libracao dos esporos.

Os fungos (R. stolonifer) t€m ciclo de vida
curto e estrutura celular simples (hifas cenociticas
e auséncia de corpo de frutificacdo) em relagdo a
outros fungos que tem hifas septadas e presenca
de corpo de frutificagdo. Tal caracterizagao pode
contribuir para se compreender sobre a origem
dos individuos multicelulares com ateng¢do vol-
tada para estudos que envolvem animais, ja que se
trata de evento bioldgico que remete a um tempo
historico relativamente equiparavel. Neste sen-
tido, foi levantado o seguinte questionamento
(questdo 1): "Em que medida pode se relacionar a
estrutura celular de fungo com a multicelu-
laridade?”: Para isto, fez se alusdo a evolugdo da
estrutura celular cenocitica das hifas para a sep-
tada na sua relacdo com desenvolvimento da
multicelularidade. Uma hifa cenocitica indica es-
tagios primeiros do desenvolvimento dos orga-
nismos em que forma tecidos sem a separacao das
células, enquanto a septada ja possibilita uma
estruturacdo melhor dos tecidos com a separagdo
das células por septos, que facilita uma melhor
organizac¢do e distincdo do material celular. Esse
fato despertou nos participantes a curiosidade e a
necessidade de compreender melhor como e
quando foram desenvolvidas as primeiras formas
de vida multicelular. Entdo se fez mencdo as
teorias desenvolvidas no século XIX e inicio do
século XX, sobre origem da vida multicelular
(metazoarios e dos metafitos).

Outra questdo que se aproxima do excerto
anteriormente discutido ¢ a questdo 2 (“Como ¢
possivel distinguir uma fase de vida macroscopica
de outra microscopia no ciclo de vida do R.
stolinifer?”). Para explicar tal quesito, houve uma
descricdo acerca da estrutura ¢ tamanho dos
esporos, com elucidagdo da distingdo de tamanho
entre este o micélio observado a olho nu e das
mudangas ocorridas com o fungo no ciclo re-
produtivo (pontos escuros iniciais pequenos, cres-
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Figura 3. Pao ndo umedecido em frasco aberto. A — Em local iluminado no 3° dia; B — local iluminado no 6° dia; C — local
iluminado no 10° dia; D — local ndo iluminado no 3° dia; E — local ndo iluminado no 6° dia; F — local ndo iluminado no 10° dia.

Figura 4. Desenvolvimento do fungo R. stolonifer no 10° dia de observagdo em pao. A — umedecido local iluminado frasco
fechado; B — umedecido local iluminado frasco aberto; C — ndo umedecido local iluminado frasco fechado; D — umedecido local
ndo iluminado frasco fechado; E — umedecido local ndo iluminado frasco aberto; F — nao umedecido local ndo iluminado frasco
fechado.
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cimento, formagao de amontoados parecendo fios
de algodao, escurecimento total do pao e fecha-
mento do ciclo). Destingiu-se uma fase de dura-
cdo curta (a formagdo das hifas) e a formagao de
esporos que podem ficar latentes por dias, meses
ou anos, a depender das condi¢des exigidas para a
germinagdo. Levantou-se uma hipotese para a
qual se remete a um estudo mais acurado sobre o
nucleo central da biologia (um gene, uma proteina
e uma enzima) que se relaciona a determinagao e
controle de cada momento no ciclo reprodutivo.

Em rela¢do a luminosidade, comparando
os paes que foram umedecidos em frascos fe-
chados (Fig. 5), notou-se que no ambiente sem
interferéncia da luminosidade o micélio do R.
stolonifer teve maior crescimento, desde a pri-
meira observagdo, o qual foi mantido constante ao
longo do experimento. O R. stolonifer observado
em de local iluminado teve crescimento gradativo
e evidenciou um micélio com coloragdo esver-
deada

Figura 5. Desenvolvimento do fungo R. stolonifer em paes
umedecidos frasco fechado. A — 3° dia local iluminado; B —
10° dia local iluminado; C — 3° dia local ndo iluminado; D
— 10° dia local iluminado.

Evidenciou-se que a reduc¢do do oxigénio
em frasco fechado (aberto somente para os re-
gistros fotograficos), o aumento da temperatura e
a atividade respiratoria do R. stolonifer interferem
diretamente na reducao do pH. Isto ocorre devido
o aumento nas concentragdes de gas carbonico
(CO2) que acidifica o ambiente. Acrescenta-se
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que temperatura tem papel fundamental no pro-
cesso de acidificagao, quando se considera princi-
palmente o frasco vedado num armério fechado
no local nao iluminado.

O desenvolvimento do R. stolonifer no pao
umido pode ser explicado por sua forma de repro-
ducdo. Este fungo possui esporangiosporos com
esporos assexuais que sdo espalhados com a
abertura do esporangio em diferentes ambientes.
Caso o meio ofereca condi¢des favoraveis (luz,
umidade e temperatura) ocorrerd a germinagao
dos esporos e posterior desenvolvimento de um
novo talo ou micélio do fungo (TORTORA et al.,
2012).

Na auséncia de condi¢des favoraveis para
a reproducdo assexuada, o R. stolonifer realiza a
reproducdo sexuada. Para isto, as hifas (as posi-
tivas e as negativas) dos micélios precisam estar
proximas. Estas hifas formam extensdes laterais
que permitem que uma cres¢a uma em dire¢do a
outra, mediante atragdo por substancias quimicas.
Neste processo, formam-se os septos laterais que
isolam um segmento multinucleado chamado ga-
metangio (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER,
2011; BAGGIO, 2013).

O R. stolonifer desenvolveu nos paes
umedecidos em frascos abertos sob ambas as con-
di¢des de luminosidade (com iluminado/sem ilu-
minag¢do), no terceiro dia de observacao. No sexto
dia de observacao, percebeu-se o inicio do desen-
volvimento do fungo na por¢ao do pao que estava
em contato com o vidro do frasco, com mais evi-
déncia no pao colocado no local iluminado (Fig.
6). Provavelmente, nessa regido ocorreu a conser-
vacao da umidade pelo vidro e as outras regides
perderam-na para o ambiente, 0 que ocasionou ao
longo dos dias o endurecimento do pdo. O menor
desenvolvimento do fungo no pao em local ndo
iluminado pode estar associado a maior tempe-
ratura do ambiente fechado ao qual foi submetido
a amostra, mesmo encontrando-se em um frasco
aberto.

Segundo Tortora et al. (2012), os fungos
possuem a capacidade de se desenvolverem em
meios com baixa umidade. Para este autor, as
baixas umidades associadas as condi¢des acidas
permitem o crescimento dos fungos. Isto explica
a razdo de graos e frutos serem deteriorados por
fungos e ndo por bactérias.
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Figura 6. Desenvolvimento do fungo R. stolonifer em pao umedecido local iluminado. Observagao de R. stolonifer no 6° dia em
MEB (a esquerda, em circulo inferior, a 4rea em contato com o vidro; a direita, as hifas maduras).

No primeiro dia de observagdo dos paes
ndo umedecidos em recipiente fechado, notou-se
que o de ambiente ndo iluminado ndo apresentava
fungos (R. stolonifer) em desenvolvimento, ja a
amostra exposta ao ambiente iluminado apresen-
tava fungos iniciando seus ciclos de vida (Fig. 7).
No sexto dia de analise, evidenciou-se a presenga
do R. stolonifer em diversos estagios de desen-
volvimento nos paes de ambos os ambientes (com
iluminado/sem iluminagdo). Percebeu-se que al-
guns desses fungos finalizaram o seu ciclo com a
producdo de esporos (fase assexuada), entretanto,
ressalta-se que o desenvolvimento/proliferagao
deles em paes em ambiente iluminado foi mais
intenso porque iniciara primeiro o seu ciclo de
vida.

Diante disto, pode-se inferir que mesmo
nao umedecendo o pao existe a umidade por conta
da presenga de 4gua na sua composi¢do. De acor-
do com a ANVISA (2012), a d4gua ¢ um dos ingre-
dientes essenciais para a produgdo do pao francés,
sendo importante para a formacao da massa, con-
trole da temperatura e o desenvolvimento da fer-
mentagdo do pao.

Nessas condi¢des, acredita-se que fatores
como luminosidade, temperatura, oxigénio e pH
possuem maior influéncia na propagagdo do R.
stolonifer. A auséncia de luz ndo impediu o desen-
volvimento dos fungos apenas retardou seu ciclo
de vida, o aumento da temperatura e a redugdo das
concentragdes de oxigénio e, consequentemente,
do pH proporcionadas pela vedacao do recipiente
propiciaram condigdes ideais, a exemplo da con-
servacdo da umidade interna do pao que dificulta
a perda de 4gua para o ambiente.
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Figura 7. Desenvolvimento do fungo R. stolonifer em pao
ndo umedecido frasco fechado. A — 3° dia local ndo ilu-
minado; B — 6° dia local ndo iluminado; C — 3° dia local ilu-
minado; D — 6° dia local iluminado.

Quanto aos fatores que interferem no ciclo
de vida dos fungos, a partir da discussdao ante-
riormente estabelecida, explanou-se resumida-
mente sobre as seguintes questdes: 3) Quais fa-
tores sdo determinantes para o desenvolvimento
do R. stolinifer?; 4) Como se combinam estes fa-
tores e em que condigdes eles se interagem mais?
Para estas questdes, evidenciou-se que fatores que
envolvidos no ciclo de vida dos fungos sdo a tem-
peratura, a luz, o oxigénio, a umidade e o pH. Des-
tacou-se que o meio 4cido ¢ ideal para a formagao
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dos esporos e a umidade ¢ um fator determinante
para a germinagdo dos referidos gametas.

As estruturas observadas macro e micros-
copicamente foram o micélio, as hifas, os espo-
rangios e os esporos (Fig. 8). A germina¢do do
esporo no esporangio da origem as hifas que
formam o micélio cuja variedade de cores eviden-
ciada durante o seu ciclo de vida se deve a forma
de alimentacdo do R. stolinifer. De acordo com
Massola Junior e Krugner (2011), este organismo
absorve os nutrientes do meio orgénico e se proli-
feram através da produgdo de enzimas que sao li-
beradas para fora de seus corpos.

Figura 8. Esporos e hifas do R. stolonifer observados em
MEB sob ampliagdo de 10x.

Segundo Silva e Coelho (2006), as hifas
do R. stolinifer crescem de forma apical e mesmo
pequena porcao de hifa é capaz de dar origem a
um novo organismo. As hifas possuem a capa-
cidade de manter interagdes entre si, mesmo sem-
do originadas de esporos ou micélios diferentes,
que crescem em relacdo a superficie do substrato
ao qual estdo vinculados. Devido a estrutura fila-
mentosa da hifa e possivel a existéncia de uma
grande area em relagdo ao volume, o que favorece
a absor¢io do fungo (MASSOLA JUNIOR;
KRUGNER, 2011; BAGGIO, 2013).

Os esporos que compunham o esporangio
do R. stolonifer sdo pretos, grandes e possuem
cerca de 50 pm de didmetro. Esses, quando se
encontram em substrato favoravel, germinam pro-
duzindo novos micélios que em cerca de 72 horas
se tornam maduros e produzem novos esporos
(MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011).
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Em relagdo a questdo 5 (“Qual estrutura e
o tamanho/didametro do micélio, do esporangio e
do esporo do R. stolinifer?”’); nota-se que esporan-
gio tem tamanho por volta de 0,25 mm ou 250 pm
(ampliado em MEB para 0,25 cm (Fig. 9), que po-
de com aten¢ao ser visualizado a olho nu. Essa
estrutura pode abrigar cerca de 5.000 esporos. As
hifas tém tamanho/diametro a partir de 0,5 mm e
o seu conjunto forma o micélio (SCHIPPER,
1994).

Figura 9. Estrutura reprodutiva - Esporangios do R.
stolonifer (ampliagdo de 20x).

Para o quesito 6 “(O conhecimento sobre
a estrutura e a fung¢do dos organismos do
Rhizopus) pode trazer alguma contribuicao sécio-
ambiental?” relatou-se que o conhecimento sobre
as hifas do Rhizopus (cenociticas), os esporan-
gi0s, 0s esporos, a nutri¢do e a forma como os fa-
tores ambientais interferem no seu ciclo de vida
pode trazer implicacdes, por exemplo, para uso
destes organismos para despoluicdo de ambiente
natural antropizado. Acrescenta-se que as enzi-
mas produzidas por estes organismos podem ser
usadas para destruir diferentes elementos orga-
nicos e patdogenos em presentes em diferentes
meios. Tal fato pode favorecer a constru¢ao de
“ambientes” artificialmente favordveis para cria-
c¢do e producdo de animais aquaticos.

Vale ressaltar que o presente experimento
investigativo tem a contribuir com a aprendi-
zagem de termos cientificos cujos significados se
enriquecem a medida que os estudantes observam
e relacionam diferentes aspectos bioldgicos com
as condi¢Oes ambientais necessarias para o desen-
volvimento do R. stolinifer, tais como: hifas, mi-
célios, esporos, esporangios, esporo assexual, es-
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poro sexual, reproducdo assexuada e sexuada, nu-
tricdo, crescimento, temperatura, luz, oxigénio
umidade e pH. Favorece ainda a elaboragiao de
hipoteses ou questdes, bem como a busca de pro-
vas e resposta por parte dos estudantes envol-
vidos, fato que suscita neles a necessidade de
conhecimento acerca do objeto/evento pesqui-
sado (CASTRO, 2014).

Assim, pelo exposto, outras questdes le-
vantadas durante o trabalho de laboratério dora-
vante exigem uma explicacdo que demandam
uma investigagdo mais acurada, tanto no nivel
tedrico como pratico sobre o R. stolinifer, a exem-
plo de: Como e feito o controle do ciclo de vida
dele; Por que o seu ciclo de vida e diferente das
demais classes de fungos? Como a alimentac¢do
interfere na sua coloragdo? Como esse fungo
resiste aos fatores ambientais? Como diferenciar
os esporos sexuais dos assexuais no seu ciclo de
vida a partir da observagao pratica? Por que a fase
sexuada ¢ mais curta? Quais as singularidades da
sua célula? Em que medida essas singularidades
podem ser observadas em MOC e MEB? Quais
estruturas podem se usadas como base para sua
classificagdo em género e espécie? Por que a sua
multiplicacdo ¢ mais lenta do que as bactérias e
protozoarios? Quais as variedades patdégenas do
Stolinifer groups e como afetam os organismos?
Como se explica o seu processo de crescimento e
de heranca? E o seu dimorfismo em relagdo as
demais classe de fungos? De que forma pode ser
usado no combate de impactos ambientais?

Salienta-se que a partir destas questoes,
em conjunto com as primeiras (itens discutidos
anteriormente), favorecem uma abordagem de
conhecimento que transversalisa os contetidos
dentro do Reino Fungi com seus ancestrais proto-
zoa, plantas e animas. Neste sentido, podera se
considerar a estrutura e a fun¢ao das células (re-
vestimento, membrana celular, organelas, citoes-
queleto etc.), reprodu¢do, nutri¢do, crescimento,
dentre outras questdes.

CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho pratico com o bolor de pao (R.
stolonifer) possibilitou o contato dos estudantes
com os recursos de laboratorio, incluindo sua
manipulacdo, o que facilita a visualizacdo e com-
preensdo acerca de estruturas como hifas, micélio,
esporangios, esporangioforo e esporos. Amplia a
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distingdo entre estas estruturas, considerando a
no¢do de escala, entre os aspectos micro e ma-
croscopicos que fazem parte do ciclo de vida do
fungo e a compreensao sobre os fenomenos vitais
envolvidos.

Evidenciou-se que R. stolonifer tem cres-
cimento acentuado com aumento da temperatura,
presenca de luminosidade e umidade, reducao do
oxigénio e pH. Destacou-se que a auséncia de luz
ndo impediu o desenvolvimento dos fungos, ape-
nas retardou seu desenvolvimento, e que o meio
acido ¢ ideal para a formacdo dos esporos, en-
quanto a umidade ¢ um fator determinante para a
germinagao dos referidos gametas.
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