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Resumo

As plantas ajustam seu desenvolvimento as variagdes ambientais por meio de
mecanismos moleculares regulados pelo ritmo circadiano, sendo o fotoperiodo um dos
principais moduladores desses processos. Nesse contexto, o cultivo in vitro constitui uma
ferramenta estratégica para investigar a plasticidade fisiologica vegetal e a interacdo entre
fotoperiodo e relogio biologico. No estado do Maranhdo, a variedade de abacaxi ‘Turiagu’
apresenta potencial agrondmico, porém enfrenta limitagdes na obten¢do de mudas de
qualidade, o que torna o cultivo in vitro uma alternativa viavel. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar as respostas morfofisiologicas de abacaxizeiros das variedades
‘Pérola’ e ‘Turiagu’ cultivados in vitro sob diferentes fotoperiodos. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 X 4,
considerou duas variedades e quatro fotoperiodos (4, 8, 16 € 24 h de luz). Os fotoperiodos
de 8 e 16 h promoveram maior crescimento radicular, expansao da area foliar, acuimulo
de biomassa e aumento dos pigmentos fotossintéticos em ambas as variedades, enquanto
o fotoperiodo continuo de 24 h comprometeu o crescimento ¢ a eficiéncia fisioldgica,
além de alterar caracteristicas anatomicas. Conclui-se que fotoperiodos intermedidrios
sdao os mais adequados para o cultivo in vitro das variedades estudadas, o que evidencia
o papel central do fotoperiodo na regulacdo circadiana e na plasticidade morfofisiologica
das plantas.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merril; micropropagagdo; luminosidade;
fotossintese; ritmo circadiano.



Abstract

Plants adjust their development to environmental variations through molecular
mechanisms regulated by the circadian rhythm, with photoperiod being one of the main
modulators of these processes. In this context, in vitro culture represents a strategic tool
for investigating plant physiological plasticity and the interaction between photoperiod
and the biological clock. In the state of Maranhdo, the pineapple variety ‘Turiacu’ shows
agronomic potential, however, it faces limitations in the production of high-quality
plantlets, making in vitro culture a viable alternative. Thus, this study aimed to evaluate
the morphophysiological responses of pineapple plants from the ‘Pérola’ and ‘Turiagu’
varieties cultivated in vitro under different photoperiods. The experiment was conducted
in a completely randomized design, in a 2 x 4 factorial scheme, considering the two
varieties and four photoperiods (4, 8, 16, and 24 h of light). Photoperiods of 8 and 16 h
promoted greater root growth, leaf area expansion, biomass accumulation, and increased
levels of photosynthetic pigments in both varieties, whereas the continuous 24 h
photoperiod impaired growth and physiological efficiency, in addition to altering
anatomical traits. It is concluded that intermediate photoperiods are the most suitable for
the in vitro culture of the varieties studied, highlighting the central role of photoperiod in
circadian regulation and plant morphophysiological plasticity.

Keywords: Ananas comosus (L.) Merril; micropropagation; light intensity;
photosynthesis; circadian rhythm.
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Photoperiod and Circadian Regulation in Plants: A Review of Insights from In
Vitro Studies

Artigo publicado na Revista Biology e adaptado as normas da dissertagdo de Mestrado
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Abstract

Plants possess several molecular mechanisms that enable them to adapt their development
to environmental changes. Many plant biological processes depend on the circadian
rhythm and are regulated by the internal biological clock. Predictable environmental
changes, such as variations in photoperiod, can modulate circadian rhythms, allowing
organisms to synchronize their biological processes with seasonal conditions. Plant tissue
culture is a valuable tool for investigating and monitoring plant plasticity in response to
environmental fluctuations, as well as for elucidating the biological changes that occur
under these conditions. This review highlights the importance of in vitro culture as a tool
to study the physiological plasticity triggered by photoperiod and its interaction with the
plant biological clock. To achieve this, a descriptive analysis was conducted through a
literature search in the Scopus database, followed by a bibliometric analysis to
demonstrate the progress in the application of in vitro culture to studies on photoperiod
and circadian regulation in plants.

Keywords: circadian rhythm; light; tissue culture; physiological plasticity



Resumo

As plantas possuem diversos mecanismos moleculares que lhes permitem adaptar seu
desenvolvimento as mudancas ambientais. Muitos processos biologicos das plantas
dependem do ritmo circadiano e sdo regulados pelo relogio bioldgico interno. Alteragdes
ambientais previsiveis, como variacdes no fotoperiodo, podem modular os ritmos
circadianos, permitindo que os organismos sincronizem seus processos bioldgicos com
as condicles sazonais. A cultura de tecidos vegetais ¢ uma ferramenta valiosa para
investigar e monitorar a plasticidade das plantas em resposta as flutuagdes ambientais,
bem como para elucidar as mudancgas bioldgicas que ocorrem nessas condi¢des. Esta
revisdo destaca a importancia do cultivo in vifro como ferramenta para estudar a
plasticidade fisioldgica desencadeada pelo fotoperiodo e sua interacdo com o relogio
bioldgico das plantas. Para atingir esse objetivo, foi realizada uma analise descritiva por
meio de uma busca bibliografica na base de dados Scopus, seguida de uma andlise
bibliométrica para demonstrar o progresso na aplicagdo do cultivo in vitro em estudos
sobre fotoperiodo e regulacdo circadiana em plantas.

Keywords: ritmo circadiano; luz; cultura de tecidos; plasticidade fisiologica.
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1. INTRODUCTION

In vitro culture provides sterile propagation of plant cells, tissues, or organs on nutrient
media under controlled conditions, where cellular totipotency drives the regeneration of whole
plants with defined traits or their plant organs [1,2]. Because of this regenerative potential, in
vitro culture underpins research in plant biology, biochemistry, and molecular biology, and
supports strategies to overcome agricultural challenges, including those imposed by global
climate change [3,4].

Environmental stress factors disrupt biochemical and physiological processes that
sustain plant growth and development. However, these stressors also induce phenotypic
plasticity through epigenetic mechanisms, which increases tolerance and enhances adaptive
responses [5].

Circadian clocks evolved as endogenous ~24 h systems. Environmental cues,
particularly those of exceptionally low light intensity, regulate these clocks, enabling organisms
to anticipate predictable fluctuations and optimize their adaptation and performance [6,7]. In
plants, circadian regulation aligns physiological processes with daily cycles. This alignment
drives photosynthesis, carbon metabolism, growth, and flowering, and simultaneously
modulates defense pathways and responses to stress [8].

The circadian system relies on interconnected transcriptional—translational feedback
loops (TTFLs) that form the central oscillator. Clock genes interact with environmental signals
to generate thythms that control daily patterns of plant behavior [9-13]. Light predominates
among these signals because it regulates transcription and translation of rhythmic genes and
stabilizes messenger RNA [14]. Temperature also influences central oscillator components, but
researchers have not yet fully elucidated the molecular pathways involved [15,16]. The
photoperiod, determined by the length of the light phase within the 24 h cycle, governs
developmental transitions, including flowering, seed germination, senescence, fruit set, and
budburst [17-20].

When circadian timing fails to align with external rhythms, circadian disruption occurs,
resulting in reduced plant growth and developmental performance [10]. This misalignment can
affect key physiological processes, such as photosynthesis, hormone signaling, and resource
allocation, thereby compromising the plant’s overall fitness. Understanding how circadian
regulation mediates stress tolerance is therefore essential for developing cultivars with superior
productivity.

Understanding circadian regulation is critical for improving stress tolerance and overall

performance in crop cultivars. While in vivo studies provide valuable insights under natural
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conditions, in vitro culture allows precise control of environmental variables, such as light and
temperature, as well as the developmental stage of the explants. This control enables detailed
investigation of the interplay between photoperiod, developmental cues, and circadian
regulation. This review highlights how in vitro approaches provide a robust framework to study

the physiological plasticity of vascular plants at the whole-plant level.

2. Circadian Rhythm in Plants

Circadian rhythms (from the Latin circa, “about,” and diem, “day”’) coordinate cellular
and metabolic processes by anticipating and synchronizing responses in plants and animals [21—
23]. This rhythmicity enables organisms to adjust essential processes to the most suitable time
of day. In plants, circadian rhythms promote growth and development, enhancing fitness when
the internal clock is in synchrony with the light—dark cycle [11,24,25].

In general, the plant circadian system is structured into three main pathways that ensure
the integration of environmental stimuli and maintain endogenous rhythmicity. The input
pathway includes light and temperature receptors responsible for capturing external
information. The central oscillator consists of interconnected TTFLs, including the morning
and evening loops, which synchronize environmental signals with the expression of clock
genes. The output pathway translates this information into physiological and metabolic
responses. These components do not act in isolation but rather in an interconnected manner,
reinforcing the robustness and plasticity of the system and enabling plants to adjust growth,
development, and adaptive responses to dynamic environmental conditions [26,27].

The circadian clock is composed of core genes that interact through multiple TTFLs, in
which the transcription of each TTFL accumulates for a defined period within a 24 h cycle,
thereby generating rhythmic gene expression [28,29]. However, although the genes are
expressed throughout the day, transcriptional phases differ depending on the time of day, driven
by the activity of multiple core circadian clock proteins [30].

The circadian clock genes in Arabidopsis thaliana are organized into distinct phases of
expression that alternate between morning and evening periods. During the morning phase, the
main components include CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1 (CCAl), LATE
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), REVEILLEs (RVES, RVE4, RVE6), NIGHT LIGHT-
INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED (LNKI1, LNK2), and PSEUDO-RESPONSE
REGULATORS (PRR9, PRR7) [31-33]. In contrast, during the evening phase, the key
components are PRRS5, PRR3, PRR1 (also known as TIMING OF CAB EXPRESSION 1,
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TOC1), ZEITLUPE (ZTL), GIGANTEA (GI), LUX ARRHYTHMO/PHYTOCLOCK 1
(LUX/PCL1), and the EARLY FLOWERING genes (ELF3, ELF4) [34,35].

In an integrated manner, most of these proteins participate in light signaling, con-
tributing to the alignment of the circadian clock with environmental cycles. They adjust
endogenous rhythmicity daily through the perception of light and temperature cues at dawn and
dusk [16,36]. Moreover, these proteins can modify the expression phase of transcripts in
response to photoperiod, enabling plants to synchronize their biological processes with seasonal
variations [16,37,38]. The circadian clock exhibits a self-sustained oscillation that persists even
in the absence of environmental changes, demonstrating its endogenous rhythmicity. This
rhythm is entrained by external cues such as light and temperature, allowing plants to
synchronize internal processes with the environment. Importantly, the clock also shows
temperature compensation, maintaining a consistent period despite fluctuations in ambient
temperature. Under environmental stress conditions, plants reorganize their circadian
components and activate alternative output pathways, thereby enhancing stress resilience,
developmental efficiency, and overall fitness [24,27,39].

In recent years, several studies have identified genes related to the Arabidopsis circadian
clock in various plant species, primarily those of agricultural interest, including Pisum sativum,
Oryza sativa, Sorghum bicolor, Glycine max, Zea mays, and Triticum aestivum [40]. These
studies suggest that clock-related genes may contribute to high performance and increased crop
productivity. While findings from Arabidopsis provide a useful reference, it is important to
recognize that the specific roles and regulatory networks of clock genes can differ between
species. For example, as observed in Arabidopsis, the circadian effect on biomass vigor in
hybrids is associated with altered expression of the CCA1 homolog [41]. Similarly, in maize
hybrids, CCA1 acts as a morning activator that regulates the expression of photosynthetic
genes, promoting photosynthesis and biomass heterosis [42], although the downstream
regulatory interactions may not be identical to those in Arabidopsis.

In Arabidopsis, PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR) genes play a central role
in the regulation of abscisic acid (ABA) signaling. In Oryza sativa, PRR95 acts as a
transcriptional regulator rather than a direct transcription factor, modulating the expression of
ABA-responsive genes to influence seed germination, seedling growth, and early development
[43]. This functional divergence illustrates that PRR genes can have species-specific roles in
connecting the circadian clock to hormonal signaling pathways. Comparisons with other

species, such as soybean and Brassica rapa, further highlight the variability in PRR- mediated
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regulation of ABA responses, emphasizing the need to consider both conserved and divergent
mechanisms when studying circadian—hormone interactions across vascular plants [25,40].
The GIGANTEA (GI) gene was first associated with the effect of late flowering in
Arabidopsis [44]. Subsequently, GI was also related to tolerance to stress triggered by several
abiotic factors, such as cold [45,46], drought [47,48], and salinity [49,50]. Kim et al. [51]
demonstrated that the molecular functions of GI described in Arabidopsis are conserved in
Brassica rapa and suggested that manipulating gene expression can increase tolerance to abiotic
stresses, such as salinity, thereby improving crop yield. In Glycine max, orthologs of
GIGANTEA influence the regulation of flowering time in response to photoperiod and

productivity [52].

Publications on Circadian Rhythm in Plants In Vitro

Searches in the Scopus database reveal a fluctuating trend in the number of publications

7 e

containing the terms “circadian rhythm,” “plant*,” and “in vitro” in the title, abstract, or
keywords. The search was limited to research papers, excluding review articles, conference
papers, or technical notes. In 2016, there was a sharp decline in publications on circadian
rhythm in plants under in vitro conditions (only one article). However, this was followed by an
increase in 2017 (nine documents). Although the number of publications gradually declined
again in 2019, it consistently remained above six per year, reaching a peak in 2022 with 14
publications (Figure 1a). China accounted for the largest number of studies on circadian rhythm
in plants in vitro, with approximately 40 publications, followed by the United States with 36
(Figure 1b). These findings highlight the growing global recognition of circadian regulation as
a key factor in plant development and productivity. The increase in publications up to 2022
suggests a phase of consolidation in this research area, reflecting both methodological advances
in molecular and physiological analyses under controlled conditions and the broader integration
of circadian studies into plant biotechnology. The slight decline observed after 2022 may
indicate a transition toward more specialized or applied investigations. Overall, these trends
point to the need for future studies focusing on diverse plant species, cross-environmental
comparisons, and the integration of omics approaches to uncover how circadian regulation can

be harnessed to optimize plant growth and resilience.
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Figure 1. Publication metrics on circadian rthythm in plants in vitro. The search was done with
the terms “circadian rthythm”, “plant®*”, “in vitro”, filtering only works of the “article” type and

in English in the last ten years. Publications over the years (a) and countries where most

publications occurred (b).

The circadian clock and photoperiod are intricately interconnected systems that jointly
regulate plant development and environmental adaptation. While the circadian clock generates
internal rhythms that align physiological and metabolic processes with the day—night cycle,
photoperiod provides an external temporal cue that entrains these rhythms to seasonal changes.
Through this interaction, plants integrate endogenous timing with external light—dark signals,
optimizing processes such as photosynthesis, hormone signaling, and flowering. Understanding
this mechanistic connection is essential before exploring how photoperiod specifically

influences plant growth and development under in vitro conditions.
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3. Photoperiod in Plants

The Earth’s rotation and orbit create a predictable daily cycle of light and darkness
lasting approximately 24 h. The length of daylight within this cycle, known as the photoperiod,
varies with the season and latitude [53,54]. Photoperiod plays a central role in regulating many
plants’ biological processes. By conveying information from the internal circadian clock
through light perception, plants adjust their growth and development to changing light
conditions. This synchronization allows plants to time key developmental events, such as
flowering, to occur under optimal seasonal conditions. Importantly, photoperiod-dependent
flowering has been shaped by environmental selection: species that flower when days are
shortening or lengthening have evolved strategies to maximize reproductive success under their
specific climatic conditions, ensuring that reproduction aligns with favorable environmental
periods [54-57].

The regulation of flowering by day length is a well-established concept in plant
physiology. Since the pioneering work of Garner and Allard [58], who first demonstrated that
photoperiod rather than photosynthate availability determines flowering time, subsequent
studies have built upon this foundational discovery to elucidate its molecular basis [58—62].
Based on their photoperiodic responses, plants are generally classified into three categories:
long-day plants, which flower under long-day (LD) conditions; short-day plants, which flower
under short-day (SD) conditions; and day-neutral plants, which show little or no sensitivity to
photoperiod and tend to maintain stable developmental processes regardless of day length [63—
65].

Studies using light pulses to interrupt the night period have shown that plants, regard-
less of their previous classification, respond to the period of darkness, not specifically to day
length [66,67]. More recent research shows that photoperiod-dependent flowering is, in fact, a
response driven by the circadian clock. Nevertheless, the terms mentioned remain useful, as

they categorize plants according to their photoperiodic response [59,68].

Publications on Photoperiod in In Vitro Plants

Searches in the Scopus database show fluctuations in the number of publications
containing the terms “photoperiod,” “plant*,” and “in vitro” in the title, abstract, or keywords.
The search was limited to research papers, excluding review articles, conference papers, or

technical notes. Between 2005 (15 documents) and 2025 (30 documents), the number of studies



addressing photoperiod in plants under in vitro conditions increased. Despite oscillations over
the 20-year period, 2020 marked a peak with 45 publications (Figure 2a). India contributed the
highest number of publications on this topic, with 100 documents, followed by China (74) and
the United States (73) (Figure 2b). This predominance of India and China likely reflects their
strong investment in plant biotechnology and tissue culture research, as well as the high
diversity of plant species cultivated and studied under con- trolled conditions in these countries.
Notably, the most prolific author was Abbasi, Bilal Haider, from Pakistan (Figure 2c¢), further
highlighting the significant contribution of Asian research groups to this field. The journal with
the greatest number of recent publications was Plant Cell, Tissue and Organ Culture (57
articles), followed by In Vitro Cellular and Developmental Biology—Plant (37) and Acta
Horticulture (28) (Figure 2d). These numbers highlight the importance of in vitro culture as a

tool for investigating photoperiod in plants.
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occurred (b), authors who have published the most on the topic (¢) and journals that published
the most on the topic (d).

Over the last four years, the number of publications focusing exclusively on photoperiod
has declined, likely because many fundamental mechanisms have already been characterized.
However, photoperiodic studies increasingly address complex interactions with other factors,
such as temperature, light intensity, plant growth regulators, and elicitors, which often require
whole-plant experiments to capture relevant phenotypes, including photoperiod-dependent
flowering. In vitro approaches provide an alternative framework to study these interactions
under controlled conditions, allowing precise manipulation of environmental cues. It is possible
that recent publications investigating these multifactorial interactions are not fully captured in
conventional literature searches, suggesting that alternative search strategies may be required
to comprehensively assess the current research landscape.

Most publications on photoperiod under in vitro conditions investigated its interactions
with plant growth regulators (PGRs) (Table 1). Many of these studies described the
development of efficient micropropagation protocols, focusing on promoting plant growth and
development (primary metabolism) [69—71], as well as enhancing the production of bioactive
compounds (secondary metabolism) [71-73]. However, the bibliometric data reveal notable
knowledge gaps. Few studies have explored how photoperiod influences gene expression
networks and signaling pathways under in vitro conditions, or how these responses compare
with those observed in whole plants grown ex vitro. Additionally, the limited number of studies
on non-model or economically important species indicates an opportunity to expand research
beyond traditional model systems. Addressing these gaps would contribute to a more
comprehensive understanding of how photoperiod modulates physiological plasticity in

controlled environments.

Table 1. Summary of the main studies focused on plant responses to circadian rhythms and/or

photoperiod under in vitro cultivation.

Espécie Modo de propagacao Efeitos estudados Reflexos Referéncia

Explant type, plant growth
regulators, and
photoperiod

Molecular mechanisms
and primary metabolism

cotyledons,

Suaeda glauca hypocotyls, and leaves

Mohammadi et al. [69]

Molecular mechanisms
and primary metabolism
Schisandra chinensis embryos Light intensity Primary metabolism Sun et al. [75]

Gossypium hirsutum ovules Photoperiod Primary metabolism Wang et al. [76]

Marchantia polymorpha buds Light intensity Zhu et al. [74]




Cocos nucifera

Sequoia sempervirens
Anthyllis hermanniae
Moringa oleifera
Cydonia oblonga
Rheum rhaponticum
Solanum tuberosum

Anthyllis barba-jovis
Gentiana triflora

Spiranthes ochroleuca
Artemisia ludoviciana
Aloe sul-africana
Artemisia tilesii
Paphiopedilum spp.
Artemisia alba
Cannabis sativa
Plumbago auriculata
Curcuma caesia

Cannabis sativa

Cunninghamia
lanceolata

Narcissus tazzeta
Basella rubra
Triticum aestivum
Lippia alba
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Kaempferia galanga
Ficus palmata

Pfaffia glomerata

embryos

shoots
shoots
callus
shoots
shoots
nodal segments

seeds
shoots

seeds
nodal segments
seeds
roots
shoots
shoots
stem segments
shoots
shoots
shoots
shoots
bulbs
callus
seeds
nodal segments
shoots
stem segments
shoots
rhizome shoots
axillary shoots

nodal segments

CO; concentrations, light
intensities, light qualities,
and photoperiod
Culture medium and
photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Light quality and
photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Temperature and
photoperiod

Gene expression

Temperature and
photoperiod
Gene expression
Culture medium and
photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Temperature and
photoperiod
Phenylalanine
concentrations and light
Plant growth regulators
and photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Culture medium and
photoperiod
Temperature and
photoperiod

Photoperiod

Photoperiod

Photoperiod and light
quality
Plant growth regulators
and photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Culture medium and
photoperiod

Photoperiod

Photoperiod and silver
thiosulfate concentrations
Photoperiod and KNO3
concentrations
Culture medium and
photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Culture medium and
photoperiod

Photoperiod

Primary metabolism

Secondary metabolism

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism
Molecular mechanisms
and primary metabolism

Primary metabolism

Molecular mechanisms

Primary metabolism
(germination)
Primary and secondary
metabolism
Primary metabolism
(germination)
Primary and secondary
metabolism
Molecular mechanisms
and primary metabolism
Primary and secondary
metabolism

Flowering

Flowering

Primary metabolism and
flowering
Primary metabolism and
flowering

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism
Primary and secondary
metabolism
Primary and secondary
metabolism
Primary and secondary
metabolism

Primary metabolism
Primary metabolism

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism

26

Mu et al. [77]

Kirakosyan et al. [72]
Martini et al. [70]
Bajwa et al. [71]
Durul et al. [78]

Wojtania et al. [73]
Wang et al. [79]

Bertsouklis et al. [80]
Takase et al. [81]

Zale at al. [82]
Ramos et al. [83]
Amoo et al. [84]

Bohdanovych et al. [85]
Istiqomah et al. [86]
Pecheva et al. [87]

Lavie et al. [88]
Shen et al. [89]
Sarma et al. [90]
Moher et al. [18]

Xu et al. [91]
Rahimi et al. [92]
Kumar et al. [93]
Virdi et al. [94]
Castro et al. [95]

El-Sayed et al. [96]

Choirunnisa &
Wardana. [97]

Wafa et al. [98]
Shofiyani et al. [99]
Ahmed et al. [100]

Fortini et al. [101]




Bletia urbana protocorms

Origanum dictamnus seeds
Vaccinium floribundum seeds and shoots

Fagonia indica stem explants

Anacamptis
longicornu e Ophrys seeds
panormitana
Solanum tuberosum cuttings
Ligaria cuneifolia embryos

Plant growth regulators
and photoperiod
Plant growth regulators
and photoperiod
Medium, photoperiod, and
temperature
UV-C regimes and
photoperiod
Culture medium,
temperature, and
photoperiod
Gene expression, culture
medium, and photoperiod
Plant growth regulators

Primary metabolism and
flowering
Primary metabolism
(germination)

Primary metabolism

Primary and secondary
metabolism

Primary metabolism
(germination)

Molecular mechanisms

and primary metabolism

Primary and secondary
metabolism

27

Rodriguez et al. [102]
Sarropoulou et al. [103]
Meneses et al. [104]

Abbasi et al. [105]

Acrcidiacono et al. [106]

Kondhare et al. [107]

Ricco et al. [108]

and photoperiod

4. Response of In Vitro Grown Plants to Photoperiod and Variation in Circadian

Rhythms

In vitro culture has a practical purpose, as it enables large-scale plant propagation. This
direct application consolidates it as an essential tool that also facilitates biotechnological
applications in plant breeding, particularly in stages involving genetic transformation [1,4].
Moreover, in vitro culture is widely employed in studies of plant biology, biochemistry, and
molecular biology, as it allows precise control of growth conditions (light intensity and quality,
photoperiod, temperature, among others) and accelerates data generation by reducing the time
required for treatments to express their phenotypes [4].

In this context, researchers have investigated photoperiodic rhythmicity and other
environmental conditions using in vitro culture as an effective tool, since the system enhances
growth and yield while conferring high tolerance to environmental stresses [88,92,101].
Because tissue culture provides a controlled, uniform, and efficient environment, it be- comes
the method of choice in studies that require strict control and elimination of external
variability—conditions difficult to achieve with conventional approaches [4]. For this reason,
Takase et al. [81] reported that when attempting to control day length in Gentiana triflora under
field conditions, they opted to use in vitro-grown plantlets.

Despite its advantages, in vitro culture has inherent limitations. Artificial light sources
often differ in spectral quality and intensity from natural sunlight, potentially affecting
photoperiodic responses. Environmental conditions such as humidity, CO> concentration, and
nutrient availability are tightly controlled in vitro but differ significantly from field
environments, which can influence plant physiology and development [95, 101]. Consequently,

photoperiodic or stress responses observed in vitro may not always translate directly to ex vitro



28

or field conditions. Researchers must carefully consider these factors when extrapolating
findings, and complementary studies under natural conditions are often necessary to validate in

vitro observations.

4.1. Plant Flowering Time Responses to Photoperiod

Several studies have demonstrated how plants respond to photoperiod under in vitro
conditions, with one of the most relevant effects being the regulation of flowering time. In many
species, the expression of the FLOWERING LOCUS T (FT) gene results in the production of
a systemic signaling molecule that acts as a trigger for the onset of flowering. This molecule is
synthesized in the leaves and transported to the shoot apical meristem, where it induces flower
formation [109].

The photoperiod-dependent flowering mechanism induced by FT expression is best
characterized in long-day plants. In Arabidopsis thaliana, long-day conditions induce high
levels of FT expression, which accelerate flowering, whereas short-day conditions lead to very
low FT expression [110]. The induction of FT depends on both day length and the
transcriptional activator CONSTANS (CO), whose expression is tightly regulated by the
circadian clock [111]. According to the external coincidence model, the accumulation of CO
transcripts occurs from late afternoon to evening, under circadian control, coinciding with light
exposure, particularly during summer [112]. Under these conditions, the CO protein is
stabilized, leading to increased FT expression and the promotion of flowering. Thus, the
flowering response represents a clear example of how the molecular components of the
circadian clock (such as CO and FT) integrate environmental light cues to generate coordinated
developmental outcomes. This connection between clock-regulated gene expression and
phenotypic flowering behavior illustrates the close interplay between molecular timing
mechanisms and photoperiodic adaptation in plants.

In Cannabis sativa grown in vitro, flowering induction depends not only on photoperiod
but also on the physiological state of the explants prior to exposure to inductive conditions. In
the study by Mahlberg and Hemphill [21], flowering was observed when in vitro-grown
plantlets, already established with 68 fully expanded leaves, were exposed to photoperiods of
13.2 h or less per day, or, more precisely, to dark periods of at least 10.8 uninterrupted hours.
Similar results were reported by Potter [88], who found that low light intensity during the floral
induction stage optimized flower formation, emphasizing that induction efficiency depends on

the developmental maturity of the cultured plantlets.
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In Plumbago auriculata, both temperature and photoperiod influenced flowering. In
vitro plantlets with 5-7 expanded leaves showed inhibited floral bud development under long
photoperiods (20 h), whereas an intermediate photoperiod (16 h) promoted rapid floral
induction and the formation of complete, morphologically normal floral structures [89]. These
findings highlight the importance of considering the plant’s developmental stage before
induction when evaluating photoperiodic responses under in vitro conditions.

A study on Bletia urbana, an endangered orchid species, showed that a neutral
photoperiod (12 h) resulted in the highest flowering rate [102]. This outcome may be associated
with adaptations to its natural tropical habitat, where day length and night length show little

seasonal variation.

4.2. Responses on Primary Metabolism

The control of photoperiod, together with circadian rhythm variation, is also an
important tool explored in in vitro culture to promote plant growth and development (primary
metabolism). Zhu et al. [74], studying the relationship between putative lunularic acid (AL)
levels and growth variation in Marchantia polymorpha according to the circadian clock,
observed that shoot growth rates were generally higher during the light period than during the
dark period. This was accompanied by changes in endogenous AL concentrations, indicating
that AL synthesis is closely related to light intensity.

Plant growth and development follow a rhythmic day—night pattern regulated by the
circadian clock and light-responsive genes. Key circadian clock components, such as CCA1,
PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR) genes, and GIGANTEA (Gl), coordinate the timing
of gene expression and metabolic activity [6,8]. In Gossypium hirsutum, small peptides
regulated by the circadian clock, such as GhRALF 1, may exert rhythmic inhibitory effects on
fiber elongation, likely acting downstream of these clock components to synchronize fiber
growth with the daily light—dark cycle [76]. By linking clock gene activity to fiber cell
metabolism, these observations highlight how circadian regulation underpins primary growth
processes in cotton.

In Solanum tuberosum, tuberization and tuber yield are strongly affected by day length.
A photoperiod of 8 h combined with 3.8 g L™! KNOs resulted in the earliest onset of microtuber
formation, at 8 days after explant planting (DAP) [97]. Under a 16 h photoperiod with 1.9 g L™!
KNOs, tuberization occurred only after 11 DAP; however, this condition increased the number

of microtubers by 30% compared with the 8 h photoperiod [97]. In contrast, another study
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reported that darkness induced microtubers in a shorter time (8.85 days) and reached the highest
tuberization percentage (80%). On the other hand, the greatest number of microtubers per
explant and the maximum mean fresh weight (207 mg) were obtained under short-day
conditions (8 h light) [98].

Tuberization in Solanum tuberosum is a short-day—induced process and involves a
regulatory mechanism analogous to the flowering control in Arabidopsis thaliana. Under long-
day conditions, circadian clock—regulated genes promote the degradation of the Solanum CY-
CLING DOF FACTOR 1 (StCDF1), a transcriptional repressor of the CONSTANS-like gene
StCOLI. When StCDF1 is degraded, StCOLI becomes active and induces the expression of
StSP5G, which acts as a mobile repressor of tuberization by inhibiting the StSP6A4 gene, a
tuberigen homologous to FT [113]. Conversely, under short-day conditions, StCDFI remains
stable and represses StCOLI, leading to reduced StSP5G expression and allowing StSP64 to
accumulate, which promotes tuber formation. This finely tuned regulatory cascade illustrates
how photoperiodic signals, integrated through circadian clock components, control
developmental phase transitions in potato in a manner similar to the flowering pathway in
Arabidopsis.

Photoperiod also influences seed germination under in vitro conditions. In African Aloe
species (A. modesta, A. peglerae, A. reitzii), germination speed decreased under long
photoperiods (16 h and 24 h) [84]. Similarly, in Anacamptis longicornu and Ophrys
panormitana, germination occurred only under a neutral photoperiod (12 h, 18 + 1 °C), whereas
no germination was observed under 16 h light at 25 = 1 »C [106]. By contrast, in Origanum
dictamnus, the highest germination rates up to day 12 of the experiment were obtained under a
16 h photoperiod [103]. In two-year-old scarified seeds of Anthyllis barba-jovis, germination
ranged from 89 to 97% at 15 and 20 -C under a 16 h photoperiod but dropped to ~84% under
continuous darkness [80].

In Cunninghamia lanceolata seedlings cultured in vitro under three photoperiods (8, 16,
and 24 h), the best development occurred under a 16 h photoperiod, which promoted higher
rooting rates, root length, and root volume [91]. In contrast, in Cydonia oblonga shoots, the
greatest number and longest roots were observed in shoots exposed to 10 days of continuous
darkness [78].

Biomass accumulation is also strongly influenced by photoperiod. In callus cultures of
Moringa oleifera, the highest biomass accumulation was observed under continuous white light
(24 h), whereas the lowest occurred under continuous darkness [71]. A similar trend was

reported for Lippia alba [95] and Rheum rhaponticum ‘Raspberry’ [73], where longer
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photoperiods (16 and 24 h) increased dry mass, while shorter photoperiods (4 h and 10 h)
reduced it. In Artemisia tilesii, however, hairy roots accumulated more biomass in darkness, but
these roots were white, elongated, and less branched [85].

Leaf area can also be influenced by photoperiod. In Pfaffia glomerata, leaf area in-
creased under continuous light (24 h) [101]. A similar response was observed in L. alba
seedlings [95], which developed larger leaves with increasing photoperiod up to 24 h, while
shorter photoperiods (4 and 8 h) resulted in smaller leaf areas. In these cases, sucrose
supplementation in the medium may have positively contributed to this response under
continuous light. In contrast, in Alocasia amazonica, larger leaf areas were obtained under
shorter photoperiods (8/16 h L/D, 12/12 h L/D) [114].

A reduction in leaf area under short photoperiods may reflect lower photosynthetic
performance. In L. alba, a shorter photoperiod (4 h) led to reduced concentrations of
photosynthetic and photoprotective pigments (carotenoids) [95]. Similar reductions were

observed in P. glomerata [101] and in C. lanceolata under an 8 h photoperiod [91].

4.3. Responses on Secondary Metabolism

Several studies confirm that photoperiod exerts a strong influence on the production of
secondary metabolites. Although most investigations have been conducted under ex vitro
conditions, in vitro studies are increasing due to the possibility of tighter environmental control
and the application of elicitors to specific metabolic pathways [115].

In Lippia alba, photoperiod modulated the essential oil profile: despite no changes in
the relative expression of circadian clock genes, plants grown under continuous light (24 h)
showed a significant increase in linalool content compared with 8 h and 16 h photoperiods [95].
Similar results were reported in callus cultures of Kaempferia galanga, where a 12/12 h
light/dark regime enhanced the accumulation of flavonoids and terpenoids, while production
declined sharply under continuous darkness [99]. Likewise, Basella rubra cultures accumulated
higher levels of phenolics under a 16 h photoperiod than under continuous light or continuous
darkness [93].

In Artemisia ludoviciana, a 16 h light photoperiod not only enhanced achillin synthesis
but also increased callus induction compared with complete darkness [83]. In callus cultures of
Moringa oleifera, continuous white light (24 h) resulted in the highest accumulation of

phenolics (TPC: 18 mg g !), phenolic production (TPP: 287 mg L"), and flavonoids (TFC: 15
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mg g '; TFP: 212 mg L!), while also positively regulating the transcription of flavonoid
biosynthetic genes [71].

In vitro culture has also proven valuable for understanding the implications of
photoperiod in circadian rhythms. In Solanum Ilycopersicum, the interaction between
photoperiod and circadian oscillations modulated the phase of cyclic gene expression,
improving crop adaptation to different day lengths in latitudes outside the tropics [116]. In
Stevia rebaudiana, a short-day species with a critical photoperiod of 12—13 h, a 12/12 h regime
promoted reproductive development, whereas 15/9 h and 16/8 h photoperiods favored
vegetative growth. Conversely, photoperiods shorter than 12 h triggered premature and

undesirable reproductive development, leading to reduced steviol glycoside (SG) content [117].

5. Conclusions

This review demonstrates that in vitro systems provide a robust framework for studying
circadian regulation in vascular plants, enabling precise analysis of how internal biological
rhythms coordinate physiological and developmental processes. By offering tightly controlled
experimental conditions, in vitro cultivation allows researchers to dis- sect interactions between
the circadian clock and environmental cues such as photoperiod, light intensity, and
temperature. The precision and reproducibility of this approach strengthen its potential for
revealing the mechanisms underlying physiological plasticity and stress adaptation.

Within this framework, photoperiod has been shown to directly modulate key processes
including primary and secondary metabolism, flowering, tuberization, and biomass
accumulation. These findings confirm that in vitro cultivation uncovers adaptive mechanisms
that may be difficult to observe under ex vitro conditions. Therefore, the integration of circadian
studies and in vitro cultivation represents a powerful strategy to advance both plant propagation
and the production of valuable secondary metabolites. This research field offers important
opportunities for applying biotechnology to address climate change challenges and promote

more sustainable agricultural systems.
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Capitulo II

Efeito do fotoperiodo na morfofisiologia de abacaxizeiro cultivado in vitro em sistema
fotomixotrofico
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Resumo

No estado do Maranhao, a variedade ‘Turiagu’ destaca-se por suas caracteristicas peculiares,
mas enfrenta limitagcdes especialmente na obtencdo de mudas de qualidade, o que torna a
micropropagacdo uma alternativa, sendo o fotoperiodo um fator determinante para o sucesso
do cultivo in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas morfofisioldgicas
envolvidas na micropropagacdo de abacaxi das variedades 'Pérola' e 'Turiagu' sob diferentes
fotoperiodos. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em um
esquema fatorial 2 x 4 (variedades de abacaxi: 'Pérola' e 'Turiagu' x fotoperiodos: 4, 8, 16 ¢ 24
h de luz por dia). Avaliou-se pardmetros de crescimento, fisiologicos e anatomicos. A variedade
Pérola apresentou crescimento da parte aérea, didmetro da base e acimulo de biomassa
superiores ao Turiagu. O fotoperiodo de 24 h proporcionou efeitos negativos sobre o
crescimento das plantas de ambas as variedades e nos pardmetros fotossintéticos, além disso
ele reduziu a espessura do parénquima aquifero e aumentou a quantidade de estdmatos em
ambas variedades. Em contraste, os fotoperiodos de 8 e 16 h proporcionaram os melhores
resultados em termos de crescimento da raiz, aumento da area foliar, acimulo de biomassa e
aumento na concentracao dos pigmentos fotossintéticos nas duas variedades. Portanto, conclui-
se que fotoperiodos intermediarios (8 e 16 horas) ¢ o mais recomendavel para o
desenvolvimento das variedades de abacaxi estudadas.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merril; micropropagacdo; luminosidade; fotossintese;
ritmo circadiano.
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Abstract

In the state of Maranhao, the ‘Turiagu’ variety stands out for its unique characteristics, but faces
limitations, especially in obtaining quality seedlings, which makes micropropagation an
alternative, with photoperiod being a determining factor for the success of in vitro cultivation.
The objective of this work was to evaluate the morphophysiological responses involved in the
micropropagation of pineapple varieties 'Pérola’ and "Turiagu' under different photoperiods. The
experiment was conducted in a completely randomized design, in a 2 x 4 factorial scheme
(pineapple varieties: 'Pérola' and "Turiagu' x photoperiods: 4, 8, 16 and 24 h of light per day).
Growth, physiological, and anatomical parameters were evaluated. The Pérola variety showed
superior shoot growth, base diameter, and biomass accumulation compared to Turiagu. The 24-
hour photoperiod had negative effects on plant growth in both varieties and on photosynthetic
parameters; in addition, it reduced the thickness of the water-storing parenchyma and increased
the number of stomata in both varieties. In contrast, photoperiods of 8 and 16 h provided the
best results in terms of root growth, increased leaf area, biomass accumulation, and increased
content of photosynthetic pigments in both varieties. Therefore, it is concluded that
intermediate photoperiods (8 and 16 hours) are the most recommended for the development of
the pineapple varieties studied.

Keywords: Ananas comosus L. Merril, micropropagation; luminosity; photosynthesis;
Circadian thythm
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1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma cultura de clima tropical e
subtropical pertencente a familia Bromeliaceae, com fruto apreciado em todo o mundo (Yan et
al. 2021, Kessel-Domini et al. 2022). Em 2024, a produ¢do mundial de abacaxi foi estimada em
29.36 milhdes de toneladas, em que a Indonésia, Filipinas, Costa Rica e Brasil foram os
principais produtores (Faostat, 2025). O Brasil, considerado um dos centros de origem dessa
espécie, apresenta grande variabilidade genética, no entanto mais de 95% das lavouras sao
dominadas pelas variedades 'Smooth Cayenne' e 'Pérola’ (Reinhardt et al. 2018; Souza et al.
2021).

Entre as variedades promissoras e pouco exploradas no Brasil destaca-se o abacaxizeiro
"Turiagu' nativo do municipio de Turiagu, no estado do Maranhao, que surgiu por sele¢do local
realizada por povos origindrios e pequenos agricultores (Araujo et al. 2007). Seus frutos
possuem caracteristicas diferenciadas, como maior dogura, aroma agradavel e cor intensa, o
que resulta em uma elevada aceitacao pelos consumidores locais (Araujo et al. 2012; Reinhardt
et al. 2018). Apesar desse potencial agrondmico e comercial, sua expansao ainda ¢ limitada pela
falta de tecnologias eficientes que permitam a produ¢do de mudas em larga escala (Reis et al.
2019). Nesse contexto, torna-se necessdria a adog¢do de estratégias que viabilizem a
multiplicagdo rapida e padronizada de plantas.

Dentre as alternativas capazes de atender essa demanda, o cultivo in vitro destaca-se
como uma técnica fundamental, tanto para suprir a produgdo massal de mudas de qualidade
fitossanitaria, quanto para facilitar o desenvolvimento de aplicagdes biotecnologicas para
melhoramento vegetal (Kumar e Loh, 2012; Wijerathna-Yapa et al. 2022). Entretanto, o sucesso
de protocolos de micropropagacao depende diretamente da taxa de proliferacdo obtida in vitro
e da estabilidade das plantas durante a fase de aclimatagdo ex vitro (Miler et al. 2019). Fatores
como a luz desempenham um papel crucial no sucesso da produgdo in vitro de plantas,
juntamente com outros fatores como a composi¢do do meio de cultivo, as taxas de trocas
gasosas entre o headspace do recipiente da cultura e o ambiente externo, a temperatura ¢ a
plasticidade fisioldgica da espécie diante das alteragdes do sistema de cultivo (Cavallaro et al.
2022). Além de atuar como fonte energética para a fotossintese, a luz também funciona como
um importante sinal ambiental capaz de regular processos fisiologicos e de desenvolvimento
vegetal.

Nesse sentido, os organismos vivos desenvolveram mecanismos endogenos de
cronometragem com o proposito de antecipar, com eficiéncia, as mudancas ambientais

previsiveis ligadas as oscilagdes diurnas, chamados de relogios circadianos (Srivastava et al.
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2019; Man et al. 2020). Na maioria das plantas, este relégio auxilia na previsdo das mudancas
diarias e sazonais, no ambiente circundante, e permite que elas adaptem os processos
fisiologicos e de desenvolvimento ao periodo de tempo ideal (McClung 2006). Entre os fatores
que impactam no ritmo cicardiano destaca-se o fotoperiodo, definido como o periodo diério de
exposicao a luz.

O fotoperiodo influencia diretamente diversos processos fisioldgicos nas plantas,
incluindo a fotossintese, a floracdo, e a frutificacdo. Plantas ajustam seus processos fisiologicos
e fenoldgicos em resposta ao fotoperiodo e ao controle do reldgio bioldgico e da expressao
génica associada, o que pode ser explorado no cultivo in vitro para otimizar a produgdo de
plantas vigorosas € homogéneas (Osnato et al. 2022; Nascimento et al. 2025). Em Ananas
comosus, embora seja uma espécie tipicamente CAM em condi¢des naturais, o ambiente in
vitro frequentemente favorece um comportamento metabolico mais préximo ao C3, em fungao
da alta disponibilidade hidrica, baixa variag¢do térmica e limitagcao na difusao de CO: no interior
dos frascos (Ming et al. 2015; Alves et al. 2023). Nesse contexto, alteracdes no fotoperiodo
podem impactar diretamente a eficiéncia fotossintética, o balango energético e a alocagao de
biomassa, o que influencia no crescimento e na qualidade das mudas produzidas.

As alteracdes do fotoperiodo podem promover o crescimento vegetativo, aumentar a
biomassa e sincronizar processos fenologicos, possibilitando uma produgdo mais uniforme e
previsivel, contribuindo para o planejamento agricola e a maximiza¢ao da produtividade
(Taniguchi et al. 2020; Serrano-Bueno et al. 2021; Rezvani et al. 2021; Moher et al. 2024). Por
outro lado, quando ha um desalinhamento entre o relogio circadiano e os ritmos ambientais,
pode haver uma diminuicao da aptidao da plantas, como reducdo da tolerancia a estresses e
menor eficiencia fotossintética (Hotta 2021).

Nesse contexto, este estudo objetivou avaliar as respostas morfofisioldgicas envolvidas
na micropropagacao de abacaxi das variedades 'Pérola’ e '"Turiagu' sob diferentes fotoperiodos,
propondo que tal estratégia pode viabilizar sua produgdo em larga escala e contribuir para o

aproveitamento de sua variabilidade genética e comercial no Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos - LCT da

Universidade Estadual do Maranhao - UEMA, Sao Luis, Brasil (latitude 2°35°32” S e longitude
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44°13°47” O). Foram utilizadas brotagdes de abacaxizeiro 'Pérola’ e '"Turiagu' previamente
estabelecidas in vitro, e subcultivadas sucessivamente em 30 mL de meio MS no banco de
germoplasma do LCT (Murashige; Skoog, 1962) (PhytoTechnology®, Lenexa, KS, USA),
suplementado com 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 4 uM
de 6 benzilaminopurina (BAP) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 2 uM de 4cido
naftalenoacético (ANA) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 30 g L de sacarose
(DinAmica® Ltda, Jardim da Gléria, SP, Brazil). O pH ajustado em 5,7 + 0,1, ¢ o meio
solidificado com 2,0 g L' de Phytagel (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e autoclavado a

120°C a uma pressao de 1,5 atm, por 15 minutos.

2.2 Condicdes experimentais

Para a realizagdo do experimento, em camara de fluxo laminar, 2 brotos com
aproximadamente 3 cm de comprimento da parte aérea (e com excisao do sistema radicular)
foram inoculados em cada frasco de vidro com capacidade de 350 mL, com 60 mL de meio de
cultura MS, suplementados com 100 mg L' de mio inositol, 30 g L™! de sacarose, 2,7 uM de
ANA, solidificado com 2,0 g L' de Phytagel, com pH ajustado em 5,7 + 0,1, e autoclavado a
120 °C a uma pressao de 1,5 atm, por 15 minutos.

Os frascos de cultivo foram mantidos em sala de crescimento a uma temperatura média
de 25 £ 2 °C em diferentes fotoperiodos (4, 8, 16 € 24 h de luz por dia) e irradiancia de 65 pmol
m™ s fornecidas de quatro lampadas tubulares do tipo LED brancos T8 (9W, Avant, Sdo Paulo
- SP, Brasil). Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno, com dois orificios
(10 mm) recobertos por membranas de fita microporosa, conforme proposto por Saldanha et al.
(2012).

Apos 45 dias de cultivo in vitro, foram realizadas as andlises de crescimento, anatdmicas

e fisioldgicas.

2.3 Analise de crescimento in vitro

Foram realizadas as analises das seguintes caracteristicas de crescimento: comprimento
total da parte aérea (cm), comprimento total da maior raiz (cm), didmetro da base da roseta
(mm), massa fresca da parte aérea e da raiz (g), massa seca da parte aérea e da raiz (g), e area

foliar (cm?). A massa seca foi obtida ap6s a secagem do material fresco em estufa de circulagao
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forcada de ar a 70°C por 48 horas (Couto et al. 2014) e a determinagao da area foliar foi feita

com auxilio do programa ImageJ (Schneider et al. 2012).

2.4 Analises anatomicas e micromorfometria foliar

Na caracterizag@o anatdmica estrutural, as amostras foram retiradas da regido mediana
da quinta folha do &pice para a base e fixadas em solucdo FAA 50% (formaldeido, 4cido acético
e alcool etilico), conforme metodologia de Johansen (1940) durante 72 horas e desidratadas
com concentragdes crescentes de etanol em série etilica (30%, 40%, 50%, 60% e 70%) a cada
1 h, em seguida foram desidratadas novamente em série etilica de (80%, 90%, 95% e 100% a
cada 2 h, e logo apos incluidas em historesina (Historesin®, Leica Instruments, Heidelberg,
Alemanha) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para a montagem das laminas,
cortes transversais com 6 um de espessura foram obtidos em microtomo rotativo (Lupetec
modelo MRP2015, Sao Carlos, Brasil).

Os cortes foram recolhidos em laminas de vidro, secos a temperatura ambiente e corados
com azul de toluidina (0,05% em pH 4,0) (O'Brien; McCully, 1981) por 8 min. As imagens
foram capturadas em microscopio (Global Optics® modelo NO226T) equipado com cimera
(Bioptika® CMOS 5.0).

As andlises micromorfométricas foram realizadas a partir de imagens digitais do limbo
foliar, obtidas com o uso da objetiva de 4x. Os parametros avaliados foram: espessura da
epiderme abaxial e adaxial, parénquima clorofiliano, parénquima aquifero, comprimento
transversal e longitudinal dos feixes vasculares, conforme metodologia de Silva-Moraes et al.
(2025). As medidas foram determinadas com o auxilio do software ImageJ®. As andlises foram
realizadas em trés pontos distintos de cada fotografia correspondente a cada material vegetal
(folha) e consideradas cinco repetigdes bioldgicas por tratamento, o que totalizou 120

observagoes (8 tratamentos x 5 repeticdes x 3 pontos) para cada parametro.

2.5 Indice estomatico

O indice estomatico foi avaliado por meio de impressdes da superficie abaxial (inferior)
da quinta folha do 4pice para a base, com o uso de adesivo instantineo (Super Bonder®™). As
impressoes foram colocadas em ldminas de vidro e examinadas em microscopio Optico

(microscopio Leica DME, Wetzlar, Alemanha), acoplado a uma camera digital (Leica EC3), e
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analisadas com o uso do software LAS EZ (Leica Microsystems). As imagens foram
processadas no software Image J® e o indice estomatico (IE) calculado conforme Cutter (1986):
IE (%) = [C2/C1 + C2)] 100
Em que: C1= células epidérmicas e C2= estdmatos

2.6 Fluorescéncia da clorofila a

Na analise da fluorescéncia da clorofila a foi avaliada a fluorescéncia inicial (FO0),
fluorescéncia maxima (Fm), rendimento quantico maximo do fotossistema II (Fv/Fm), energia
absorvida por centro de reacdo ativo (RC/ABS) e o indice de desempenho (PI), através de
medicoes apos adaptagdo das plantas ao escuro por 30 min. As avaliagdes foram feitas no
segundo par de folha do apice para a base com o uso de um fluordmetro nao modulado (Pocket
PEA; Plant Efficiency Analyzer, Hansatech, King's Lynn, Reino Unido). Foi aplicado um pulso
de luz saturante de 3500 umol m2s™! (Gongalves et al. 2010).

2.7 Conteudo relativo de agua

Na realizac¢do da avaliacdo do contetido relativo de 4gua na folha (CRA), foram cortados
seis discos de folhas completamente expandidas de cada amostra, com didmetro de 0,6 cm?,
com o auxilio de um perfurador. Os discos foram pesados para mensurar a massa fresca (MF),
apods a pesagem eles foram submersos em 4gua destilada por 24 horas e em seguida, realizado
a segunda pesagem, da massa dos discos turgidos (MT). Apds este processo os discos foram
desidratados em estufa de circulacao de ar for¢ado a 70°C por 24 horas, por fim os discos foram
novamente pesados para mensurar a massa seca (MS). O calculo do CRA foi feito com base na
expressdao matematica de Barr e Weatherley (1962):

CRA (%) = MF - MS x 100
MT - MS

2.8 Determinacio de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos foram extraidos de trés discos foliares (0,21 cm? de didmetro) da quinta
folha contada do éapice para a base da planta. Os discos foliares foram imersos em 3 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO; Isofar® Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e deixado no escuro por
48 h (Santos et al. 2008). As medi¢des de absorbancia das amostras a 665 nm, 645 nm e 480

nm foram realizadas com um espectrofotdometro UV-visivel (mono-feixe) (modelo UV-M51;
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BEL Engineering Company, Monza, Itidlia) em uma cubeta de quartzo de 10 mm. Para os

calculos da clorofila a, b, e os carotenoides foi usado o método descrito por Wellburn (1994):

Clorofila a (pgmL™") = 12,19A665 — 3,45A¢45
Clorofila b (ugmL_l) = 21,99A645 —5,32A665
Clorofila total (ugmL_l) = (12,19A665 — 3,45A645) + (21,99 A645 —5,32 As65)

Carotenoides total (ugmL ") = (1000A4s0 — 2,14 Clorofila a — 70,16 Clorofila b)
220

2.9 Avaliacgoes na fase de aclimatizagao ex vitro

Apo6s 45 dias no cultivo in vitro, 15 plantas de cada tratamento foram retiradas dos
frascos de cultivo, o que totalizou 120 plantas, provenientes dos 8 tratamentos experimentais
(2 variedades x 4 fotoperiodos). As mudas foram lavadas em 4gua corrente para retirada de
residuos do meio de crescimento e transferidas para tubetes de polietileno (280 cm?)
preenchidos com substrato comercial (Carolina Soil®, composto por 75% de turfa Sphagnum e
25% vermiculita) com textura fina a média. As plantas foram entdo transferidas para uma casa
de vegetagdo (2°31'51"S, 44°18' 24"W).

Durante essa etapa, ndo foram aplicados tratamentos fotoperiddicos, em que todas as
mudas foram mantidas sob condi¢des ambientais uniformes, de modo que as respostas avaliadas
representassem efeitos residuais dos fotoperiodos previamente aplicados durante o cultivo in
vitro. As plantas permaneceram sob irrigagdo por sistema de microaspersao acionado por 15
minutos a cada 3 horas, das 6:00 as 18:00 h, em temperatura média de 27,5 °C, umidade relativa
média de 82,1% e luz natural com intensidade média de 1150 pmol m™ s™', correspondente a
fotoperiodo natural aproximado de 12 horas.

Ap6s 45 dias no cultivo ex vitro, foram avaliadas a taxa de sobrevivéncia das plantas
(%) aclimatadas. Também foram avaliados os parametros de crescimento, anatomicos,
pigmentos fotossintéticos e a fluorescéncia da clorofila a, conforme as mesmas variaveis
descritas no in vitro. Adicionalmente, foi realizada a taxa fotossintética, com o analisador de

gas a infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analizer - LI-6400 XT, Licor Ltda, USA).

2.10 Taxa fotossintética ex vitro
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As andlises de trocas gasosas foram realizadas com o analisador de gas a infravermelho
(IRGA, Infrared Gas Analizer - LI-6400 XT, Licor Ltda, USA). Foi determinada a taxa
fotossintética liquida (A) (umol m? s), a condutincia estomatica (gs) (mol m 2 s ), a
transpiracdo (E) (mmol m 2 s ') e a relagdo entre a concentracdo interna de COz (Ci) e
concentragdo externa de CO» (Ca) (Ci/Ca). A partir desses valores, foram calculados a eficiéncia
carboxilativa (A/Ci) (umol m 2 s ! ppm™) e a eficiéncia intrinseca no uso da dgua (A/gs) (umol
mol'), sob uma concentracio de CO de 400 pmol mol™! de ar, umidade relativa do ar de 60 +
5% e a temperatura foliar de 28°C a 31°C. Para otimizar a abertura dos estomatos, todas as
medic¢des foram realizadas sob luz artificial saturada de 1000 pmol m 2 s™!, gerada por um diodo

emissor de luz, com 10% de luz azul.

2.11 Analises estatisticas

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 4 composto por duas variedades de abacaxi ('Pérola’ e 'Turiagu') e quatro
fotoperiodos (4, 8, 16 e 24 h de luz), que totalizou 8 tratamentos. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade de Shapiro-Wilk. As seguintes variaveis
foram transformadas a partir da equagdo V(x+0,5) para atender aos pressupostos da ANOVA:
Epiderme abaxial, condutancia estomatica, transpiragdo, eficiéncia carboxilativa. O contetido
relativo de 4gua foi transformado por meio da equagdo arcsenoV(x/100). As médias de todas
as variaveis foram comparadas por meio de andlise de variancia (ANOVA) e posteriormente
pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas no software estatistico R versao 4.3.2 (R Core Team 2023).

3. RESULTADOS

O fotoperiodo influenciou o crescimento das variedades de abacaxi cultivadas in vitro

Os parametros de crescimento apresentaram diferengas significativas (P < 0,05) entre
os diferentes fotoperiodos, bem como entre as variedades (Pérola e Turiagu). O comprimento
da parte aérea foi aproximadamente 48% maior na variedade Pérola em relagdo a Turiagu na
maioria dos fotoperiodos, enquanto o didmetro da base da roseta foi cerca de 41% superior no
Pérola (Figura 1A, 1B, 1H). Para o tamanho da raiz, a variedade Pérola se mostrou superior a

Turiagu apenas no tratamento com 24 h de luz (Figura 1C).
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O actimulo de biomassa apresentou aumento de 174% na variedade Pérola e 139% na
variedade Turiagu, quando submetidas a fotoperiodos intermediarios (8 h e 16 h), embora o
Pérola tenha sido superior ao Turiagu no acimulo de biomassa (Figura 1E, 1G).

O fotoperiodo de 24 h afetou negativamente o crescimento da parte aérea e da raiz nas
duas variedades, com plantas pouco desenvolvidas. Em contraste, o fotoperiodo de 16 h

proporcionou os maiores comprimentos de raiz e acimulo de biomassa em ambas as variedades.
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Figura 1. Parametros de crescimento das plantas de abacaxi das variedades Pérola e Turiacu
sob diferentes fotoperiodos (4, 8, 16, e 24h), apos 45 dias de cultivo in vitro. A) Fenoétipo das
plantas, Barra equivale a 2 cm. B) Comprimento da parte aérea (cm), C) Comprimento da maior
raiz (cm), D) Massa fresca da parte aérea (g), E) Massa seca da parte aérea (g), F) Massa fresca
da raiz (g), G) Massa seca da raiz (g), H) Didmetro da base da roseta (mm). Letras maiusculas
comparam as médias das duas variedades sob o mesmo fotoperiodo, enquanto letras minusculas
comparam a mesma variedade sob diferentes fotoperiodos (teste de Tukey; P < 0,05). As barras
representam o erro padrao (n = 8).

O fotoperiodo influenciou parcialmente os parametros foliares e pigmentos fotossintéticos
das variedades de abacaxi cultivadas in vitro

A concentracao de clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofila total ndo apresentou
diferencas significativas entre as variedades expostas na maioria dos fotoperiodos (Figura 2A,
B, C, D). No entanto, no fotoperiodo de 4 h a variedade Turiagu apresentou uma concentracao
de clorofila a superior a variedade Pérola. Houve diferengas significativas (P < 0,05) entre os
fotoperiodos. Os extremos (4 € 24 h de luz) reduziram concentracao de clorofila a e clorofila b
nas duas variedades (Figura 2 A e B). Enquanto que o fotoperiodo de 16 h proporcionou
concentragdes mais elevados de clorofilas também em ambas as variedades.

Em relag¢dao a concentragao de carotenoides e clorofila total, a variedade Turiagu nao
apresentou diferenca significativa entre os fotoperiodos, ja a variedade Pérola se mostrou mais
sensivel, pois sob o fotoperiodo de 16 h apresentou o maior contetido de carotenoides e clorofila
total (Figura 2 C e D).

As variedades nao diferiram em relagdo ao numero de folhas, no entanto, sofreram
influéncia dos fotoperiodos (Figura 2 E). Na variedade Pérola, os fotoperiodos de 8 e 16 h
proporcionaram maiores quantidades de folhas, enquanto na variedade Turiagu, além de 8 e 16
h, o fotoperiodo de 4 h também apresentou plantas com grandes quantidades de folhas. Com
relacdo a area foliar, a variedade Pérola apresentou uma area de 127% maior que a variedade
Turiagu (Figura 2 F). Em ambas variedades, a exposi¢ao a 8 e 16 h possibilitou as maiores areas
foliares. Enquanto as plantas expostas a 24 h de luz apresentaram uma menor area foliar.

Em relag¢do ao indice estomatico, as variedades nao diferiram estatisticamente, mas
sofreram influéncia dos fotoperiodos (Figura 2 G). Os fotoperiodos de 4 € 24 h proporcionaram
os maiores indices estomaticos em ambas as variedades, com aumentos de 32% e 21%,
respectivamente, em relacdo ao fotoperiodo de 8 h, e de 48% e 36% em relacdo a 16 h (Figura

3).
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Figura 2. Parametros foliares e pigmentos fotossintéticos. A) Clorofila a, B) Clorofila b, C)
Carotenoides, D) Indice estomatico, E) Numero de folhas, F) Area foliar, G) Indice estomatico
e H) Conteudo relativo de dgua na folha (CRA). Letras maitisculas comparam as médias das
duas variedades sob o mesmo fotoperiodo, enquanto letras minisculas comparam a mesma
variedade sob diferentes fotoperiodos (teste de Tukey; P < 0,05). As barras representam o erro
padrao (n = 8).
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O fotoperiodo influenciou parcialmente os parimetros da Fluorescéncia da clorofila a
das variedades de abacaxi cultivadas in vitro

Nao foram observadas diferengas significativas entre as variedades para os pardmetros
fotoquimicos (P > 0,05), mas foram observadas diferencgas entre os regimes de fotoperiodo (P
<0,05). Os maiores niveis de fluorescéncia minima (Fo) foram obtidos nos fotoperiodos mais
longos (16 € 24 h) em ambas variedades. A fluorescéncia maxima (Fm) foi maior com 4, 8 ¢ 16
h de luz na variedade Pérola, enquanto que na variedade Turiagu, esse parametro ndo diferiu
entre os fotoperiodos. A fluorescéncia variavel (Fv) também foi maior com 4, 8 e 16 h de luz
em ambas variedades. (Figura 4 A-B-C).

Em relagdo a eficiéncia maxima do PSII (Fv/Fm) o fotoperiodo de 24 h propiciou os
menores niveis de eficiéncia, com Fv/Fm abaixo de 0,75 (Figura 4 D). Os fotoperiodos nao
influenciaram estatisticamente a energia luminosa absorvida pelo centro de reacdo (RC/ABS).
Ja o Indice de Perfomance (PI) foi influenciado pelos fotoperiodos, em que com 24 h de luz
houve uma redugdo do o indice em 93% na variedade Pérola ¢ 88% na variedade Turiagu

(Figura 4 E, F).
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Figura 4. Parametros da Fluorescéncia da clorofila a das plantas de abacaxi das variedades
Pérola e Turiagu sob diferentes fotoperiodos (4, 8, 16, e 24h), apds 45 dias de cultivo in vitro.
A) Fluorescéncia inicial (Fo), B) Fluorescéncia méxima (Fm), C) Fluorescéncia variavel (Fv),
D) Eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), E) energia luminosa absorvida pelo centro de
reagdo (RC/ABS), F) Indice de Performance. Letras maitisculas comparam as médias das duas
variedades sob o mesmo fotoperiodo, enquanto letras minusculas comparam a mesma variedade
sob diferentes fotoperiodos (teste de Tukey; P < 0,05). As barras representam o erro padrao (n
=5).

O fotoperiodo influenciou parcialmente os parimetros anatomicos das variedades de
abacaxi cultivadas in vitro
O fotoperiodo nao afetou a maioria das caracteristicas anatdomicas, porém exerceu

influéncia sobre a espessura do parénquima aquifero e dimensodes dos eixos longitudinal e
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transversal dos feixes vasculares (Figura 5 A-B-C-D-E-F). Sob o regime de luz de 24 h as duas
variedades apresentaram menores espessuras do parénquima aquifero € maiores comprimentos

dos feixes longitudinais e transversais.
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Figura 5. Parametros micromorfométricos foliares de abacaxi das variedades Pérola e Turiagu
sob diferentes fotoperiodos (4, 8, 16, e 24h), apds 45 dias de cultivo in vitro. A) Secao
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transversal da folha, B) Espessura da epiderme adaxial (mm), C) Espessura da epiderme abaxial
(mm), D) Espessura do parénquima aquifero (mm), E) Espessura do parénquima clorofilado
(mm), F) Espessura do feixe vascular transversal (mm), ¢ G) Espessura do feixe vascular
longitudinal. Letras maitsculas comparam as médias das duas variedades sob o mesmo
fotoperiodo, enquanto letras mintsculas comparam a mesma variedade sob os fotoperiodos
(teste de Tukey; P < 0,05). Ade = epiderme adaxial, Abe = epiderme abaxial, Ap = parénquima
aquifero, Cp = parénquima clorofilado, Vb = feixe vascular. Os valores sdo médias + erro
padrdo (n = 5). Barra equivale a 200 pm

O crescimento das plantas foi influenciado pelo fotoperiodo também na fase ex vitro

As 120 plantas transferidas para as condi¢des de cultivo ex vitro apresentaram 100% de
sobrevivéncia. Considerando que os tratamentos fotoperidodicos foram aplicados
exclusivamente durante o cultivo in vitro, as respostas observadas na fase ex vitro refletem
efeitos fisiologicos residuais decorrentes das condigdes luminosas previamente impostas. Nesse
contexto, verificou-se que os pardmetros de crescimento apresentaram diferencas significativas
(P <0,05) entre os fotoperiodos, bem como entre as variedades. Apenas para o comprimento
da parte aérea ndo foram observadas diferengas entre as variedades, no entanto, entre
fotoperiodos, o de 16 h propiciou um maior crescimento da parte aérea, enquanto o de 24 h
proporcionou plantas menores (Figura 6 A e B).

O comprimento da raiz apresentou diferenca significativa entre as variedades e em
funcao dos fotoperiodos usados durante a fase in vitro (P < 0,05), em que nos fotoperiodos de
8, 16 € 24 h a variedade Turiagu apresentou as maiores raizes. Para a variedade Pérola nao
houve diferenca significativa entre os fotoperiodos (Figura 6 A e C).

O abacaxi Pérola apresentou as maiores massas fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz
(MFR), em que o fotoperiodo de 16 h usado durante a fase in vitro foi o responsavel pelos
maiores valores de MFPA das plantas de Pérola aclimatadas. J4 para a variedade Turiagu, além
de 16 h, os fotoperiodos de 4 h e 8 h também elevaram os valores de MFPA das plantas
aclimatadas, enquanto 24 h diminuiu a MFPA e MFR em ambas variedades (Figura 6 D e F).

O actimulo de biomassa da parte aérea foi semelhante entre os fotoperiodos, enquanto o
acimulo de biomassa das raizes reduziu 49% no Pérola e 64% no Turiacu, provenientes do
regime fotoperiodico de 24 h (Figura 6 E e G). O volume da raiz apresentou comportamento
semelhante, em que as plantas provenientes dos fotoperiodos de 4 h e 24 h exibiram os menores
valores (Figura 6 H). Para o diametro da base da roseta, somente o fotoperiodo de 24 h nao
apresentou diferenca entre as variedades, nos demais, a variedade Pérola apresentou-se 33%

superior a variedade Turiagu (Figura 6 I).
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Figura 6. Parametros de crescimento das plantas de abacaxi das variedades Pérola e Turiacu
apos 45 dias de cultivo ex vitro. A) Fenotipo das plantas, Barra equivale a 2 cm. B)
Comprimento da parte aérea (cm), C) Comprimento da raiz (cm), D) Massa fresca da parte
acrea (g), E) Massa seca da parte aérea (g), F) Massa fresca da raiz (g), G) Massa seca da raiz
(g), H) Volume de raiz, I) Diametro da base da roseta (mm); Letras maiusculas comparam as
médias das duas variedades sob o mesmo fotoperiodo, enquanto letras minusculas comparam a
mesma variedade sob diferentes fotoperiodos (teste de Tukey; P <0,05). As barras representam
o erro padrio (n = 8).

O fotoperiodo influenciou os parametros foliares, mas nio os pigmentos fotossintéticos
das variedades de abacaxi aclimatadas

Nas plantas aclimatadas, o conteudo de clorofila a, clorofila b e carotenoides ndo
apresentou diferenca significativa entre os fotoperiodos usados durante o cultivo in vitro (Figura
7 A-B-C), no entanto, entre as variedades a concentracdo de clorofila b proveniente de 24 h de
fotoperiodo foi 9% maior no Pérola (Figura 7 B). Com relagdo a concentracao de clorofila total,
o fotoperiodo de 16 h proporcionou as maiores concentracdes em ambas as variedades (Figura
7 D).

O fotoperiodo nao influenciou no nimero de folhas das plantas aclimatadas, entretanto
a variedade Turiagu apresentou uma maior quantidade de folhas com 24 h de luz (Figura 7 E).
Em contraste, a area foliar foi influenciada tanto pelas variedades quanto pelo fotoperiodo
usados durante o cultivo in vitro (Figura 7 F), as plantas da variedade Pérola apresentaram-se
superior a variedade Turiacu nos fotoperiodos de 8, 16 e 24 h, comportamento semelhante ao
observado quando as plantas estavam em cultivo in vitro, além disso as plantas que foram
submetidas aos regimes de 16 h de luz tiveram as maiores areas foliares na aclimatacdo em
ambas as variedades. Nao foram observadas diferengas significativas para o indice estomatico

(Figura 7 G).
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Figura 7. Parametros foliares e pigmentos fotossintéticos das plantas de abacaxi aclimatadas.
A) Clorofila a, B) Clorofila b, C) Carotenoides, D) Indice estomatico, E) Namero de folhas, F)
Area foliar e G) Indice estomatico. Letras maitsculas comparam as médias das duas variedades
sob o mesmo fotoperiodo, enquanto letras minusculas comparam a mesma variedade sob
diferentes fotoperiodos (teste de Tukey; P < 0,05). As barras representam o erro padrdo (n =6).
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O fotoperiodo nao influenciou os parametros da Fluorescéncia da clorofila a das
variedades de abacaxi aclimatadas

As plantas em condicdes ex vitro sofreram leve influéncia dos fotoperiodos quanto aos
parametros da eficiéncia fotoquimica (Figura 8). A energia luminosa absorvida pelo centro de
reacdo (RC/ABS) aumentou 6% na variedade Turiagu em relacdo ao Pérola quando
provenientes do fotoperiodo de 4 h aplicado durante o cultivo in vitro, enquanto que no
fotoperiodo de 24 h de luz, a variedade Pérola, aumentou 56% em relacdo ao Turiagu (Figura 8
E). Ja o Indice de Perfomance (PI) ndo foi influenciado pelos fotoperiodos na fase ex vitro, no
entanto as variedades se comportaram diferente, com 4 e 8 h a variedade Turiagu teve um indice

maior o Pérola (Figura 8 F).
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Figura 8. Parametros da Fluorescéncia da clorofila a. A) Fluorescéncia inicial (Fo), B)
Fluorescéncia maxima (Fm), C) Fluorescéncia varidvel (Fv), D) Eficiéncia quantica maxima
do PSII (Fv/Fm), E) energia luminosa absorvida pelo centro de reagio (RC/ABS), F) indice de
Performance. Letras maitisculas comparam as médias das duas variedades sob o mesmo
fotoperiodo, enquanto letras minusculas comparam a mesma variedade sob diferentes
fotoperiodos (teste de Tukey; P < 0,05). As barras representam o erro padrao (n =6).

O fotoperiodo nao influenciou os parametros fotossintéticos das variedades de abacaxi
aclimatadas

Nas plantas aclimatadas, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
variedades nem entre os fotoperiodos previamente aplicados durante o cultivo in vitro para a
assimilagdo liquida de CO: (A) (Figura 9 A). Para a taxa transpiratéria (E), a variedade Turiagu
apresentou valores superiores ao Pérola para as plantas provenientes dos fotoperiodos de 4 h e
16 h (Figura 9 B). A taxa de assimila¢do de CO: em fun¢do da concentragdo interna de CO2
(A/Ci) evidenciou uma redugdo de desempenho no fotoperiodo de 24 h, particularmente na
variedade Pérola (Figura 9 C). Quanto a eficiéncia intrinseca no uso da dgua (A/Gs) e razdo de
COs intercelular/atmosférica (Ci/Ca) nao houve diferencas significativas entre os fotoperiodos
estabelecidos durante o cultivo in vitro ou entre variedades, assim se mantiveram estaveis ao
longo dos tratamentos (Figura 9 D-E). Ja a condutancia estomatica (gs) foi maior na variedade
Turiagu nos fotoperiodos de 4 h e 16 h, enquanto em 8 h e 24 h ndo foram observadas diferengas

entre as variedades (Figura 9 F).
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Figura 9. Varidveis fotossintéticas das plantas de abacaxi aclimatadas. A) Taxa fotossintética
(A), B) Transpiragdo (E), C) eficiéncia fotossintética (A/Ci), D) Eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A/Gs), E) Razdo intercelular/atmosférica de CO: (Ci/Ca), F) Condutancia estomatica
(Gs). Letras maitsculas comparam as médias das duas variedades sob o mesmo fotoperiodo,
enquanto letras mintsculas comparam a mesma variedade sob diferentes fotoperiodos (teste de
Tukey; P < 0,05). As barras representam o erro padrao (n = 6).

4. DISCUSSAO

Nas plantas, o fotoperiodo esta relacionado a varios processos bioldgicos, que em
resposta as informagdes de saida do relogio circadiano concedem a capacidade de se
desenvolverem adequadamente, mesmo em relacdo as mudangas sazonais do ambiente (Hotta
et al. 2007; Roeber et al. 2022; Osnato et al. 2022). Varios estudos relatam o efeito do

fotoperiodo no crescimento, producao de metabolitos e em processos-chave como floragao,
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tuberizacao e acumulo de biomassa (Fortini et al. 2020; El-Sayed et al. 2021; Bajwa et al. 2023;
Lavie et al. 2024). No entanto, este estudo ¢ o primeiro a investigar o efeito do fotoperiodo
sobre variedades de Ananas comosus cultivadas in vitro, e seus reflexos no crescimento e nas
respostas fisioldgicas das mudas aclimatadas.

Nesta pesquisa, O crescimento das mudas foi modulado pela variedade e pelo
fotoperiodo durante o cultivo in vitro, e com efeitos observados também na aclimatagio ex vitro,
correspondente a expressao residual desse condicionamento fisioldgico. Vale destacar que no
cultivo in vitro, o desenvolvimento dos brotos sofre influéncia tanto das condi¢des de cultivo,
quanto das variedades botanicas utilizadas (Muktadir et al. 2016; Holmes et al. 2021).

A variedade Pérola apresentou desempenho superior ao Turiagu, fato que pode estar
relacionado ao seu historico de sele¢dao genética. Estudos indicam que cultivares amplamente
difundidas comercialmente apresentam caracteristicas como maior vigor vegetativo, maior
eficiéncia no uso de recursos, uniformidade de crescimento, elevada capacidade de emissao de
brotagdes e melhor adaptagdo a sistemas de cultivo intensivo e ambientes controlados (Calvete
et al. 2009; Pereira et al. 2009). Essas caracteristicas resultam de intervengdes sucessivas de
selecdo e melhoramento conduzidas por agricultores e programas de propagacdo vegetal, que
priorizaram plantas com maior produtividade, rapido estabelecimento e maior acimulo de
biomassa. Assim, tais intervengdes podem ter contribuido para o maior crescimento e acimulo
de biomassa da variedade, independentemente do fotoperiodo, que refletiu em plantas mais
desenvolvidas.

Os fotoperiodos de 4 h e de 24 h reduziram o crescimento e acumulo de biomassa das
variedades, o que indica que as plantas de abacaxizeiro respondem de forma diferencial a
fotoperiodos extremos. Em fotoperiodos curtos (4 h) a assimilagdo fotoquimica didria €
provavelmente insuficiente para suprir a demanda metabdlica e produgdo de biomassa. O que
também foi observado em plantas de Arabidopsis thaliana (Sulpice et al. 2014), Lippia Alba
(Castro et al. 2019) e Pfaffia glomerata (Fortini et al. 2020) sob esse mesmo fotoperiodo.

Por outro lado, a exposi¢ao continua a luz (24 h) resultou num menor crescimento da
parte aérea e raiz, bem como num menor acimulo de biomassa. Comportamento diferente foi
observado em plantas dicotiledoneas de Lippia Alba (Castro et al. 2019) e Pfaffia glomerata
(Fortini et al. 2020), que aumentaram a biomassa sob fotoperiodo de 24 h. Enquanto em plantas
monocotiledoneas como Huernia hystrix (Amoo et al. 2009) e Alocasia amazonica (Jo et al.
2008), o fotoperiodo de 24 h diminuiu o tamanho dos brotos € o acumulo de biomassa, o que
corrobora com os dados dessa pesquisa e evidencia que os grupos de plantas se comportam de

maneira distintas.
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As plantas de Ananas comosus submetidas ao fotoperiodo de 24 h apresentaram menor
area foliar, o que pode ter contribuido para a reducdo na concentragdo de pigmentos
fotossintéticos, incluindo clorofilas a, b e fotoprotetores (carotenoides), o que indica o
desregulamento do reldgio bioldgico, sobrecarrega dos pigmentos e do aparelho fotossintético,
e favorecimento da participacao da espécie em vias C3, porém com possivel fotoinibi¢do, o que
reduz a eficiéncia fotossintética e producao de biomassa (Powles e Thorne, 1981).

Entretanto, embora esse conjunto de respostas possa indicar limitagdo funcional do
sistema fotossintético, a redu¢do dos pigmentos ndo implica necessariamente fotoinibic¢ao, pois,
embora o rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) tenha se mantido abaixo de 0,75 em
ambas as variedades no cultivo in vitro, esses valores ndo indicam necessariamente dano
fotoquimico permanente. No fotoperiodo de 24 horas, a exposi¢cdo continua a luz pode ter
promovido ajustes fisioldégicos no aparato fotossintético, o que levou a uma reorganizagao na
composi¢ao de pigmentos como mecanismo de equilibrio entre absorcao e utiliza¢do de energia
(Maxwell e Johnson 2000; Couto et al. 2014). Como consequéncia, observou-se 0 menor
crescimento ¢ menor acimulo de biomassa das mudas, o que evidencia que a luz continua
comprometeu tanto a capacidade fotossintética quanto a eficiéncia de utilizagdo da energia
luminosa.

Em resposta as condi¢des extremas de disponibilidade luminosa, também foram
registradas alteragdes anatomicas, uma vez que plantas submetidas a fotoperiodos extremos,
tanto prolongados (24 h) quanto extremamente curtos (4 h), apresentaram aumento do indice
estomatico em relacdo aos regimes intermedidrios. Esse aumento sugere uma resposta
anatomica adaptativa das folhas frente a condi¢des luminosas extremas, podendo ampliar o
potencial de troca gasosa. Embora o indice estomatico esteja frequentemente associado a maior
capacidade de condutancia estomatica, a efetiva troca gasosa depende também da abertura dos
estomatos e das condigdes ambientais (Justo et al. 2005; Lima Jr. et al. 2006).

Em plantas de Alocasia amazonica o aumento do indice estomatico em fotoperiodo de
24 h foi relacionado com a diminui¢ao do conteudo relativo de 4gua na folha (CRA), atribuida
a transpiracao excessiva durante a exposi¢ao prolongada a luz. No presente estudo, entretanto,
a exposicao continua a luz aumentou o indice estomatico, sem reduzir o CRA, indicando
manutengdo do estado hidrico e um ajuste estrutural sem comprometimento fisiolégico. Em
contraste, o fotoperiodo de 4 h provavelmente limitou o tempo de fotossintese ¢ estimulou a
formag¢do de mais estdmatos por unidade de area foliar, possivelmente como estratégia

compensatdria para otimizar a captagdo de CO: no periodo reduzido de iluminagao.
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O maior indice estomatico observado nas plantas sob 24 h de luz, aliado a valores altos
de CRA, indicam que as plantas mantiveram adequado estado hidrico, o que pode explicar a
reducdo do parénquima aquifero, tecido responsavel pelo armazenamento de dgua (Neves et al.
2023). Isso indica que, nessas condi¢des, as plantas passaram a adotar uma estratégia fisiologica
baseada no controle mais eficiente da entrada de CO: e da perda de 4gua por meio da regulagao
estomatica, em vez de direcionar recursos para o armazenamento hidrico em tecidos
especializados.

Esse ajuste funcional foi acompanhado por modificagdes anatdmicas no sistema
vascular, uma vez que fatores ambientais influenciam diretamente a organizagao e as dimensoes
dos elementos condutores, para assegurar a efici€éncia hidraulica e o transporte sob condi¢des
potencialmente estressantes (Lopes et al. 2021). O aumento progressivo dos eixos longitudinal
e transversal dos feixes vasculares com o fotoperiodo ininterrupto indica maior capacidade de
transporte de agua e fotoassimilados, o que reforga a ideia de que a resposta adaptativa envolveu
a otimizacao do fluxo interno, ao invés do acimulo de agua em tecidos especializados.

A auséncia de mudangas na espessura das epidermes adaxial e abaxial entre os
fotoperiodos e variedades sugere baixa plasticidade desses tecidos frente as variagdes do regime
de luz. A epiderme desempenha fungao primordial de protegao e regulacio das trocas gasosas
e hidricas, frequentemente menos responsiva a alteragdes luminosas quando comparada aos
tecidos fotossintéticos (Taiz et al. 2017; Karabourniotis et al. 2021).

As plantas aclimatadas conservaram o mesmo padrdo de crescimento estabelecido na
fase de cultivo in vitro, o que evidencia a persisténcia das respostas morfologicas apds a
transi¢do para condigdes ex vitro, ligada a memoria da planta e a ritmicidade circadiana. Os
organismos celulares, incluindo as plantas, podem "lembrar" de experiéncias a diversos
estimulos ambientais, como a luz, o que facilita a sua adaptagado futura (Liittge e Thellier, 2016;
Charng et al. 2023; Karpinski e Szechynska-Hebda, 2023).

Embora o fotoperiodo de 24 h tenha promovido redu¢do no crescimento das plantas,
observou-se 100% de sobrevivéncia durante a fase de aclimatag¢do das duas variedades, o que
indica que, apesar da limitacdo no desenvolvimento vegetativo, as plantas mantiveram
funcionalidade fisiologica suficiente para adaptacdo ao novo ambiente. Além disso, estudos
demonstram que o Ananas comosus apresenta elevada eficiéncia na transicao do cultivo in vitro
para condi¢des ex vitro, caracterizada por altas taxas de sobrevivéncia e rapida adaptagao as
condi¢des ambientais, atribuidas a sua plasticidade fisiologica, eficiéncia no controle hidrico e
capacidade de restabelecimento do aparato fotossintético apds o transplante (Alves et al. 2023;

Alves et al. 2024).
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5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a duragdo do fotoperiodo exerce influéncia sobre o
desenvolvimento das plantas de abacaxi cultivadas in vitro. Fotoperiodos longos (24 h) limitam
o crescimento das plantas, diminuem o acimulo de biomassa vegetal e reduzem a eficiéncia
quantica maxima do PSII, enquanto 8 e 16 h de luz promovem os melhores resultados em
termos de crescimento da planta, o que os torna como os mais adequados para maximizar o
desempenho das variedades estudadas. A variedade Pérola apresentou desempenho superior a
variedade Turiacu, fato que pode estar relacionado ao seu historico de selecdo genética, o que
ressalta a importancia de considerar a interagdo entre o fotoperiodo e o material genético
utilizado. Portanto, conclui-se que fotoperiodos intermediarios (8 e 16 horas) sdo os mais

recomendaveis para o desenvolvimento das plantas avaliadas.
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O presente estudo reforga a importancia do fotoperiodo como um fator determinante na
regulacdo do crescimento, do metabolismo e da eficiéncia fisiologica das plantas cultivadas in
vitro. A revisdo evidencia que a interacdo entre o fotoperiodo e o relogio circadiano controla
processos essenciais, como fotossintese, alocagdo de biomassa e expressdo génica, os quais
podem ser significativamente alterados em condigdes artificiais de cultivo.

Nesse contexto, o trabalho demonstra que fotoperiodos longos, como 24 h de luz,
desorganizam a regulagdo circadiana e refletem em limita¢des no crescimento, menor acimulo
de biomassa, reducdo da eficiéncia quantica maxima do PSII e ajustes anatdmicos nas plantas
de abacaxi cultivadas in vitro. Por outro lado, fotoperiodos intermedidrios (8 e 16 h de luz)
mostraram-se mais compativeis com os mecanismos morfofisioldgicos das plantas. Além disso,
as avaliacdes durante a aclimatizacdo permitiram verificar que os efeitos do fotoperiodo se
mantém ao longo do crescimento ex vitro das plantas. Adicionalmente, o desempenho superior
da variedade Pérola em relagdo a Turiagu nos parametros de crescimento evidencia que a
resposta ao fotoperiodo ¢ dependente do material genético, e que o uso comercial e o historico
de sele¢do genética da variedade Pérola podem ter contribuido para esse resultado.

Dessa forma, a adogao de fotoperiodos intermediarios (8 € 16 horas) € a estratégia mais
adequada para otimizar o desenvolvimento de plantas de abacaxi cultivadas in vitro, deve-se
considerar, adicionalmente, a interacdo entre fotoperiodo e gendtipo. Esse trabalho contribui
para o aprimoramento dos protocolos de cultivo in vitro de acordo com a especificidade
genética de cada variedade e para a otimizacao da producao de mudas, o que favorece maior
eficiéncia fisiologica, uniformidade e potencial produtivo. Investigagcdes em nivel molecular,
especialmente relacionadas a expressdo génica associada a fotossintese, ao metabolismo do
carbono e ao controle circadiano, poderdao contribuir para elucidar os processos subjacentes as

respostas diferenciadas observadas entre os fotoperiodos e as variedades.
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