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RESUMO 

Anficarpia é uma estratégia reprodutiva onde frutos e flores aéreas e subterrâneas 
são produzidos pelo mesmo indivíduo. Trifolium polymorphum Speg. é uma espécie 
nativa das pastagens naturais do Rio Grande do Sul, no sul do Brasil que combina 
anficarpia com propagação vegetativa através de estolões e raízes de reserva. No 
presente trabalho foram comparados o número de anteras e viabilidade do pólen em 
flores aéreas e subterrâneas e avaliada a produção de raízes de reserva. As flores 
aéreas apresentaram mais anteras (10 anteras) e mais grãos de pólen (média de 
980 grãos de pólen por flor) que as flores subterrâneas (de quatro a cinco anteras e 
média de 196,60 grãos de pólen por flor) e em ambos tipos de flores a viabilidade do 
pólen foi alta (acima de 95%). A produção de raízes de reserva evidenciou alocação 
de recursos para a propagação vegetativa, assegurando que as plantas podem 
persistir vegetativamente ano após ano sem a necessidade de regeneração por 
sementes. Como resultado da herbivoria, T. polymorphum combinou anficarpia e 
propagação vegetativa para assegurar persistência e sobrevivência sob pastejo e 
pisoteio intensos e longos períodos de seca, condições adversas de habitats 
perturbados como as das pastagens naturais do Rio Grande do Sul. 
PALAVRAS-CHAVE:  anficarpia, pastagem, propagação vegetativa, viabilidade do 
pólen.  
 

REPRODUCTIVE STRATEGIES OF THE AMPHICARPIC SPECIES Trifolium 
polymorphum POIR 

 
ABSTRACT 

Amphicarpy is a reproductive strategy, where subterranean as well as aerial flowers 
and fruits are produced by the same individual. Trifolium polymorphum Poir. is a 
native species to the natural pastures of the Rio Grande do Sul, southern Brazil that 
combines amphicarpy with vegetative propagation through stolons and storage roots. 
In the present work anther number and pollen viability of subterranean versus aerial 
flowers were compared and storage roots production was evaluated. Aerial flowers 
presented more anthers (10 anthers) and produced more pollen grains (average of 
980 pollen grains per flower) than did the subterranean ones (from four to five 
anthers per flower and average of 196,60 pollen grains per flower) and in both 
flowers types pollen viability was high (over 95%). Production of storage roots 
showed allocation of resources to vegetative propagation, ensuring that plants may 
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persist vegetatively year after year, without the need of regeneration by seeds. As a 
result of herbivory, T. polymorphum combined amphicarpy and vegetative 
propagation to ensure persistence and survival under intense grazing and trampling, 
as long seasonal dry spells, adverse conditions of disturbed habitats, such as the 
native pasture of Rio Grande do Sul.  
 KEYWORDS:  amphicarpy, pasture, vegetative propagation, pollen viability. 

 
 

INTRODUÇÃO 
A compreensão da diversidade reprodutiva das plantas com flores é de imensa 

importância prática para a biotecnologia, conservação da biodiversidade e o controle 
de espécies invasivas (BARRET, 2010). Trifolium polymorphum Poir., é uma 
leguminosa forrageira, perene, estolonífera endêmica do Uruguai, Argentina, 
Paraguai e Chile, Peru e sul do Brasil (ZOHARY & HELLER, 1984; CORADIN et al, 
2011) e uma das duas espécies do gênero Trifolium (sendo a outra T. argentinense 
Speg.) que combina anficarpia - a capacidade de produzir flores e frutos 
subterrâneos e aéreos pelo mesmo indivíduo (LEV-YADUN, 2000) - com reprodução 
vegetativa através de estolões e rebrote das raízes de reserva separadas da planta 
mãe que asseguram persistência desta leguminosa no estrato herbáceo das 
pastagens  (Figura 1A - 1G) (SPERONI et al., 2014).  

As flores subterrâneas produzidas durante o inverno são cleistógamas 
obrigatórias, apresentam marcadas modificações morfológicas em relação às flores 
aéreas (SPERONI & IZAGUIRRE, 2003), mantém o genótipo parental e aumentam a 
chance da planta sobreviver em condições adversas.  As flores aéreas produzidas 
na primavera são alógamas auto-compatíveis (REAL et al., 2007), com 
características funcionais que favorecem a polinização cruzada (SPERONI et al., 
2009) e adequadas para troca genética e dispersão (SPERONI et al., 2010). Em 
populações uruguaias, REAL et al., (2007) evidenciaram uma maior diversidade 
genética entre as populações e uma homogeneidade dentro das populações com 
base em dados moleculares e sugeriram que novas populações foram formadas 
pela dispersão das sementes aéreas enquanto a homogeneidade das populações é 
devida a reprodução vegetativa (rebrote raízes de reserva) e germinação das 
sementes e germinação das sementes subterrâneas. 

A maioria das espécies anficárpicas habitam ambientes estressantes onde 
perturbações como secas e inundações podem afetar a sobrevivência das sementes 
(CHOO et al., 2014). No Rio Grande do Sul T. polymorphum é de ampla ocorrência 
nas pastagens naturais da metade sul do Estado (BARRETO & KAPPEL, 1964) e 
exposto a intenso pastejo e secas estacionais. Durante o inverno é um importante 
componente qualitativo dessas pastagens pela boa qualidade e palatabilidade da 
forragem, persistindo uma alta carga animal (FERNANDEZ et al., 1983). No Uruguai 
é considerada uma das espécies forrageiras nativas promissoras devido à boa 
qualidade da forragem e excelente palatabilidade principalmente para ovinos e pela 
adaptação às condições edafoclimáticas (SPERONI & IZAGUIRRE, 2003).  

Na outra espécie anficárpica de Trifolium, Trifolium argentinense Speg. foi 
verificado que as sementes subterrâneas são maiores, mais pesadas e em menor 
número que as sementes aéreas (CONTERATO et al., 2010), as flores aéreas são 
preferencialmente de fertilização cruzada, tem mais anteras, produzem mais pólen e 
sementes que as flores subterrâneas de auto-fertilização e que a espécie adota a 
“estratégia pessimista” (alocação precoce de energia para grandes propágulos 
subterrâneos), comum em espécies anficárpicas que crescem em habitats 
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perturbados  como as pastagens naturais do Rio Grande do Sul e reproduz-se 
também vegetativamente por estolões e raízes de reserva (CONTERATO et al., 
2013). 

 
FIGURA 1:  (A) Trifolium polymorphum em crescimento vegetativo no outono, (B) 

exibindo inflorescências aéreas com flores casmógamas, (C) e flores 
subterrâneas, (D) em condição de campo evidenciando hábito 
estolonífero, (E) segmento estolonífero com inflorescência aérea, flores 
subterrâneas e raiz de reserva jovem, (F) senescência da parte aérea, 
legume subterrâneo maduro e raiz de reserva vigorosa ao final da 
floração no verão, (G) rebrote das raízes de reserva no outono.  

Fonte:  Figura 1A,1B,1D,1F (dados da pesquisa). Figura 1C e 1G (Fonte: 
CONTERATO , 2009). 

 
Devido à importância da espécie como forrageira nativa promissora no sul do 

Brasil e Uruguai, alguns estudos desenvolvidos em T. polymorphum envolveram 
múltiplas abordagens como estudos reprodutivos (REAL et al., 2007; SPERONI et 
al., 2009; SPERONI et al., 2010; SPERONI et al. 2014), avaliações agronômica 
(MORAES et al., 1989), diversidade genética (DALLA RIZZA et al., 2007). 
Entretanto, ao contrário do já feito para T. argentinense (CONTERATO et al., 2010; 
CONTERATO et al., 2013) estudos reprodutivos envolvendo número de anteras, 
viabilidade polínica em flores aéreas e subterrâneas e rebrote das raízes de reserva 
na espécie são escassos ou ausentes, sendo essas informações importantes para 
compreender os mecanismos de sobrevivência e habilidade de regeneração das 
populações sob condições desfavoráveis. Assim, o presente estudo teve como 
objetivos comparar o número de anteras e a viabilidade do pólen em flores aéreas e 
subterrâneas de T. polymorphum e avaliar a produção de raízes de reserva. 
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MATERIAL E MÉTODOS  
Sementes de várias populações de T. polymorphum (Tabela 1) foram 

coletadas no Rio Grande do Sul em novembro e dezembro de 2007 e armazenadas 
em geladeira no Laboratório de Citogenética Vegetal e Eletroforese do 
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA)/Faculdade de 
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizado a 
30°04’06”S e 51°08’34”W e a 39 m de altitude. De ac ordo com KÖPPEN (1948) o 
clima da região é do tipo Cfa (subtropical úmido, com verão quente).  

Em março de 2009, de acordo com a disponibilidade, entre 10-20 sementes 
aéreas de cada uma das diferentes populações de T. polymorphum foram 
escarificadas manualmente com lixa para madeira número 180 e postas para 
geminar em placas de petri com papel filtro umedecido em água destilada. As placas 
foram identificadas com o nome da população e deixadas á temperatura ambiente 
(entre 19°C e 21°C) no Laboratório de Citogenética Vegetal e Eletroforese do DPFA.    
As plântulas germinadas foram transferidas para copos de plástico com capacidade 
de 200 mL preenchidos com substrato comercial e em agosto de 2009 as plantas 
que persistiram (entre oito e dez de cada população) foram transferidas para o 
campo em floreiras plásticas (34cm x 14cm x 11,5cm) preenchidas com substrato 
comercial. As floreiras continham uma planta cada e foram arranjadas em um 
delineamento completamente casualizado em uma área aberta do DPFA. 

 
Número de anteras, viabilidade polínica e raízes de  reserva 

Para determinar o número de anteras e a viabilidade do pólen, inflorescências 
aéreas maduras e flores subterrâneas foram coletadas separadamente em plantas 
de cinco populações que exibiram ambos tipos de flores em setembro de 2009, 
fixadas em etanol-ácido acético na proporção 3:1 por 18-24 horas a temperatura 
ambiente e em seguida transferida para solução estoque (álcool 70%) e 
armazenadas em geladeira para uso posterior.  

O número de anteras foi determinado em flores e inflorescências de cada tipo e 
a viabilidade do pólen foi estimada nessas mesmas flores. Para estimativa da 
viabilidade do pólen, as lâminas foram preparadas pelo esmagamento das anteras 
em carmim propiônico 2%. Os grãos cheios e corados foram considerados viáveis e 
aqueles vazios e não corados como inviáveis.  

Nas flores aéreas e subterrâneas de T. polymorphum a contagem dos grãos de 
pólen foi feita percorrendo-se toda a lâmina de tal modo que todos os grãos de pólen 
foram contados (cinco lâminas em cada tipo de flor, uma lâmina por flor/população). 
Em dezembro de 2009, com a senescência natural da parte aérea de T. 
polymorphum, o substrato das floreiras foi retirado e as raízes de reserva produzidas 
por cada planta foram contadas. 

Os dados do número de anteras, viabilidade do pólen e produção de raízes de 
reserva foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo 
Teste de Tukey a 5% de probabilidade com uso do Software Assistat ® (versão 7.7). 

 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Número de anteras e viabilidade do pólen 
As flores aéreas de T. polymorphum têm mais anteras e produziram mais grãos 

de pólen que as flores subterrâneas (Tabela 2). Nas flores subterrâneas o número 
de anteras variou de quatro a cinco por flor (média de 4,1 anteras por flor), enquanto 
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as flores aéreas apresentaram invariavelmente 10 anteras por flor, com significativas 
diferenças entre os dois tipos (Tabela 2). O número total de grãos de pólen variou de 
forma significativa entre os dois tipos de flores, com média de 980 e 192,60 grãos 
nas flores aéreas e subterrâneas, respectivamente. A estimativa da viabilidade do 
pólen acima de 95% não diferiu significativamente entre os tipos de flores (Tabela 2). 

 
 TABELA  2.   Média do número de anteras por flor, número de grãos de pólen por 

flor e porcentagem de pólen viável em diferentes tipos de flores em 
Trifolium polymorphum. 

Parâmetro Flores aéreas   Flores subterrâneas 
Número de anteras por flor 10 a (10)    4,1 b (4-5) 
Número grãos de pólen por flor 980,00 a (890-1009)    192,60 b (122-229) 
Percentagem pólen viável 99,66 a (99,90-99,50)    99,92 a (100-99,60) 

Variação para cada parâmetro é dada entre parênteses. 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo 
Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 

De acordo com SPERONI et al., (2014), o investimento reprodutivo em flores 
subterrâneas representa uma significante estratégia de persistência, melhorando a 
competição com outras espécies, evitando predação e favorecendo o 
estabelecimento simbiótico com Rhizobia já presente na planta mãe. Em adição, 
para KAUL et al., (2000) a formação de flores subterrâneas pode ser uma vantagem 
por que ela reduz a alocação de recursos envolvidos em partes florais acessórias e 
biossíntese de pigmentos, e assegura que a formação de sementes está protegida 
de predadores e perturbações ambientais.  

O reduzido número de anteras e a baixa produção de pólen nas flores 
subterrâneas de T. polymorphum pode ser considerada uma estratégia para 
economizar recursos da planta visto que essas flores são cleistógamas e 
necessariamente de auto-polinização, corroborando com o observado por 
CONTERATO et al., (2013) na anficárpica T. argentinense, espécie  
filogeneticamente próxima a T. polymorphum. A variação de quatro a cinco anteras 
nas flores subterrâneas diferiu daquela de SPERONI & IZAGUIRRE (2003) e 
SPERONI et al., (2010) que citaram três estames para as flores subterrâneas, mas 
com nenhuma quantificação da produção de pólen nestas flores. Em T. 
argentinense, CONTERATO et al., (2013) observaram variação de quatro a nove 
anteras com produção de 153 a 811 grãos de pólen nas flores subterrâneas e 10 
anteras nas flores aéreas, com produção de 705 a 1620 grãos de pólen por flor. De 
forma contrária, as inflorescências aéreas poderiam investir mais recursos em 
anteras e na produção de pólen, no número de flores e na produção de néctar para 
atrair polinizadores, como reportado para T. argentinense (CONTERATO et al., 
2013), visto que T. polymorphum se beneficia de polinizadores para a produção de 
sementes (REAL et al., 2007) e as flores aéreas apresentam características 
funcionais que favorecem a polinização cruzada (SPERONI et al., 2010).   

A estimativa da alta viabilidade do pólen exibida pelos dois tipos de flores 
indica uma alta fertilidade masculina, independentemente do tipo de flor e número de 
anteras, como recentemente observado nas flores aéreas e subterrâneas de T. 
argentinense (CONTERATO et al., 2013). Dados quantitativos sobre a produção de 
sementes subterrâneas T. polymorphum são inexistentes, entretanto dados 
empíricos em populações uruguaias indicam que quando há floração subterrânea, é 
significativa a produção de frutos e sementes ao redor da planta mãe (SPERONI et 
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al., 2011), corroborando a alta viabilidade polínica do presente trabalho. De forma 
contrária, em T. argentinense CONTERATO et al., (2013) observaram que a 
produção de sementes aéreas é maior (cerca de 1,5 vezes) que a produção de 
sementes subterrâneas, sendo as últimas maiores e mais pesadas (CONTERATO et 
al., 2010). As provas de viabilidade polínica nas flores aéreas são variáveis. Em três 
populações uruguaias, SPERONI et al., (2009) observaram ampla variação em 
relação à viabilidade do pólen, com valores máximos de 60 %. Em outro estudo 
SPERONI & IZAGUIRRE (2003) obtiveram em média 34,36% de viabilidade do 
pólen em flores aéreas, corroborando a escassa produção de frutos, entre 0,6 e 12 
% mencionada por SPERONI (2009) e por SPERONI et al., (2014) de  que T. 
polymorphum é uma espécie com baixa fertilidade natural nas flores aéreas. 
Alterações nos processos meióticos e herbivoria foram citadas por SPERONI et al., 
(2000) como causas da baixa produção de sementes aéreas, entretanto SPERONI 
et al., (2010) não detectaram nenhuma causa embriológica pre-zigótica que 
explicasse a baixa produtividade das flores aéreas em T. polymorphum. 
 
 Raízes de reserva 

Para a maioria das populações analisadas, poucas diferenças foram 
observadas em relação ao número de raízes produzidas. As plantas de uma das 
populações de São Jerônimo, de Caçapava do Sul e São Vicente do Sul produziram 
as menores quantidades de raízes de reserva por planta (6,70; 8,80 e 6,70 
respectivamente), diferindo significativamente das demais populações. A população 
Santana do Livramento produziu em média o maior número de raízes de reserva por 
planta (28,90), diferindo de forma significativa das demais populações. Variação na 
produção de raízes de reserva nas demais populações (Eldorado do Sul, Bagé, 
Bagé, São Jerônimo, Rio Pardo, Caçapava do Sul, Eldorado do Sul) não foi 
significante (Tabela 1). 

 
TABELA 1.  Média do número de raízes de reserva por planta em 

diferentes populações de Trifolium polymorphum. 
População/local coleta Raízes de reserva 

1. *Eldorado do Sul 22,20 ab 
2. Bagé 12,00 ab 
3. Bagé 19,30 ab 
4. Santana do Livramento 28,90 a 
5. Caçapava do Sul 8,80 b 
6. São Jerônimo 11,10 ab 
7. � Rio Pardo 15,10 ab 
8. Caçapava do Sul 11,20 ab 
9. *São Jerônimo 6,70 b 
10. *Eldorado do Sul 10,60 ab 
11. *São Vicente do Sul 6,70 b 

 
*Número de anteras e viabilidade do pólen em flores aéreas e 
subterrâneas As médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 
Os resultados evidenciaram que em T. polymorphum além da alocação de 

recursos para a anficarpia via produção de flores aéreas e subterrâneas (Figuras 1B  
– 1C), existe alguma alocação para o crescimento vegetativo (Figura 1F - 1G), 
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indicando partição de recursos para uma terceira estratégia reprodutiva com vistas à 
assegurar a sobrevivência da espécie e manter o genótipo parental, como citado 
para as leguminosas anficárpicas e com potencial agronômico Centrosema 
rotundifolium Benth., Macroptilium panduratum (Benth.) Marechal & Baudet 
(SCHULTZE  et al., 1997) e T. argentinense (CONTERATO et al., 2013). Segundo 
SCHULTZE-KRAFT et al., (2005) a persistência de leguminosas em mistura com 
gramíneas e sob pastejo não é apenas influenciada pelo pastejo inadequado e 
outros estresses ambientais, mas também pela inerente habilidade de regeneração 
da planta e que T. polymorphum supera por combinar diferentes estratégias 
reprodutivas.  

O sistema reprodutivo misto adotado por T. polymorphum permite à espécie 
crescer em habitats perturbados, tais como as pastagens naturais do Rio Grande do 
Sul onde intenso pastejo e pisoteio e estiagens podem destruir periodicamente a 
biomassa aérea da planta. Nesse cenário, a produção de raízes reserva e seu 
posterior rebrote (Figura 1G) permitem o estabelecimento e persistência da 
população após perturbação devido à herbivoria, pisoteio e secas prolongadas, ou 
após senescência natural da parte aérea da planta no verão. Em adição, o rebrote 
das raízes de reserva assegura a clonagem de genótipos específicos e possibilita às 
plantas persistir vegetativamente ano após ano sem a necessidade de regeneração 
por sementes e assegura sobrevivência e persistência das populações em 
ambientes desfavoráveis para a reprodução sexual, como reportado para outras 
espécies anficárpicas com propagação vegetativa (SCHULTZE-KRAFT et al., 1997; 
CONTERATO et al., 2013). 

 Em ambientes altamente imprevisíveis a manutenção de mais que um fenótipo 
de dispersão pode prover um meio para manter a população em um local adequado 
enquanto explora novos locais. Nesse contexto, o fenótipo de limitada ou nenhuma 
dispersão estaria associado com auto-fertilização para maximizar a proporção de 
alelos localmente adaptados, enquanto o fenótipo “dispersivo” poderia ser associado 
com mecanismo de fecundação cruzada (AULD & CASAS, 2013), o qual mostra ser 
o caso em T. polymorphum, visto que as sementes formadas nas flores subterrâneas 
e as raízes de reserva mantem o genótipo parental e representam um investimento 
reprodutivo próximo da planta mãe, enquanto as sementes formadas nas flores 
aéreas tem importante papel na dispersão a longas distâncias e na incorporação de 
variabilidade genética (SPERONI et al., 2010).  

Assim como em T. polymorphum, o múltiplo sistema reprodutivo exibido por T. 
argentinense, com reprodução sexual por autogamia obrigatória (flores 
cleistógamas), alogamia preferencial (flores éreas) e reprodução vegetativa (raízes 
de reserva) é favorável sob as mais diversas situações ambientais e cada tipo de 
reprodução tem distintas funções ecológicas na biologia da planta e espécie: 
sementes aéreas são adaptadas para aumentar a variabilidade genética e 
distribuição da espécie em habitats adequados, enquanto sementes subterrâneas 
bem como as raízes de reserva aumentam a sobrevivência das plantas e espécie 
sob condições adversas das pastagens naturais da metade sul do Rio Grande do 
Sul (CONTERATO et al., 2013) 

De acordo com SADEH  et al., (2009) e TAN  et al., (2010) a adaptação a 
ambientes instáveis tem sido ligada a evolução da anficarpia, particularmente em 
habitats onde a presença ou atividades de polinizadores  é reduzida. Entretanto a 
extensão das pastagens onde T. polymorphum ocorre não é considerada uma 
condição ambiental extrema conduzindo a grave instabilidade reprodutiva (SPERONI 
et al., 2014). No Rio Grande do Sul a espécie ocorre na metade sul do Estado, entre 
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34°S e 30°S (BOLDRINI et al., 2010). No entanto, a elevada perturbação enfrentada 
pelas espécies das pastagens é a herbivoria, a qual T. polymorphum supera 
combinando anficarpia e reprodução vegetativa (SPERONI et al., 2014). 

CONCLUSÕES 
A condição anficárpica adotada por T. polymorphum via produção de flores 

aéreas e subterrâneas com alta viabilidade polínica, aliada à reprodução vegetativa 
pelo rebrote das raízes de reserva asseguram a persistência e a sobrevivência da 
espécie sob pastejo e pisoteio intensos e longos períodos de seca, condições 
adversas de habitats perturbados como as pastagens naturais do Rio Grande do 
Sul.  
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