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ABSTRACT

White clover (Tiifolium repens L.) is a forage legume of high nutritive value. It is a very efficient species for nitrogen soil fixation through
symbiosis. In Argentina, it has widely spread in humid and sub-humid regions. The aim of this work was to evaluate SSR molecular markers for
genetic differentiation and identification of white clover cultivars. Relationships among cultivars were established and cultivars were grouped on
the basis of molecular markers and morpho-agronomic characters . Twenty- four white clover cultivars and two red clover cultivars from different
origins were evaluated. Fifteen SSR fluorescence markers were employed. PCR products were separated using ABI PRISM 3100 genetic analyzer.
A total of 114 amplification products were obtained, with 99 % polymorphism. Average number of bands per SSR was 8.66. Cultivar similarity
ranged from 15 % to 85 % , being Haifa and Zapican the most similar. Cultivars from New Zealand were genetically more distant, with similarity
values lower than 50 %. Correlation between morphological and genetic matrixes was significant (r= 0.48). All cultivars clustered in three groups,
following a pattern which corresponded mainly to white clover leaflet type.

Key words: molecular markers, microsatellites, white clover, cultivars.

RESUMEN

El trébol blanco (Trifolium repens L) es una leguminosa forrajera de gran valor nutritivo y muy eficiente en la incorporaciéon de nitrégeno (IN)
al suelo mediante fijacion simbidtica. En Argentina se ha difundido ampliamente en las regiones hiimeda y subhtimeda. Los objetivos del presente
trabajo fueron i) detectar la capacidad de marcadores moleculares microsatélites (SSR) para la diferenciacién genética e identificaciéon de cultivares
de trébol blanco vy ii) determinar la relacién entre los agrupamientos de los cultivares basados en marcadores moleculares y caracteres agronémicos.
Se analizaron 24 cultivares de trébol blanco y dos de trébol rojo de diversos origenes. Se utilizaron 15 SSR marcados con fluorescencia. Los pro-
ductos de PCR fueron separados en analizador genético ABI PRISM 3100. Se obtuvieron un total de 114 productos de amplificacioén, con 99 %
de polimorfismo. El promedio de bandas por SSR fue de 8,66. En el dendograma obtenido de la clasificacién de los 24 cultivares de trébol blanco
se observo que los cultivares se distribuyen entre un 15 % y 85 % de similitud. Los cultivares de origen neozelandés fueron genéticamente los mas
distantes, con valores de similitud inferiores a 50 %. La correlacién de matrices morfoldgica y genética fue significativa (r= 0,48). Los 15 cultivares
de trébol blanco se clasificaron en tres grupos, que correspondieron principalmente a los tipos de trébol segtin el tamano de foliolo.

Palabras clave: marcadores moleculares, microsatélites, trébol blanco, cultivares.
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INTRODUCCION

El trébol blanco (Trifolium repens L.) es una leguminosa
forrajera perenne que se utiliza como componente de las
pasturas cultivadas en las regiones de clima templado de
muchos paises del mundo, y es la especie de mayor impor-
tancia agronémica entre las casi 300 especies del género
Trifolium. Es nativa del Mediterrineo; en Argentina esta
naturalizada y se ha propagado ampliamente en la region
pampeana himeda y subhtimeda.

Es una especie de polinizacioén cruzada, con un nimero
cromosdémico de 2n= 4x =32, de naturaleza alotetraploide,
con herencia disémica (Voisey ef al., 1994). Posee un me-
canismo de autoincompatibilidad gametofitica y por ello
la autofecundacion es infrecuente. El tamano de 1C de su
genoma es de 956 Mbp (Leitch y Bennet, 2004).

El mejoramiento de trébol blanco en el mundo data
de alrededor de 100 anos, con la liberaciéon de un ntimero
de cultivares que ya supera los 300 y que se encuentran
registrados en OECD (Caradus y Woodfield, 1997). De
acuerdo a la informacién actual del Instituto Nacional de
Semillas (INASE), en la Argentina se encuentran registra-
dos 33 cultivares de trébol blanco, de los cuales 16 son de
origen nacional.

Las poblaciones de trébol blanco se clasifican de acuer-
do a la morfologia. Especificamente el tamano del foliolo
ha permitido diferenciar distintos tipos denominados: pe-
queno, intermedio, grande y gigante o ladino. El cultivar
El Lucero MAG, uno de los mis difundidos por su amplia
adaptacion y utilizado durante décadas en las pasturas cul-
tivadas en Argentina, pertenece al tipo de foliolo grande
(Scheneiter y Pagano, 1995).

En los programas tradicionales de mejoramiento ge-
nético los estudios de variabilidad de T repens se han con-
centrado basicamente en caracteres morfofisiologicos y
agrondmicos (Pagano, 1995; Annicchiarico, 2003; Bouton
et al.,2005; Zhang et al., 2008). Los atributos morfologicos
han sido utilizados para la caracterizacién de germoplasma
(Rosso y Pagano, 2001) y sobre la base de aspectos cuali-
tativos como manchas blancas, presencia de antocianinas
y liberacién de acido cianhidrico (HCN), se han carac-
terizado cultivares de diferentes origenes conservados en
el Banco de Germoplasma de INTA (Rosso ef al., 2001).

Sin embargo, en algunos casos, los caracteres morfofi-
siolégicos no proporcionan una cuantificacién adecuada
de la variabilidad genética, la que puede ser sobrestimada
debido a la plasticidad fenotipica (Novoplansky, 2002) ge-

neralmente presente en las especies forrajeras.

Historicamente, la descripcidn de cultivares y la pro-
teccion de los derechos de propiedad se han basado en
caracteres morfologicos, pero actualmente los marcadores
moleculares son una herramienta importante para com-
plementar la caracterizacion fenotipica (Karp ef al., 1997;
Aman, 2002), ya que permiten estudiar de forma directa
la variacion presente en el ADN sin la influencia del am-
biente.

Los marcadores moleculares permiten la seleccion
de caracteres basados en el genotipo vy, en consecuencia,
pueden acortar etapas en los programas de mejoramiento
genético. Pueden ser utilizados en la seleccién temprana
en fase de plantula, cuando caracteres como persistencia
vegetativa o rendimiento de semilla no se expresan atn
(Kolliker ef al., 2001a).

Un importante nimero de marcadores de ADN fueron
desarrollados en las Gltimas décadas, lo que permite evaluar
con precisiéon la variacién genética a nivel inter- e intra-
especifico de esta especie. Entre ellos se pueden mencionar
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de res-
triccidon (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)
(Hughes et al., 1990), ADN polimérfico amplificado al azar
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) (Gustine et
al.,2002; Bortolini et al., 2006), polimorfismos en la longi-
tud de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length
Polymorphisms, AFLP) (Kolliker ef al., 2001b) e intrase-
cuencias simples repetidas (Inter-Simple Sequence Repeats,
ISSR) (Dalla Rizza et al., 2007).

De los marcadores moleculares disponibles en la ac-
tualidad, los microsatélites o secuencias simples repetidas
(Simple Sequence Repeats, SSR) son secuencias cortas de
ADN de 1 a 6 nucleétidos repetidos, ampliamente dis-
persas en los genomas eucariontes y altamente variables
entre individuos. Los altos indices de heterocigosis para
estos marcadores, su naturaleza codominante, y el hecho
de que la técnica estd basada en la reaccién en cadena de
la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), hace que
los SSR sean generalmente elegidos en programas de se-
leccién asistida por marcadores moleculares, en estudios de
mapeo genético y de diversidad.

En la altima década se han desarrollado y caracteriza-
do exitosamente alrededor de 100 SSR en trébol blan-
co (Kolliker et al., 2001a). Sin embargo, Dolanskd y Curn
(2004) indicaron que los SSR desarrollados por Kolliker et
al. (2001a) mostraron bajo polimorfismo en esta especie,
mientras que George ef al. (2006) detectaron un amplio

polimorfismo para estos mismos marcadores. Una com-
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paracion del mapa de localizacion de marcadores proce-
dentes de trébol blanco, trébol rojo y alfalfa revelé una
posible macrocolinealidad entre las tres especies trifolidceas
(Zhang et al.,2007).

Los objetivos del presente trabajo fueron: i) detectar la
capacidad de los marcadores SSR en la diferenciacién ge-
nética e identificaciéon de cultivares de trébol blanco, ii)
determinar la relacién entre los agrupamientos de cultiva-
res basados en marcadores moleculares y caracteres mor-

foagronémicos.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivares seleccionados para este estudio provienen
de diversos origenes del mundo (Tabla 1) y son conserva-
dos en forma de semilla en el Banco de Germoplasma de
la EEA INTA Pergamino (BAP).

Ademas de los cultivares de trébol blanco, se incluye-
ron en el analisis dos cultivares de trébol rojo de diferente
ciclo vegetativo: El Sureio MAG (Argentina) y Redland
II (EUA).

Aproximadamente cuatro semanas después de la ger-
minacion de las semillas, se cosecharon hojas jovenes de
30 plantulas de cada cultivar, y se compuso una muestra
de aproximadamente 200 mg. Cada muestra fue liofilizada
y molida en un homogeneizador de tejidos (Tissue lyser,
Qiagen). Para la extraccion de ADN gendmico se siguid
el protocolo de Puecher et al. (2001). El ADN fue disuelto
en agua HPLC y la concentracion final se estimé mediante
gel de agarosa 0,8 % (p/v) por comparaciéon de la intensi-
dad de fluorescencia de bromuro de etidio con concentra-
ciones conocidas del bacteridéfago lambda DNA (Promega,
Madison, WT).

Quince pares de cebadores genémicos (Kolliker ef al.,
2001a) fueron marcados con un fluorocromo en su extre-
mo 5” (FAM; HEX (Alpha DNA) o NED (Applied Biosys-
fems) y utilizados para las reacciones de PCR (Tabla 2).

La amplificacion por PCR se realiz6 en un volumen
final de 20ml compuesto por: 75ng/ml ADN, 1X PCR bu-
Mfer Invitrogen, 2,5mM de Cl, Mg, 0,125mM de cada uno de
los cebadores SSR, 0,15mM de dNTP, 0,5 U de la enzima
Taq ADN polimerasa, utilizando un termociclador Mas-
tercycler Epgradient S, Eppendorf. El ciclado fue de 10 min a
94°C, seguidos de 30 ciclos de 1 min para desnaturalizar el
ADN a 94° C, 30 s para la hibridacién de los cebadores a
55° C, 1 min a 72° C bajando 1° C hasta llegar a los 45°
C para la amplificacion, y un paso de extension final de 10

min a 72° C.

Los productos de amplificacién fueron sembrados en
geles de agarosa Metaphor 2%, utilizando 1X orange green
buffer, en TBE 1X, con bromuro de etidio (0,5 g/1). La co-
rrida electroforética se realizé a 50V durante 40 min. Para
estimar los tamafios de los productos amplificados se uti-
liz6 el marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

Los productos de amplificacién fueron separados en el
analizador genético ABI PRISM 3100, de Applied Biosys-
tems. Mediante el software GeneMapper se analizaron los
picos correspondientes a los distintos alelos, utilizan-
do  GeneScan 500 (-250) ROX (Perkin-Elmer Applied
Biosystems, Foster City, CA) como estandar de peso.

Se utilizaron caracteres morfoagrondémicos de 15 culti-
vares obtenidos de la base de datos del BAP, que se habian
originado en un ensayo previo realizado en la EEA Perga-
mino (Rosso et al.,2001). Los caracteres evaluados fueron:
namero de hojas a inicio de estolonizacidn, vigor de plan-
tula, fecha de inicio de estolonizacion primaria (dias desde
germinacion), fecha de inicio de estolonizacién secundaria
(dias desde germinacién), nimero de estolones primarios
antes del trasplante, longitud total de estolones primarios
(cm), namero de estolones secundarios antes del trasplante,
longitud total de estolones secundarios (cm), didmetro del
estolon en invernaculo (mm), mancha blanca (Brewbaker
y Carnahan, 1956), longitud del peciolo (mm), longitud
del foliolo (mm), ancho del foliolo (mm), longitud del es-
tolon a campo (cm), didmetro del estoléon a campo (mm),
didmetro de la planta (cm), ndmero de inflorescencia/esto-
16n, niimero de foliolos/estoldn, tamano del foliolo, forma
como la relacién largo/ancho y total de inflorescencias/

m?.

Analisis estadistico

El trébol blanco es un tetraploide con cuatro juegos de
cromosomas y por lo tanto, puede tener hasta cuatro ale-
los diferentes en un determinado locus. Debido a esto, las
bandas polimoérficas SSR de cada muestra fueron evaluadas
como dosis Gnicas.

Los alelos de cada SSR fueron transformados en datos
de presencia (1) y ausencia (0) e incorporados a una ma-
triz binaria con filas (cultivares) y columnas (tamanos de
los alelos). Dicha matriz se utilizé para calcular los valores
de similitud genética mediante el indice de Dice y para
determinar la relacion se aplicé el método de asociacidon
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using an arithme-

tic Average). La agrupacion resultante se graficO como un
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dendrograma. El coeficiente de correlacion cofenética fue
calculado por comparacién entre la matriz de distancia ge-
nética original y la matriz cofenética.

Para la comparacion de las matrices morfologicas y
moleculares de los 15 cultivares evaluados en el campo, se
utilizd el Test de Mantel (Mantel, 1967). Para la agrupacion
de cultivares en base a los 21 caracteres morfoagronémicos,
se aplico el indice de distancia euclidea y UPGMA. El
agrupamiento fue representado graficamente mediante un
dendograma.

Los programas estadisticos utilizados en los distin-
tos analisis de este trabajo fueron: INFOGEN/P version
20061.1 (Balzarini et al., 2003) y NTSYS pc version 2.0
(Rohlf, 1998). Se utiliz6 el programa estadistico Winboot
(Yap y Nelson, 1996) para obtener en porcentaje la proba-

bilidad de ocurrencia de agrupamiento.

RESULTADOS

Los resultados corresponden por una parte al analisis
molecular de 24 cultivares de trébol blanco y dos cultivares
de trébol rojo y por otra al anilisis molecular y morfologi-

co de los 15 cultivares de trébol blanco.

Analisis molecular de 24 cultivares de trébol blanco

Se obtuvieron un total de 114 alelos, con un porcentaje
de bandas polimorficas de 99,24 % con 14 SSR, ya que el
cebador BO1B05 no presentd bandas definidas. El prome-
dio de bandas por SSR fue de 8,66.

Los cultivares se agruparon entre 14 % y 83 % de simi-
litud. Los cultivares mas similares fueron Zapican y Haifa,
obtenidos respectivamente en Uruguay y Australia, a partir
de poblaciones aparentemente de distinto origen, pero
que comparten caracteres de alta cianogénesis y tamano de
planta. Los cultivares mis distantes fueron de origen neo-
zelandés, con una similitud menor a 50 %. En este grupo
se determind que los mas cercanos fueron G. Sustain y G.
Demand. El cultivar G. Prestige mostré una gran separa-
ci6n del resto de los cultivares, tal como ocurrid con los
cultivares de trébol rojo.

Se observo que los dos cultivares de trébol rojo, Re-
dland y El Surefio MAG se unieron en un grupo pero en
un nivel de similitud menor de 50 %. Los valores de pro-
babilidad de agrupamiento fueron elevados en términos
generales, confirmando asi la consistencia de los agrupa-

mientos observados en el dendograma (Figura 1). La co-

rrelacidon cofenética fue de 0,959.

Analisis morfologico y molecular en 15 cultivares de trébol blanco

El anilisis estadistico de los datos moleculares se realizd
sobre los 15 cultivares para los que se contaba con datos
morfologicos previos (Rosso et al., 2001). Los resultados
de la clasificacion de los cultivares basados en los caracteres
antes indicados se muestran por medio del dendograma
correspondiente de la Figura 2. Se puede observar que los
cultivares se dividieron en dos grupos, diferenciandose se-
gun el tipo foliar (foliolos grandes o pequenos).

Cuando los 15 cultivares fueron agrupados median-
te la informacién proveniente de los marcadores SSR, se
mantuvo una tendencia de agrupamiento de acuerdo a los
tipos foliares, aunque no fue tan discriminatoria como el
agrupamiento basado en la morfologia. La correlacién en-

tre matrices fue significativa con un valor intermedio (r=

0,48).

DISCUSION

En el analisis molecular, el tamanio del fragmento de los
SSR amplificados oscilé en un rango de 82 a 270 pb, en
coincidencia con lo informado por George et al. (2006),
quienes obtuvieron un rango de 89 a 308 pb utilizando
los mismos cebadores. De los 15 cebadores probados en el
presente trabajo, solamente BO1BO05 no fue utilizado para
el analisis, debido a que no hubo amplificacién ni en geles
de agarosa methaphor ni en las corridas en el analizador
genético, en contraste con los resultados reportados por
George ef al. (2006).

Los loci SSR que amplificaron en trébol blanco, T. re-
pens, también lo hicieron en trébol rojo, I” pratense, con-
firmando la potencialidad de amplificacién cruzada de es-
tos marcadores. Ademas, pudo determinarse que cinco de
estos SSR presentaron amplificaciéon en alfalta, Medicago
sativa (datos no mostrados).

Kolliker ef al. (2001b) disenaron cebadores y los anali-
zaron con distintas especies de Trifolium. En siete genotipos
de T repens provenientes de los cultivares Dusi, Haifa y
Prop vy las lineas 15] y I4R, dichos investigadores encontra-
ron un promedio de 4,8 fragmentos amplificados por SSR.
Si realizamos la comparaciéon con nuestros, resultados, el
promedio de 8,66 fragmentos amplificados que obtuvimos
por SSR representa aproximadamente el doble del valor
obtenido por Koélliker ef al. (2001a). No obstante, se debe
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considerar que en el presente trabajo se utilizaron con-
juntos (bulks) de ADN de 25 a 30 genotipos por cultivar
y que, finalmente, se analizaron 24 cultivares en los que
estaban incluidos los tres cultivares estudiados por Kolliker
et al. (2001a). Los conjuntos podrian explicar el aumento
en la cantidad de fragmentos amplificados en el presente
estudio. En el mismo sentido se podria explicar el alto gra-
do de polimorfismo (99 %) que detectamos al considerar
los 14 SSR y todos los cultivares, en comparacién con lo
informado por Kolliker ef al. (2001a) en los siete genotipos
de trébol blanco: 88 % de polimorfismo pero utilizando un
ntimero mayor de SSR. George et al. (2006) hallaron un
alto grado de polimorfismo con los mismos 15 SSR. (datos
no informados) utilizados en el presente trabajo.

Estudios realizados en el IGEAF INTA en otras forra-
jeras albgamas han mostrado altos porcentajes de polimor-
fismos. Por ejemplo en el analisis molecular de mas de una
centena de introducciones de festuca alta se encontraron
valores cercanos a 100 % de polimorfismo (Cuyeu ef al.,
2010). Campos de Quiroz y Ortega-Klose (2001) también
han expresado que las plantas forrajeras albgamas presentan
un elevado nivel de diversidad genética y que la misma
puede ser eficientemente determinada mediante este tipo
de marcadores genéticos.

Los resultados de la correlacion cofenética mostraron la
existencia de un buen ajuste entre la matriz de similitud y
el agrupamiento posterior. En la Figura 1 se observa que
los 24 cultivares de T repens se agruparon entre un 14 y
83 % de similitud, mientras que Bortolini ef al. (2006), al
evaluar 78 introducciones de 50 paises, conservadas por el
USDA, encontraron que los materiales se agruparon en-
tre un 18 y 58 % de similitud mediante RAPD. El mayor
rango de distribucién de los agrupamientos de los 24 cul-
tivares podria deberse a la aplicaciéon del conjunto de SSR
polimérficos segiin mencionan otros autores (George et
al.,2006). En este anilisis se observo que los cultivares con
mayor similitud fueron Zapican (Uruguay) y Haifa (Aus-
tralia), mientras que los cultivares que mas se separaron

fueron los de origen neozelandés. El cv. Grassland Prestige

presentd el nivel mis alto de divergencia respecto de los
restantes cultivares, similarmente a lo obtenido por George
et al. (2006).

En el estudio morfologico realizado con 15 cultivares
de trébol blanco (Figura 2) se observo que los mismos
formaron tres grupos bien definidos, que corresponden
principalmente a los tipos de trébol segin tamafo de fo-
liolo. Ademas, ello fue consistente con la informacién bi-
bliografica sobre los cultivares utilizados en este estudio
(Caradus et al., 1989; Caradus y Woodfield, 1997). Asi, se
conformaron grupos de acuerdo a tamafio de foliolo, a
saber: grandes a gigantes (el mas numeroso) con ocho cul-
tivares; pequefios (Nora y S184); y medianos, que incluyd
a los restantes cultivares. Esto concuerda con la bibliografia
en la que se indica que los caracteres foliares son los de
mayor incidencia en la clasificacién de materiales de la es-
pecie. Estos caracteres estan asociados al tamano de planta
y a la adaptacién a distintas condiciones ambientales. En la
clasificacién de los mismos cultivares basada en los datos
moleculares se observé que, aunque no se formaron gru-
pos definidos como en la clasificacion a partir de caracteres
fenotipicos, hubo una tendencia en la distribucién grupal
de los cultivares de acuerdo al tamano foliar. Asi, el cultivar
S184 que corresponde al tipo de foliolos mas pequenos
present6 el menor porcentaje de similitud, diferenciandose
del resto, en tanto que los cultivares de foliolos grandes a
gigantes tendieron a agruparse entre si.

Por el contrario, otros autores como Gustine et al.
(2002) detectaron agrupamientos conformados por pobla-
ciones de foliolos grandes y pequefios mediante RAPD.
Es posible que las poblaciones analizadas por esos autores
tuvieran mayor variabilidad intrapoblacional para el caric-
ter foliar, mientras que en los cultivares del presente trabajo
es altamente probable que la seleccidon de los genotipos
paternos se haya realizado sobre un mismo tipo foliar. Esto
explicaria la deteccién de correlacidon positiva entre las
matrices morfoldgica y genética y, como consecuencia, la
obtenciéon de una clasificacion similar con datos morfolo-

gicos y moleculares.

Journal of Basic & Applied Genetics | 2013 | Volume 24 | Issue 1| Article 3



SSR EN TRIFOLIUM REPENS L. 24,

Tabla 1. Cultivares de trébol blanco, origenes y caracteristicas.

S184

Dubrava

Blanca

Dusi

Haifa

Sonja

Nora

Grassland Prestige
Estanzuela Zapican
Merwi

El Lucero MAG
Lucero Plus INTA
Grassland Sustain
Espanso
Churinche
California
Bayucua
Grasland Demand
Susi

Waverley
Grassland Pitau

Omega INTA

Simone

Prop

Reino Unido
Rep. Checa
Bélgica
Sudafrica
Australia
Suecia

Suecia

Nueva Zelanda
Uruguay
Bélgica
Argentina
Argentina
Nueva Zelanda
Italia
Argentina
EE.UU.
Uruguay
Nueva Zelanda
Irlanda
Australia
Nueva Zelanda

Argentina

Italia

Nueva Zelanda

Foliolos muy pequefios y estolones delgados. Baja produccion de acido cianhidrico.

Foliolo intermedio, escasa presencia de mancha foliar blanca. Floracion tardia.

Foliolo mediano a grande, de floracion intermedia y alto contenido de 4cido cianhidrico.
Acianogenético. Raices gruesas. Seleccionado sobre 78 cultivares en suelos acidos y sequia.
Deriva de poblaciones israelitas. Habito erecto. Cianogenético y mancha foliar blanca intensa.
Foliolos intermedios a grandes. Cianogénesis baja. Floracién intermedia y alta persistencia.
Foliolo pequefio, sin macula y acianogenético. Floracion abundante. Tolerante a sequia.
Foliolos pequefios a mediano. 69 % cianogénicas. Deriva de ecotipos neocelandeses.
Foliolos medianos a grandes. 90 % cianogénicas. Floracion temprana y profusa.

Foliolo intermedio. Cianogenético. Alta produccion de semilla y buena persistencia.

Foliolos grandes. Amplia adaptacion y productivo

Deriva de El Lucero MAG. Se diferencia por ausencia de macula blanca y mayor persistencia.
Foliolos medianos a grandes y de alta densidad de puntos de crecimiento.

Foliolos gigantes. Bajo a nulo contenido de acido cianhidrico. Buena resistencia a sequia.
Foliolos medianos a grandes y peciolo largo. 73 % cianogénicos. Resistente a sequia.
Foliolos grandes, baja concentracion de acido cianhidrico en solo el 10 % de las plantas.
Seleccionado de poblacion Argentina. 85 % cianogenético. Alta densidad de floracion.

Hojas pequefias a medianas y estolones finos. Deriva de ecotipos de N. Z. y del Mediterraneo.
Seleccionado de un ecotipo irani. Foliolos medianos a pequefio. 83 % cianogenético.

Foliolos grandes. Floracion temprana. Cianogenético. Deriva de Haifa y Tamar.

Foliolos medianos a grandes, pocos estolones. Deriva de G. Huia y una poblacion de Espaiia.

Seleccionado sobre poblaciones de Oriente Medio. Ciclo reproductivo tardio.

Desarrollado sobre ecotipos Italianos. Presenta foliolos medianos a grandes.

Deriva de ecotipos naturalizados de Waikato. Hébito postrado. Floracion temprana.
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