ne stérilité mile a été identi-
fiée chez le haricot commun
(Phaseolus vulgaris L.) au
début des années 80. L’étude
de son déterminisme génétique, la des-
cription de son expression phénotypique
et 'intérét de son utilisation en amélio-
ration de cette espece autogame ont déja
été rapportés [1, 2].
Avant de pouvoir généraliser ['utilisation
de la stérilité male, contrdlée par un
géne dominant, deux inconvénients,
signalés par les auteurs, doivent étre sup-
primés : I'uniformité cytoplasmique de
toutes les variétés issues des programmes
utilisant ce gene de stérilité mile et
'absence d’un gene «avertisseur » per-
mettant de faire un tri précoce de
plantes male-stériles ou male-fertiles. Les
travaux réalisés chez d’autres especes per-
mettent d’envisager des solutions par la
recherche de liaisons entre la stérilité
maile et des marqueurs s'exprimant au
stade plantule, afin d’aboutir au repérage
précoce de ce caractere. De telles liaisons
ont été décelées chez le tournesol [3], le
bégonia et I'impatiente [4], 'orge [5], le
chou [6] et la tomate [7, 8].
Le risque d’uniformité cytoplasmique
pourrait étre évité en réalisant des trans-
ferts de ce géne dans d’autres cyto-
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plasmes de I'espece, grice au génie géné-
tique utilisé actuellement chez de nom-
breuses especes végétales [9-11].
L’identification du chromosome ou du
groupe de liaison au sein duquel se situe
le géne concerné constituerait dés lors un
apport indéniable 2 la résolution des pro-
blemes évoqués [12].

Notre objectif général a été de réaliser
une cartographie génétique du locus du
géne Ms8, en érudiant la liaison entre ce
dernier et deux loci dont les genes
contrdlent des caractéres de coloration
facilement identifiables.

Matériels
et méthodes

Nous avons utilisé des phénotypes
contr6lés par trois loci: le locus V, le
locus Y et le locus Ms8.

Le locus V (violet) est situé sur le groupe
de liaison VII de la carte classique [13].
L’allele dominant V contréle de maniere
pléiotropique les couleurs violette des
fleurs et noire des graines [14] ; lallele
récessif v détermine la couleur blanche
des fleurs et des graines.

Le locus Y (yellow wax pod) est situé sur le
groupe de liaison VI de la carte classique.
Lallele récessif y détermine la coloration
« beurre » (aspect jaune ciré des gousses
au stade « grossissement » des graines) [14] ;
l'alléle dominant Y détermine la colora-
tion verte des gousses au méme stade.

Le locus Ms8 (stérilité male dominante)
est celui dont on recherche le groupe de

liaison. L’allele dominant Ms détermine
la stérilité male et lallele récessif ms, la
fertilité male [1, 2].

Le matériel végétal de départ est consti-
tué de deux lignées pures MM3 et Maxi-
dor, gracieusement offertes par 'INRA
de Versailles (France). Le gene Ms8 a été
introduit dans la variété MM3 par rétro-
croisements. La lignée male stérile (Ms)
de MM3 utilisée dans nos expériences
est issue du 13¢ rétro-croisement. La
variété MM3 possede des fleurs violettes
(V) et des gousses vertes (Y) au stade
« grossissement » des graines. Maxidor
est male-fertile (ms), a des fleurs
blanches (v) et porte des gousses jaune
ciré (y) au stade « grossissement » des
graines (gousses jaunes). Le tableau 1
présente les caractéristiques des deux
variétés.

L’étude des liaisons est fondée sur un
test trilocal. Un parent (femelle) expri-
mant les formes dominantes des trois
caracteres est croisé par un parent (male)
exprimant les formes récessives de ces
mémes caracteres. L’hybride Fy (triple
hétérozygote) obtenu est rétro-croisé par
le parent méle triple homozygote
récessif. Si les trois caracteres étudiés
sont indépendants deux a deux, la descen-
dance du rétro-croisement doit présenter
huit classes phénotypiques de méme
fréquence.

Dans nos essais, nous avons semé vingt-
huit graines de la lignée male-stérile
MM3 dans huit pots. A la floraison,
nous avons éliminé les plantes méle-fer-
tiles et nous avons fécondé les plantes
clairement identifiées comme male-sté-
riles (Ms, V., Y), par du pollen des fleurs




seolus vulgaris

Tableau 1

Caractéristiques des parents et de la F, obtenue par croisement entre les CV Maxidor et MM3 de Pha-

Variétés ou Graine Durée semis- Nombre Mode Poids Surface Durée semi-
génération (phénotype) floraison de nceuds de croissance de 100 graines foliaire maturité
(jours)  a la floraison (g) (em2) (jours)
Maxidor Blanche 30+1 6+1 Déterminé 17,113 121,4 + 3,6 78 + 3
arrondie (type |)
MM3 Noire 32+2 12+3 Indéterminé 25,4 +1,6 195,1+ 5,3 804
réniforme (type IlI)
Fq Noire plus 31£1 13+3 Indéterminé 223+41 201,0+35 78 + 2
ou moins (type III)
réniforme

de Maxidor (ms, v, y). Nous avons semé
la descendance de ce croisement (généra-
tion F,) dans quinze pots.

la floraison, nous avons laissé s’autofé-
conder les plantes fertiles F; (ms, V, Y)
pour obtenir la génération F,. Nous
avons rétro-croisé les plantes male-stériles
F; (Ms, V, Y) par Maxidor (ms, v, y)
pour obtenir la premiére génération de
rétro-croisement (RC,).
Les générations parentales et F, sont culti-
vées dans des pots de 10 litres, remplis
d’'un mélange de 50 % de compost et
50 % de sable, placés dans une serre
d’ombrage qui protege les plantes des
insectes pollinisateurs.
Les descendances F, et RC, sont semées
en champ sur billons pendant la saison
des pluies ; a la floraison, les plantes sont
étiquetées.
La F, permet de vérifier le déterminisme
génétique des caracteres de coloration et
'absence de liaison entre les loci V et Y.
La RC, permet d’étudier les liaisons
entre le locus Ms8 et les loci V et Y.
Sur le plan de I'analyse statistique, nous
avons utilisé le test d’indépendance de
chi-carré de Pearson pour confronter nos
résultats expérimentaux aux différentes
hypothéses théoriques émises pour
chaque génération.
Au cas ot le test trilocal révele Pexistence
d’une liaison entre loci, les résultats sont
décomposés en trois tests bilocaux, ce
qui permet d’identifier les loci généti-
quement liés et de calculer la distance
qui les sépare. Cette derniére est estimée

comme étant le pourcentage des classes
recombinées dans un test bilocal.
L’écart type de cette estimation est égal A :

Bi

avec p = fréquence des classes recombi-
p = fréq des cl b
nées, q =1 - p, fréquence des classes

parentales et n = effectif de la génération
RC;.

Résultats
et discussion

A la génération F,, on a obtenu
53 plantes dont 24 male-stériles, a fleurs
violettes et gousses vertes et 29 plantes
mile-fertiles, a fleurs violettes et gousses
vertes également. Les résultats de la
ségrégation des caractéres de coloration
en F, et le résultat du test trilocal en
RC, figurent aux tableaux 2 et 3.

En F,, on constate que toutes les plantes
sont fertiles. On observe quatre classes
phénotypiques représentées par les effec-
tifs suivants : 48 plantes a fleurs violettes
et gousses vertes (V, Y), 22 plantes a
fleurs violettes et gousses jaunes (V, y),
17 plantes a fleurs blanches et gousses
vertes (v, Y) et 7 plantes a fleurs
blanches et gousses jaunes (v, y) pour un
total de 94 plantes.
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En RC,, on observe huit classes phéno-
typiques représentées par les effectifs sui-
vants : 22 plantes male-stériles a fleurs vio-
lettes et gousses vertes (Ms, V, Y),
7 plantes male-stériles a fleurs violettes et
gousses jaunes (Ms, V, y), 21 plantes male-
stériles a fleurs blanches et gousses vertes
(Ms, v, Y), 6 plantes male-stériles a fleurs
blanches et gousses jaunes (Ms, v, y),
6 plantes fertiles a fleurs violettes et gousses
vertes (ms, V, Y), 23 plantes fertiles a
fleurs violettes et gousses jaunes (ms, V, y),
13 plantes fertiles 2 fleurs blanches et
gousses vertes (ms, v, Y), 19 plantes fer-
tiles a fleurs blanches et gousses jaunes
(ms, v, y). Le total des plantes de cette
descendance RC, est de 117.

la génération F,, on trouve une homo-
généité pour les caracteres de coloration et
une hétérogénéité pour la fertilité. La
ségrégation entre les plantes stériles et fer-
tiles est compatible avec un rapport 1: 1
(2 =1,0 pour 1ddl; 0,3 < p < 0,5).
Cette compatibilité est également vérifiée
a la RC,. Par ailleurs, toutes les plantes F,
fertiles donnent une descendance totale-
ment fertile en F,. Ces résultats confir-
ment le déterminisme génétique de cette
stérilité male, déja évoqué ci-dessus [1, 2].
En F,, on obtient quatre classes phénoty-
piques dont les effectifs sont compatibles
avec le rapport9: 3: 3: 1 (y2=1,77
pour 3 ddl; 0,5 < p < 0,9), ce qui confir-
me I'indépendance génétique de ces carac-
teres de coloration déja supposée par
I’appartenance des deux loci & deux
groupes de liaison différents.
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Tableau 2

Classes phénotypiques et leurs effectifs en F, du croisement entre

garis, permettent de proposer une
distance physique, de l'ordre de
15316 + 2 307 kpb, entre les loci Ms8

les CV Maxidor et MM3 de Phaseolus vulgaris et Y.
Phénotype F, Effectifs Effectifs x2 p g
observés attendus Conclusion
(9:3:3:1)
(v, Y) 48 52,875 0,45 05-0,9 En conclusion, notre étude donne une
(v, y) 22 17,625 1,09 0,2-0,3 orientation claire sur la localisation chro-
(v,Y) 17 17,625 0,02 05-0,9 mosomique du locus Ms8, qui n’appar-
(v, y) 7 5,875 0,21 05-0,9 tient pas au groupe VII de la carte clas-
Total 94 94 1,27 05-09 sique [13]. Il se trouverait dans le

V : fleur violette, v : fleur blanche, Y : gousse verte, y : gousse jaune ciré

groupe VI de cette méme carte, ou dans

Phenotypes and frequencies in the F, progeny of crosses between CV Maxidor

and MM3 of Phaseolus vulgaris

En RC,, les ségrégations observées
conduisent 2 huit classes phénotypiques
de fréquences inégales (x2 = 26,91 pour
7 ddl; p < 0,01), ce qui indique que les
trois loci ne sont pas indépendants.

Le test bilocal tiré des ségrégations en
RC, et intéressant les loci V et Y don-
nent quatre classes phénotypiques de
méme fréquence (X2 = 1,46 pour 3 ddl;
0,3 < p < 0,5), les deux loci sont ici
indépendants.

Le test bilocal, tiré lui aussi des ségréga-
tions en RC,, mais intéressant les loci
Ms8 et V, donne quatre classes phénoty-
piques de méme fréquence (3 = 0,43
pour 3 ddl; 0,5 < p < 0,9), ce qui révele
I'indépendance des deux loci.

Enfin, le dernier test bilocal tiré de la
RC, intéresse les loci Ms8 et Y. On y
trouve quatre classes phénotypiques de
fréquences inégales (x2 = 24,96 pour
3 ddl; p < 0,01). De plus, les deux
classes parentales ont des effectifs simi-
laires (43 plantes male-stériles et gousses
vertes, 42 plantes méle-fertiles et gousses
jaunes). Ceci est valable également pour
les deux classes recombinées (13 plantes
male-stériles et gousses jaunes, 19 plantes
male-fertiles et gousses vertes). Enfin, les
classes parentales ont des effectifs supé-
rieurs 2 ceux des classes recombinées
(x2 = 1,25 pour 1 ddl; 0,2 < p < 0,3).
Le résultat de ce test bilocal montre que
les loci Ms8 et Y sont génétiquement liés
et devraient appartenir au méme chro-
mosome, leur distance estimée étant de
27,35 + 4,12 cM.

La taille du génome de Phaseolus vulga-
ris étant de l'ordre de 1200 cM, soit
637 000 kpb [15], la longueur moyenne
d’un chromosome serait de I'ordre de
100 cM, soit 60 000 kpb [15-18]. Ces

caractéristiques du génome chez P. vul-

le groupe D, de la carte de I'Université
de Californie [17], ou encore dans le
groupe D de la carte de I'Université de

Summary

Genetic mapping of Ms8 male sterility in Phaseolus vulgaris L.
J.M. Bell, ].-B. Noubissie Tchiagam, H.B. Ngalle

In the early 80s, a new male sterility (Ms8) was identified in Pha-
seolus vulgaris. Premature abortion of anthers characterizes its
phenotype, which is controlled by a dominant gene. Such male
sterility presents an interest in breeding programmes requiring
many hybridizations, controlled or not. However, it has two disa-
vantages to deal with before spreading its use in breeding: cyto-
plasmic uniformity of progeny and phenotypical trait of male steri-
lity localized in the anthers, making it impossible to identify male
sterile individuals at an early stage.

With the aim to solve this problem by the localization of Ms8 gene
on one of the 11 chromosomes of the species, we launched a large
scale of research programme on linkage, including Ms8 male sterility
and about 20 morphological traits whose genes are clearly located
on one or another of the 11 chromosomes of P. vulgaris. The results
presented here were obtained from the linkage’s study between Ms8
male sterility and two coloration traits, pod and flower colour, using
the two varieties: MM3 and Maxidor. After 13 back-crosses, the Ms8
male sterility trait was transferred to MM3 variety with violet flowers
(V) and green pods (Y). Maxidor used as male parent was fertile
(ms), with white flowers (v) and yellow wax pod (y) (Table 1).

The following test-crosses were used: a male sterile plant of the
MM3 male sterile pedigree was hybridized with Maxidor. The F,
progeny obtained comprised male sterile and fertile plants. The F;
male sterile plants were in turn hybridized with Maxidor to obtain
the first back-cross progeny (BC;); the F; male fertile plants were
then self fertilized to obtain the F, progeny.

The results obtained (Tables 2 and 3) confirm the genetic indepen-
dance of the two coloration traits, and their monogenic control.
They prove that Ms8 male sterility and the flower’s coloration are
independant characters and also show the linkage between Ms8
male sterility and pod’s coloration. The genes controlling these
two traits are located on the same VI linkage group of the classical
map (group D2 of California University’s map or group D of Flori-
da University’s map). The genetic distance between the two loci is
27.35 + 4.12 cM.
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Tableau 3

Classes phénotypiques et leurs effectifs en RC, entre les CV Maxi-
dor et MM3 de Phaseolus vulgaris

Phénotype RC, Effectifs Effectifs X2 p
observés attendus
(s 200 A I B e B R

(Ms, V,Y) 22 14,625 3,72 0,05 - 0,10
(Ms, V, y) 7 14,625 3,92 0,02 - 0,05
(Ms, v, Y) 21 14,625 2,78 0,05 -0,10
(Ms, v, y) 6 14,625 5,08 0,02 - 0,05
(ms, V,Y) 6 14,625 5,08 0,02 - 0,05
(ms, V, y) 23 14,625 4,79 0,02 - 0,05
(ms, v, Y) 13 14,625 0,18 0,50 - 0,90
(ms, v, y) 19 14,625 1,31 0,20 - 0,30
Total 117 117 26,86 <0,0

Ms : méle-stérile, ms : male-fertile, V: fleur violette, v: fleur blanche, Y : gousse verte, y : gousse
jaune ciré

Phenotypes and frequencies in BC, progeny between CV Maxidor and MM3 of
Phaseolus vulgaris
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sons qu'une localisation plus précise cou-  234-7.
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Résumeé

La liaison entre le geéne de la stérilité
male Ms8 et deux genes contrdlant des
caracteres de coloration chez Phaseolus
vulgaris L. est étudiée au moyen d’un
test trilocal.

Les résultats montrent que cette stérili-
té mile est, génétiquement, indépen-
dante de la coloration de la fleur mais
liée a la coloration de la gousse. Les
loci des deux caracteres liés sont dis-
tants de 27,35 + 4,12 cM.

Le gene de la stérilité érudiée peut étre
localisé dans les trois cartes génétiques
du haricot actuellement disponibles :
dans le groupe de liaison VI de la carte
classique, dans le groupe de liaison D
de la carte de I'Université de Floride
ou, enfin, dans le groupe de liaison D,
de la carte de I'Université de Californie.
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