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Rapid　Generation　Scheme　in　Asparagus　（Asparagus　oXficinalis　L．）
　　　Breeding：　Flowering　Response　and　Pollen　GerminatieR　im　the

　　　　Second　Cycle　Flower　lnductien　with　Carbamate　Tteatment

Y翌kio　Ozak藍＊，　To斑oko　Tas猛欝。＊＊and　Mroshi　Ok縫憂》o

Laboratory　of　Horticultural　Science，　Divig．　ion　of　Agricultura｝　Botany，　Department　of　Plant　Resoiwee＄

　　　　　　　　　Faculty　of　Agriculture，　Kyushu　Universit；y　46－O　1，，　Fukuoka　812－8581，　Japan

　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Julg　94，　eOOO　and　aece，pted　AzegzLst　18，　2000）

　　　　Flower　induction　treatment　with　a　carburnate　compound　was　studied　for　constructirtg　the

rapici　g　eneration　scheme　in　asparagus　breedin＆f．　Viable　seeds　were　obtained　by　the　crosses　with

car1）amate－induced　male　flowers，　and　the　hybridity　and　diploidy　of　the　offspring　were　cor血med

by’　i，sozyme　and　fiow　cytometric　analyses．

　　　　Flowering　response　and　in　vitro　pollen　gemmation　of　the　plants　of　the　second　generation

induced　with　the　carbamate　treatment　vvere　also　invest，igated．　Germination　rates　of　the　first

絃癩sec◎nd　generaも沁n　seeds　induced　wlth　carbama乞e　trea糠ents　were　a　litも玉e　differe庶溢

℃奪y顛臓’and　s韮mi韮ar　iパ題ary　Was短Rgt◎難5（）◎W㌻．1’erceRtage◎傾◎騨ered　seed雌臼gs　w＆s，

1，i◇糀ver，葱幽er盈嶽e　sec◎Rd　cycle　treat澱醜綴a難藤癒愈f醸0轟e熱b◎th・cgltivar§．　A1嶽◎ugh

great　variatiok　iR　polleR　germii｝a．tioR　was　foKltd　eveR　with　or　wttkogt　carbaf｝｝ate　treatrr｝eRts　in

縦蒐（激峯）OP駕経aも沁R，縫圭ere照S　R◎（鼓s綴RCもdif£er｛き難《）e三識avera悪e　perce難捻ge◎f　p◎銭en　ger惣aもi◎益

漁（）R9宅h㊧P◎pulaもめns．

　　　These　results　suggest　tha韻ower　ind瞭iolx賊h　the　Carbamate　compo㎜d　ca油e　apPlled

to　the　rapid　generation　scheme　in　asparagus　breeding，　e．g．，　to　produce　hornogenic　cultivars

including　both　sexes　in　a　short　term　for　genetic　and　＄ystematical　breeding　purposes，

INTROD’UCTIION

　　　Asparagus　（Asparagzes　officinaLis　L．）　is　a　dioecious　perennial　crop，　so　that　it　has

been　difficult　to　deve｝op　systematieal　breecting　a＄　compared　with　other　seed－propagated

creps　as　dioecy　makes　selfmg　impessible．　ltrequires　a　few　years　frem　seed　sowtng　to

償◎wering　in◎pen　field　c嚢1もivati◎n；be聴oxxe◎fもhe　reas◎ns　f◎r　the　diffic磁y　of

sy＄tematical　breedii｝g．　EeqsoR　（1985）　stated　tha£　male　arid　feraale　plarits　ficwer　21e－235

and　269－295　days　after　seed　sewiRg　in　a　greerwhomse，　respectively．　［rhere　are　reports　that

fiewering　of　oRe－raoRth－eld　asparagus　seedlke｝gs　was　acce｝erated　wheR　the　seeds　were

treated　with　atrazine，　diuron　and　earbamate　compounds　（Abe　and　Kameya，　1986；　Abe　et

al．，　1．987；　Yanosaka　et　ag．，　1989），　suggesting　that　the　treatment　might　be　applied　te　se｝ect

eommercially　preferred　males　at　an　early　growth　g．　tage．

　　　Variations　of　flowering　response　through　carbamate　treatment　in　asparagus　cultivars，

and　the　possibility　of　obtaining　fertile　pol．len　grains　from　carbamate－treated

one－month－old　seedlings　were　previously　’reported　（Ozaki　et　at．，　1999a）．　We　also

propesed　that　continuous　back　crosstng　to　homogenic　female　parents　with　the　treatment

＊　Cc／＞rresponding　author　（E－rnall：　yukioza＠agr．kyushu－u．ac．jp）

＊＊　Laboratory　ef　Horticultural　Science，　Department，　of　Agronoray，　Division　of　Agriculture，　Graduate

　　School，　Kyushu　｛」　iiiversity
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22 Y．　Ogaki　et　a－1．

e1’iables　to　produce　uniform　isogenic　（homogenic　ex¢ept　se．x　expression）　cultivars

inc｝udmg　both　sexes　in　a　short　term．

　　　1nもh¢c嚢rre就study，　we　disc疑ss　the　rap三d　g磁eraも三（）難sch¢me　wiもh餐◎wer　i盤d銭。もiO難

treatment，　i．e．，　seedling　production　by　the　crosses　with　earbamate－induced　ma1e　flowers，

fiowering　response　and　poiien　gernimation　in　the　plants　of　the　second　generation　induced

thr◎嚢gh　e哉rbamateもreatmenも．

MATERIALS　AND　METHODS

Artificial　crossing　with　carbamate－induced　male　flowers

　　　Seeds　of　‘Geynlim’　and　‘Mary　Washirtgton　500　W’　were　placed　on　the　two　layers　of

fit’ter　paper　in　a　plastic　petri　dish　（9e　rwR　in　diameter　und　15mm　ii｝　height）　eextainirig

50ing／1　w，一propy｝　N一（3，4dichloropheRyl）　carbamate　solutioR，　and　iRcubated　at　25　eC　£or

12　days．　Detailed　proeedures　of　the　carbamate　treatment　were　previously　reported

（Ozaki　et砿1999a）、　The　seeds／seed蹴茎gs　we艶もransp｝a煎ed．t◎ver頗。建1重もe　i難Plastic

trays　iR　a　greenhouse．　Po｝leR　graiRs　eol｝ected　from　the　irtduced　male　flowers　were

artificially　pollinated　to　normally－fiowered　female　plants，　and　fruit　and　seed　sets　were

㎞vesもiga艶（i．　P◎艶鍛gra童Rs　c◎11ected　ffora　Ror瓢ally－fめwered】醗ale　pla魏s短each　cu癒var

were　also　used　a＄　contro｝　pollmatioR．　The　seeds　obtained　from　the　cresses　（the　second

generation）　were　sown　and　grown　up　in　the　greenhouse，　and　the　＄eedlings　were　provided

for　isezytie　aRd　fiow　cy．　teraetric　analyse＄．

Isozyme　analysis
　　　Iiwwiature　cladophylis　ef　the　seedlirigs　were　hemogenized　in　pre－cooled　extractio“

bu£fer　as　described　by　WGnde｝　and　Parks　（1982）．　Crude　extracts　were　ixnmediately　used

for　the　analysis　of　phosphoglucomutase　（PGM；　EC　5．4．2．2）　isozymes　with　horizontal

sもarch　ge三．　Ge難e犠。　basis翫nd　a1めzyme　d就ermlnaもi◎n負）li◎wed横e　pre磁（）疑s蕊udy（Ozaki

θ冶αム，2000）。

Flow　cytometr韮¢a盤a豆ys巌S

　　　A　Partec　PA　，Pleidy　Ana｝yzer　（Germany）　equipped　with　DAPI　fi｝ter　and　Multicyc｝e　for

MS－DOS　software　was　used　to　anaiyze　nuclear　DNA　content．　Pieees　of　eladophyll　of　the

off＄priRg　were　chopped　using　a　razor　b｝ade　in　High　Reso｝utien　DNA　KiC　’1｝ype　P　（Partec，

Gerinany）．　Haploid，　diploid，　triploid　and　Letrapleid　asparagus　plants　were　also　analyzed

as　standards．　At　least　7000　nuclei　were　counted　for　eaeh　sample，　and　ploidy　1，evel　was

deterrmbied　accordiRg　to　t．he　promi．neRt　peak　in　eaeh　samp｝e．

Flowering　response　and　pollen　viability　in　the　second　cycle　flower　induction

t翌eat澱e難t

　　　Matu艶seeds◎bta熱ed　fro獄もhe　arもlfic温crosses　as　described　above　we驚

immediately　prepared　for　＄econd　cycle　flower　induction　treatment　by　the　same　manner　as

ab◎ve．　M滋ure　seeds　fで。獄もhe　a鷲漁cial　crosses　with　R◎rma獲y一隅wered　male　pぬ飛s　were

a｝s◎treated　t◎i糞d這ce銭oweri㎎as　co鍛◎1αhe　f捻s惚e就menも）．　Seed　germ血aもi◎糞ra艶

was　measured　after　the　treatment　and　percentage　of　transplantable　and　flowerixig　plantg．

w愈re㎞vesもigaもed　45　days雄erもhe　trea籏繊ts．　F1◎wer聴raむe　was　ca茎。思aもed　by　divid囎
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照mber　of戴ow愈r魚＄pla就s　by　number　of　seeds／seed撫暮s　sow貧．／捻麗砂。　germまn就ion　of

pollen　grains　collected　from　the　ma｝e　fiowers　induced　by　the　carbamate　treatment　was

evaluated　in　each　treatment　in　the　similar　manner　to　the　previous　report　（Ozaki　et　cr，t．

1999b）．

RESULTS

Artificial　crossing　with　earbamate－induced　male　flowers

　　　Crosses　wit，h　carbamate－induced　flowers　of　‘Mary　Washington　500W’　resulted

re｝atively　high　valtte　（82．30／o）　of　fruit　set　as　the　coi｝tro｝　crosses　shovved　（96．6C／）　in

Table　1．　Resiklts　of　crosses　wtth　carbamate－mduced　ma｝e　fiewers　in　asparagus　cultivai’s

Cuitlvar　of

pollen　parent
’rre．atment

No　of　fiowers

pollinated

No　of　frujts

harveste．ci　（CA））

Ne　of　seeds

harvested

Average　no．　or

seeds　per　fruit，

Geynlim

MWsoowz

Control

”rreated

Control

Treated

58

48

113

96

or　6　（96．6）

30　（62．5）

110　（97．3）

79　（82．3）

272

92

564

362

4　86

3　07

0r　13

4　58
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　　　　　　iPollen　parent　cultivar　and　treatment．
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‘Geyr血m’and　97．3％in‘Mary　Washington　500　W’），while　those　of‘Geynlim’broughねlittle

｝ower　value（62。5％）　（Tab玉eユ）．　Number◎f　s（》eds　per　fruit（）btained　fr◎m　theもreated

pollmation　was　a　little　smaller　than　that　from　the　control　pollj　nation　in　both　eultivars　（Fig．

D．‘Mary　W撫shiRgも◎ri　5◎◎W’sh◎聡d　a　li羅e　h遮her　va1犠黛s頬宅he鍛㎜わer　thaパGey顛照｝i嚢

both　treatments．

　　　Hy．　bridity　of　the　seedliixgs　was　eonfirmed　by　the　staming　results　for　PGM　isozymes

（＋）

三賢髄遵零講・露霜載戴謡癖ミ鉢獣∫＼

　こxs◇◇轟㌦ヘマいへ獣＼セ＞k、htt、＼ミ漕～

郊◇tl，・x’．「愚ぐ、痴嵐忌＼

麟

鞭
山

〈a

一一ui　b

　　　　　　♀X（。議lm）⇒F1　♀冨。、h1壽Fl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ton　500W）

罫瑠．2．PG麓1s◎器y熱e　ba灘嬢lng　pa繍ems◎f　the◎ffspr｝k9曲励濯ed肋m　cr◎sses

　　　　　　wit，h　carbamate－induced　rnale　flowers

　　　　　　Arrows　“a”　and　“b”　indicate　the　bands　derived　from　po｝｝en　and　seed

　　　　　　pareRts，　respectively．

Table　2． Coruparison　of　fiuoresceRt　ixxtensity　of　the　prommemt　peak　in　the　orfsprmg　obtained　from

crosseg．　vvith　c　arbamate－mduced　male　fiowers．

Treatment　of

pollen　parent

Polien　parent

　cuat，ivar　of

　seedkngs

　No　of

seedlmgs

Fluor命sce凱賊e糞Slty

Average Range

Control

Treated

（Poo丑ed）7

Geymm
Mwseow，

0
一
7
2

1
一
　
－

104．5土L3

1◎5．5庶L3
1e4．｛　：1　1．i

94．9　一　109　9

988－1086
96．4　一　109．7

S捻難dard Haploid

　Diploid

TriP工Old

Te重，rap茎oid

sg．c

IOO．4

157　2

215．8

’　Pooled　data　of　seedlings　obt，amed　from　control　pollination　with　‘Geynhm’　and　‘Mary　Washington

Dr　oo　W’．

ぎ漁ry　Was㎞菖ton　50◎W
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because　the　effspring　had　bgth　bands　derived　from　the　seed　aRd　polien　parey＊s　（Fig．　2）．

　　　Fluorescent　intensity　of　the　prominent　peak　was　aroimd　I　OO　in　diploid，　and　there　was

no　（lifference　aJnong　the　populations　（Table　2）．　The　range＄　of　the　values　in　the　seedimgs

obtained　from　the　treated　pol｝inatioR’were　a｝so　withiR　the　range　ef　the　values　in　the

coRtre｝．

Flowering　response　and　pollen　viability　in’ 狽??@second　cycle　flower・induction

treatment
　　　N◎sign澁ca魏d三鐸erence　was　obsewed溢もhe　raもes◎f　seed　germ頚就下R　between　the

昼rs捻nd　sec◎Rd　cycle　treat澱eRts㎞‘Mary　Wash熱gも◎飛5◎O　W，　whereas　the’re　was　a蹴t1¢

difference　in　‘Geynlim’　（Table　3）．　There　was　Ro　signifuant　（tifferenee，　too，　in　percentage

of　transplantable　seedlings　between　the　treatments　in　both　cultivars　eva｝uated　from

ANOVA．　Seedlings　from　treated　poRinatioR　wtth　‘GeyRlim’　（secend　cycle　treat・meRt，）

reve2｛led　the　highest　figwering　perceRtage，　and　that　with　‘Mary　WashingtcR　500W’　and

c◎nもr◎玉P◎11i照ti◎n　with℃eynlim讐（first　cycleもreatme瓢）fo玉1◎wed熱撫is◎rder，

Percentage　of　fiowered　seedlings　was　higher　in　males　than　in　females　in　all　the　treat－

ments．

　　　AH　the　fiowered　male　see（慧㎞gs　excepもf6r　o遥y　1◎％◎fもh奄。◎魏rd　P◎翼短ati◎勤with

‘Mary　WashiRgtok　5eO　W’　produced　viab｝e　polleR　grains　（Fig．　3）．　VariatieR　i，R　pollen

germination　was　ebserved　iR　each　population．　More　thart　a　half　of　the　fiowered　maie

seedlings　showed　over　450fo　of　pollen　germination，　and　there　was　no　distin¢t・differenee　in

the　mean　polleR　fertility　among　the　treatments．

DISCUSSION

　　　We　previously　clarified　that　the　poUen　grains　conected　from　carba導就e一㎞duced　male

負owers　of　asparagus　had　a　germ短ab翫y編野趣。（Ozaki　et　a護。，1999a）a1撫ough　M三z（）n◎be

et　esg．　（199e）　reported　the　pDlleR　sterility　iri　cheinically　iridllceC｛　fiewers．　in　the　preseRt

study，　it　was　proven　that　fmit　and　seed　sets　were　possible　when　the　chemicaXEy－tnduced

male　flowers　were　used　for　artificial　crossing．　We　have　recognized　that　some　ehen｝，i－

ca｝｝y－induced　fiowered　rr｝ale　seedliRgs　presented　lew　po｝leR　gerininatioR　in　seveR

Table　3．　Comparison　of　carbarnate　treatment　cycle　in　flowering　response　of　asparagus．

P◎lleR　pare就

cu至幸iva．r　of　see（蓬s

TreatmeRt
　　cycle

　Germi－
Ratiefi　（％）

Transp韮a就ab墨e

seedlings　（efo）

Flowerag　（｛＞6）

Total 簸麟e Female

Geynlim

MW500Wi

First

Second
First

Secend

91　a

97　b

95　b

95　b

5
0
6
◎

ど
ひ
8
4
‘
ρ
◎

23　ab

43　c

8a
28　bc

O
O
5
7
3
7

1
9
臼
　
違
三

5
8
1
雁
三

1
　
1

Arialysis　of　variance　established　signif7icant　Clififerences　amoRg　treatments　in　germinatioR　aRd　fiowerk”tg

of　total　plants　（P＝O．05）．

Means　followed　by　the　same　letters　within　columns　are　not　signifi¢antly　different　（P＝e．05）　as

determined　by　Dunca汽，s照u墨t孟P茎e　range　tesも．

噸a理Washi㎎沁難5◎◎W．
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Treatment　cycie First Seoond First Stecond

60．　（o／o）

40－60　（Qf．）

2g－4e．〈e！．｝

e－2c｝　｛e／．〉

O　〈o1e）

Pollen　parent　cultivar

　　　gf　seedlings
Gey轟纏醗 MWsooW　z

F気9．3。　Frequency　d三strlb慧ti（｝飛of　indiVid疑a｝s　w誌h　i捻（i三ca毛ed　pereeRtage　ra熟ges

　　　　　　of伽祝‘γo　poHen　gem血ation　througtt　first　and　second　cycle　carbamate

　　　　　　treatments　M　asparagus．

　　　　　　口：Average　perce滋age　of　I）◎｝｝eR　germiRatioR．

　　　　　　zMary　Washington　500　W．

cultivars血vestigated　among　w撤ch　15　and　26％of　nowered　male　seed㎞gs　tn‘Geynhm’

aRd　‘Mary　WashingteR　500　W’，　respectively，　showed　｝ess　thaR　20e／o　ef　i7z　vitro　pollen

germination　（Ozaki　et　al．，　1999a）．　Existence　of　these　seedlings　with　low　pollen　ger－

raiRability　seeraed　to　be　oRe　of　the　eaitses　ef　the　decline　of　fruit　and　＄eed　sets　iR　the

treated　pollination　in　comparison　with　the　control　in　the　current　study．

　　　WheR　the　fiewer　inductioR　threggh　carbamate　treatraeRt　wgu｝d　be　applied　for　rapid

generation　scheme，　hybridity　and　diploidy　of　offspring　must　be　certified．　Existence　of

iRales　in　the　offspriRg　gave　evideRce　of　the　hybridity，　because　there　rRust　be　no　raale

（Mm）　seed］irtgs　if　the　seedlings　were　only　originated　from　gametophytic　or　sporophytic

ce慧s　of　pis℃泌ate（㎜）parents。　Hyb舳騨as　also　co雌rmed　by　is◎z脚e　a鼓alysis，　and

this　method　had　an　advantage　over　investigating　individual　sexuality　since　the　anaiysis

eeuid　be　carried　out　frgm　early　st3ges　of　seedlirigs　（eveR　2一　or　3－week－old　seedbogs）．

Flow　cytometric　data　showed　diploidy　of　the　offspring，　and　the　similar　values　of　pollen

gerraiRatioR　betweeR　the　first　aRd　secoRd　cye｝e　£lower　iRdi　ictioRs　alse　sRggested　the

diploidy　of　the　offspring．
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　　　This　study　has　clarified　that　pollen　germination　can　remain　effective　in　the　second

cycle　carbamate－indllced　fiowers　as　well　as　in　the　first　cycle，　axxd　it　was　also　recognized　in

this　investigatieii　that　fiower　induetioR　frequeRcy　of　the　second　cyele　treatmeiit　wa＄

撮gher　than　that　of　the　first　cycle．　The　sensitivity　of且ower　induction　to　the　treatment

might　become　higher　as　the　treatment　cyele　advanced，　beeause　only　flowered　seedlings

byもheもreatment　were　selecもed　asもhe　p◎丑e糞parents　of嶽e簸exもge嚢erati◎n．

　　　From　these　results，　it　was　proved　that　fiower　induction　of　seedlings　with　the

carbamaもeもreatme賊enable鍵ap叢d　g脚raも10R　scheme血asparagus　breedi盈9　Pr◎gram，

and　it　can　produce　homogenic　eultivars　includmg　both　sexe＄　as　described　in　the　previous

report　（Ozaki　et　at．，　1999a）．　The　homogenic　cultivars　are　useful　materials　for　investigat一

㎞gregulat◎ry　meCha斑Sm◎f　Sex聡1　differentiat沁n　by　a難aまy漁g　the　d淫fere嚢Ce◎f　ge蓑e

expression　between　both　sexes，　because　the　genetic　factors　in　both　sexes　are　almost　the

same　except　sex　deterrmant．
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