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Primary　Response　in　Chilling　Sensitive　Crop　Leaves　Evaluated　by
　　　　　　　　　　　Arrhenius　Plots　ef　iH－NMR　Relaxatien　T；mes

Mari　rwAYA－INOUE’，　Milto　TANAKA＊　and　Masataka　FUKUYAMA

Labo磁ory◎f　Cr◎ひSc重e㍑駕D董vis重。黙。でAgric慧圭雛罫a肇boもa難y，　Oepart羅a魏◎f　P王aRt・Resources，

　　　　　　　　i　aculty　of　Agriculture，　Kyushu　Univer＄ity，　Fukuoka　812－858i，　Japan

　　　　　　　　　　　　（Receiz）ed　Jzene　S8，　2002　anal　accepteal　」’zkly　12，　200e）

　　　Temperatu’re　dependency　of　Ti　of　water　protons　in　｝eaf　tissues　of　ehiljing－sensitive　crop＄

was　irtvestigated　by　pulse　nuclear　magnetic　resonamce　（NMR）　spectrosc－py．　Arrhenius　plots　of

the　Ti　of　tomato　and　cucuinber　leavesi．ndicated　biphasic　with　temperature　drop　from　20　to　O　eC．
‘‘

areaks”壼！隆Arrhe韮疑s茎）k）ts　of　T…o罫fresh圭eaves主r【も◎mate縦数d　c“c羅王捻．bξ｝r◎ecurre〈溝at　ab◎ミ叢

12．5　℃　and　i　O＃C，　respective，　iy，　while　those　of　chtt］．ing－inseng．　itive　clone　of　gloxinia　i．n（’lieated　no

break　point　duri．ng　the　same　process．　F”urthermore，　thermal　hysteresis　of　Ti　was　observed　dur一一

ing　a　slow　cool一・一・warrn　cycle　in　these　crop　leaves．　The　relation　between　the　restoration　process

◎鐸、慕ρ0飛W＆r賞顯9謙縫嶽磁egree◎驚遡iR9　iBjl］ry　is　SU燃識r號d　as　fb簸OWS：1）as穀麟ゆr◎王◎難一

gation　of　T｝　or　no　hysterasis　was　ob＄erved　when　chi｝ling　injury　did　not　occur；　2）　a　raarke（1

prolongation　of　Ti　was　obg．　e．rved　when　i．njury　oeeurred；　3）　a　marked　shortening　ot’　Ti　occurred

from　the　earlier　stage　of　the　warrrtmg　process　when　tissues　were　severc｝．ly　injured．　ln　conclu－

s重OR，　Arrhe蜘s蜘もs◎f　7了鵡三eavesひrOvide　a　s6蓑＄簸ve　ar！d　xoxx－kwas圭ve　inforraatioxx　f〈）r　eva1鞭一

ating　plant　response　to　chithng　stress　irt　crops．

INTRODU（．）TION

　　　Malty　p｝aRts　acelimate　to　lew　tei￥iperatu，res　aRd　tolerate　eold　stress　（Thoiriashow，

i999　references　therein）．　For　chilling　injury　studies　a　variety　of　biological　reactiolt　rates

have　been　plotted　in　Arrhenius　plots，　and　non－linear　temperature　dependency　or　the

presence　of　discon，tinuity　has　beeR　seeR　as　a　diagRostic’　phase　transitiori　of　membrane

lipid　aR，d　other　parameters　（LyoRs，　1973；　Martin，　1986；　Queiroz　et　ag．，　2000；　W’aR　ee　ag．，

2001）．　The　physical　state　of　water　in　plant　cells　is　also　a　subjeet　of　interest　relative　to

plant　eold　hardiness　（Levitt，　1980）．　The　degree　of　physiological　activity　in　the　tis，　sue

refiects雛e　levek）f　water　b沁diRg、唱曲MR　pr◎v韮des　a澱eth◎d◎f　research　water　axd

water　interactions　in　biological　systeins　（Budinger　and　Lauterbur，　1984；　lshida　et　at．

2000）．　Previously，　we　resolved　that　the　question　determining　phase　transition　point　in

NMR　relaxaもi◎nも童猟es◎f　water　pr◎t（）R（）f　ch曲＄sensitive　seed瞼gs　f◎r　y⑳？乞αTes（麗α纏，　Y．

mzLngo　and　chilling　insensitive　PiszLm　sativzem　（lwaya－lnoue　et　ae．，　1989）．　And　besides

it　was　indicated　that　thermal　hystere＄is　for　Ti　in　seedlmgs　of　these　three　spec’ies　following

a　slow　coo｝一warm　cycle　was　used　as　a　diagRostic　tool　for　monitoring　the　prirnary　response

of　cell　to　chillirtg　（Kaku　and　lwaya－ln，oue，　i　988）．　Furthermore，　the　temperature　depen－

dence　of　Ti　of　water　protons　in　azalea　flowe．r　buds　and　thermal　hystereE　is　were　also

observed　for　T，　followtng　a＄10w　freeze－thaw　cycle（Kak臓θ6αZ．，ユ985）．　A　＄imilar　therrnal
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hysteresis　in　’Ti　and　T2　relaxation　tirnes　was　observed　in　hirman　breast　cancer　cells．　Beall

（1982）　suggested　that　therma｝　hysteresis　of　NMR　rela，xatioxx　tii￥｛es，may　be　｛i＄ef“1　in　evaiu－

atirig　freezing　damage　to　cells．　Ti　ratio　（the　ratio　obtained　from　the　difference　between

the　origirtal　Ti　value　in　an　unfrozen　sample　and　the　final　Z　after　a　freeze－thaw　treatment，

b◎旗aも2◎℃，div重dωbyもhe◎r呈gi貧aけD　w翫s　cめsely　corre嚢aもed　w重th撫e　via髄もy◎f　aza玉ea

且oreもs．　Th慧s濾was　suggesもedもhaも撫e処rat重◎拠ay　be鰻s¢細切d伽。も聴撫e　degre魯of

ch㎜㎞g切ury㎞plant　tissues．　However，　there　are　a　few血formation　abollt　NMR　relax－

ation　times　of　water　protons　in　relation　to　low　temperature　stress　in　chi｝ling－sensitive

crops　at　growirig　stage．　lr＞　this　study　the　teraperature　dependeRcy　ef　Ti　of　water　protons

in　gloxmia，　tomato　and　cucumber　leaves　was　deterrmed　in　Arrhenius　plot・＄　in　coo｝一warra

cycle　and　relationship　between　chilling　sensitivity　and　T；　relaxation　behavior　will　be

briefiy　diseussed．

MATERIALS　AND　METHODS

P至a鍛tm絃teria監s

　　　Tomato（LycoipeTsiczc．cne　esczelentzem　MM．　var．　o酵α吻b㎜θcv．　r【血亘caro1），　cucu．mber

（CzeczLmts　sativzes　L．　cv．　Ochiai）　and　gloxtnia　（SimbZngia　speciosa　hybrids）　obtaining

frO難C◎ffWaereia1　SOIユrCeS　were嚢Sed．　They　were　CUI．毒ivat曾d　i鍛gr◎W甑Cabi貸et　aねbO就

20”C　and　the　7th　leaves　in　individual　clones　from　three　plant　species　were　used　as　materi－

als．　G｝oxinia　leaves　were　cut　into　4　to　5　leaf　sections（each　about　25n蜘1ength×4㎜

iR　width）　aRd　beimd　by　cotteR　treads．　lktact　who｝e　leaves　of　tomato　and　cucumber　were

rolled　an曲◎膿d　by　c◎もも◎凱hreads　s嘘ably　for　insertめ簑臨。　a鷺NMR　probe．

Measurements　ef　preton　Ti　relaxatien　time＄

　　　NMR　mea＄urements　were　made　at　20MHz　on　a　Bruker　Mmispec　PC20　pulsed　NMR

spectrometer　as　deseribed　previously　（lwaya－lnoue　et　ag．，　1993）．　The　Ti　values　of　leaves

were　measured　usin，tst　a　18，　Oe－i一・一900　pulse　sequence　（1；’arrar　and　Becker，　1971）．　Leaf　tis－

s£les　were　packed　i煎◎a7．5m凱dia瓢eter　NMR撫be．　Z　d就erm泌at童◎n　was　done沁も◎王5

times　for　each　g．　ample．　The　prebe　temperature　was　eontrolled　by　a　thermostat　（Lauda

Kryo－SK65）　connected　to　the　sample　chamber　of　the　spectrometer．

Coo薮無g　a無｛童war搬薫獄g　t罫。就搬eRt

　　　For　the　slow　cool－warm　cycle，　the　temperature　of　the　leav（p．s　wa：，　lowered　in　2．50C

steps　from　20　to　O　aC　and　viee　veTsa．　The　eooling－wanning　rate　was　constant　at　O．5　“C／mirt，

and　samp｝es　were　al．lowed　to　equ“ibrate　for　I　O　mn　at　each　predeterymbed　teraperature．

The　probe　temperature　and　cooling－warming　／rate　were　obtained　by　a　programmatic

thenmal　regu｝ator　（Chno　JP　sertes）　and　thyristor　regulator　（Chnio　SF－V　22）　attached　to

the　refrigerated　thermestat　described　above．　The　slow　cool－warra　cyc／　｝e　for　the　determi－

nation　of　thermal　hysteresis　lasted　about　8　hours．　Arrhenius　p｝ots　of　Z　were　rRade　by　1og

Ti　values．versus　reciprocal　of　absolute　temperature．　lt　was　done　five　to　ten　individual

meas“re“’ieRts　for　each　specie＄　altd　uxgures　iii（licate　typieal　prorues　in　eaeh　experiment

se艶s、　Ad（戴tio鷺aUy，　tomato　aRd　cucttmber　｝eaves　were　exposed　to　5℃before　coOレwarm

cyc｝e．　（20　to　O“O　for　l　day－or　2　days．　The　injury　of　leaf　pieces　was　deterinined　by　degree

of　chaftgirig　in　1，eaf　coior　as　described　previously　（Kaku　and　lwaya－Inoue，　1987）．
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RESULTS　AND　DISCUSSION

Arrheniu＄　plets　ef　relaxatien　times　in　crep　leaves

　　　The　spin－lattiee　relaxation　tinrte　（Ci”i）　aRd　spin－spin　relaxation　time　（T2）　iR　intact　plant，

tissues　are　valuable　and　non－invasive　parameters　for　studying　molecular　dynamics　of

water　（lshkda　et　al．，　2000，　ref（vrences　therein）．　ln　chilling　semsitive　plant　leaves　Arrhenius

plets　of　Ti　iR　ceoliRg　process　frem　2e　to　O　OC　were　s　hgwR　as　closed　symbels　（Figg，，．1，　2　Rnd

3）．Arrhenius　plots　of　Ti血coo㎞g　process　indicated　str鋤暮ht　line　III　ch皿ing－insensitive

gloxinia　leaves　（Fig．　I　A）．　On　the　other　hand，　“break”　in　Ti　plots　occurred　at　about　7．50C

iR　b◎撫chilling一澱《）re　se嚢s玉伽e　a湘the澱◎st　seRsitive　c1◎nes（Fig．エB　a黙d　C）．

b”urthermore，　an　incline　change　iR　Arrhenius　plots　of　Ti　of　fresh　tomato　leaves　wa＄

observed　in　cooling　process　at　about　12．50C　（Fig．　2A）．　ln　（：．，ontrast，　abrupt　biphasic　with

discontinuky　occurred　in　tomato　leave＄　exposect　te　50C　for　1　day　a，nd　those　，for　2　day＄

（F重g．2B，　C）．　Bre畿k　po重就s　s三寸edも◎slightly韮◎wer　temperature，　beもwee難12．5謙（i　1◎℃

in　both　treated　leaf　t，issues．　ln　cucumber　leaves，　distinct　Ti　changes　in　gradient　after　the

“break”　in　fresh　tissues　occurred　at　abc）ut　10eC　in　eooling　process　（Fig．　3A）．　On　the　con－

traryr，もhe激）r魏pt　cha㎎e重Rもh｛き㎞c㎞e　d童sapPear奪d㎞もhe三eaves　exp（）sed　t（）5“C　for◎難e

day　（Fig．　3B）．　Although　Ti　of　pure　water　decrea＄es　linear｝y　with　temperature　drop　from

20　to　O　OC　（data　not　shown），　the　temperature　dep（i｝．ndency　of　T｝　disappeared　in　the　cucum－

ber　leaves　stored　at　5“C　for　2　days　（Fig．　3C）．

　　　茎Rprevi◎us　rep（）rも，　T，　va掘es　of　hypoc◎もy1（）f協973α磐α《海α6αgeReraky　de翼）e簑（蓬ed　oxx

temperature　from　20　to　O　OC　（Kaku　and　lwaya－lnoue，　1988）．　Furthermore，　break　points

occurred　a，　t　7．5eC　for　Vigna　rctdiatct　seedlings　and　at　about　12．50C　for　V．　mzengo，　respec－

tive｝y，　3Rd　break　point　v｛Tas　Rot　observed　in　Pis＃m　seedling＄　（lwaya一・IRoue　et　ag．，　1989）．
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　　　　　　（20　to　O“C）　for　fresh　gloxmia　leaves．　A　profde　for　chil］ing　insensitive　clone　（A），　more

　　　　　　sensitive　clone　（B）　artci　the　most　sensitive　cloi’ie　（C）．　e，　coolmg　process；　O，　warming
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　　　　　　5“C　before　cool－warm　cycie．　e，　eooiinE，s　proeess；　O，　warming　process．
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Fig．　3．　Typical　profiles　of　t；hermal　hyS　teresis　of　Ti　reiaxation　times　d，　uring　slow　cool－warm　cycle

　　　　　　　（2（）も（）（）℃）in　euc竃灘ber玉eav曾s．　A　pr（｝銀e£（）r　fre漁leaves（A），1d－pr¢ch慧沁d　1磁ves（B）

　　　　　　and　2d－prechilled　leaves　（C）．　Days　（ld　and　2d）　indicated　are　the　duration　of　prechilhng

　　　　　　at　5“C　be£ore　coe｝一warra　eyc｝e．　e，　cooliBg　process；　O，　warmiRg　’process．

In　this　study，　an　inilection　was　also　determined　on　the　Arrhenius　plots　with　respect　to　the

teraperature　depeRdency　of　the　Ti　iR　to，rrtato　aRd　cucumber　fresh　｝eaves　（Figs．　2A，　3A）．

On　the　other　hand，　break　point　for　gloxmia　leave＄　of　e．hilling－insensitive　clone　was　absent

in　¢ooiing　process　（Fig．　IA）．

　　　Aii　Arrhenius　p｝ets　of　Ti　revealed　a　break　in　the　line　at　spe¢ifu　teraperature　iri　chilliBg



〈財RRθzα颯伽π7伽θ5⑳30ん乞z伽9　Se・一nsitive　CroPs 25

sensitive　plants　such　as　torrtato　an，d　cucurnber，　suggesting　the　occurrence　of　a　，metabolic

transition　at　this　temperature．　Prcwtous　studies　showed　that　the　“break”　in　the　Arrhenius

plots　of　r￥iembrane　thermal　behaviors　was　considered　t，o　be　due　to　a　phase　trart＄．ltion　of

membra，rte　｝ipids，　azzd　it　occurred　in　chi｝lirig－seRsitive　plaRts　and　was　absent　in　chi｝｝一

㎞9－res三s撫t　pla鍛もs（LyoRs，　1973；　Levitt，　1980）．　This　transit重oR魚もh（b　sもr嚢。も慧re（）f　phase

sもate◎f　the　hpids撫を）簸ayers　of¢e慧merabrane　results　i鷺。（）嚢もrac糠（）鷺ofもhe　m．｛獣搬bra蓑e

layer，　a’Rd　vaembrafte一一bouad　protein　iyic｝ecu｝es　are　probably　cer｛ipress，　ed　arid　suffer　a　coR－

f◎ram熱雲onal　chaRge．撫this　s撫dy，撫e　res戯s　suggested　that“breaゼP◎㎞ts　of　A舳e慮us

plots　of　water　mebility　iR　cooli，ng　proces＄　£rom　20　to　O”C　corresponded　the　chilling

sensitivity　in　chillirtg　sensitive　an（i　insensitive　crops．

Thermal　hysteresis　of　Ti　in　crop　leaves

　　　Typical　profiles　of　Ti　hystere．sis　in　gloxi，rtia，　tomato　and　cucumber　leave＄　during　a

cool－warm　cycle（20　to　O　OC）　are　shown　in　Figs．　1，　2　and　3，　respectively．　Gloxinia　leaves

showing　no　thermal　hysteresis　in（licated　no　injury　after　a　cool－warm　cycle　（Fig．　．I　A）．　TL

values　ind．icated　shortening　followed　by　marked　prolongation　in　a　warrning　proee．ss　（Fig．

IB）．　The　clone　leaves　showed　about　500／o　of　chilling　injury　after　a　cool－warra　cycle．

When　a　gloxmia　clone　showed　marked　shortening　of　Ti，　about　800／o　of　the　leaf　areas　were

killed　after　the　same　cool－warm　cycles　（Fig．　1，　C）．　These　results　indicate　that　the　exis－

tence　of　difTerences　in　the　themial　hysteresis　o£　Ti　in　chilling　sensitivity　in　gloxinia　clones．

　　　When　thermai　hysteresis　in　Ti　was　not　elearly　observed　tR　fresh　g｝oxinia，　temato　and

cucumber　｝eaves　（Figs．　IA，　2A，　3A），　direet　＄yt’mptoins　of　chilling　injury　were　not　observed

iR　theseもissues　af艶どas1◎w　cooレwar搬cyde．　OR撫e　co貧もrary，　s◎meも。獄aも。　leaves，

exposed　to　5℃∫or　l　a捻d　2　days　b¢fOre　s嚢ch　c◎oレwarl￥1　trのaも憩er誌塗showed　black＄poも融9

（Fig．　2B，　C）．　Mariifested　therma｝　hysteresis　di，d　Ret　occur　in　these　｝eaves　w’helt　’they　were

co即aredも◎that◎f撫e　1n◎sもs¢慧siもive　glox賊a　cめne（Fig．　I　C）．　Typica玉pr◎撮曾s◎f　Z

hysteresis　during　slow　¢ool－warm　treatraent　in　cucwmbe／r　leaves　are　shown　in　Fig．　3．　Ti

prolongation　iR　the　warmiRg　process　occurred　iA　all　experimental　plots　in　fresh　leaves

（Fig．　3A）．　When　cucumber　leaveg．　exposed　to　5℃　for　1　and　2　days，　re＄pectively，　visible

injury　symptoms　were　not　observed．　These　｝enf　tissues　after　a　slow　cool－warm　cycle　indi－

cated　Ti　prolongation　in　the　warming　process　（Fig．　3B，　C）．

　　　Ch且1㎞g　sensitivity　of　cucumber　and　tom．ato　leaves　differed　from　that　of　glox漁and

the　Ti　hysteresis　is　specific　in　individual　plants，　However，　the　basic　relationship　between

the　extent　of　Ti　hysteresis　and　the　degree　of　chilling　injury　was　consistently　obff　erved　in

these　leaves．　Espeeially　the　resteration　trends　of　Ti　values　in　the　warniing　process　corre－

lated　with　the　degree　of　chilling　damage　or　lesion　in　gloxinia　leaf　tissues　（Kaku　and

Iwaya－lnoue，　1987）．　The　relation　between　the　restoration　process　of　Ti　upon　warming

and　the　degree　of　ehilling　injury　is　summarized　as　follows：　1）　a　slight　prolongation　of　Ti　or

no　hysteresis　was　observed　when　chilling　injz，iry　did　not　occur；　2）　a　marked　prolongation

of　Ti　was　observed　when　injury　oceurred；　3）　a　raarked　sho’rtening　of　Ti　occurred　’from　the

ear三ier　s聴e　ofもhe職rming　process　whenも三ss礁es　were　s載verely璃ured．

Eva璽u就董O盤of　7山ysteresis　as欝e藁ated　to磁撒盤g　se獲s雄v晦i鷲crOP　leaves

　　　Iもis畿＄s嚢澱ed　th撫tもhe　relax濾◎難もim奪（）f　tissue　waもer呈登biol◎gical　sy．s加熱s　is

infigekced　by　abxormal　states　in　¢elis　aRd　tis＄ues　becamse　of　the　water　stati2s　in　tissues，
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and　the　structure　of　water　wil　be　altered　by　such　physiological　distrurbance（Bud血ger

aRd　Lauterbi一｝r，1984；　lshida　et　ceL．，　2000）．　More　precisely，　it　was　shewri　that　the　Ti　of

water　protons　in　biological　systems　can　be　affected　by　a　variety　of　changes　in　conforma－

tional　state　of　macromolecules，　water－membrane　and　water－protein　interactions　（Chang

et　al．，　1981；　Mathur－De　Vre，　1984）．　Distinct　Ti　changes　in　the　gradient　after　the　“break”

in　Vigna　two　species　occurred　might　suggest　the　beginning　of　the　Ti　prolongation，　assum－

ing　that　the　break　does　not　occur　and　a　linear　drop　of　Ti　continues　over　the　entire

temperature　range，　and　if　the　Ti　values　between　the　actual　data　and　the　predicted　value

derived　from　the　regression　lme　for　the　first　straight　line　segment　（lwaya－lnoue　et　aL．，

1989）．　Additionally，　Ti　values　of　Vigna　radiata　seedlings　gradually　increased　after　the

tissues　were　exposed　to　O　OC　for　l　h，　and　decrease　in　pH　caused　Ti　prolongation　in　nttro

（lwaya－lnoue　et　at．，　19．　93）．　ln　the　same　species，　it　was　shown　that　low　tempera－

ture－induced　acidosis　of　the　cytop｝asm　at　the　mitia｝　stage　of　chilling　stress　was　caused　by

a　conformational　change　in　H’一ATPase　（Yoshida　et　al．，　1989）．　Thus　it　seems　likely　that

Ti　prelongation　depeRds　upoR　changes　iR　cytoplasmic　pH　changes．　Ling　（1984）　suggested

that　Ti　of　the　water　proton　should　reflect　the　multilayer　state　of　normal　cell　water　and　it

would　be　expected　to　increase　with　cell　death　and　deterioration．

　　　On　the　other　hand，　final　post－thaw　Ti　value　at　200C　in　the　thermal　hysteresis

following　a　freeze－thaw　cycle　of　azalea　flower　buds　was　always　lower　than　the　original　Ti

value　of　the　non－frozen　buds，　and　we　assumed　that　this　may　be　due　to　the　freezing　in

flower　buds　during　membrane　injury　and　loss　of　cell　compartmentation　would　occur

（Kaku　et　al．，　1985）．　Therefore，　if　severe　chilling　injury　occurs　in　plant　leaves　（Fig．　I　C），　a

marked　shortening　of　Ti　upon　warming　could　happen　just　at　the　case　of　freeze－thawed

samples　in　chilling－resistant　plants．　Thus　there　might　be　a　sirnilarity　in　relaxation　behav－

iors　of　water　protons　between　tissues　severely　damaged　by　low　temperature　of　chill－

ing－sensitive　plants，　and　freeze－thawed　tisslies　ef　chilling－resistant　plaRts．　In　addition，　Ti

values　determined　at　the　initial　temperature　of　the　prechilled　cucumber　leaf　tissues　were

around　500　ms　（Fig．　3B，　C），　while　T｝　value　of　the　fresh　tissues　was　abeut　700　rrts　（Fig．　3A）．

Otherwise，　cucumber　leaves　exposed　to　30C　for　l　d　and　warmed　for　another　l　d　at　28／22　OC

（Day／Night）　indicated　chilliRg　injury　in　relation　to　involvement　of　oxygen　radical

generation　（Shen　et　aL．，　1999）．　Although　fresh　cucumber　leaves　after　a　cool－warm　cycle

and　leaves　exposed　to　5　eC　for　1　or　2　days　were　not　conspicuously　injured，　for　the　samples

chilled’ nver　4　days　necrotic　area　in　leaf　tissues　became　visible　following　2　days　at　250C

（data　not　shown）．　From　these　results，　Arrhenius　plots　of　Ti　during　cool－warrn　cycle　in

leaves　provides　a　sensitive　and　non－invasive　information　for　evaluating　plant　response　to

chilling　stress．

　　　In　conclusion，　it　appeared　that　measurement　of　thermal　hysteresis　of　Ti　following　a

cool－warm　cycle　provides　a　potential　practical　application　as　chilling　temperature　is　a

maj　or　limiting　facter　of　geographical　locations　suitabie　for　growing　crops．
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