موضوع: اثر تنش خشکی و تراکم بوته بر برخی ویژگی‌های کمی و کیفی دو توده محلی سیر در سمنان
رشته
مهندسی کشاورزی گرایش زراعت
بیان مسأله و ضرورت
تنش‌های محیطی از مهم‌ترین عوامل تعیین‌کننده الگوی پراکنش گیاهی در سطح جهان می‌باشد و تنش خشکی نیز به سهم خود تعیین‌کننده بخشی از این پراکنش است. سیر گیاهی ا‌ست که از قرن‌ها پیش اهمیت ویژه‌ای را از لحاظ غذایی و دارویی در زندگی انسان‌ها دارا بوده است. شناخت پارامتر‌های فیزیولوژیکی اکوتیپ‌های مختلف سیر در شرایط تنش خشکی در تراکم‌های مختلف کاشت می‌تواند محققین را در انتخاب بهترین و متحمل‌ترین اکوتیپ و تراکم مطلوب و امکان سنجش پاسخ این گیاه به تنش‌ها یاری نماید
اهمیت مطالعه تنش خشکی
تنش‌های محیطی از مهم‌ترین عوامل تعیین‌کننده الگوی پراکنش گیاهی در سطح جهان می‌باشند و تنش خشکی نیز به سهم خود تعیین‌کننده بخشی از این پراکنش است (کافی و همکاران، 1388الف). جمعیت جهان، با سرعت نگران‌کننده‌ای در حال افزایش است، از طرف دیگر به علت وجود تنش‌های غیر زنده متعددی تولید و فراهم کردن غذا در حال کاهش می‌باشد؛ در این صورت هرگونه کاهشی در تولید محصول و فراهم‌آوری غذا با توجه به روند افزایش جمعیت جهان، به علت پاسخگو نبودن نیاز غذایی نگران‌کننده می‌باشد.
 رشد و باروری گیاهان، بطور منفی تحت تاثیر ناملایمات طبیعی در قالب عوامل تنش‌زای زنده و غیر‌زنده قرار می‌گیرد. تنش‌های غیر‌زنده هرساله باعث از دست رفتن هزینه‌های هنگفتی به علت کاهش تولید و نقصان محصول می‌شود. در واقع، این تنش‌ها ثبات و پایداری کشاورزی را تهدید می‌کنند (ماهاجان و توتجا
، 2005). تنش خشکی مهم‌ترین عامل محیطی محدود‌کننده رشد و نمو گیاهان در سرتاسر دنیا می‌باشد، بطوری‌ که کاهش رشد در اثر تنش خشکی به مراتب بیشتر از سایر تنش‌های محیطی است (ویسی‌پور و همکاران، 1390). 
نزولات آسمانی در ايران با متوسط 240 ميلی‌متر، از يك سوم ميزان نزولات سالانه جهاني (700ميلي‌متر) كمتر می‌باشد و ایران داراي اقليم خشك و نيمه خشك است (باقری و همکاران، 1388). در محیط‌های خشک، نیاز اتمسفری تبخیر و تعرق بیشتر بوده و برای تولید یک واحد ماده خشک، گیاه ناگزیر به از دست دادن آب بیشتری است (وفا‌بخش و همکاران، 1388) و عملکرد محصول به طور قابل ملاحظه‌ای در اثر تنش خشکی کاهش می‌یابد (اشرف
، 2010). تنش خشکی شدید، رشد گیاهان را از طریق اثر‌گذاری بر فرایند‌های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی، همچون فتوسنتز، تنفس، انتقال، جذب یونی، کربوهیدرات‌ها، متابولیسم کاهش می‌دهد (جلال و همکاران
، 2012). پاسخ به شرایط کمبود آب به گونه و رقم گیاهی، طول و مدت تنش خشکی، سن و مرحله نموی گیاه، نوع سلول و اندام گیاهی و اجزاء زیر سلولی و به ساختار آن بستگی دارد (بری
، 1997و لویت
، a1980).
از آنجا که بیشتر گزارشات مربوط به تغییرات اقلیمی، حاکی از افزایش خشکی در بسیاری از مناطق جهان می‌باشد (هاوتون و همکاران
، 2001)، بررسی پاسخ‌های رفتاری رشد و فیزیولوژیکی گیاهان به تنش خشکی و مکانیزم‌های ایجاد مقاومت و مطالعه اثرات تنش بر عملکرد و اجزای آن در گیاهان از اهمیت ویژه‌ای برخوردار  می‌باشد.
اهمیت مطالعه تراکم کاشت
تراکم بوته یکی از عواملی است که تاثیر بسزایی بر عملکرد دارد، به طوريکه درتراکم مطلوب، عوامل محیطی مثل آب، هوا، نور وخاك به نحو مناسب‌تری در اختیار گیاه قرار می‌گیرند و در عین حال رقابت‌هاي بین بوته‌اي به کمترین میزان می‌رسد (خواجه‌پور، 1388). خصوصيات ساختماني و پوشش گياهي با جذب تشعشع در ارتباط است و نقش تعيين‌ كننده‌اي در عملكرد گياه دارد (کوچکی و سرمدنیا، 1390).  در گياهان يك ‌ساله دليل اصلي كاهش عملكرد، رشد رويشي ضعيف و درنتيجه سطح برگ كم در ابتداي فصل رشد می‌باشد و در اين حالت بيشتر تشعشع خورشيدي توسط زمين جذب شده و غير قابل استفاده مي‌ماند، بنابراین در چنين شرايطي افزايش تراكم گياهان ممكن است به جذب بيشتر تشعشع خورشيدي بخصوص در مراحل اوليه رشد كمك  کند (امیر‌مرادی و رضوانی‌مقدم، 1390). کارایی جذب انرژی تابشی که بر روی سطح یک محصول می‌تابد نیاز به سطح برگ کافی و توزیع یکنواخت آن دارد به طوریکه سطح زمین را کاملا بپوشاند. این هدف با تغییر تراکم بوته‌ها و آرایش مناسب بوته روی سطح خاک میسر است، همچنین با افزایش جمعیت گیاهی، شدت نور در پوشش کاهش یافته و این عمل باعث کاهش بیوماس گیاه می‌شود (رزمی، 1389). با توجه به رقابتی که بین گیاهان در تراکم‌های مختلف کاشت برای جذب نور و مواد غذایی ایجاد می‌شود، فواصل کاشت می‌تواند اثر قابل توجهی در عملکرد محصول بگذارد (میر‌شکاری و مبشر، 1385). 
در زراعت تك كشتي تراكم بهينه يكي از عوامل موفقيت در توليد می‌باشد. اگر ميزان تراكم بوته بيش از حدِ بهينه باشد عوامل محيطي موجود از جمله رطوبت، نور و مواد غذايي در حد بهينه در اختيار هر بوته قرار نمي‌گيرد و برعكس چنانچه تراكم بوته كمتر از حد مطلوب باشد از امكانات محيطي موجود به نحو مطلوب استفاده نمي‌شود كه خود باعث كاهش محصول می‌گردد (امیر‌مرادی و رضوانی‌مقدم، 1390). از این رو تعیین تراکم مطلوب که منجر به حصول سطح برگ مناسب و عملکرد بالاتر می‌گردد، حائز اهمیت می‌باشد.
اهمیت مطالعه سیر در ایران
جنس آلیوم 
 شامل بیش از 700 گونه می‌باشد که از تعداد زیادی گیاهان چند‌ساله با اندام‌های ذخیره‌ای زیر‌زمینی تشکیل شده است. یکی از مراکز اصلی تکامل جنس آلیوم در منطقه ایران و تورانی می‌باشد (کافی و همکاران، 1390). ایران از لحاظ کشت و مصرف سیر قدمت طولانی دارد (بقالیان و همکاران، 1383). این گیاه هم در صنایع غذایی به عنوان چاشنی و افزودنی، هم به عنوان سبزی و هم به عنوان گیاه دارویی مورد استفاده قرار می‌گیرد. با توجه به اثرات سوء ناشي از مصرف داروهاي شيميايي در سال‌هاي اخير توجه زيادي به كشت گياهان دارويي شده كه با افزايش مصرف آن‌ها نياز به توسعه كشت، مديريت و برنامه‌ريزي صحيح می‌باشد (امیر‌مرادی و رضوانی مقدم، 1390). سیر
 گیاهی ا‌ست که قرن‌ها اهمیت ویژه‌ای را از لحاظ غذایی و دارویی در زندگی انسان‌ها دارا بوده است و بر اساس خصوصیات و اثرات متفاوت آن، به عنوان یک ماده غذایی بازدارنده از بیماری‌ها در نظر گرفته می‌شود. از جمله اثرات درمانی آن می‌توان به خصوصیات ضد‌انعقاد خون، ضد‌فشار خون، ضد‌میکروبی، پایین‌آورنده قند خون اشاره کرد (بوزین و همکاران
، 2008). از دیگر خواص دارویی آن می‌توان عرق‌آور، خلط‌آور، ضد‌اسپاسم، ضد‌عفونی‌کننده، ضد‌ویروس را نام برد (نیوال و همکاران
، 1996). سیر گیاهی یک‌ساله است که می‌تواند ارتفاعی تا 75-90 سانتی‌متر داشته باشد و در مناطق خشک و معتدل و در فصل زمستان‌ رشد می‌کند (بیدشکی و آروین
، 2010). سیر گیاهی ا‌ست که مقاومت زیادی به سرما داشته و می‌تواند دوره‌های طولانی سرمای زیر صفر را تحمل کند، به همین دلیل در مناطق معتدله کشت پاییزه این محصول متداول بوده و حتی گزارش‌هایی مبنی بر بیشتر بودن عملکرد کشت پاییزه سیر نسبت به کشت بهاره در این مناطق ارائه شده است (اورلوسکی و همکاران
، 1994).
یک سیرچه با وزنی در حدود 3 تا 4 گرم به طور متوسط حاوی یک گرم کربوهیدرات، 2/0 گرم پروتئین، 05/0 گرم فیبر، 01/0 گرم چربی، ویتامین‌های A ,B1 ,B2 ,B3 ,C و آب می‌باشد. تمام اثر بخشی یا خاصیت دارویی سیر به ترکیبات متعدد گوگردی در آن بستگی دارد و میزان این مواد در ارقام و اکوتیپ‌های سیر علاوه بر ویژگی‌های ژنتیکی رقم به شرایط آب و هوایی بستگی دارد (رحمانی‌قبادی، 1379). سیر گیاهی‌ست عقیم و به‌طور طبیعی فقط از راه غیر‌جنسی، یعنی کشت سیر‌چه‌ها (حبه‌ها)، قابل تکثیر می‌باشد. کشت و تکثیر متوالی این گیاه در نقاط مختلف جهان و در طی سالیان متمادی باعث پیدایش اکوتیپ‌های متعددی شده است که از لحاظ موفولوژیکی و بیوشیمیایی تفاوت‌های قابل توجهی دارند. از این تنوع می‌توان جهت انتخاب و اصلاح ارقامی با توانایی بهینه و متناسب با نیاز‌های صنعتی و محیطی بهره جست (بقالیان و همکاران، 1383). افزایش در عملکرد و بهبود کیفیت سوخ‌های سیر معمولا به عوامل متعددی وابسته است که از طریق مرحله رشد، بهبود عوامل زراعی به‌خصوص به‌کارگیری مقادیر مطلوب مواد مغذی و مقادیر رطوبت خاک بر رشد گیاه موثر می‌باشد (السیداحمد و همکاران
، 2009). 
گزارشات متعددی وجود دارد که نشان‌دهنده ارتباط مستقیم بین عملکرد و مشخصات سوخ و رطوبت قابل دسترس برای گیاه می‌باشد (هانسون و همکاران
، a2003؛ ارتگا و همکاران
، 2004).
سیر در مراحل میانی و نهایی رشد حساس به کمبود آب است (هانسون و همکاران
، b2003). یکی از مشکلاتی که کشاورزان در برخی از مناطق در رابطه با زراعت سیر با آن مواجه هستند، راندمان تولید و عملکرد بسیار پایین آن می‌باشد. انتخاب اندازه نا‌مناسب سیرچه‌ها و نا‌مرغوب بودن آن‌ها برای کاشت باعث تولید سوخ‌هایی با اندازه‌های غیر‌یکنواخت می‌شود که بازار پسندی لازم را جهت صادرات ندارند (نصرتی، 1383). از عوامل مهم و اثر‌گذار بر روی اندازه سوخ‌ها و یکنواختی آن‌ها، تراکم مطلوب در کاشت می‌باشد.
اهداف پژوهش
هدف از این تحقیق، بررسی تنش خشکی و تراکم کاشت بر صفات کمی و کیفی دو اکوتیپ سیر طبس و طرود بوده است. دو اکوتیپ مختلف سیر تحت تاثیر سطوح مختلف تنش خشکی و تراکم‌های متفاوت کاشت از لحاظ عملکرد و اجزای آن با یکدیگر مقایسه شدند. از اهداف دیگر این طرح می‌توان به شناسایی و بررسی تغییرات برخی ویژگی‌های مورفولوژیکی و آنالیزهای رشدی دو اکوتیپ گیاه سیر در تراکم‌های مختلف کاشت و تحت تاثیر تنش خشکی اشاره کرد. مطالعه تاثیر تنش برمکانیسم‌های ایجاد تحمل و تجمع برخی اسمولیت‌ها و اندازه‌گیری برخی پارامتر‌های فیزیولوژیکی و انتخاب اکوتیپ متحمل به تنش خشکی، از اهداف دیگر این آزمایش بود. در زمينه شناسايي صفات اگروفيزيولوژيکي موثر در افزايش عملکرد سیر تحقیقات گسترده‌ای صورت نگرفته و کارهاي انجام شده عمدتاً در ارتباط با محصولات زراعي بوده است. بنابراين به نظر مي‌رسد بررسی صفات فيزيولوژيک و شاخص‌های رشدی همراه با مطالعه عملکرد در استفاده آگاهانه از اين صفات در گیاه سیر به منظور افزايش عملکرد مي‌تواند بسيار موثر باشد.
مرور منابع و پیشینه تحقیق:

اثرات تنش خشکی بر رشد و نمو گیاهان و پاسخ‌های آن‌ها
مطابق با متداول‌ترین تعاریف موجود، تنش‌، به یک‌سری شرایط و فشار‌های خاصی اطلاق می‌شود که از فعالیت طبیعی گیاه و کارکرد مناسب یک سیستم بیولوژیکی همانند یک گیاه، جلوگیری به‌عمل می‌آورد (جونز و جونز
، 1989؛ ماهاجان و توتجا
، 2005). در پاسخ به تنش‌های ایجاد شده، گیاه در ابعاد مختلف تغییراتی اعمال می‌نماید که استرین 
 نامیده می‌شود. البته باید توجه داشت که شرایط زیستی مخصوصی که می‌تواند برای یک گیاه تنش‌زا باشد، می‌تواند شرایط مطلوبی را برای رشد گیاهی دیگر فراهم سازد. در پاسخ به تنش‌ها، ژن‌های متعددی تنظیم خواهند شد که می‌توانند اثرات سوء و ناگوار تنش را تقلیل دهند و منجر به تنظیمات درون سلولی و ایجاد تحمل و مقاومت در گیاه شوند. در طبیعت یک تنش معمولا به تنهایی وقوع نمی‌یابد بلکه چندین تنش در مجاورت یکدیگر بر گیاه اثر می‌گذارند و در ایجاد یکدیگر و اثر‌گذاری بر گیاه با یکدیگر مشارکت دارند. در پاسخ به این تنش‌ها، از جمله تنش خشکی، مسیر‌های سیگنالی مخصوصی در تقابل با یکدیگر فعال می‌شوند و مسیر‌های گوناگونی برای مقابله با تنش و ایجاد مقاومت و تحمل در برابر تنش فعال می‌گردند. این مسیر‌ها در راستای کاهش و فرونشاندن اثرات سوء تنش عمل می‌کنند. تنش، در وهله اول توسط گیرنده‌های موجود در غشای سلولی درک می‌شود. سپس مسیر‌های سیگنالی فعال می‌شوند و پیام‌های مخصوصی ارسال می‌گردند و باعث ایجاد پیام‌رسان‌های ثانوبه‌ای می‌شوند که شامل کلسیم، گونه‌های فعال اکسیژن
 و اینوسیتول فسفات‌ها می‌باشند. از دست دادن آب غشا، باعث مختل شدن ساختار طبیعی چندلایه غشاها شده و این امر منجربه نفوذپذیری فوق العاده غشا در هنگام آب کشیدگی می‌شود. تنش می‌تواند همچنین باعث تغییر مکان پروتئین‌های غشا شود و این موضوع باعث از دست رفتن تمامیت و خاصیت نفوذ پذیری انتخاب غشاء، اختلال در تقسیم سلولی و از بین رفتن فعالیت آنزیم‌ها، که در درجه اول مربوط به غشا هستند می‌شود. علاوه بر تخریب غشاء، به هنگام از دست رفتن آب، پروتئین اندامکی و سیتوسولی دچار کاهش فعالیت و یا دناتوره شدن 
 (بد شکلی) می‌شوند (ماهاجان و توتجا، 2005).
سیگنال‌های تنش خشکی در بر گیرنده سه پارامتر است ( لیو و ژو
، 1998):
- تثبیت اسمزی مانند موازنه یونی سلول جهت حفظ هموستازی سلولی تحت شرایط تنش.
- کنترل و بهبود بخشیدن به خسارت‌های حاصله از تنش توسط سیگنال‌های مسمویت زدایی.
- سیگنال‌های مرتبط با هماهنگ کردن تقسیم سلولی جهت تامین نیاز‌های گیاه تحت تنش.
به عنوان يكي از عواقب تنش، تغييرات بسیاری در سلول به وجود مي‌آيد و اين تغييرات شامل تغييرات در بيان سطح ژن‌هاي نوع لی
- دهیدرین
، سنتز مولکول‌های چپرونی 
 که به حفاظت از پروتئين‌ها در برابر تجزیه شدن و تخریب، کمک می‌کنند و همچنين پروتئیناز‌ها (انواع موادی که فرایند فروکافت پروتئین را آغاز می‌کنند) كه در جهت زدودن پروتئين‌هاي تغيير ماهيت داده و تخريب شده عمل مي‌كنند، می‌شوند. پاسخ اوليه تقريبا همه گياهان به كمبود بحراني آب، بستن روزنه‌ها جهت جلوگيري از دست دادن آب توسط تعرق است. بستن روزنه‌ها ممكن است بر اثر تبخير مستقيم آب از سلول‌هاي محافظ بدون دخالت متابوليكي باشد. اين روند بسته‌ شدن روزنه‌ها با نام بسته شدن هيدروپسيو
 خوانده مي‌شود. روند بسته شدن روزنه‌ها ممکن است به دلایل وابسته به فرایند های متابولیکی صورت پذیرد و در برگیرنده فرایندهایی می‌باشد که منجر به آزاد شدن جریان یون‌هایی می‌شود که در نتیجه باز شدن روزنه‌ها ایجاد شده‌اند. این فرایند‌های مربوط به بسته شدن روزنه‌ها که به آزاد شدن یون‌ها و متابولیت‌ها نیازمندند به عنوان بسته شدن هیدرواکتیو 
 شناخته می‌شوند. این فرایند‌ها به نظر می‌رسد که توسط هورمون اسید آبسیزیک
 تنظیم می‌شوند (ماهاجان و توتجا
، 2005). شرايط محيطي كه سرعت تعرق را افزايش مي‌دهند، همچنين موجب افزايش pH عصاره برگ مي‌شوند، مي‌توانند موجب تحریک تجمع اسید آبسیزیک‌ شده و باعث كاهش هدايت روزنه‌اي شود (دیویس و همکاران
،  2002؛ ویلکینسون و دیویس
، 2002).
گياهان جهت فائق آمدن بر تنش کمبود آب، پروسه‌اي موسوم به تنظيم اسمزي
 را به انجام می‌رسانند. در اين پروسه، گياهان پتانسيل اسمزي سلول‌هاي خود را بوسيله تجمع محلول‌ها كاهش مي‌دهند. فرايندهای متابوليكی مشخصي جهت پاسخ به تنش راه‌اندازي مي‌شوند، كه باعث افزایش غلظت محلول‌ها در درون سلول‌ها می‌گردد و بدين‌وسيله به حركت آب به داخل برگ‌ها كمك كرده و موجب افزایش فشار تورگر 
 در آن‌ها مي‌شود (ماهاجان و توتجا، 2005). همچنین گیاهان می‌توانند برای مقابله با خسارات ناشی از تنش اکسیداتیو و گونه‌های فعال اکسیژن، از سیستم‌های آنتی‌اکسیدانی پیچیده‌ای بهره ببرند و اثرات سوء ناشی از تنش را کاهش دهند.
اثر تنش خشکی برعملکرد و اجزای عملکرد گیاه
تنش خشكي به عنوان مهم‌ترين تنش غيرزيستي نقش مهمي در كاهش توليد محصول گياهان زراعي در جهان دارد (فرشاد‌فر و محمدی، 1382) و عملکرد گیاهان زراعی در نتیجه کمبود نزولات جوی و بروز خشکی به شدت کاهش می‌یابد (کریم‌زاده اصل و همکاران، 1383). اگرچه ساخت، انتقال، تسهیم و ذخیره‌سازی مواد پرورده در اندام‌های قابل برداشت گیاهان زراعی (محصول) تحت کنترل ژنوتیپ گیاه است، لیکن عوامل محیطی و از جمله تنش کمبود رطوبت نیز این فرایند‌ها را تحت تاثیر قرار می‌دهند (امام و ثقه الاسلامی، 1384 و کوچکی و خواجه‌حسینی، 1387). کمبود آب باعث کوچک‌تر شدن اندازه مبدا و میزان فتوسنتز می‌شود و تسهیم را تغییر می‌دهد (امام و نیک‌نژاد، 1383). تنش خشکی شدید ممکن است باعث توقف فتوسنتز و آسیب به متابولیسم و در نهایت باعث مرگ گیاه شود (جلیل و همکاران
، 2008). یکی از متداول‌ترین اثرات سوء تنش خشکی بر گیاهان، کاهش بیوماس تولیدی‌تر و خشک می‌باشد (فاروق و همکاران
، 2009). بیشترین عملکرد قابل برداشت گیاه نتیجه نهایی رشد محصول می‌باشد. گونه‌های گیاهی تحت تنش خشکی، در رابطه با عملکرد قابل برداشت نهایی تفاوت زیادی را نشان داده‌اند (بیدشکی و آروین
، 2010). عملکرد مطلوب سوخ‌های سیر علاوه بر حاصلخیزی و مناسب بودن عملیات کشت آن، به وجود مدیریت آبیاری صحیحی نیز وابسته می‌باشد (قدمی فیروز‌آبادی و همکاران
، 2010). نتایج حاصل از آزمایشات پاک‌نژاد و همکاران (1388)، نشان داد که تنش خشکی بر عملکرد دانه و کلیه اجزای عملکرد هیبرید‌های ذرت اثر معنی‌دار داشت و تنش شدید موجب 37 درصد کاهش عملکرد گردید. طبق نتایج حاصل از تحقيق کافی و رستمی (1386)، نیز تنش شدید خشکی باعث کاهش معنی‌دار عملکرد گیاه گلرنگ شد. همچنین تنش خشکی باعث کاهش عملکرد دانه در گیاه کلزا نیز شده است (وفا‌بخش و همکاران، 1387). تنش خشکی باعث کاهش طول و قطر سوخ، تعداد حبه، قطر، ارتفاع و وزن حبه و عملکرد سوخ و شاخص برداشت گیاه سیر نیز شده است (بیدشکی و آروین، 2010).
اثر تنش خشکی بر خصوصیات رشد و صفات مورفولوژیکی گیاه
رشد گیاه یکی از پیچیده‌ترین پدیده‌های حیاتی نسبت به پارامتر‌های محیطی می‌باشد که بازتاب پاسخ گیاه نسبت به متغیر‌های محیطی است (نیاکان و قربانلی، 1386). تجزیه و تحلیل کمی رشد روشی برای توجیه و تفسیر واکنش‌های گیاه نسبت به شرایط محیطی مختلف در طول دوره رویش می‌باشد که از طریق آن می‌توان چگونگی انتقال و انباشت مواد ساخته شده فتوسنتزی را در اندام‌های مختلف گیاه با اندازه ماده خشک تولید شده بدست آورد. تنش‌های زنده و غیر‌زنده متنوعی باعث ایجاد اثرات سوء در رابطه با رشد و تولید گیاه می‌شود و تنش خشکی یکی از مهم‌ترین تنش‌های غیر زنده است که باعث ایجاد اثرات نا‌مناسبی بر رشد گیاه می‌گردد (چروس و همکاران
، 2008). تنش خشکی از طریق اثر‌گذاری بر فرایند‌های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی همانند فتوسنتز، تنفس، انتقال، جذب یونی، کربوهیدرات‌ها، متابولیسم مواد غذایی و پارامتر‌های رشد باعث کاهش رشد گیاه می‌شود (بیدشکی و آروین
، 2010). کاهش رشد در مراحل اولیه تنش می‌تواند به علت کاهش توسعه سلول ناشی از کاهش فشار تورژسانس و تقسیم سلولی، کاهش فتوسنتز ناشی از بسته شدن روزنه‌ها و تخصیص بیشتر مواد به بخش زیر‌زمینی باشد. در اثر بروز تنش خشکی، در اولین مرحله گسترش سلولی محدود می‌گردد (کافی و همکاران، 1388الف). کمبود آب موجب کاهش تورژسانس سلولی شده و در نهایت کاهش رشد و توسعه سلول به ‌خصوص در ساقه و برگ‌ها را به‌دنبال خواد داشت. با کاهش رشد سلول اندازه اندام محدود می‌شود و به همین علت اولین اثر محسوس کم‌آبی روی گیاه را می‌توان از روی اندازه کوچک‌تر برگ‌ها تشخیص داد (بابایی و همکاران، 1389).
نتایج حاصل از مطالعات مختلفی، حساس بودن برگ‌ به کاهش رطوبت خاک را در گیاهان مختلف نشان داده است که همگی حاکی از کاهش سطح برگ و تعداد برگ تحت این شرایط می‌باشد (راسولو
، 1993 ؛ ژوایکویچ و پوستووییتووا
، 1993؛ زیا
، 1994). زیا (1994)، محدود شدن سطح برگ سویا در تنش خشکی را به کاهش تقسیم و توسعه سلولی نسبت داد. جانسن وهمكاران
 (1987)، گزارش کردند كه وزن تر وخشك گياه آويشن اسپانيايي با افزايش تنش آبي کاهش می‌یابد.
  سایمون و همکاران
 (1992)، اثر رژيم‌های مختلف آبي را روي گياه ريحان بررسي و مشاهده کردند كه با تشديد كمبود آب، وزن خشك برگ و ساقه كاهش يافت. هاشمی‌دزفولی
 (1994)، در بررسی اثر تنش خشكي بر گلرنگ رقم اراك 2811 نشان داد كه مقدار سطح برگ، تعداد ساقه و تعداد غوزه در بوته با افزايش تنش آب كاهش مي‌يابد. به طور کلی، این امری حقیقی است که تحت تاثیر تنش خشکی رشد گیاه کاهش می‌یابد. این امر ممکن است به علت کاهش فشار تورگر
 در سلول‌های گیاهانی که در معرض تنش خشکی قرار گرفته‌اند، باشد که باعث کاهش سرعت گسترش و توسعه سلولی می‌‌شود (امین و همکاران
، 2009). گزارش شده است که کاهش سطح برگ، رشد رویشی و سرعت رشد نسبی
 گیاه تحت شرایط تنش خشکی به علت کاهش تقسیم و توسعه سلولی بوده است (پتنگول و مدور
، 1999). کرم و همکاران
 (2005)، نیز گزارش کردند که پارامتر‌های رشد، شاخص سطح برگ، تجمع مواد خشک در گیاه سویا، نسبت به تنش آبی حاصل از کاهش آبیاری حساس هستند. طبق گزارشات بیدشکی و آروین
 (2010)، وزن تر و خشک ریشه، سطح برگ، وزن تر کل گیاه سیر در اثر تنش خشکی کاهش یافت. در مورد ريشه این مورد نیز ذکر شده است که، رشد نسبي ريشه‌ها ممكن است دستخوش افزايش گردد، كه امكان افزايش ظرفيت سيستم ريشه‌ها را براي استخراج آب بيشتر از خاك‌‌هاي عميق‌تر را فراهم مي‌كند (ماهاجان و توتجا
، 2005).
اثر تنش خشکی بر خصوصیات برگ
تنش خشکی، رشد گیاه زراعی (امام،1374؛ گابریلا و فویر
، 2002) فتوسنتز برگ (امام و نیک‌نژاد، 1383؛ لگ و همکاران
، 1979)، تنفس و پیری برگ (امام و ثقه الاسلامی، 1384) را نیز تحت تاثیر قرار می‌دهد. رشد برگ بطور كلي نسبت به رشد ريشه حساس‌تر است. توسعه كاهش‌يافته برگ‌ها تحت شرايط تنش براي گياهان مفيد است چراكه سطح كمتري از برگ در معرض قرار گرفته و تعرق كمتري صورت مي‌گيرد. اين روش همچنين به عنوان تنظيم سطح برگ شناخته مي‌شود (ماهاجان و توتجا، 2005). یکی از راهکار‌های گیاه در زمان وقوع تنش، کاهش سطح و تعداد برگ می‌باشد. ظرفیت فتوسنتزی گیاهان در درجه اول به‌وسیله سطح برگ و فعالیت هر واحد از برگ تعیین می‌شود (امام و نیک‌نژاد، 1383). برگ به عنوان واحد فتوسنتزی در گیاه نقش ویژه‌ای دارد، ژنوتیپ‌های با تعداد برگ بیشتر در شرایط تنش توان فتوسنتزی بالایی دارند، اما این موضوع با تعرق بیشتر گیاه در این شرایط در تقابل است (کافی و همکاران، 1388 و پالد و همکاران
، 1985). کمبود آب علاوه بر کاهش توسعه برگ می‌تواند از طریق ریزش و مرگ برگ‌ها در طول مراحل مختلف رشد بر شاخص سطح برگ موثر باشد.
 به طور کلی تنش خشکی از طریق کاهش سطح برگ، بسته شدن روزنه‌ها، کاهش هدایت روزنه‌ای، کاهش در آبگیری کلروپلاست و سایر بخش‌های پروتوپلاسم (که به نحوی کارایی فتوسنتز را کاهش می‌دهد)، کاهش سنتز کلروفیل سبب تقلیل فرایند فتوسنتز می‌گردد (بابایی و همکاران، 1389). برخی تحقيقات نشان داده‌اند که خشکی به طور عمده از راه بستن روزنه‌ها فتوسنتز را کاهش می‌دهد (شارکی و سیمن
، 1989؛ چاوز
، 1991، هاپکینز و هیونر
، 2004). کاهش سطح برگ یک پاسخ اولیه به کمبود آب است. طبیعتا زمانی که محتوای آب گیاه کاهش یابد سلول‌ها شروع به چروکیدگی نموده و فشار آماس در مقابل دیواره سلولی کاهش می‌یابد. این کاهش در حجم سلول ناشی از فشار آماس کمتر، متعاقبا باعث افزایش غلظت نمک‌ها در سلول می‌شود. غشای پلاسمایی ضخیم‌تر و فشرده‌تر می‌شود زیرا سطح آن نسبت به حالت آماس کامل کم‌تر می‌شود. از آنجا که کاهش آماس اولین پیامد بیوفیزیکی تنش آب است، فعالیت‌های وابسته به آماس همانند توسعه برگ، حساس‌ترین بخش‌ها به تنش خشکی هستند. سطح برگ کم‌تر، آب کم‌تری را تعرق نموده و به طور موثر‌تری آب محدود ذخیره شده را در خاک برای مدت طولانی‌تری حفظ می‌کند. لذا کاهش سطح برگ می‌تواند به عنوان اولین قدم دفاع در مقابل خشکی تلقی شود. چنانچه پس از توسعه مقدار مشخصی سطح برگ، گیاه با تنش آب مواجه شود، برگ‌ها پیر شده و ریزش خواهدن نمود. چنین سازگاری سطح برگی یک تغییر مهم دراز مدت است که سازگاری گیاه را به شرایط کمبود آب، بهبود می‌بخشد. ریزش برگ در طی تنش رطوبت عمدتا نتیجه افزایش ساخت و پاسخ‌دهی به هورمون گیاهی اتیلن است (کافی و همکاران، 1388ب). همانطور که گزارش شده است، تنش خشکی باعث توقف گسترش برگ و پنجه‌زنی در برنج دیم (آپلند) شد و میزان فتوسنتز و سطح برگ را به علت پیری زود‌رس کاهش داد (کومار و همکاران
، 2006). یک پاسخ مشترک نموی به تنش کمبود آب، تولید کوتیکول ضخیم‌تر برگ است که از میزان تلفات آب از سطح اپیدرم (تعرق کوتیکولی) می‌کاهد (جنکس و همکاران
، 2002).
اثر تنش خشکی و محتوی نسبی آب برگ
برخي مطالعات حاكي از قابل اطمينان بودن محتوی نسبی آب 
 به عنوان شاخص تحمل به خشكي مي‌باشد (موسوی‌فر و همکاران، 1390؛ سینسلیر و لدلو
، 1985)، زيرا بين ميزان محتوی نسبی آب با سرعت تعرق ارتباط وجود دارد و لذا اين مؤلفه در موارد زيادي، جهت تعيين اختلاف ارقام از نظر تحمل به خشكي استفاده مي‌شود (حسینی و نصیری‌محلاتی، 1372). اسچانفلد وهمكاران
 (1988)، بيان كردند كه با افزايش تنش خشکی، محتوی نسبی آب برگ‌هاي گندم كاهش پيدا مي‌كند؛ كه علت كاهش محتواي نسبي آب، كاهش پتانسيل آب برگ و كاهش جذب آب از ريشه‌ها در شرايط خشك می‌باشد (موسوی‌فر و همکاران.، 1390؛ سیدیکیو و همکاران
، 2000). و میون و الگره 
 (1999)، گزارش کردند که تنش خشكي موجب كاهش 3 مگا‌پاسكالي پتانسيل آب گياه، كاهش 34 درصدي محتواي آب برگ، بسته شدن روزنه‌ها و در نتيجه سبب پايين آمدن جذب دي اكسيد كربن، كاهش ميزان فتوسنتز و عملكرد در گیاه بادرنجبویه گرديد .بنابراین کاهش  محتوی نسبی آب در اثر تنش خشکی تأثيراتي منفي بر فتوسنتز به دنبال دارد (سیدیکیو و همکاران، 2000). بعضی محققین معتقدند که مدیریت آبیاری در مزرعه باید بر اساس محتوی نسبی آب برگ باشد نه آب خاک. زمانی‌که محتوای نسبی آب برگ بالاتر از 70 درصد باشد، بسته شدن روزنه‌ها و کاهش فتوسنتز  ايجاد شده که قابل بازگشت می‌باشد. زمانی‌که برابر 35-70 درصد باشد، ممانعت‌های غیر روزنه‌ای مانند ممانعت نوری، کاهش کربوکسیلاسیون، چرخه کالوین و تنفس نوری رخ می‌دهد و انتقال الکترون نیز در این حالت عامل محدود‌کننده‌تری است و در این شرایط بازیافت به کندی صورت می‌گیرد. در محتوای نسبی آب برگ کمتر از 30 درصد صدمه به غشا کلروپلاست وارد می‌شود و غیر‌قابل برگشت است (کافی و دامغانی، 1381). 
به نظر مي‌رسد گياهاني كه تحت تنش خشكي قرار می‌گيرند، فضاي بين سلولي و ميزان آب در پيكره خود را از طريق افزايش مواد اسمزي در درون بافت‌ها به حداقل مي‌رسانند تا آب از بافت خاك با نيروي بيشتري وارد آن‌ها شود كه اين امر موجب كاهش ميزان آب نسبي برگ در شرايط تنش خشكي مي‌شود (خورشیدی و همکاران، 1381؛ موسوی‌فر و همکاران، 1390). كاهش رشد و فعاليت ريشه و افزايش ميزان تبخير و تعرق از جامعه گياهي از عوامل مؤثر در كاهش محتواي نسبي آب شناخته شده‌اند (موسوی‌فر و همکاران، 1390؛ ونکاتسوارلو و رامش
، 1993).
اثر تنش خشکی  بر برخی ویژگی‌های بیوشیمیایی گیاه


تنظيم اسمزي يكي از مهمترين مؤلفه‌هاي تحمل به خشكي است (فرشاد‌فر و محمدی، 1382) و یکی از راه‌کارهای مناسب گیاهان در پاسخ به تنش خشکی، افزایش مواد محلول و فعال اسمزی است که با حفظ خاصیت آبگیری و تورژسانس سلول، انجام فرایند‌های متابولیسمی را از خطرات کمبود آبی ایمن می‌سازد که از جمله این ترکیبات می‌توان به کربوهیدرات‌ها، قند‌ها و پلی‌ساکارید‌ها اشاره کرد (جونز و همکاران
، 1980؛  هانسون و هیتز
، 1982). تنظیم اسمزی عبارت از کاهش در پتانسیل شیره سلولی به علت افزایش مواد محلول داخل سلول، و نه از طریق کاهش آب داخل سلول می‌باشد (بلوم
، 1996). گیاهان در شرایط محیطی متفاوت مواد محلول با وزن مولکولی کم، که مواد محلول سازگار نامیده می‌شوند، را تجمع می‌دهند که شامل اسید‌های آمینه و قند‌ها می‌باشند. علاوه بر این برخی مواد محلول معدنی نیز بخش مهمی از مواد محلول اسمزی فعال داخل سلول را تشکیل می‌دهند (موحدی‌دهنوی و همکاران، 1383). ذخیره قند‌ها در بخش‌های متفاوتی از گیاهان در واکنش به تنش‌های مختلف زیست محیطی انجام می‌شود (پرادو و همکاران
، 2000). تجمع قند‌های محلول، به مقدار زیاد به تحمل تنش خشکی در گیاهان ارتباط دارد (هوکسترا و بوییتینک
، 2001). نتایج تحقیقات اوراکی و همکاران
 (2012)، نیز حاکی از افزایش میزان قند‌های محلول در گیاه آفتابگردان در معرض تنش خشکی بوده است. تحریک بیان ژن ناقل تولید قند محلول می‌تواند در اثر خسارات اکسیدانی ناشی از گونه‌های فعال اکسیژن افزایش یابد (نگوین و همکاران
، 2010). قند‌ها از طریق دو مکانیسم، سلول‌ها را در طی تنش خشکی محافظت می‌نمایند (محمد‌خانی و حیدری
، 2008).
اثر تنش خشکی بر رنگریزه‌های گیاهی
کافی و رستمی (1386)، گزارش کردند که تنش شدید خشکی باعث کاهش معنی‌دار میزان کلروفیل در گیاه گلرنگ شد. بیدشکی و آروین
 (2010)، گزارش کردند که تنش خشکی در مقایسه با تیمار شاهد، محتوی کلروفیل a، کلروفیلb، کلروفیل کل، کارتنوئید کل را در گیاه سیر کاهش داد. ازطرفی این احتمال وجود دارد که خشکی با کاهش سطح برگ، باعث تجمع کلروفیل در سطح کم‌تر برگ‌ها و بنابراین افزایش غلظت آن شده باشد (عابدی بابا‌عربی و همکاران، 1390). موحدي دهنوي و همکاران (1383)، نیز افزایش میزان کلروفیل در اثر تنش خشکی در گلرنگ را تأیید کردند. در گندم زمستانه نیز دیده شده است که با بروز تنش خشكي مقدار کلروفیل اندازه‌گیری شده افزایش می‌یابد كه احتمالاً به ‌علت كاهش سطح برگ و تجمع كلروفيل در سطح برگ كمتر مي‌باشد (باراسلوق و کیت
، 2001). مطابق با آنچه در فوق ذکر شد، یکی از اثرات سوء و نامناسب تنش خشکی، بروز تنش اکسیداتیو می‌باشد. گياهان براي مقابله با تنش اكسيداتيو ايجاد شده مكانيسم‌هاي دفاعي مختلفي شامل آنزيمي و غيرآنزيمي را به‌كار مي‌برند (ازکور و همکاران
، 2009). همان‌طور که ذکر شد، يكي از صدمات اكسيداتيو مهمي كه در اين شرايط ايجاد مي‌شود تخريب مولكول كلروفيل است. به‌دنبال اين تخريب گياه رنگي به نظر مي‌رسد كه دليل آن افزايش و قابل رؤيت شدن رنگيزه‌هاي محافظ مانند كاروتنوئيدها (گزانتوفيل، كاروتن، ليكوپن) و آنتوسيانين مي‌باشد (چالکر-اسکات
، 2002). كاروتنوئيد‌ها در اين شرايط قادرند انرژي زياد طول موجهاي كوتاه را گرفته و با گرفتن راديكال‌هاي اكسيژن توليد شده نقش آنتي‌اكسيداني خود را ايفا كنند (قربانلی و همکاران، 1390؛ اینزه و مونتاگو
، 2000). مطابق با گزارشات آرزمجو و همکاران (1389)، با بالا رفتن سطح تنش خشکی در گیاه بابونه، بر میزان کاروتنوئید در بافت سبز برگ افزوده شد که این افزایش مقدار کاروتنوئید در تنش‌های شدید خشکی می‌تواند به علت نقش حمایت‌کنندگی کاروتنوئید در برابر کلروفیل‌ها باشد که در مقابل اکسیداسیون نوری مانع تخریب بیشتر کلروفیل‌ها می‌گردد. البته در رابطه با مقادیر کارتنوئید طی تنش خشکی گزارش‌های متفاوتی ارائه شده است بدین صورت که قربانلی و همکاران (1390)، گزارش کردند که درطول تنش خشكي، ميزان كاروتنوئيد كاهش يافته و نتوانسته است نقش حفاظتي خود را ايفا كند. كاهش محتوي كاروتنوئيد‌ها می‌تواند به دليل اكسيد ‌شدن آن‌ها توسط اكسيژن فعال و تخريب ساختار آن‌ها باشد. همچنین بررسي روي زيتون نشان داد كه مقدار كاروتنوئيد با افزايش تنش خشكي كاهش مي‌يابد (بن احمد و همکاران
، 2009).
روش تحقیق:

اجرای طرح آزمایشی در مزرعه
اين تحقيق در سال زراعی 1391-1390 در مزرعه‌ای واقع در شهرستان سمنان، با عرض جغرافیایی 35 درجه و 33 دقیقه و طول جغرافیایی 53 درجه و 23 دقیقه و ارتفاع 1127 متری از سطح دریا اجرا شد. متوسط بارندگی سالانه منطقه 7/130 میلیمتر و کمینه و بیشینه دمای مطلق سالانه به ترتیب 6/6-. و 7/42 درجه سانتی‌گراد و میانگین حداقل و حداکثر درجه حرارت سالانه به ترتیب 8/13 و 75/24 درجه سانتی‌گراد می‌باشد. آزمایش به صورت اسپلیت - فاکتوریل در قالب طرح بلوک‌های کامل تصادفی با 3 تکرار انجام شد. در این آزمایش 3 سطح تنش خشکی براساس 60 و 80 درصد نیاز آبی سیر در شرایط اقلیمی سمنان و به همراه تیمار شاهد (100 درصد نیاز آبی)، به عنوان عامل اصلی و ترکیب فاکتوریل از تراکم در 3 سطح ( 30 - 40 و 50 بوته در متر‌مربع) و اکوتیپ در 2 سطح طرود و طبس به عنوان عامل فرعی در نظر گرفته شدند. برای محاسبه نیاز آبی سیر، از پارامتر‌های هواشناسی روزانه ثبت شده ایستگاه سینوپتیک سمنان استفاده و نیاز آبی بر پایه دستورالعمل محاسبه آب مورد نیاز گیاهان فائو-56
 تعیین شد. برای محاسبه تبخیر و تعرق مرجع از معادله پنمن- مونتیث فائو- 56 استفاده شد. حجم‌های آبیاری لازم برای سطوح مختلف تامین نیاز آبی توسط اندازه‌گیری دقیق بوسیله کنتور حجمی با دقت 0001/0 متر مکعب اعمال شد.

اعمال تیمار خشکی
روش‌های متفاوتی برای محاسبه آب مورد نیاز گیاهان موجود می‌باشد که از بین آن‌ها پذیرفته‌ترین و معتبرترین این روش‌ها، مطابق با معادله يک می‌باشد که از طریق محاسبه تبخیر و تعرق گیاه تحت شرایط استاندارد (ETC) می‌باشد.
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که در آن، KC ضریب گیاهی تجربی و ET0 تبخیر و تعرق مرجع می‌باشد. تنها اطلاعات در رابطه با ضریب گیاهی سیر (KC mid = 1  و KC end = 0.7 ) توسط آلن و همکاران
 (1998)، ارائه شده است.
ET0 (تبخیر و تعرق مرجع) با استفاده از معادله پنمن- مونتیث محاسبه شد (آلن و همکاران، 1998).
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،[میلی‌متر بر روز]تبخیر و تعرق مرجع  = ET0
،[مگاژول بر متر‌مربع بر روز] تابش خالص ورودی به سطح گیاه = Rn
،[مگاژول بر متر‌مربع بر روز]شار گرمای خاک  = G
،[درجه سلسيوس]میانگین روزانه دمای هوا در ارتفاع دو متری  = T
،[متر بر ثانیه]میانگین روزانه سرعت باد در ارتفاع دو متری  = u2
،[كيلوپاسكال]فشار بخار اشباع  = es
،[كيلوپاسكال]فشار بخار واقعی  = ea
،[كيلوپاسكال]کمبود فشار بخار اشباع  = es - ea
 [ کیلو‌پاسکال بر درجه سلسیوس] شیب منحنی فشار بخار = Δ

.[ کیلو‌پاسکال بر درجه سلسیوس] ضریب ثابت سایکرومتری = γ
اطلاعات هواشناسی روزانه‌ (ساعات آفتابی روز، سرعت باد، حداکثر رطوبت نسبی روزانه، حداقل رطوبت نسبی روزانه، حداکثر دمای هوای روزانه، حداقل دمای هوای روزانه) به صورت روزانه از طریق ایستگاه هواشناسی سینوپتیک شهرستان سمنان دریافت شد. 
مقادیر روزانه برای Rn، es و ea با استفاده از معادله‌ای که توسط آلن و همکاران (1998)، ارائه شده است، محاسبه شد (که در آن albedo a = 0.23). رطوبت نسبی حداکثر هوا (RHmax)، رطوبت نسبی حداقل هوا (RHmin)، حداکثر دما (Tmax) و حداقل دما (Tmin) اندازه‌گیری شد، برای محاسبه ea و  esروزانه مورد استفاده قرار گرفت و ثابت استفان- بولتزمن ([image: image4.png]


 = 4.903 * 10-9 MJ K-4 m-2 d-1) برای محاسبه تابش طول موج بلند خروجی خالص (Rnl)]مگاژول بر متر‌مربع بر روز [ مورد استفاده قرار گرفت. مقدار گرمای ویژه در فشار ثابت (C[image: image6.png]


) برابر است با 3- 10[image: image8.png]


013/1 مگاژول بر کیلوگرم بر درجه سلسیوس و گرمای نهان تبخیر هوا [image: image10.png]


 برابر است با 45/2 مگاژول بر کیلوگرم که مطابق با فائو-56
 ارائه شده است. ضریب ثابت سایکرومتری ([image: image12.png]


) تشکیل شده است از معادله‌ای متشکل از فشار اتمسفری (P) ]کیلو پاسکال[،[image: image14.png]


، C[image: image16.png]


 و نسبت وزن مولکولی بخار آب به هوای خشک ([image: image18.png]


) که برابر است با 622/0. از آنجایی که فشار اتمسفری وابسته به ارتفاع می‌باشد بنابراین ضریب ثابت سایکرومتری نیز وابسته به ارتفاع است. از آنجایی که سرعت باد در ارتفاع 10 متری اندازه‌گیری شده است، این میزان با استفاده از معادله زیر به مقدار سرعت باد در ارتفاع استاندارد 2 متری تبدیل گردید (آلن و همکاران
، 1998).
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U2:  سرعت باد در ارتفاع 2 متری از سطح زمین ]متر بر ثانیه[،
Uz: سرعت باد اندازه‌گیری شده در ارتفاع z ام بالای سطح زمین ]متر بر ثانیه[ 
 Z: ارتفاع اندازه‌گیری بالای سطح زمین ]متر[ 
محاسبه مقدار بارندگی موثر با استفاده از روش پیشنهادی (USDA)، سازمان حفاظت خاک آمریکا صورت گرفت):
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در روابط فوق P متوسط بارندگی در دوره مورد نظر (روزانه یا ماهانه) بر حسب میلیمتر در روز و Pe باران موثر می‌باشد. در نهایت نیاز خالص آبیاری (In) با استفاده از  معادله زیر محاسبه شد (سلیمانی ننادگانی و همکاران، 1390):
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عملیات زراعی
جهت آماده‌سازي زمين ابتدا زمين را شخم زده و قبل از کشت 100 کیلوگرم کود دامی با خاک مخلوط گردید و براي خرد كردن كلوخ‌ها و تسطيح از دیسك استفاده شد و سپس توسط شيار‌ساز پشته‌هايي با فواصل 35 سانتي‌متر ايجاد ‌شد. کشت در 28 آبان ماه 1390 به صورت دستی و بر اساس تراکم‌های مورد نظر با فواصل بین بوته 7/5 و 14/7 و 5/9 سانتی‌متر انجام  شد. هر کرت فرعی دارای مساحتی برابر با 9 (3*3) متر‌مربع و 8 ردیف کاشت با فواصل بین ردیف 35 سانتی‌متر و هر تکرار شامل 3 کرت اصلی و هر کرت اصلی در بر گیرنده 6 کرت فرعی ‌بود. بین کرت‌های فرعی 50 سانتی‌متر و بین کرت‌های اصلی 200 سانتی‌متر فاصله قرار داده شد و بین تکرار‌ها نیز به اندازه 3 متر فاصله لحاظ شد تا از  نفوذ  آب بین کرت‌های فرعی و اصلی و بین یک تکرار با سایر تکرارها جلوگیری شود. جهت آبیاری برای کرت‌ها از لوله کشی‌استفاده شد و آب از مسیر کنتور عبور داده شده تا حجم آب آبیاری مشخص باشد و به محض دریافت حجم آب مورد نظر در هر کرت فرعی شیر آبیاری بسته شده و با این سیستم احتمال مخلوط شدن آب بلوک‌ها و تیمار‌های متفاوت به صفر رسید و هر کرت فرعی به‌طور جداگانه آب مورد نیاز خود را دریافت نمود. تعیین حجم آبیاری مورد نیاز گیاه و اعمال تنش، در مرحله 2-3 برگی گیاه شروع شده و تا آخرین مرحله آبیاری ادامه داشت. در اواسط اسفند ماه مجددا برای بار دوم کود دامی بطور یکسان برای کل مناطق مزرعه به خاک افزوده شد. در ابتدا و در حین مرحله تشکیل سوخ ها، در طی سه مرحله همراه با آبیاری، کود ارگانیک اسید هیومیک 
 و فلوویک 
 به مقدار کلی 1 در 200 لیتر تهیه شده و به مقادیر کاملا یکسان تقسیم شد و برای تمامی کرت‌های فرعی مورد استفاده قرار گرفت و در هر مرحله به هر کرت میزان 7/3 لیتر از این محلول 
اختصاص یافت. مبارزه با علف‌های هرز نیز به روش دستی در مواقع ضرورت انجام گردید. 
صفات مورد بررسی
پس از سبز شدن گیاه، در اواخر دی ماه، نمونه‌برداری‌های مربوط به اندازه‌گیری سطح برگ و وزن تر و خشک برگ و وزن تر و خشک غده به‌صورت هفته در میان تا اواسط خرداد ماه انجام شد. 
همزمان با به حداکثر رسیدن سطح برگ در اواخر اردیبهشت ماه، نمونه‌برداری جهت اندازه‌گیری کلروفیل a و b، کاروتنوئیدهای کل، پرولین، قندهای محلول و آنتی‌اکسیدان انجام شد. نمونه‌برداری‌های لازم جهت اندازه‌گیری محتوی نسبی آب، ارتفاع و تعداد برگ نیز در اواخر اردیبهشت ماه انجام گرفت. در انتهای فصل رشد نیز در 29 خرداد عملکرد و درصد ماده خشک سير در واحد سطح اندازه‌گیری شد. همچنین در این تاریخ، نمونه‌برداری لازم جهت اندازه‌گیری اجزای عملکرد شامل قطر سیر‌چه، قطر سوخ، طول سیر‌چه، طول سوخ، وزن تر سیرچه، وزن تر سوخ، وزن خشک سیرچه، وزن خشک سوخ، تعداد سیر‌چه در سوخ انجام شد. درصد ماده خشک نیز با استفاده از وزن تازه و خشک سوخ‌ها در انتهای فصل رشد، در تاریخ مذکور تعیین شد. 
روش‌های اندازه‌گیری پارامتر‌های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی
جهت اندازه‌گیری پارامتر‌های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی در آزمایشگاه، از کلیه تیمارهای موجود، مقداری برگ به طور مجزا درون پلاستیک گذاشته و سپس در مخزنی محتوی یخ قرار داده و به آزمایشگاه منتقل شد و در آزمایشگاه برای هر پارامتر وزن مورد نظر جداسازی و مطابق با دستورالعمل مراحل اندازه‌گیری انجام شد.
اندازه‌گیری محتوای نسبی آب برگ
مقدار 34/0 گرم برگ از هر تیمار به‌طور جداگانه، توسط ترازوی دقیق 001/0 گرم توزین شد و به تفکیک برای تیمار‌های مختلف درون آب مقطر و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت قرار داده شد و  سپس، وزن آماس برگ‌ها نیز تعیین  شد. آنگاه برگ‌ها به تفکیک برای هر تیمار، به مدت 24 ساعت به داخل آون با حرارت 80 درجه سانتی‌گراد منتقل شدند و سپس وزن خشک آن‌ها اندازه‌گیری شد. در نهایت با استفاده از معادله 3-6  درصد محتوی نسبی آب تعیین شد (اسمارت و بینگهام
، 1974). 
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که در معادله فوق، RWC محتوی نسبی آب، FW وزن تر، DW وزن خشک و TW وزن آماس می‌باشد.
اندازه‌گیری کلروفیل a و b و کاروتنوئید‌ها به روش استون 80 درصد
جهت اندازه‌گيري محتواي كلروفيل و كارتنوئيد روش لیچتنسالر و بوچمن
(2001) و لیچتنسالر
 (1987) مورد استفاده قرارگرفت. حدود 2/0 گرم از بافت تازه برگ گياه وزن شده و در يك هاون بهمراه 10 ميلي‌ليتر استون 80% ساييده شد. سپس محتويات بدست آمده بوسيله كاغذ صافي واتمن شماره 1 فيلتر شد. پس از صاف كردن، 10 ميلي‌ليتر ديگر از استون 80% به آن اضافه شد. عصاره بدست آمده براي مدت 15 دقيقه با دور 5000 دور در دقيقه سانتريفيوژ شد. سپس مقدار معيني از محلول وارد محفظه اسپكتروفوتومتر شده و ميزان جذب آن توسط اسپكتروفوتومتر در طول موج‌هاي 470، 663 و 645 نانومتر قرائت شد. استون 80%‌ نيز جهت كاليبراسيون اسپكتروفوتومتر بكار برده شد. ميزان تجميع رنگدانه‌ها (mg/g Fw) از طريق فرمول‌هاي زير محاسبه گرديد:
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كه در آن‌ها Abs470، Abs663 و Abs645 مربوط به طول موج‌هاي به ترتيب 470، 663 و 645 نانومتر بوده و Chla، Chlb نمايانگر ميزان تجمع كلروفيل a و كلروفيل b مي‌باشند.اندازه‌گيري‌هاي مربوط به محتواي رنگدانه‌هاي فتوسنتزي براساس وزن تر انجام  شد.
اندازه‌گیری پرولین
محتواي پرولين از طريق روش بیتس و همکاران
 (1973)، اندازه گیری شد. 5/0 گرم بافت تازه برگ را درون هاون کوبیده و درون یک تیوب ریخته شد و سپس 10 ميلي‌گرم اسيد سولفوساليسيك (3 درصد) به آن افزوده و هموژنایز شده و در دور g10000 براي 30 دقيقه سانتريفيوژ شد. سپس حدود 2 ميلي‌گرم از سوپرناتانت محلول سانتریفوژ شده را به يك لوله آزمايش منتقل کرده و به آن 2 ميلي‌لیتر اسيد استیک گلاسیال و 2 ميلي‌لیتر معرف ناين هيدرين اضافه شد. سپس نمونه‌ها در حمام آب گرم با درجه حرارت 100درجه سانتيگراد حدود يك ساعت نگهداري و سپس به درون حمام یخ منتقل  شد. پس از سرد شدن نمونه‌ها مقدار 4 ميلي‌ليتر تولوئن به محلول اضافه نموده و براي 20 ثانيه با دستگاه ورتكس هم زده شد. استانداردهاي پرولين محلول در فاز تولوئن را به اندازة لازم در كووت دستگاه اسپكتروفتومتر ريخته و مقدار پرولين را در طول موج 520 نانومتر قرائت و منحني استاندارد رسم شد. سپس ميزان جذب در نمونه‌هاي گياهي را در طول موج مذکور قرائت نموده و با قراردادن آن در معادله خط مقدار پرولين بدست آمد. در نتیجه میزان  مقدار محتوي پرولين (µmol/g Fw) بوسيله روش معرف اسيد ناين هيدرين با استفاده از پرولين بعنوان استاندارد معين شد.
ميزان تجمع پرولين از يك منحني استاندارد معين شده و بر اساس معادله زیر مبتني بر وزن تر محاسبه شد:
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اندازه‌گیری قند‌های محلول
قندهاي محلول بوسيله روش اسيد فنول-سولفوريك بویسی و مرکز
 (1993) اندازه گیری شده ‌است. 80 گرم بافت تازه درون هموژنایزر برقی کاملا خرد شده و 12 ساعت در 10 میلی لیتر اتانول 80% (v/v) قرار داده شد. سپس عصاره بمدت 5 دقيقه در دور 3000 سانتريفيوژ شد. سپس سوپرناتانت حاصل جابجا شده و در يك فلاسك 50 ميلي‌ليتري قرار‌داده شد. باقيمانده براي بار دوم بمدت 5 دقيقه در 5 ميلي‌ليتر اتانول 80%  سانتريفيوژ شد و مواد روي سطح آمده به همان فلاسك 50 ميلي‌ليتري منتقل شد. 1 ميلي‌ليتر از اين محلول به يك لوله آزمايش منتقل شد. يك ميلي‌ليتر محلول فنول 28% (w/v) كه از طريق معادله زیر بدست‌آمد،
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به محلول اضافه شد و سپس 5 ميلي‌ليتر از اسيد سولفوريك بلافاصله اضافه شد. محلول نهايي داخل لوله آزمايش بوسيله يك مخلوط کن ورتكس هم زده شد. سپس لوله‌های آزمايش به مدت 15 دقیقا در دمای اتاق قرار گرفته و هم دما شدند و در نهايت ميزان جذب بوسيله يك اسپكتروفوتومتر در 490 نانومتر قرائت شد.
اندازه‌گیری آنتی‌اکسیدان غیر آنزیمی کل برگ
در اين روش براي اندازه‌گیری آنتي‌اكسيدان از بوتيل هیدروکسی تولوئن
  و ویتامین C استفاده شد. عصاره‌ها با غلظت‌هاي متفاوت با يك ميلی‌لیتر از محلول 90 ميكرومولار 2و2-دی فنیل-1-پیکریل هیدرازیل
 مخلوط شد و به وسيله متانول 95 درصد به حجم 4 ميلي‌ليتر رسيد و براي مدت زمان 60 دقيقه در تاريكي تكان داده شد. جذب محلول‌هاي حاصله و شاهد، بعد از اين مدت زمان، در طول موج 517 نانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر خوانده شد (ژو و همکاران
، 2002؛ مولینکس
، 2004). محاسبه درصد کاهش ظرفیت رادیکالی 
 بصورت معادله زیر می‌باشد (حقیر‌السادات و همکاران، 1389):
	
	[image: image29.png]RSC(%) = 100 X







A blank و A sample، به ترتیب میزان جذب شاهد و نمونه می‌باشند. 
شاخص‌های رشد
از زمان سبز شدن گیاه، در اواخر دی ماه، نمونه‌برداری‌های مربوط به اندازه‌گیری سطح برگ و وزن تر و خشک برگ و وزن تر و خشک غده به روش تخریبی و به صورت هفته در میان تا اواسط خرداد ماه انجام شد و در هر  نوبت 3 بوته از هر کرت به صورت تصادفی انتخاب گردید. اندازه‌گیری سطح برگ توسط دستگاه سطح برگ سنج 
  (Delta-T) انجام شد. 
در هر نمونه‌برداري، گياه پس از تفکيک به اجزاء مختلف به مدت 48 ساعت در آون در دماي 70 درجه سانتي‌گراد خشک و سپس توزين شد. براي برآورد شاخص‌هاي رشد از مقادير وزن خشک اندام‌هاي هوايي و زيرزميني و همچنين سطح برگ بدست آمده در واحد سطح براي هر تيمار در هر نمونه‌برداري استفاده شد. 
براي تعيين تغييرات ماده خشک کل
، سرعت رشد محصول
، سرعت رشد نسبي
، شاخص سطح برگ
 و سرعت اسيميلاسيون خالص
 از روابط زیر و برنامه اسلاید رایت
 استفاده گرديد. 
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عملکرد، اجزای عملکرد و درصد ماده خشک
علائم رسیدگی سیر، تغییر رنگ خارجی‌ترین (پایین‌ترین) برگ‌های سیر به قهوه‌ای است (الزهیم و همکاران
، 1999). در استاندار بین‌المللی (ISO) شماره 6663، زمانی که نوک برگ‌ها شروع به زرد شدن کند زمان مناسب برداشت سیر تعیین شده است (آنون
، 1983). آبیاری در زمان برداشت سیر بهتر است قطع شود، زیرا این عمل موجب سهولت عملیات برداشت و کاهش سیاه شدن پوسته بیرونی سوخ‌های سیر می‌شود (بدنار و همکاران
، 1990). کانتول و همکاران
 (2000)، نیز با تاکید بر این نکته که تاریخ قطع آبیاری یا زمان آخرین آب بر عملکرد سیر موثر است، بدین نتیجه رسیدند که تاریخ آخرین آبیاری اثر زیادی بر عملکرد سیر تولیدی دارد به طوری که عملکرد سیر با تاریخ‌های قطع دیرتر، افزایش و کیفیت سوخ‌های سیر کاهش می‌یابد. حجم آب بر عملکرد سوخ‌های سیر موثر است و زمان مناسب قطع آبیاری نیز باعث کاهش سیاه شدگی پوسته بیرونی سوخ‌های سیر و در نتیجه افزایش بازار‌پسندی آن‌ها، افزایش عملکرد، سهولت عملیات برداشت می‌شود. هرچند نتایج قطع آبیاری بر عملکرد سیر یکسان نیست و افزایش با کاهش عملکرد با قطع دیرتر آبیاری مشاهده شده است. همانطور که گزارش شده است که عملکرد سیر در زمان های مختلف قطع آبیاری همه در یک گروه آماری قرار گرفتند (رضوانی و همکاران، 1390). به منظور کاهش رطوبت سوخ‌ها و سهولت در نگداری پس از برداشت، قسمت عمده خشک کردن و عمل‌آوری سیر در کشور با برداشت دیرتر محصول و در مزرعه انجام می‌شود. بدین جهت سه هفته پس از آخرین مرتبه آبیاری، در 29 خرداد، برداشت سوخ‌ها به صورت یک متر‌مربع در هر کرت به طور مجزا انجام گرفت و عملکرد و درصد ماده خشک سیر در واحد سطح مورد اندازه‌گیری قرار گرفت. جهت انتخاب نمونه برای اندازه‌گیری عملکرد و درصد ماده خشک، نیم متر از ابتدا و انتها و دو ردیف کناری کرت به عنوان اثر حاشیه‌ای حذف شد، و سپس یک مترمربع دست نخورده در کرت که برای اولین بار مورد نمونه‌گیری قرار می‌گرفت، انتخاب و مشخص شده و کلیه سوخ‌های موجود در آن واحد سطح برداشت شد. همچنین در این تاریخ نمونه‌برداری لازم جهت اندازه‌گیری اجزای عملکرد اعم از قطر سیر‌چه، قطر سوخ، طول سیر‌چه، طول سوخ، وزن تر سیرچه، وزن تر سوخ، وزن خشک سیرچه، وزن خشک سوخ، تعداد سیر‌چه در سوخ انجام شد. درصد ماده خشک نیز با استفاده از وزن تازه و خشک سوخ‌ها در انتهای فصل رشد، در تاریخ مذکور تعیین شد.
 جهت انتخاب نمونه برای اندازه‌گیری اجزای عملکرد، به مقدار نیم متر از ابتدا و انتها و دو ردیف کناری کرت به عنوان اثر حاشیه‌ای حذف شد و سپس از هر کرت به طور تصادفی 10 بوته انتخاب و مقادیر مربوطه اندازه‌گیری شد.  برای محاسبه و اندازه‌گیری درصد ماده خشک در واحد سطح و وزن خشک سوخ و وزن خشک سیر‌چه، نمونه‌های هر تیمار به تفکیک در داخل آون با درجه‌حرارت 85 درجه سانتی‌گراد به مدت 72 ساعت خشک و وزن شدند.
تجزیه‌های آماری
داده‌ها با استفاده از نرم‌افزارهای آماری SAS, MSTATC آنالیز شدند. برای مقایسات میانگین از روش آزمون حداقل اختلاف معنی‌دار 
 (LSD) در سطح 5 درصد استفاده شد. نمودارهای مربوطه توسط نرم افزار Excel رسم گردیدند.
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