








 
ارزیابی استفاده از مورچه (Rhinotermitide) به عنوان زیست نشانگرهای محیطی فلزات سنگین ( مس، سرب، کادمیوم، کرومیوم)  در منطقه میمند

چکیده
آلودگی خاک به فلزهای سنگین یک مشکل اساسی و در حال گسترش در کشور ما به شمار می آید. بنابراین آگاهی از الگوی توزیع مکانی خاکهای حاوی فلزهای سنگین، می‌تواند نقش مهمی در ارزیابی پتانسیل آلودگی در یک منطقه داشته باشد. در اين مطالعه از مورچه به عنوان نشانگر زيستي فلزات سنگين به عنوان شاخص بیولوژیک برخی از فلزهای سنگین شامل (مس، سرب، کادمیوم، کرومیوم) در خاک های اطراف منطقه میمند استفاده شده است. به اين منظور  20 کلنی را از منطقه کارخانه بابک مس جمع آوری و ۳۶ نمونه خاک صنعتی که پیش از نمونه برداری موقعیت آنها با دستگاه موقعیت یاب (GPS) تعریف شده بود از عمق ۵ تا ۲۰ سانتی متری ( بعد از خارج کردن آلودگی های سطحی) برداشت و جهت آماده سازی اولیه و خشک شدن  در تاریخ ....... به آزمایشگاه ارسال گردید در آزمايشگاه پس از مراحل آماده سازی و هضم برای اندازه گیری غلظت فلزات سنگین از دستگاه جذب اتمیContr700 ساخت شرکت آنالیتیک جنا استفاده شد. ميانگين مس، سرب، کادمیوم، کرومیوم در بدن مورچه به ترتیب  99/140، 22/95، 29/7 و 20/23  میکرو گرم و ميانگين مس، سرب، کادمیوم، کرومیوم در خاک به ترتیب 77/217، 70/102، 85/7 و 95/126 میکروگرم بود. در بین فلزات مطالعه شده همبستگی قوی و مثبتی بین غلظت های کادیوم در بدن مورچه و خاک وجود دارد (P<0.05) بین سایر فلزات همبستگی معناداری وجود ندارد .(P>0.05)
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1.مقدمه

آلودگی اکوسیستم های مختلف به فلزات ‌سنگین یکی از مهم‌ترین مسایل محیط‌‏زیست است که زندگی گیاهان، جانواران و مخصوصاً انسان را تهدید می‌کند (Murugesan, 2019) و با ورود به زنجیره غذایی و تجمع بیولوژیکی در موجودات زنده باعث بروز اختلالات، بیماری ها و اثرات نامطلوب بسیاری در این موجودات می شوند (López, 2019). حضور اين عوامل در محيط زيست در دراز مدت منجر به كاهش توان توليد مثلي، مشكلات تنفسي و عصبي و غيره شده و در ضمن با توجه به تجمع آن در بدن (تجمع زيستي) و انتقال آنها به مصرف كنندگان بعدي از جمله انسان مي‌تواند عوارض غير قابل جبراني را ايجاد نمايد (Hoang, 2018).
این فلزات کمیاب به دلیل پایداری، تجزیه ناپذیری و مشکلات دسترس پذیری زیستی، جزء آلاینده های مهم و خطرناک خاک به شمار می روند (Šiukšta, 2019) این عناصر به دلیل تحرک کم به مرور در خاک انباشته می شوند (Agarwal, 2009) و در غلظت های بالاتر از حد استانداردهای زیست محیطی به عنوان آلاینده شناخته می شوند (Huang, 2018). امروزه در دنیا جهت اصلاح محیط‌های آلوده به فلزات ‌سنگین از روش های زیستی استفاده می کنند در حالی که هنوز در بعضی از کشور ها روش‌های شیمیایی و فیزیکی بکار گرفته می‏شود (علی پور اسد آبادی, 1395).. روش‌های اصلاح فیزیکی و شیمیایی محیط‌ها را تحت تأثیر  قرار می‌دهند، تنوع‌زیستی و کیفیت محیط را از بین می‏برند و این روش‌ها عمدتاً پرهزینه، وقت‏گیر، مسبب آلودگی محیط‏زیست، نیاز به امکانات و تجهیزات گران، نیازمند متخصص جهت سنجش و ... هستند (Yi, 2017). از این رو، طی سال‌های اخیر پژوهشگران درصدد طراحی و توسعه روش‌های زیستی برآمدند که بتوانند محیط‌های آلوده به فلزات سنگین را با دقت بیشتر، کم هزینه‏تر، سازگارتر با محیط و با حداقل امکانات پاکسازی، تعدیل و پایش نمایند (Jacob, 2018).
نشانگرهای زیستی نشان دهنده تأثیر پذیری یا تغییر حاصله در ارگانیسم ها هستند که در سطوح زیر ارگانیسمی، جمعیتی یا اکوسیستمی مورد مطالعه قرار می گیرند (Ojuederie, 2017) به عبارتی هر گونه تغییر یک بیواندیکاتور بیوشیمیایی، ژنتیکی با ایمنی که بتواند در یک نمونه بیولوژیک سنجیده شود (Eens, 1999).
طبق تعریف، تغییر شیمیایی حاصله در سیستم های بیوشیمیایی نشان دهنده یک اثر و تغییر از ماده شیمیایی است. تغییرات در سیستم های بیوشیمیایی عموماً اندیکاتورهای حساس تری نسبت به سطوح بالاتر سازماندهی بیولوژیک هستند. در حقیقت تغییر در سطح مولکولی است که منتج به یک اثر یا تغییر در سطوح بالاتر سازماندهی بیولوژیک می گردد. دیگر اینکه تغییرات بیوشیمیایی می توانند نشان دهنده که اثرات اضافی بعدی (در سطح اندام یا فرد) بوقوع خواهد پیوست یا خیر (Andersen, 1997).
 استفاده از بیواندیکاتورها بهتر از روش هاي سنتی است. دانشمندان بطور سنتی آزمایشات شیمیایی انجام داده اند و بطور مستقیم پارامترهاي فیزیکی محیط زیست (مثل دما، شوري، نوترینت ها، آلودگی ها، نور قابل دسترس و سطوح گاز) را اندازه گیري کرده اند. این در حالی است که در استفاده از بیواندیکاتورها، موجودات زنده براي ارزیابی مجموع اثرات آلودگی هاي شیمیایی و تغییرات زیستگاه در طول زمان استفاده می شوند (Naccari, 2009). یک مزیت دیگر استفاده از بیواندیکاتورها توانایی آنها براي نشان دادن اثرات زیستی غیر مستقیم آلودگی هاست، در حالی که اندازه گیري هاي فیزیکی و شیمیایی نمی توانند این کار را انجام دهند. بطور واضح ورود یک لوله فاضلاب غنی از فسفر به درون یک رودخانه، بر روي اکوسیستم آن تاثیر می گذارد. فسفر بطور معمول تولید اولیه را در اکوسیستم هاي آب شیرین محدود می کند. بنابراین ممکن است پیش بینی شود افزایش فسفر، افزایش رشد و تولید مثل برخی گونه ها را به همراه داشته باشد. هر چند اندازه گیري هاي شیمیایی ممکن است یک کاهش در تنوع گونه ها یا چگونگی کاهش رشد و تولید مثل سایر گونه ها علت رقابت را به درستی منعکس نکنند (Phillips, 2015).
در کل یک بیواندیکاتور خوب آلودگی ها را از محیط زیست گرفته و در خود انباشته و شرایط زیست محیطی زیستگاه خود را منعکس می کند. گونه Homarus americanus یک لابستر است که براي ارزیابی فلزات سنگین مس، روي، کادمیوم، و ... بیواندیکاتور بسیار مناسبی است چرا که: 1. در مناطق ساحلی بسیار فراوان است. 2. کف زي می باشد و در نتیجه بطور مستقیم با رسوبات در ارتباط است. 3. بطور شناخته شده فلزات را در بافت هایش متمرکز می کند (Bernasconi, 2005). همانند خزه ها و گلسنگ ها، بی مهرگان آبزي بزرگ هم خصایص مشخص بیواندیکاتورهاي خوب را دارا هستند که به علت طبیعت مشخص شان یک مقیاس اجتماعی بشمار می روند. یک نهر و رودخانه عموماً بیش از 40 رده شناخته شده دارد که نماینده و نشانگر ترجیح زیستگاهی و استراتژي هاي تاریخ زندگی هستند. این رده بندي ها و تنوع عملکردي آنها می تواند پاسخ هاي بی شماري به استرس ها و آشفتگی هاي مختلف مثل وجود رسوبات، فلزات، نوترینت ها و تغییرات هیدرولوژیکی بدهد. براین اساس، اجتماعات بی مهرگان بزرگ بطور مکرر بعنوان اندیکاتورهاي زیست محیطی، اکولوژیکی و تنوع زیستی استفاده می شوند. در حال حاضر هر 50 ایالت امریکا از بی مهرگان بزرگ آبزي براي ارزیابی سلامت بیولوژیک رودخانه ها و نهرها استفاده می کند (Lenoir, 2014).
فلزات سنگین یکی از انواع اصلی آلاینده ها در هر دو محیط خاکی و آبی هستند (Berhet, 2013) و اثرات زیان آور بسیاری از آنها در تمام سطوح سازمان بیولوژیکی، اعم از سلول و اکوسیستم ها، به خوبی شناخته شده است (Bernasconi, 2005) . در عین حال، اگرچه گونه های مختلفی از موجودات زنده در بررسی میزان تاثیر آلودگی فلزات در اکوسیستم ها مورد استفاده قرار گرفته اند (Bodgen, 2000) ، می توان گفت که مورچه ها دارای ویژگی های متعددی هستند که آنها را برای استفاده بعنوان شاخص های تعیین میزان آلودگی محیط زیست مناسب کرده است (Agarwal, 2009).
مورچه ها، با تنوع بسیار زیاد، بر محیط اطراف شان تاثیر می گذارند. آنها یکی از موجودات غالب در زمین هستند (Agosti, 2000) و اگر تمام مورچه های جهان را در یک جا جمع کنند، برآورد شده است که وزن آنها معادل با مقدار وزن همه انسان ها باشد (Hölldobler, 1994). مورچه ها همچنین در همه بخشهای سیستم تروفیک مشارکت دارند (Armbrecht, 2003). مورچه ها، در مقایسه با کرم های خاکی، گردش و نفوذ بیشتری در خاک مناطق گرمسیری دارند و بنابراین سبب توزیع  مواد مغذی در سراسر خاک منطقه  می شوند (Ashraf, 2011). باکستر و هول (1967) در مطالعه ای با استفاده از مورچه Formica cinerea ، نشان دادند که خاک معدنی در نیمه بالایی سطح خود تا دو سوم از یک تپه نماینده شامل حدود 85٪ مواد افقی B را دارا می باشد (Baxter, 1967). مورچه ها در نقش های متنوع از جمله افزایش نفوذپذیری خاک (Tschinkel, 2003)، پوسیدگی درختان (Chen, 2002) و ... دارند.
نتایج حاصل از بررسی‌های مختلف نشان می‌دهد که با اندازه‌گیری آلاینده‌های مختلف درگیاهان یک منطقه می‌توان به وضعیت آلودگی ترکیبات مختلف از جمله فلزات سنگین پی برد (Schofield, 2002). 
مجیدی و همکاران در سال 1390 به منظور امکان سنجی استفاده از پر‌های اگرت ساحلی بعنوان شاخص زیستی آلودگی جیوه در تالاب بین المللی حرا پژوهشی انجام دادند که نتیجه آن پیشنهاد دادن گونه‌ پرنده اگرت ساحلی برای پایش آلودگی جیوه در منطقه بود (مجیدی, 1390). باقري و همکاران (1390) طي سنجش و ارزيابي آلودگي فلزات سنگين در رسوبات رودخانه گرگا نرود نشان دادند که غلظت فلزات سنگين در رودخانه گرگان رود بالاتر از حد استاندارد بوده و اين منطقه بر اساس طبقه بندي آلودگي مولر در رده متوسط طبقه بندي مي گردد. در نتيجه با توجه به حساسيت زيست محيطي دهانه گرگان رود و فعاليت هاي شيلاتي در اين منطقه، لزوم مديريت زيست محيطي دقيق تر در آن احساس مي گردد (باقری, 1390)
داوري و همکاران (1391) ميزان آلودگي فلزات سنگين رسوبات سطحي (صفر تا 10 سانتيمتر) رويشگاه هاي مانگرو استان بوشهر، در مجاورت فعاليت‌هاي توسعه نفت و گاز پارس جنوبي، را با استفاده از روشهاي آماري تجزيه به مؤلفه‌هاي اصلي (PCA) مورد بررسي قرار داده و دامنه غلظت فلزات سنگين به ترتيب براي مس ، نيکل، سرب و واناديوم را به ترتيب 04/46، 14/64، 8/94 و33/311 ميکروگرم برگرم محاسبه نمودند. همچنين نتايج تحليل‌هاي PCA در اين مطالعه نشان داد که اثر عواملي مانند منابع آلاينده‌هاي مصنوعي و منابع آلودگي نفتي در تغييرات نسبت هاي فلزات سنگين قابل شناسايي و تفسير است (داوری, 1391).
تاکید این پژوهش بر این است که آیا مورچه ها می توانند در طرح های نظارت معمول برای پایش آلودگی فلزات سنگین استفاده شوند؟
2. مواد و روش ها
مورچه ها می توانند به دلایل زیر به عنوان یک عامل در این شناسایی کمک کنند: توزیع و فراوانی آنها در سراسر جهان، سهولت جمع آوری و شناسایی همه نقش مهمی را بازی می کند (Dauwe, 2008). علاوه بر این، مورچه ها نیز نقش کلیدی در عملکرد اکوسیستم و اشغال تمام موقعیت های تروفیک از گیاه خواران به شکارچیان، با غلبه بر همه چیزدارند. و بنابراین به طور بالقوه درجمع کننده های موثردر آلودگیهای اکوسیستم ها عمل می کنند. همچنین کلونی مورچه ها به عنوان یک نوع سوپر ارگانیسم چند ساله نیز دیده می شود که امید به زندگی بیشتر از  10سال ها در برخی موارد عموما بیش از عمر سایر بی مهرگان است.
بررسی محتویات فلزی در گونه های مختلف مورچه، این اطلاعات، چگونگی رفتار فلزات را در زندگی توضیح می دهد. و ارگانیزم ها و مکانیسم های سمیت آنها را روشن می کند. تشخیص فلزات در اندام های خاص  اولین گام به درک کامل تر از پایه فیزیولوژیکی تحمل فلز در مورچه ها است. از طرف دیگر، معمولا روش های نشانگرهای زیستی روش های بی خطر، سالم، ارزان و در دسترس هستند. در استان کرمان به دلیل وفور مورچه می توان با همه بدن این گونه با سرعت بیشتری به فلزات سنگین در بافتهای هدف (خاک، گیاهان و ...) پرداخت. 
در اصطلاح عمومی بیواندیکاتور و بیومونیتورینگ، عباراتی به هم مربوط و قابل تعوبض هستند، اما از نظر علمی هر یک معانی مخصوص به خود را دارند. بیواندیکاتورها بطور کیفی پاسخ هاي زیستی به استرس ها و شرایط زیست محیطی را ارزیابی می کنند براي مثال حضور گلسنگ Lecanora conizaeoides کیفیت پایین هوا را نشان می دهد در حالی که بیومونیتورینگ ها یک پاسخ را بطور کمی تشخیص می دهند (براي مثال کاهش در میزان کلروفیل II در گلسنگ میزان و شدت آلودگی هوا را نشان می دهد). از این پس اصطلاح بیواندیکاتور بعنوان یک اصطلاح جمعی براي تمامی اصطلاحات مربوط به تشخیص پاسخ هاي زیستی به استرس هاي زیست محیطی استفاده می شود. در این چارچوب بیواندیکاتورها 3 عملکرد مهم دارند: 1. دیده بانی کردن محیط زیست از قبیل تغییرات فیزیکی و شیمیایی 2. دیده بانی کردن فرآیند هاي اکولوژیکی 3. دیده بانی کردن تنوع زیستی .
در این مطالعه در راستای امکان سنجی استفاده از مورچه Rhinotermitide جهت سنجش محتوای فلزات سنگین منطقه میمند و نیز ارایه یک روش تدوین شده برای بکارگیری این گونه جانوری در مدیریت محیط زیست طراحی گردیده است.
تحقیقات انجام شده پیرامون تاثیر فلزات سنگین از جمله سرب، کادمیوم، کروم، مس، نیکل، روي و سلنیوم روي جنس هاي مختلف نماتدها از گروههاي مختلف تغذیه اي و از طریق تحلیل شاخص هاي مرتبط با تنوع و اجتماع نماتدها نشان دهنده تاثیر قابل توجه افزایش غلظت فلزات مذکور روي جمعیت برخی از جنسهاي نماتدها است؛ اما با وجود خصوصیات منحصر بفرد نماتدها در پایش آلودگی هاي خاك، تعمیم دادن اثرات مشاهده شده آلودگی هاي ناشی از فلزات سنگین بر روي اجتماع نماتدها، دشوار به نظر میرسد؛ چرا که نوع اکوسیستم، مقیاس مکانی و همچنین خصوصیات منطقه اي از جمله pH خاك، پوشش گیاهی و وجود فون نماتدهایی که از قبل در خاك حضور دارند می تواند تجزیه و تحلیل نتایج این گونه اطلاعات را تحت تأثیر قرار دهد؛ بنابراین لازم است در تحلیل شاخص های جمعیتی نشانگرهای زیستی اولا گونه ها یا جنس هایی را انتخاب کرد که باعث ابهام در پیشگویی نشوند.
بایستی بر روی نشانگر زیستی یا بیواندیکاتوری که قابلیت بروز واکنش به یک محرک مداخله گر در محیط خاک را دارند متمرکز گردد. مورچه Rhinotermitide که موریانه های چوب مرطوب نامیده می شوند. در تمام مناطق جغرافیای حیاتی جهان زندگی می کنند. از این خانواده جنس  Reticulitermes  منحصرا در مناطق نیمکره شمالی انتشار دارد. زیستگاه گونه های این جنس به طور کلی در مناطق معتدل واقع شده و دامنه انتشار انها بطرف شمال 1000 کیلومتر بیشتر از سایر جنس موریانه ها می باشد. 
بررسی زیست جغرافیای گونه های جنس Reticulitermes در کشورهای همسایه ایران نشان داده است که این جنس در کشورهای افغانستان، ترکمنستان و پاکستان و همچنین در شبه جزیره عربستان انتشار ندارد ولی گونه Reticulitermes clypeatus از عراق و R. lucifugus از ترکیه و جمهوری اذربایجان گزارش شده اند. در رابطه با زیست جغرافیای جنس Reticulitermes در ایران تاکنون مطالعه ای انجام نشده است. در این بررسی جمع آوری طبقات مختلف نمونه های Reticulitermes sp. near lucifugus از نقاط مختلف منطقه میمند انجام خواهد گرفت. البته در نمونه برداری ها سعی می گردد تا طبقه سرباز که در تعیین نام علمی اهمیت زیادی دارد، جمع اوری شود. 
2.1. منطقه مورد مطالعه
میمند با تاریخ ۸۰۰۰ تا ۱۲۰۰۰ سال در ۳۸ کیلومتری شمال‌شرقی شهرستان شهربابک در عرض ۳۰ درجه و ۱۶ دقیقه و طول ۵۵ درجه و ۲۵ دقیقه قراردارد (شکل 1). ارتفاع آن از سطح دریا ۲۲۴۰ متر و وسعت آن ۴۲۰ کیلومترمربع است این روستا بین شهرهای شهربابک، سیرجان و رفسنجان قرار دارد. میمند در دهستان‌میمند، در شهرستان شهربابک و در استان کرمان واقع شده‌است. باران سالیانه آن ۱۸۵ میلی‌متر است.
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شکل (1) منطقه مورد مطالعه
دلیل تعیین گونه مورچه Rhinotermitidae   
فراوانی و حضور همه جایی مورچه ها در اکوسیستمهاي مختلف آنها را به یکی از بهترین نشانگرها جهت پایش آلودگیهاي زیست محیطی تبدیل کرده است. بررسی های انجام شده نشان دادند که از لحاظ اکولوزیکی جمعیت های جنس  Reticulitermes sp .near lucifugus  در ایران سه نوع زیستگاه را انتخاب می کنند: الف- میکرو  زیستگاههای معتدل مرطوب    ب- زیستگاههای مدیترانه ای ج- زیستگاه نیمه خشک سرد (منطقه میمند در این زیستگاه می باشد).
2.2 اندازه گیری فلزات سنگین در مورچه
20 کلنی را از منطقه کارخانه بابک مس جمع اوری کرده از هر کلونی، مواد لانه را با نمونه های مورچه زنده از دهانه لانه جمع اوری کرده آنها را به ظروف پلاستیک 0.75 لیتر قرار داده و به ازمایشگاه برده خواهد شد. 
قابل ذکر است که در نمونه برداری ها سعی می گردد تا طبقه سرباز که در تعیین نام علمی اهمیت زیادی دارد، جمع آوری شود. بررسی سوابق هم نشان می دهد که انواع مختلف از مورچه های کارگر قرمز انواع متفاوتی ازسطوح فلزات سنگین را جمع آوری می کنند (Maavara, 1994) و برای اهداف نظارت بیولوزیک کارگران سطحی و علوفه سازان بهترین موارد در مورچه ها هستند.، همانطور که آنها بالاترین مقدار مواد شیمیایی در میان تمام گروه های عملکردی مورچه ها را دارند (Migula, 1996). ساده ترین گروه مورچه های کارگر هستند که توسط یک غیرمتخصص جمع آوری می شوند. بعد مورچه ها را به داخل ظروف در بسته 5 لیتری شفاف وارد کرده وقتی اکثریت مورچه ها به ظرف بزرگتر منتقل شدند، آنها منجمد و کشته شده،  بعد برای آنالیز داده های  مورفولوزیکی اماده می شوند. در مرحله بعد، هشت نفر از هر یک از لانه ها به صورت تصادفی انتخاب می شوند. تا آنالیز بیشتر مورفومتری و رنگ انجام شود (N = 142) . دیگر مورچه ها (30 تا 50 کارگر) در لوله های پلاستیکی باز قرار داده می شوند و مواد لانه در کیسه های کاغذی باز و خشک شده در یک کوره به 55 درجه سانتی گراد برای 48 ساعت قرار داده می شوند. مورچه های خشک شده پودر شده با یک لوله پیستوله مورد آزمایش قرار خواهند گرفت. مواد لانه خشک شده و غربال شده از طریق شمع های پلاستیکی 5/1 میلیمتری برای تهیه نمونه های خوب و مواد همگن و در ظرف های پلاستیکی 15میلی لیتر با درب پیچی نگهداری می شوند. تجزیه و تحلیل فلزات سنگین برای مس، سرب، کروم و کادمیوم انجام می شود. نمونه های مورچه و نمونه های مواد لانه دقیقا وزن شده به مخزن هضم تفلون منتقل شده و به آن 8/0 میلیلیتر اسید نیتریکHNO3 اضافه خواهد شد. با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر جذب اتمی شعله مجهز به تصحیح زمینه دو تریم و لامپ هالو کاتد برای انالیز فلزات سنگین مس، سرب، کروم و کادمیوم در نمونه های خاک منطقه استفاده خواهد شد. نمونه های خاک با استفاده از دستگاه هاضم مایکروویو هضم می شوند و دستگاه با استفاده از محلول های استاندارد و بلانک کالیبره می شود و پس از آماده سازی کامل نمونه ها آنالیز انجام می شود. دستگاه هاضم مایکروویو تجهیزی برای اماده سازی نمونه های ازمایشگاهی می باشد که انجام عملیات هضم نمونه با استفاده از امواج مایکروویو انجام می شود.
2.3. تعیین ایستگاه های نمونه برداری و عملیات نمونه برداری و آنالیز خاک 
 بر اساس روش نمونه برداری تصادفی ، ۳۶ نمونه خاک صنعتی که پیش از نمونه برداری موقعیت آنها با دستگاه موقعیت یاب (GPS) تعریف شده بود از عمق ۵ تا ۲۰ سانتی متری ( بعد از خارج کردن آلودگی های سطحی) برداشت و جهت آماده سازی اولیه و خشک شدن به آزمایشگاه ارسال می گردد. 
2.4. آماده سازی نمونه های خاک و اندازه گیری
 جهت آماده سازی نمونه ها برای هضم ابتدا از نمونه‌های خاک به منظور خشک شدن به درون آون در دمای ۱۰۵ درجه سانتیگراد به مدت ۴۸ ساعت قرار داده خواهد شد بعد از خشک شدن نمونه ها از هر کدام یک گرم خاک کوبیده شده و الک شده برداشته و در ارلن های ۵۰ میلی لیتر ریخته خواهد شد. سپس ۱۶ میلی لیتر اسید (ترکیب ۴ میلی لیتر اسید نیتریک ۶۵% و ۱۲ میلی لیتر اسید کلریدریک ۳۷ درصد) به هر یک از آنها افزوده خواهد شد. ارلن ها به مدت ۶ تا ۷ ساعت در حمام شن با دمای ۱۰۰ درجه سانتیگراد قرار می گیرند تا هضم اسیدی صورت گرفته و محلول شیری رنگ به دست آید سپس به هر یک از ارلن ها ۴ میلی لیتر اسید پرکلریک ۷۰ تا ۷۲ درصد افزوده خواهد گردید بعد از تبخیر سه میلی لیتر اسید نمونه ها از روی حمام شن برداشته شده و با آب دوبار تقطیر به حجم ۵۰ میلی لیتر رسانده خواهد شد  و با استفاده از قیف پلاستیکی و کاغذ صافی واتمن صاف خواهند شد. 
در این تحقیق برای اندازه گیری غلظت فلزات سنگین سرب و کادمیوم از دستگاه جذب اتمیContr700 ساخت شرکت آنالیتیک جنا استفاده خواهد شد. 
2.5. پردازش دادها
بررسی نرمال بودن توزیع متغیرها آزمون کولموگروف -اسمرنوف 
هدف آزمون برای انتخاب آزمون درست برای تحلیل فرضیه‌ها ابتدا باید از توزیع آماری متغیری که مورد آزمون قرار می‌گیرد. اطمینان حاصل کرد. برای نمونه پیش‌نیاز گرفتن آزمون‌های پارامتری نرمال‌بودن توزیع آماری متغیرهاست. به طور کلی می‌توان گفت که آزمون‌های پارامتری، عموما بر میانگین و انحراف معیار استوارند. حال اگر توزیع جامعه نرمال نباشد، نمی‌توان استنباط درست از نتایج داشت. برای بررسی توزیع آماری متغیرها از آزمون‌هایی استفاده می‌کنند. این آزمون‌ها به آزمون‌های نیکویی-برازش معروفند. آزمون کولوموگراف اسمیرنوف به همراه آزمون کای دو جزو آزمون‌های نیکویی- برازش هستند. اما با توجه به محدودیت‌های آزمون کای‌دو معمولا برای آزمون نرمال‌بودن از آزمون کولوموگراف-اسمیرنوف استفاده می‌شود.
ضریب همبستگی رتبه ای اسپیرمن (Spearman Correlation Coefficient)
ضریب همبستگی اسپیرمن معادل ناپارامتریک ضریب همبستگی پیرسون به شمار می‌رود که میزان همبستگی دو متغیر در سطح رتبه‌ای یا یکی رتبه‌ای و دیگری در سطح فاصله‌ای را اندازه‌گیری می‌کند. یا اینکه داده‌ها فاصله‌ای باشند، ولی مفروضه‌های آمار پارامتریک رعایت نشده باشد. همچنین در مواردی که تعداد افراد نمونه کمتر از ۳۰ نفر است، به جای ضریب همبستگی پیرسون به کار برده می‌شود. و آن را با علامت rs یا حرف یونانی ρ (رو) نشان می‌دهند.
مقدار ضریب همبستگی اسپیرمن مانند ضریب همبستگی پیرسون تفسیر می‌شود.
فرمول محاسبه ضریب همبستگی اسپیرمن در رابطه (1) نشان داده شده است.
[image: آزمون های همبستگی فرمول اسپیرمن]	رابطه (1):
: Nتعداد جفت داده‌ها
:D تفاوت بین رتبه‌های هر جفت از داده‌ها
 
ضریب همبستگی رتبه‌ای کندال (Kendall coefficient)
ضریب همبستگی کندال برای داده‌های رتبه‌ بندی شده زمانی‌که تعداد آزمودنی‌ها از ۱۰ نفر کمتر است، به کار می‌رود. کندال از تعداد توافق‌ها و عدم توافق‌ها در رتبه‌ بندی‌ها برای محاسبه ضریب خود استفاده می‌کند. برای مثال فرض کنید استاد روانشناسی بالینی ۱۰ نفر از دانشجویان خود را براساس دانش روانشناسی و شایستگی آن ها برای شاغل شدن در این رشته رتبه بندی کرده است. برای بررسی رابطه بین دانش روانشناسی و شایستگی می‌توانیم از ضریب همبستگی کندال استفاده کنیم.
ضریب همبستگی رتبه‌ای کندال به tau-a کندال نیز معروف است، متقارن می‌باشد و مقدار آن بین ۱+ و ۱- قرار دارد و مشابه با ضریب همبستگی پیرسون تفسیر می‌شود.
[image: فرمول ضریب همبستگی رتبه‌ای کندال]فرمول محاسبه ضریب همبستگی رتبه‌ای کندال (tau-a)در رابطه (2) نشان داده شده است.
	رابطه (2):
: P تعداد توافق‌ها یعنی تعداد اعداد (مواردی) که رتبه بالاتری برای هر رتبه متغیر دوم به دست آورده‌اند.
: Q تعداد عدم توافق‌ها یعنی تعداد اعداد (مواردی) که رتبه پایین‌تری برای هر رتبه متغیر دوم به دست آورده‌اند.
:N تعداد آزمودنی‌ها (حجم نمونه)
3. نتایج
 در شکل (2) نمودار میانگین و انحراف معیار متغیرها موجود در خاک و بدن مورچه نشان داده شده است. همانگونه که مشاهده می گردد در بین نمونه های خاک و بدن مورچه فلزات سرب و کادمیوم دارای میانگین و انحراف معیار تقریبا برابری هستند و در مقابل اختلاف بین میانگین و انحراف معیار در فلزات مس و کرومیوم به ترتیب بیشترین اختلاف را دارد.
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شکل (2) نمودار میانگین داد ها (شکل سمت راست) و تمودار انحراف معیار داده ها (شکل سمت چپ)

همانگونه که در جدول (1) نشان داد شده است، با توجه به بزرگتر بودن مقدار احتمال یا Asymp Sig از احتمال خطای نوع اول  05/0 α=فرض صفر که معتبر بودن توزیع نرمال برای داده‌ها است، رد نمی‌شود. بنابراین توزیع متعیرها نرمال میباشد.
	جدول (1) آزمون کولموگروف-اسمیرنوف
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جدول (2) جدول همبستگی بین متغیرها در نمونه های مورچه
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جدول (3) جدول همبستگی بین متغیرها در نمونه های خاک
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جدول (4) جدول همبستگی بین متغیرها در نمونه های خاک و مورچه
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پس از آنکه نرمال بودن توزیع متغیرها بررسی گردید، از طریق آزمون های همبستگی مانند اسپیرمن و کندال میزان همبستگی بین متغیرها در خاک و بدن مورچه محاسبه گردید. همانگونه که در جدول شماره (2) نشان داده شده است، درمورچه از بین فلزها فقط بین مس و کرومیوم رابطه همبستگی وجود دارد که آنهم بصورت معکوس میباشد. و با توجه به مقدار سیگما هیچیک از فلزات در مورچه رابطه معناداری با یک دیگر ندارند. مطابق رفتاری که فلزات در بدن مورچه دارند، در خاک نیز رابطه بین فلزات معنادار نبوده و فقط بین مس و کرومیوم همبستگی معکوس موجود میباشد.
حال که رابطه بین فلزات با یکدیگر در بدن مورچه و خاک مورد تحلیل قرار گرفت، رابطه بین هر یک از فلزات در بدن مورچه و خاک بطور همزمان مورد بررسی قرار می گیرد. همانگونه که از جدول شماره (3) مشاهده می گردد، بین فلز کرومیوم در بدن مورچه و خاک همبستگی خیلی جزیی آن هم بصورت معکوس موجود بوده که معنادار نمیباشد. فلز سرب در بدن مورچه و خاک نیز دارای همبستگی مستقیم جزیی است که مانند کرومیوم این ارتباط معنادار نیست. پس از فلز کادیوم با همبستگی مستقیم تقریبا 0.38 همبستگی قابل قبولی در بدن مورچه و خاک دارا نمیباشد ولی در مقابل با توجه به مقدار سیگما (sig<0.05) این ارتباط معنادار می باشد. و در خصوص مس با همبستگی مستقیم 0.95 در آزمون اسپیرمن، بیشترین همبستگی را در بدن مورچه و خاک در بین فلزات دیگر را دارد، ولی این همبستگی از نوع معنادار نمیباشد.
4. بحث و نتیجه گیری
. این مطالعه در راستای امکان سنجی استفاده از مورچه Rhinotermitide جهت سنجش محتوای فلزات سنگین منطقه میمند و نیز ارایه یک روش تدوین شده برای بکارگیری این گونه جانوری در مدیریت محیط زیست طراحی گردیده است که در نوع خود بسیار بی نظیر بوده و تاکنون در ایران انجام نشده است.نا گفته نماند که در این خصوص مطالعاتی بر روی موجودات دیگر انجام شده است. بطور مثال از نماتدها می توان نام برد که از بین ارگانیسمهاي موجود در خاك، نماتدها بعنوان یکی از بهترین شاخصهاي زیستی جهت شناسایی اختلالات موجود در خاك از جمله آلودگی خاك به فلزات سنگین مطرح می باشند. مورچه Rhinotermitide که موریانه های چوب مرطوب نامیده می شوند. در تمام مناطق جغرافیای حیاتی جهان زندگی می کنند. از این خانواده جنس  Reticulitermes  منحصرا در مناطق نیمکره شمالی انتشار دارد. زیستگاه گونه های این جنس به طور کلی در مناطق معتدل واقع شده و دامنه انتشار انها بطرف شمال 1000 کیلومتر بیشتر از سایر جنس موریانه ها می باشد. بررسی زیست جغرافیای گونه های جنس Reticulitermes در کشورهای همسایه ایران نشان داده است که این جنس در کشورهای افغانستان، ترکمنستان و پاکستان و همچنین در شبه جزیره عربستان انتشار ندارد ولی گونه Reticulitermes clypeatus از عراق و R. lucifugus از ترکیه و جمهوری اذربایجان گزارش شده اند. در رابطه با زیست جغرافیای جنس Reticulitermes در ایران تاکنون مطالعه ای انجام نشده است. در این بررسی جمع آوری طبقات مختلف نمونه های Reticulitermes sp. near lucifugus از نقاط مختلف منطقه میمند انجام خواهد گرفت. البته در نمونه برداری ها سعی می گردد تا طبقه سرباز که در تعیین نام علمی اهمیت زیادی دارد، جمع اوری شود.  شرط اصلی برای مناسب دانستن یک بیومارکر در پایش‎های زیست‎محیطی یک منطقه، داشتن ارتباط همبستگی خطی معنی‌دار مستقیم بین غلظت فلزات و بیومارکر در بدن موجود است. با توجه به جداول شماره 2،3و4 نتایج مطالعه حاضر نشان می‎دهد که بین فلز مس موجود در خاک و مورچه همبستگی قابل قبولی وجود دارد. لذا مورچه ها می توانند در طرح های نظارت معمول برای پایش آلودگی فلزات سنگین استفاده شوند
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