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  )٢٠١٣  شباط٢٨ ؛ القبول٢٠١١ كانون الثاني ٣٠ الإستلام(
    

  الخلاصة
  

 Hyalomma anatolicum anatolicumاناث القراد المحتقنة   كل من نوعيبشرةلمختلفة لفي ھذه الدراسة تم عزل الحزم البروتينية ا
، ٦٧، ٦٨، ١٨٢(وضحت الدراسة وجود ست حزم بروتينية باوزان جزيئية أ .لترحيل الكھربائياباستخدام تقنية  Boophilus microplusو

٥٦، ٥٧، ٦٦ KDa(بالنسبة للقراد  H. anatolicum anatolicum ن تنفصل أي حزمة من حزم البروتينات للنوعفي حي  
B. microplusية للنوعين بشرةكانت عملية تحديد البروتينات ال . لانھا سريعة الذوبان في محلول الترحيل الكھربائيH. anatolicum 

anatolicum و B. microplus نتج انه يمكن اعتماد الحزم لذا فبالإمكان ان نست .مل على التوالي/  ملغم ١,٣ ،مل/ ملغم ٤,٧ اعلاه ھي
  .حد معايير التصنيف في القرادأ كبشرةالبروتينية لل

 
Protein bands of the cuticle of Hyalomma anatolicum anatolicum and Boophilus 

microplus using electrophoresis technique 
 

L.Y. Khalil 
 

Department of Microbiology, College of Veterinary Medicine, University of Mosul, Mosul, Iraq 
 
Abstract  
 

In this study by using SDS-PAGE electrophoresis different bands of cuticular proteins of engorged female ticks, 
Hyalomma anatolicum anatolicum and Boophilus microplus, was clarified six different bands of proteins with molecular 
weights (182, 68, 67, 66, 57, 56 KDa) of H.anatolicum anatolicum while any band of proteins in Boophilus microplus was not 
separated because it dissolved quickly in electrophoresis solution. The cuticular protein determinants of H.anatolicum 
anatolicum and B. microplus were 4.7 mg/ml, 1.3 mg/ml, respectively. It may be concluded that protein bands of cuticle could 
be used as one of taxonomic parameters of ticks. 
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  المقدمة
  

من الاھتمام الذي تم تكريسه من قبل العلماء في ھناك القليل 
 بشرةحقل دراسة بايولوجية القراد فما يتعلق بوظيفة وتركيب 

 بنظر الاعتبار وبمستوى عالي تأخذ تقارير أية اذ لاتوجد ،الجسم
 الخارجي لجسم القراد وعلاقته بشرةمن الاھمية تشكيل ال
  ).١(ة المباشرة بعملية التغذي

احد اھم العناصر الكارھة   في اجسام القراد بانهبشرةويتميز ال
كايتين والذي لمن ا% ٩,٩ ويحوي على hydrophobicللماء 

وممكن  polysaccharide fibers الياف من سكر متعدديتالف من 

 ان Polymerبوليمروالذي ھو عبارة عن لھذا السكر المتعدد 
   .)٢(الارجل   لمفصلياتيتواجد في كل الاغلفة الخارجية

ان معظم مفصليات الارجل بما فيھا القراد تقوم بتخزين الماء 
والمحافظة على مستويات الماء داخل اجسامھا بوساطة الخاصية 

 للسوائل بفضل بشرةال التي تتمتع بھا ھذه الكائنات من نضوحية
 waxy مساماته الموجودة على السطح وتحديدا في طبقة الشمع

layer الى أي بشرةفقد ھذه الميزة او الخاصية عند تعرض الوت 
  ).٣(خارجي  ذىأ

 الاشارة الى ان تقنية الترحيل الكھربائي باستخدام روتجد
 تعد احد اھم التقنيات التحليلية الناجحة gel electrophoresis لھلاما

لذا كان الھدف  ).٤(لغرض عزل وتميز انواع البروتينات 
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يام بھذه الدراسة ھو التعرف على بعض الاساسي المرجو من الق
 H.anatolicumالقراد الصلب المعايير التصنيفية بين نوعي اناث 

anatolicum و B.microplus  عن طريق تحديد المحتقنة بالدم
 كلا النوعين بتقنية بشرةالاوزان الجزيئية للحزم البروتينية لل

  .الترحيل الكھربائي
  

  المواد وطرائق العمل
  

  القراد
 و H.anatolicum anatolicumتم تغذية حوريات القراد 

B.microplus نب ثم نقلت الى الحاضنة في درجة اعلى الار
 ،الانسلاخ والتطورلغرض % ٨٥مْ ورطوبة نسبية ١٨حرارة 

وبعد انتھاء عملية التطور الى اناث القراد البالغ غذيت على 
ھذه ئت وھيالارانب لحين الوصول الى درجة الاحتقان بالدم 

  .)٥ (بشرةالاناث لغرض التشريح ونزع ال
  
  بشرةال

ت اناث القراد البالغ المحتقنة بالدم عن طريق عمل شق حََّرشُ
دائري على طول محيط الجسم باستخدام مشراط نظيف ومعقم 

 Stereoscopic dissectionالتشريحي المجسم المجھر وتحت 
microscopeء الداخلية  وتم تفريغ كل المحتويات من الاعضا

 غسل بعد ذلك ، الظھري والبطنيبشرةللحصول على طبقتي ال
 باستخدام سَِونُة ثم جر بالماء المقطر وبعناية كبيع المنزوبشرةال

  .)٦,٥ (Toflen homogenizer جھاز المجانسة الكھربائي
  

  بشرةتحديد بروتينات ال
 Foilin-lowry لوري المحورة –باستخدام تقنية فولن 

technique) وكما يلي)٧ :  
  

 Sodium dodecyl: ھلامتقنية الترحيل الكھربائي باستخدام ال
sulphate-polyacrylamide gel-electrophoresis (SDS-

PAGE)  
ن  دقائق مع حجم متساوي م٥ لفترة بشرةعينات التم غلي 

 Tris-HCl) .المحلول الدارئ الخاص بتقنيه بالترحيل الكھربائي
buffer pH 6.8 containing 5% SDS. 30 mμ EDTA, 25% 

glycerol and 2.5% mercabtoethanol).  عملية الترحيل تجرى
بتركيز ) ٤(الدارئ وعدد من محاليل الھلام الكھربائي باستخدام 

 bisacrylamide)  مؤلف من)%٤,٥ bisacrylamide CT( كلي
(c), 2.6%,0.1 SDS, 0.125μ Tris-HCl; pH6.8)  سم ١٩وبمسافة 

-T,7C0; C.2.6%;0.1% SDS, 0.375m Tris) الفصلم ھلامن 
HCl, pH8.8)) ٨.(  

  
  ستخدام تقنية الترحيل الكھربائيتعيين الحزم البروتينية با

 بتركيز Comassie blueتظھر حزم البروتين باستخدام صبغة 
 البروتينات القياسي مثل  محلول اذ يستخدم مزيج من،%٠,١

 glucose( البقر والالفا امايليز الكلوكوز اوكسيديز والبومين مصل
oxidase, Bovine serum albumin and α-amylase( )٩(.  

  
  النتائج

  
  يةبشرةتقنية الترحيل الكھربائي لفصل البروتينات ال

بينت ھذه الدراسة وجود ست حزم بروتينية في مستخلص 
 والذي بدا بلون احمر غامق وذائب بالماء لاناث قراد بشرةال

) a,b,c,d,e,f( المحتقنات بالدم H.anatolicum anatolicumالنوع 
والي على الت) KDa 56,57,66,67,68,182(والتي اوزانھا الجزيئية 

  . ١وكما ھي موضحة بالشكل 
  

  
  

 للقراد من نوع بشرةحزم البروتينية في مستخلص الال: ١ الشكل
H.anatolicum anatolicumلھلامسطة صفائح ا مفصولة بوا 

 الارقام على جھة اليسار تمثل الاوزان ،%٧الاكريلمايدي 
  .الجزيئية بالكيلودالتون

 
 بشرةفي حين كان من الصعب عزل بروتينات مستخلص ال

   .بواسطة ھذه التقنيةالمحتقنة بالدم  B.microplusلاناث قراد 

182(a) 

68(b) 

67(c) 
66(d) 

57(e) 

56(f) 

  بداية خط الفصل للحزم البروتينية
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 لوري - البروتين باستخدام طريقة فولنتركيز كما تم تحديد 
 ١,٣مل و / ملغم٤,٧ لكلا النوعين بشرةلمحورة في مستخلص الا

على  B.microplus و H.anatolicum anatolicumمل في /ملغم
  .التوالي بواسطة جھاز الطرد المركزي المبرد

  
  المناقشة

  
اشارت نتائج ھذه الدراسة الى وجود ست حزم بروتينية في 

 H.anatolicum anatolicum للقراد الاناضولي بشرةمستخلص ال
في حين لم )  كيلودالتون56,57,66,67,68,128(وباوزان جزيئية 

 microplus B.يكن بالامكان فصل ھذه البروتينات في النوع
 الكھربائي ذوبانھا في المحاليل المستخدمة في تقنية الترحيلل

لمكون الرئيسي لبروتينات وربما كان السبب في ذلك ھو ان ا
دات بنائية وحعن عبارة  B. microplus  في النوعبشرةطبقة ال

جدا صغيرة مؤلفة من احماض امينية ذات اوزان جزيئية واطئة 
  ).٢(سريعة الذوبان في المحاليل الدارئة 

 التابعة بشرة الاتلعملية فصل البروتينات في مستخلصان 
لانواع مختلفة من القراد فائدة كبيرة في تصنيف ھذه الانواع مثل 

 ،Ixodes ricinus والنوع Rhipicephalus appendiclatusالنوع 
  ).١٠( كيلودالتون على التوالي ٢٠ و ٢٥

كما ان عدم ظھور أي اوزان جزيئية لبروتينات المستخلص 
يعزى الى ذوبان ھذه  B.microplusي التابع للنوع بشرةال

 اذ ،البروتينات في المحاليل الدارئة كما تمت الاشارة اليه سابقا
 ecdysone proteinsغلب مؤلفة من بروتينات تسمى تكون على الا

 والذي يزداد hydroxyecdysone-20ومنھا البروتين الاساسي 
 القديمة عن بشرةتكونه بصفة طردية مع عملية انفصال طبقة ال

واضافة  Polysisبعملية تسمى عملية انسلاخ القراد الجديدة خلال 
  ).١١( الجديد بشرةبروتينات جديدة لل

 يميل الى بشرةمستخلص الي ھذه الدراسة ايضا ان لون تبين ف
مشابه تماما لما  الغامق وذي طبيعة ذائبة في الماء وھو الاحمر
ية للنوع بشرةمن ان المستخلصات الفي دراسته ) ١٢(وصفه 

Ixodes holocyclus باوزان  وتحديدا الاناث المحتقنة بالدم و
  جزيئية 

  .ق وذائبة في الماء كيلودالتون كانت بلون احمر غام٦
 ٩ ساعات الى ٦تنخفض اوزان اجسام القراد في الفترة من 

زداد في المراحل المبكرة يالھبوط في اوزان الجسم ھذه وان ايام 
من انتاج البيض في اناث القراد لتصل الى ذروتھا في اليوم 

 وباستخدام تقنيات ،)١٣(الرابع بعد سقوطھا من على المضيف 
 lecular احادية الجزيئة ةالمسحات السطحي ةمختلفة مثل تقني

surface films والمجھر المجسم بالاشعة فوق الحمراء infra-red 
spectroscopy.  

  النوعبشرةتم الاستنتاج بان الطبقة الشمعية في فقد 
B.microplus  مؤلفة بشكل اساسي من الاستر لسلسلة طويلة من

 على المكونات الدقيقة الاحماض والكحول الا انه لم يتم التعرف
  .الاخرى المكون لھذه الطبقة

وقد ظھرت فوارق واضحة بين نتائج ھذه الدراسة فيما يتعلق 
لقراد النوع ) ١٤(ونتائج دراسة  B.microplusبالقراد من نوع 

I.ricinus غير ذؤوبة بشرةوالذي يحوي على جزيئات من ال 
يدية صغيرة تتحول الى ذائبة فقط عندما تتفكك الى سلاسل بت

  ).١٥ (acetyled polysaccharideوسكريات متعددة استيلية 
نستنتج من ھذه الدراسة بان كل نوع من انواع القراد الصلب 

 فائدة كبيرة في خاصة به تكون ذاتية بشرةله بروتينات 
  .الدراسات التصنيفية المعتمدة على تحليل بروتينات الجسم
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