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l INTRODUCTION

En Nouvelle-Calédonie trois espèces de tiques ont jusqu'à présent
été signalées sur les mammifères domestiques: Rhipicephalus sanguineus

(Latreille, 1806),Haemaphysalis longicornis Neumann, 1901 et Boophilus
microplus (Canestrini, 1882).

La tique du chien R. sangulneus et H. longicornis, espèce à trois

hôtes, n'ont pas d'incidence économique notable. Par contre la tique du
bétail B. microplus entrave de façon très importante le développement de

l'élevage bien que les agents pathogènes généralement transmis par les

Ixodidae (Babesia spp.,Theileria spp. et Anaplasma sp.) ne semblent pas

présents en No~velle-Calédonie.

Depuis son introduction accidentelle vers 1942 (Verges,1944) les

sommes investies dans la lutte contre cet ectoparasite n'ont cessé

d'augmenter. La seule part consacrée aux produits acaricides a quintuplé

au cours des dix dernières années.

Les recherches actuelles de nouvelles molécules actives sur

acariens hématophages sont le prolongement logique des études menées ces

dernières décades par l 'ORSTOM sur B. microplus.

Les premiers travaux sur les acariens ont porté sur la systéma
tique de ce groupe ainsi que sur l'inventaire des espèces (Rageau ,1958,

1967, Rageau &Vervent, 1959); les recherches se sont ensuite orientées
vers la dynamique des populations de la tique du bétail (Daynes & Gutierrez,

1980) ainsi que vers les problèmes liés à l'utilisation des insecticides
(Cochereau ,1971 a et b, Brun,1984 et Brun & Colas, 1986).

Enfin, ces dernières années, les aléas rencontrés en diverses
zones d'élevage par la lutte chimique ont incité l'ORSTOM à mettre en place

vne opération de recherches sur l'étude de la résistance de B. microplus
à divers acaricides (Daynes et al., 1980 ; Brun, 1982 ; Brun et al., 1983

Brun, 1986).

. .. f ...
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Ces phénomènes de résistance sont une composante devenue classique

de la lutte contre les Arthropodes. Depuis le premier cas de résistance au

DDT signalé en 1946 sur mouche domestique, plus de 432 espèces ont développé

des souches résistantes à un ou plusieurs insecticides. Il s'est alors

établi une situation de compétition entre l'industrie chimique des insec

ticides et la sélection par les Arthropodes de souches aptes à survivre

à des doses et à des produits jusqu'alors mortels. Ces dernières décades,

cette compétition a tourné au désavantage de l'industrie chimique (Day et

Georghiou, 1982).

Les principales raisons de cette situation sont les suivantes

- Les critères de sélection des nouvelles molécules sont devenus plus

restrictifs (recherche d'une plus grande spécificité d'action, préserva

tion de la faune non-cibleainsi Q-Jedecelle des auxiliaires, biodégrada

ti on rapi de des produits toxiques ... ).

Le nombre de produits à tester et la complexitédes molécules à synthétiser

pour sélectionner un nouveau composé commercialisable, n'ont cessé

d'augmenter.

- La durée de vie des nouvelles molécules, qui correspond à la période

d'amortissement des recherches qui ont permis de les synthétiser, à ten

dance à diminuer du fait des phénomènes de résistances croisées.

Comme dans tous les pays où la protection des races bovines

améliorées nécessite d~s traitements fréquents et répétés, il y a eu en

Nouvelle-Calédonie sélection de souches de tiques résistantes aux produits

successivement utilisés. Cependant les mécanismes qu'utilisent les insectes

et acari ens pour déjouer l' acti on noci ve des i nsecti ci des sont limités.

C'est donc dans l'optique de trouver de nouvelles molécules fai

sant appel à d'autres modes d'action que le laboratoire d'entomologie colla

bore aux recherches sur les substances marines du laboratoire des Substances

Naturelles du Centre ORSTOM de Nouméa. Ces recherches se poursuivent actuel

lement dans le cadre du programme commun ORSTOM/CNRS "Substances Marines

d'Intérêt Biologique" (S.M.LB.).
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II MATERIEL ET METHODES

Les extraits d'organismes marins de Nouvelle-Calédonie subissent

simultanément une série de tests qui visent à déterminer leur spectre

d'activité biologique dans divers domaines:

- Antifongique, testé sur Fusarium oxysporum,Pennicilium italicum,

Phytophthora parasitica.

- Antibactérien,testé sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa.

- Toxicité sur les crustacés (Artemia salina) et sur les poissons ("guppies").

- Cytotoxicité sur cellules Kb pour recherche d'activité antitumorale.

Insecticide,testé sur Aedes aegypti, A. polynesiensis et Culex quinque

fasciatus à Papeete.

- Acaricide, sur Boophilus microplus.

Les recherches destinées à déterminer cette dernière activité font

l'objet du présent rapport.

II 1 Récolte des organismes

Les récoltes sont effectuées de façon régulière tout au long de

l'année, à raison de 5 à 8 jours de prospection par mois. Ces prospections

sont menées soit par plongée autonome dans le lagon Néo-Calédonien à partir

de la vedette océanographique "Dawa" à des profondeurs allant jusqu'à 60m,

soit par dragage ou chalutage à des profondeurs de 200 à 60Om, grâce au

navire océanographique "Vauban".

. .. /'"
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Au cours des derniers mois, trois missions par dragage et chalu

tage ont eu lieu, d'une part entre les Loyauté et la Grande Terre,
)(

(Septembre 1985 - N.O. Charcot), d'autre part entre les Belep et le Nord

de la Grande Terre (Septembre 1985 - ~.O. Vauban), enfin dans la zone

Sud-Est de la Grande Terre (Février 1986-N.0. Vauban).

Les quantités d'organismes frais recherchées pour une espèce

donnée sont de l'ordre du kilo lors des plongées autonomes et de 5 à 15kg

lors des dragages et chalutages. Une fois remontés à bord, les organismes

sont triés et immédiatement congelés afin d'éviter toute altération des

produits instables.

II 2 Conservation - Extraction - Préparation des supports

Conservation

Au laboratoire, les organismes récoltés sont broyés puis lyophili

sés afi n d'être stockés avant l' extracti on des di fférentes fracti ons. Cette

extraction a généralement lieu au plus dans les deux à trois semaines suivant

la récolte. Elle porte, selon les invertébrés, sur des poids de 100 à 250g.

d'organismes lyophilisés obtenus à partir d'un kilo en poids frais.

Extracti on :

Le schéma simplifié ci-après montre les différents extraits obtenus

- Extrait A, obtenu par extraction aqueuse à froid (4°C) et à l'obscurité,

après filtration et centrifugation. Cet extrait provient du

tiers du poids total traité et comprend les produits très polaires, tels

les protéïnes, peptides, sels ... (voir Annexe A).

-Extraits B et C : les deux tiers du lyophi1isat sont tout d'abord traités

par agitation à température ambiante, successivement dans l'alcool à

80% et 96~~. Après évaporation de l'alcool, la phase aqueuse est reprise

avec du chlorure de méthylène.

. "/" .
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RECOLTE ET EXTRACTION

Récolte (lkg en poids frais)

Broyage et lyopnilisation

Poudre lyophilisée

/
+ EtOH 80% puis 95%

Extrait alcoolique

Partition

HZO - CH2C1 Z

/
Reprise par
EtOH absolu

Extrait aqueux

(A)

Extrait EtOH/H20

(8)
Ex trait EtOH ICH2CL2

(C)

Les deux phases sont ensuite séparées pour donner:

. l'extrait B (phase aqueuse). Cette fraction, après lyophilisation
est reprise par l'alcool absolu qui permet de séparer les sels minéraux

des produits à polarité moyenne tels les acides aminés, alcools et phénols,

les sucres ainsi que des aminès primaires et secondaires .

. . .f ...
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. l'extrait C (phase chlorométhylénique) regroupe tous les produits

très peu polaires tels les terpènes, stérols, acides gras ...

(voir Annexe B).

Préparation des supports

Des papiers filtres (Whatman n° 1) rectangulaires de 25cm2 sont

utilisés pour les tests. Sur chaque papier sont notées:la référence de l'échan
tillon, la fraction de l'extrait ainsi que la concentration en produits.

Les extraits bruts sont généralement testés à 5 et 25mg par

feuille (soit 0,2 et 1 mg/cm2).

L'imprégnation des papiers nécessite 0,5ml de solution répartie

régulièrement sur toute la surface à l'aide d'une micropipette. Après

imprégnation les papiers sont séchés à l'étuve (37°C) sur les pointes de

planchettes cloutées.

Quand les résultats sont positifs (mortalité constante et supé

rieure à 60% sur au moins deux expériences) un fractionnement chimique est

effectué, l'activité acaricide étant contrôlée à chaque étape du processus

de purification.

Par souci d'économie des fractions actives, les derniers tests

sont effectués sur des papiers au 1/4 des surfaces utilisées lors des tests

sur les organismes eux-mêmes (soit environ 6 cm2).

La conservation des papiers se fait par stockage entre des

feuilles d'aluminium, à température ambiante; les tests acaricides ont

généralement lieu 24 à 48h après préparation des papiers.

II 3 Matériel biologique et test acaricide

Matériel biologique :

Les femelles de tiques gorgées sont récoltées régulièrement sur

des bovins, à partir de l'abattoir central de Bourail. A leur récolte les
tiques sont placées dans des boites isothermes afin d'être ramenées sans
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dommage au laboratoire, la chaleur et la dessication pouvant provoquer

une mortalité importante.

Au laboratoire les femelles sont collées individuellement sous
le couvercle de boites plastiques, à l'aide d'un ruban adhésif double face.

Ce procédé permet une ponte normale et facilite la récolte ultérieure des

oeufs pondus. La ponte commence dans les 24 à 72 heures après la récolte
et s'échelonne sur une à deux semaines. Pendant cette période chaque

femelle pond de 2 000 à 3 000 oeufs.

Avant l'éclosion qui a lieu dans les conditions d'élevage

(27°C et 80-90% H.R.) au bout de 28 jours, chaque ponte est transférée au

fond d'un tube plastique ouvert et placé verticalement sur une boîte de
pétri entourée d'une double barrière d'eau additionnée d'un mouillant.

A leur éclosion les larves FI, animées d'un géotropisme négatif montent

vers le bord supérieur des tubes où elles se regroupent en grappes. Un com
~ortement semblable peut être noté dans la nature où les jeunes larves mon

tent au bout des tiges d'herbe pour attendre le passage éventuel d'un hôte.

Tests insecticides:

Les recherches menées par Stone et Haydock (1962) ont montré
que les tests effectués sur les jeunes larves de première génération

donnaient les résultats les plus constants et reproductibles. En effet, les
résultats de la technique d'immersion des femelles gorgées sont soumis à

des variations imprévisibles et cette technique est à réserver en particulier
pour les études qui visent à connaître les actions éventuelles sur la ponte

et l'éclosion des oeufs (Van Puyvelde et al .,1985).

Après des essais préliminaires, nous avons donc adopté la technique
de Stone et Haydock modifiée de façon à pouvoir noter, à partir des extraits
bruts, l'effet acaricide de certains de leurs composés. Cette action a donc

été testée par contacts tarsals, sur des lots de 100 à 150 larves enfermées
dans des pochettes de papier filtre imprégnés des extraits à étudier. Le

temps de contact adopté par la FAO (Anon .• 1971) de 24h a été triplé de façon

à révéler une efficacité faible ou plus lente du fait de la compléxité des
extraits bruts testés. C'est donc après 72h de contact que le décompte de

la mortalité a été fait.

. .. /' ..
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Le critère de mortalité retenu est l'absence de mouvement de

déplacement quand les larves sont touchées avec un pinceau souple. Tous les

tests ont été accompagnés de témoins imprégnés des divers solvants utilisés,

(H20, EtOH - CH2C1 2 ' EtOH - H20). Les tests pour lesquels la mortalité
témoin est supérieure à 10% sont annules et refaits.

III RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats de la présente étude portent sur 165 extraits

obtenus à partir de 57 organismes marins de Nouvelle-Calédonie.

Au total, 3 Alcyonaires, 4 Algues, 9 Ascidies, 3 Bryozoaires,

29 Eponges, 3 Etoiles, 3 Gorgones, 1 Holothurie, 1 Mollusque et 1 Oursin'

ont été testés.

Le tableau 1 présente, pour chaque groupe d'Invertébrés,

les organismes ayant une activité acaricide reproductible; seuls y figurent

les tests qui ont au moins deux résultats homogènes.

Les résultats bruts des tests à 5 et 25mg, dont la mortalité
témoin est inférieure à 10% sont regroupés en Annexe C.

Sur les 57 Invertébrés testés, 12 provoquent à 25mg (lmgfcm2)
une mortalité sur Boophilus microplus de 19 à 100%. Ces organismes se

répartissent comme suit:

- 2 Alcyonaires sur les trois testés sont très actifs (mortalité de

99 et 100%).

2 Ascidies sur 9 analysées ont une activité acaricide de 76 à 94% .

... f ...
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- Tableau 1 -

Activité acaricide sur Boophilus microplus de 10
Groupes d'organismes marins de Nouvelle-Calédonie

1 - 1

1 Nombre d'espèces Code de RESULTATS 1
jORGANISMES ---------j------- l 1 extra it --------- ---------- Observationsj
1 Etudiées jActives actif M/Nb T.)( Mortalité% 1

1-_- __ -------- ---------1-----_- ------------ --------- ---------- ------------
! 1

ALCYONNAIRES 3 1 2 HA 244C 273/276 99 (1)
1 HA 266C 211/212 100 (2)
1

ALGUES 4 0

ASCIDIES 9 2 UA 29C 373/492 76 (3)
1 UA 03C 291/308 94 (4)
1

!BRYOZOAIRES 3 1 BA 04C 231/331 70
1

EPONGES 29 4 R 1366C 225/225 100 (5)
R 1375C 260/263 99 (6)
R 1376A 78/219 36 (7)
R 13llA 140/166 84 (8)

ETOILES 3 1 EA 17A 100/186 54

!GORGONES 3 2 HG 14C 15/79 20
1 HG 161C 2211226 98 (9)
1

!HOLOTHURIES 1 0

t~OLLUSQUES 1 0

OURSINS 1 0

)(M = Nombre de Morts - NbT. = Nombre total testés.

(1), (2), (3), (4) les produits isolés jusqu'à présent ne sont pas insecticides

(5),(6) ces organismes sont en cours d'étude à l'Institut de Chimie des

Substances Naturelles (ICSN - CNRS)
(7), (8) ces extraits sont en cours de dyalyse

(9) les produits purs ont été isolés = 3 produits actifs dont 1 majoritaire
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- 1 Bryozoaire sur 3 étudiés donne une mortalité de 70%.

- 4 Eponges sur 29 présentent des activités respectivement de 36%,

84%, 99% et 100%.

- 1 extrait "saponique" d'Etoile a une efficacité de 54%.

- 2 Gorgones ont une activité respective de 20~ et 99%.

Ces 12 Invertébrés qui ont une activité acaricide marquée

représentent 21~des organi.smes testés.

Parmi eux, les 9 organismes qui ont une activité superleure à 60~

sont en cours d'étude et de purification de leurs différents composés.

Jusqu'à présent une seule étude chimique d'un organisme actif, une Gorgone

(Code HG 161), a abouti à l'isolement et à la purification de produits

acaricides à partir de l'extrait "c" (ithanol-c,hlorure de méthylène).

Cette gorgone a propriétés insecticides appartient au genre

Euplexaura. Elle a été récoltée en Septembre 1984 et soumise au traitement

habituel des organismes marins étudiés.

A l'exception du caractère insecticide marqué et reproductible de

l'extrait C, celui-ci est dépourvu de toute activité antibiotique, antitumo

rale ou de toxicité sur Artemia salina.

Afin de confirmer cette propriété intéressante, l'organisme a été

récolté et traité une deuxième fois (novembre 1985) avant d'entreprendre

l'étude chimique. Les résultats sont les suivants:

,----.------,-,----.-------,-,-------;-------------
! Récolte Poids! Poids Extrait! Rendement Activité insecticide
1 frais! lyoph.! C !ext.C/lyoph.! 1mg/cm2 !1-------- ! ! ! ! !

! !!!! !
! 1 1kg! 443g! 2,2g! 0,7%! 44~~ !
1 2 0,25g! 100g! 0,95g! 0,95%! 38~ !
1 !!!! !
! !!!! !---------'----...:....;.----------------------
(ext. ~extrait lyoph. = lyophilisat)

.. .f ...
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Les deux extraits, identiques en CCMx, sont réunis. Des frac

tionnements successifs sur colonnes et plaques préparatives de si lice

permettent d'isoler Z fractions actives bien distinctes (100% de morts

à 1mg/cmZ).

- Trois produits actifs sont purifiés à partir d'une fraction

peu polaire par CCM préparative (hexane-CHZC1 Z' 4%, puis 10%). Ces produits

sont visibles sans révélation et absorbent très nettement les UV :

! Produit! Po-ids ! Couleur! Activité (0,15mg/cmZ) !_________ ~I I I ~~ --1
... .
!!! !

A ! 54mg! bleu vif ! 100% !
B ! 1mg! jaune! 80% !
C ! 10mg! vert! ZO~~ !

, 1 1 1... .

Le produit A est en cours d'étude structurale.

- L'autre fraction active, plus polaire, montre après une purifi

cation grossière (CCM, CHZC1Z-MeOH 5%) l'existence d'au moins deux produits

minoritaires actifs. Ces composés ne sont visibles ni au UV, ni dans le

visible et sont difficilement révélés par la vanilline sulfurique. Leur

purification est en cours.

L'excellente et constante efficacité du produit majoritaire A

de cette gorgone (100% de mortalité à 0,15 mg/cmZ) montre l'intérêt

qu'il y a de poursuivre les études structurales et de préciser son activité

acaricide.

Les informations complémentaires à rechercher pourraient concerner

- le spectre d'activité de ce produit (activité sur d'autres espèces héma
tophages et sur les acariens phytophages Tetranychus sp.).

- l'incidence du temps de contact tarsal et de la concentration sur la

morta lité.

XCCM Chromatographie sur couche mince.
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- l'étude de la rémanence du produit ainsi que son action éventuelle

sur la ponte et l'éclosion.

Ces différentes données permettraient de preclser l'éventuel

intérêt économique de cette nouvelle_molécule. Bien que deux espèces du

même genre que la gorgone HG161 en cours d'étude (Euplexaura sp.)
figurent dans la littérature, aucune mention n'est faite jusqu'à présent

sur leur activité acaricide.

IV CONCLUS ION

Dans le monde les travaux qui portent sur les organismes marins

sont abondants (Faulkner, 1984), mais la plupart des études s'intéressent

aux seuls aspects biochimique et pharmacologique. Sur environ 2 000
publications, rares sont celles qui concernent l'effet insecticide. Seuls

deux organismes sont mentionnés pour cette activité

- En 1972, Hashimoto et al., isolaient d'une annélide

Lumbriconereis heteropoda, la néreistoxine qui est à l'origine du "Padan",

un thiocarbamate particulièrement actif sur les Coléoptères et les
Lépidoptères.

- Plus récemment une activité insecticide a été signalée sur une
gorgone: Briaerum polyanthes dont les diterpènes (briantheins) ont une

action toxique sur les sauterel les (Grode et al., 1983).

Cependant les recherches qui visent à mettre en évidence l'acti

vité spécifiquement acaricide des organismes marins semblent être l'excep

tion. Pourtant la forte proportion d'Invertébrés qui présentent cette

activité dans les tests que nous avons réalisés montrent l'intérêt qu'il y a
de poursuivre et d'approfondir de telles observations.

. .. ; ...
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Enfin il est à souhaiter que les molécules actives qui pourront

être isolées posséderont de nouveaux modes d'actions permettant de déjouer

les processus biochimiques développés par les souches résistantes d'Insec

tes et d'Acariens.
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ANNEXE A

PREPARATION DE L'EXTRAIT AQUEUX

Pour 1kg en poids frais d'organisme broyé puis lyophilisé.

EXTRAIT AQUEUX

3/10 du poids du lyophilisat

PULVERISER

AJOUTER de 600ml à Il d'H 20

EXTRAIRE par agitation, à l'obscurité
à 4°C pendant Ih30 mn

CENTRIFUGER 30mn à 1500 rpm
en centrifugeuse réfrigérée

LYOPHILISER

(A) EXTRAIT H20

extrait conservé pour les tests.
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ANNEXE B

PREPARATION DE L'EXTRAIT ETHANOUQUE

Pour 1kg en poids frais d'organisme broyé puis lyophilisé.

EXTRAIT ETHANOL/QUE

l,
7/10 du poids du lyophilisat

.-
PULVERISER

EXTRAIRE pér agitation et à température
ambiante par 2L d'éthanol à 80%

EXTRAIRE 2 fois par 2l d'éthanol à 96%

REUNIR

EVAPORER sous vide à 8 ambiante jusqu'à
fin de distillation de l'alcool

EXTRAIT EtOH

COMPLETER à II avec de l'eau distillée

EXTRACTION liquide dans une ampoule à
décanter par CH?C1 2 : volume total 3l
passés en 3 fog

PHASE CH2CL2 PHASE H20

LYOPH l LISER

Residu de sels
mineraux

KEPRENDRE par EtOH absolu

EVAPORER
à sec à poids
constant e~40°C

EVAPORER à sec à
poids constant 8~40°C

(C)

EXTRAIT EtOH-CH2CL2

EXTRAIT EtOH-H20

(B)

extraits conservés pour les tests



ANNEXE C

ACTIVITE DES ORGANISMES TESTES SUR BOOPHILUS MICROPLUS

( 1) Extraits A = aqueux B = EtOH/HZO C = EtOH/CHZC'Z

(Z) M= morts

(3) NbT. = Nombre tota' testé

000/000

- 19 -
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1

1 EXTRAITS
ORGANISMES . A· 1 B , C1_________________ 1__________ ---- ___ 1__________ --------

1 CONCENTRATION 1 M/Nb T. 1 M% M/Nb T. M% 1 M/Nb T. M%
1--------------------1-----------1----- ---------- -------!---------- --------
1 ! 1 !
! ASCIDIES 1 1 !
! 1 1 1

! UA 03 1 ! 1

J
-- 5 000 1 1 1 31/75 41

! 25 000 ! 0/101 ! 0/106 1 136/156 ! 87
! 1 , /

! UA 08 1

1 5 000 1/129 ! 5/145 33/256 13
! 25 000 13/147 1 3/136 7/200
! UA 23 1

1 -- 5 000 47/115
1
1 UA 29
J 5 000 9/79 10/92 51/216 1 24
1 25 000 4/80 8/98 433/1064 ! 41
1 1

1 UA 38 1

1 5 000 4/129 4/69 1/249 1

! 25 000 11/136 6/161 148/274 1 54
!
! UA 79
! --- 5 000 2/56 11/102 12/132
! 25 000 7/78 29/127 13/486
!
1 UA 101
1 5 000 0/59 0/92 0/54
! 25 000 0/105 1/78 1 0/93
!
! UA 119 5 000 4/133 2/145 12/217
! 25 000 2/178 3/149 150/342 44
!
! UA 120
! 5 000 0/78 0/123 0/89
1 25 000 0/121 0/112 0/94
!
! UA 121
! 5 000 0/89 0/111 0/109
1 25 000 0/116 0/89 0/120
1

"'/ ...



.. .f ...
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EXTRAITS
B ! C

------------------!----------
M/Nb T. ! M% ! M/Nb T.

----------!-------!----------
1 1

1

!
!

60/137 44 1 5/122
1

1

10/147 1 0/166
1

1

- 23 -

1

1

1

--------1
M% !

--------!.
!
1

1

1

1

1

1

GORGONES

HGP 14

HGP 41

25 000

5 000
25 000

. 0/78

0/124

0/147

0/192

0/158

0/133

0/120

0/128

0/195

23/172

31/138

1/121

15/79

0/101
0/236

.. '/ ...



EXTRAITS

B ! C
------------------1----------

M/Nb T. ! M% ! M/Nb T.
----------1-------1----_-----. .

1 1

1

1

1

1/114 ! 5/290
3/112 1 359/423

1

1

1

1

!
!
1

1

6/127 1 0/177
1

f

1

J

1

1

1

1

1 ORGANISMES
1

! CONCENTRATION
!--------------------
1

GORGONES

HGP 161
5 000

25 000

HOLOTHURIES

EH 194
5 000

25 000

MOLLUSQUES

ML 30
5 000

25 000

OURSINS

EE 92
25 000

A

M/Nb T. ! M%
-----------1-----

1

!
!
!

1/79 !
5/91 !

!
!
!
1 !
1 1

! 1

! 1

6/144 1 1

93/299 ! 31 1

1 !
1 1

1 1
l ,

1 1

1 1

! 1

58/123 1 47 1

86/237 1 36 1

1 !
! 1

! 1

1

!
1

1

2/91 1
1

1

34/131
93/289

0/96

26
32

26/194
81/233

0/105

- 24 -

1

1

1

--------1
M% !

--------1
!
!

85

35




