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H I S T O R I Q U E  

L e s ~ e s e t l e s c a t a l ~ ~ t d e s ~ r o t é i n e s f e r r i q i r c r s  

qui présentent de gramies analogies spectraLes. Elles mt été gn.q.ées 

SW le -J'- (log.  aut te fois, dws oadrehœme- 

moire, naus' Les envi8agerons siicoessitnement. 

L E S  P E  R O  X Y  D A S  E S  ( E C a 1 . 2 2 . 1 . 7 ~ ~  - - - - - - - - - - - - - - -  

'foakes d'une wOenqme (ghmpmtéine canstikiÉe de 287 mino-acides 

au2~e.b s'ajaute ' de l'acide unmique) et d'un grau~#ment pmsthWqw : 

la - = qui est PW?hyrh f=Que(F*.. 1). 

.. Il paraft difficiîe de cunamir que Zes qui wis t emt  

en abmbme âans les tissus ne sement qu% détruire les traces d'eau 

-. 11 sernble au continclre plus logfque d'aéanettse que œs enymeis 

ant des ff2ncths *ysio1ogm plus e- et en parti- qu'elles 

jarerrt un r61e catalytique dans des &actions Ca'-ygaiati.cn ai d ' - t h  

- et par cons-t, partidpent a des processus -rlrarpfi. 

- Bien que le r61e ües soit etiome mil ocmut l'abon- 

~ ~ ~ ~ ~ ~ l e ~ i p p u y e r c é t t e h y p o t h $ ç e .  



i""  CH^ 

Fig. 1 : Structure de la protohCmatine IX . 



Les perocxydases sont très répandues dans le règne vég6taL. Dee 

études (18 -47) portent sur 43 fanilles et plus de cent espèces, pemettent 

d e o o n c l u r e B l a p a é s e n c e g é n é r a ï e d E ! ~ ~  dansksracinea.Les 

feuiUes vertes ne présentent par contre que de faiblee activités pemxyda- 

siqueS. 

O n a ~ t d 8 a b o r d a a p r 6 i . a t e n e u r e n p e r o e r y d a s e d e s p ~  

naines et des piantes de taille nomale 121.56). Il n'y a pas de différence 

dans les racines (21), mais les feuilles des plantes nairres caitimnent 

pius d'enzymes. fa nature de ces enzymes smb& taite£ois identique, p i i ~  

leur pH optham d'&an est le Itiême. U s  activités enzymtiguss dosées 

dans les différents oaiganes de Ni- Wacm (931, montrent que les 

racines sont plus riches en pem@ms que les tiges qui en renfement 

e3icoaeplusque les nernzres des f e u i b .  La teneur ~~ est 
faible dans les jeunes feuilles et augmnte au ccurs de leur maturité- 

et de Leur semsmme (93.198) . 
Dansunoryaneauuntissuâétemin6, larépartiticmàespercpcy- 

dases n'est pas hamg-. Dans les racines de Lens (35.87 1 , l'extrémité 
est très riche, le rrséristhe au contraire très pwrvre, cette panmete 

s 'atténue quand on s 'éloigne du méristeme. Dans la moelle âe la tige de 

Tabac (641, l'activité pemqdasique est mie pr&s Chi bourgean terminal, 

elle augmnte jusqu'au 6e noeud et diminue ensuite. fies études histoc3iimi- 

- ques (14.55.1101 o n t r é v é l é d ' a u t x e p a r t q u e l . a ~ p e . u t ê t r ; e  

tée avant la division oellulaim et qu'elle est inhibêe avec l'arrêt de 

ümmîèrra. A l ' w e  de La œlluls, plusieurs fait. sont a 
nater.. Dans la regioai &istgnatique, la réaction pamqdaakp la p h  

~ s e ~ d a n s  l'hy@eme; lescellules@-montrmt 



une faible réaction qui est polarisée vers la partie externe de la cellule* 

Au niveau de l'éooroe par contre, les percPsrdases sont plus 

dans les méats. 

La localisation intracellulaire àes percPcydases a été entreprise 

+éamnent (62.75.89.106). Par les diff&renoes qhrale;  &temes, certains 
# 

auteurs ont cru mett;re en évidenœ les percorydases dans les mi-id 

V e g ~ ~ ,  qui auraient donc été très différentes des mitnchodries rmimaler 

en Sait, il s'agissait de ~ t a m h a t i a n s  mmbranaires (89) . Le prcbïène 

de la localisation des pmxydases dans le r6ticulian a h m i q u e ,  dans 

les lys osa ne^ au dans les mi;;rabodies, reste entier. T O M  et W. (19681 

' ;:aga ont isolé les microbodies de feuille d'Epinard et montri3 que ces colpS; 

sanrent éppli3s per- à cause de leur cclntenu enzymatiqrae, ne contierr 

nent pas de perao;ydases. Ces enzymes existent néamoins au nimm taes 

r b m e s  v6géImx (62). 

Au cars du vieillissement cellulaire, les parois s'épais@ssent 

et parfois s ' ~ ~ t  de lignim. F'rewkdxxy (1959), pense que Q 
, L ,  

foxmation de lignine est inchrite par une r&ction de type pemx&&h&-;'' 

la percosiàase fonctimt came une Ugnine-polynérase (67.83.84.95.96.101), 

De Jaaicy (1967) , constata que dans les cellules Costicales, la rdbction 

des pemqnhxs peut être d6tectik a la surface de la paroi et non 3 

l'intérieur des coudies de œlluloBe. Tautefois, les études histochimiques 

n'ont pas r&élé de relatian &mite entre les percorydases et la lignifica- 

ticm. 



III LA RSPIRATICN 

La large distributim des peroxyàases dans les plantes, Laisse 

.penser qu'elles joueraient un r61e dans la respiration. Mais, peu d' argu- 

nients viennent étayer cette hypuü~èse. Il est e x p & ~ t a k m n t  difficile 

de savoir quelle fraction du sys- enzymatique respiratoire peut inteme 

nir. min (1963), mtre que la -- agit carnie une cocydase vraie 

vis-a-vis du phbmylucinol (tr-ne) I s'il ajcute de l'eau c a p  

génée, la fonction uxydante dimime. Cette d é a m e r t e  de la fcmticn &hhm 

gluciml de la pmydase &-ait le rûle de cette enzyme dans ïes 

Wmzqes gazeux respiratoires. Eh effet, Min note que le systPme 

@.amglucino1 est capable de réaliser l1u&htim des di-idines 

nucl&tides reduits. 

Pemorydase seule + DPNH 

II 

------ pas d'oqdatim 
I 

+ DPNH + PhloLoglucinol-----+ *tim -* 

C e t t e  &semation praaverait que les poioœssus cqdants réalisés 

par lapimybsepewent êtreconsidérés camu3unmaillande lacha!îne 

respira.t;uire. Taitefois , le lieu et le mécanismt de sa partici- dans 

les chafnes respiratoires restent cbscure. 

IV K4RmrI~ DES PEIMPnTaAÇES AU toms WDExEmPPmEm 

Au axrs & la g d t i m ,  l'activité pemqüasîque varie amsi- 

dérablanent (2.34.53.71.73). Les résultats &tenus par Hari et Iuakmx* (195. 

(Fige 2) ,, mtrent que 18Wvité peroqdasique des balrgeom et des Coty- 

lédaPis augfnente graduell.m?nt après abmptian d'eau. Dans le bargeai, 

elle atteint sm maxinum après 5 i-s et dans le -1- mlplés 6 jours, 



ensuite, e l le  diminue rapidement p a r  atteindre un minimun 3 7 jours. L'Q~&~-  

vit6 àans les racines augrmate perdant 3 jours puis dimintxe. Pu 4Zm2 jour, elle 

augmente a nouveau vers une valeur constante qui est toujours p u a  faible que 

le maximun atteint après 3 jours. 

Temps en j ours  

Fig.2 : Activité pemxydasique de la  racine (-1 
du bowgecxi (---. ) et  du cotylédon (--------. ) 

(d'après Hori e t  Nakamura) . 

Après c e t e  première étape, peu d'auteurs se  sont intéressés aux varia- 

tions des activités per~xyd~iqimes au cmrs de l a  vie de la  plante, e t  nous ne 

possédons que peu de renseignements sur les pemxydases, soit  pend6trit le 

développmnt des fruits (31, soi t  au cours de la senescame des feuilles (7.81. 

82.116) . 



V E1ANç LES TISSUÇ CüLTIVES "IN WCRû" 

IRS activités peroxydasiques des tissus sains et tumraux ont ét 

- Lance (1963), s'est intéressé aux tissus de g c c a m  et F 

que l'activité niaximaie des pemq&ses mmspad a la phase de croissanu 
.y 

acti.. L'activité enzymatique évoluerait selon les différentes phases Q 
/ . .  k 

de croissance, sau£ pour les tissus anergi6s dont la kmur en pemocydase 

ne varie giaère. 

. ra- des fraqmts de melie de Tabac est invwxamt prqmtbmel 

57.78.98) , ant s a U c p a é  les relations qui existent entre Les 

et &s auxfnes-oqdmes. Siegel. et Galston (1967), en dissociant la molé- 

cule de per- en et graipinnt psthmw ferr-, 

nmeMt sue l'h6mpmt6ine bit être intacte pour c#yder le gaIaco1 
\ 

mais qua 1'- saile peut catalyser l'mtion de 1'A.I.A. 

Ia pam@ase posskklerait donc une fonction auxina-&q&&qw dans la 

de la sadure q y b l e  dlaq&r le gaïacol. 
b 8 

'-'3 f& 



- L'aimine ne modifie que faiblpment l'activitf pmxyüasique (611, 

mais agit sur la foxmation d'içoenzynuas (30.63.80). 

- L'inhibition de 11810ngation radiculaire pmvcxpée par la kinétin 

serait en relation avec l'augmmtation de l'activité peraxydaçicp (36.37). 

Dans les feuilles excisées, la kin6tine peut retarder la 

Carnie la Mtine aupinte l'activité percotydasique, le maintien pourrait 

s'expliquer par une action intlli-ecte, ai efM, la pexq&w est capable 

d'hydmcyler la p l i n e  (118) en -1ine qui jouerait un r8le dans 

la synthèse protéinigue (82) . Mais, les qWcinines inhibent la qmthbe 

despercixydaseetimrertasedans lesentremeudsde lacanne3 sum? (41). 

- Bon e r e  de travaux sugaèrent que l'acide gilhrellique sti- 

mule 1'8lmgatim en reprimnt l'activité pexqbsique (17.43.50). 

D'ailleurs, les anti-gibberellines (Am-1618. P h ~ a n .  M o q h a c t h e ,  C.C.C.) 

stimlent l'activité -igue (11.33.48.49.59.60). Si l'anbganisme 

de ces deux groupes de substances donne des résultats variables sur les 

racines, il est par contre txas net pmr ïes mganes aériens. 

D a m  les grabes avant gemination (94.103) OU daRS les tig. 

et les feuilles des plantes (15 .U 76.77.91. l*) , les traitments 

réfrigérants pmmquent une awg~~~tation de l'activité pemqdasique 

ai font apparaitre de rmmeaux isoenzymes. 



Depuis lmgtaps, a sait que les agents paümghes ( ~ ~ ,  

virus et au+xes miumrganisnes) augmentent l'activité oxydasique des 

aflLules. De m d x e w  travaux (27.69.79.102.116) , laissent supposer que la 
pcmybse jaerait un rôle dans la résis- aux agents pa-. 

ie rôle physiologique des percqüases dans la plante n'est pas 

résolu, mais 1'-tatiorl de 1' activitt5 peraxydaaipe dans les plantes 

naines (56) et dans les tissus 3 croissance ïente, suggZ%e que la p=XY-= 

dase peut &e un facteur d'inhibition de csoissance des plantes. La pexcs~ 

dase "in vitro" catalyse 1 'mydation de 1 'auxine (29) , la fomiaticn de 
lignine a partir de 1 'alcool m e r  ~ i c p  ai de l'eug-1 (97), lg*tic 

de TEWH, DPNH (1) et de nmheux autres mps& (13). Les porraSidases 

peuvent ralentir la croissance : 

- 1') En agissant sur 1'awh-s 

- 2') En fworfçant la fon~tian d'une paroi ticpifiée rigide. . - 
L' 

L E S  C A T A L  A S E S  IEC. 1.11.1.61 - - - - - - - - - - -  - - _  
=-s d- l'eau ~~ et l'utilisent à 

la fois oamie substrat et donneur d'élcctrais. Taites les catalases isolées 

contiennent 4 molécules dgh6mtine par potSine (poids moléculaire 240.0, 

Le grorq.nent ~rost;h€i.tilqUe est la FzwAehatine lx. 



La répartition des catalases est t&s gMrale àans le 

mde vivant (68) . Toutefois, les tissus animaux ont g ~ ~ t  une 

activité plus ztcclee que les tissus v€ig&mx. 

TXS jeunes feuilles sont plus riches que les feuilles 

&ées (100). D'ailleurs, la &partition n'est pas unif-, p u i w 3  ilans 

ies feuilles de Pin (26), il y en a plus dans la wcai apicale. 

La localisaticm intracellulaire a égalanent été étudiée, 

les mitodmndries de feuilles de Tabac en renferment en grande quantité 

alors que les chlaroplasbs purifi& mt une activiti5 cataîasique faible 

(54). Elle. r a' 6 s  récemnent l&& dans les cristallo- des m i c m  

bodies des vegetales(a ors que dans les mi-es ani3Ilaw1, la P 
catalase se trouve dans la mtrix (115). 

On admet gh6ralment que les catalaseç prot-Egent l'cxganisrr 

mtre les effets nefastes de l'%O2. 

Ie pemqkk d'hydrogène i d  dans les tissus peut être 

dcse par le pymgallol qui, en pr6sence dr Fercgldase, sera oxy& en 

ptrpnogalline. Celle-ci thbriqmwmt ne se fomera pas si cm ajoute 

de gramies quantités de cataïase panrant detruire rapinaipnt l'eau cP<yghié 

tissulaire. ûn ne trqwe pas ce résultat men0 quand les racines sont 

prétraiitees par 1 mg/hil de catalase. Bjorn (1967) Qne trois explications 

possibles : 



- la catalase ne peut pas pénétrer dans le site réactioauiel. 

- la -talase ne peut pas entrer efficaœmnt en cmpétition aw 

la -. 
- l a  catalase uti l ise  l'%OZ pour la pemxyüaticn àu -101 

sans libération d'OZ. 

D'autre part, an sait que le Y a  est un inhibiteur de l'activj 

aitalasique et en sa pr&enac, ~i ne constate pas d' amnilitiai d'%OZ 

dans les tissus (10). 

Toutefois, cet argment est discutable car S i ~ q e l  e t  Galstxm lC 
1 

- Y  .Lai n i 

cnt mnt& que le CCP pexmttait l'accunuiation c?e dans la plante et 

GoMacm (1953) avait Qnis l'hypoth5se que le DB serait un inhibiteur 

spécifique de la catalase, alors que le WCN enpl@ par Bjorn -ait 

ne pas en être un. 

III VARIATIONÇ DES CPITAL4SES NU CWUIRS DU D~~ 

Au axtrs de la germination, l 'activit6 catalasigue augmn- '$ 
rapidarent, passe par un maxinam puis diminue (2.34.53) . Pendant le 

dévelappement (90) , l 'activit6 subit des variations. Lies augnzntatiais 

carrespcMernt gén6ral 3 un &ut d'activité physiologique : cm a 

considérQ les catalases canne des indicateurs,des nudificaticns cytmlogi. 

ques qui se produisent au cours de l a  croissance des racines (74). 

Gran@cl (1951), ayant praporjé un schéma de la synthèse hhrie et dom- 

Bylle,  les auteurs ont généralemnt essayg de trawer une relation 

c M o m p h y l l e c a W ,  les rÉsultats sont toutefois amtradictoires 

(4.16). 
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IV CAT2U&Sd~s IES T m  CüLTIVES "IN VlTlW 

- 

Dans les tissus cultivés "j.n vitro", U t o n  (1951) a trouv6 

4 a 5 fois plus de catalase dans les tissus de Cruwn-gall que dans 4 & s  

tissus sains : toutefois, selon Lanoe, cette augm?nt.ation ne serait pas 

en relation avec le caractère tmmral mais, il y aurait un paralïSlisrriie 

entre la vitesse de croissance et l'activité enzymatique des tissus. 

L'a- diminue l'activité catalasique des tissus traités. Les 

réàwkwxt de croissance ne la rmdif ient pas (33.60) , l'acide gibberellique 
par contre l'aucjmnte (72) . La kinétine strlrmle l'activité catalasique 

des coléaptiles d'ûrye, alors qu'die est sans action sur cette enzynie 

dans les racines de Lentille (34.36) . 

VI FAcrEm PHYSIQUE : LA IuMlIm2 

L'activite cataïasique varie suivant les différentes rzdktions 

lmhaxs utilisées (4.5.10) , les effets seraient toutefois rdrersibles. 

~@activi.t=é c a t a î a ~ i q ~  a souvent G* ~lée a la tenew trn ~ r 0 -  

mile des végétaux. Mais il n'est pas axkah que l'hbe des azymes inter- - dans le métabolisme & l ~ l l i e n .  Il est évident qiie la biosynthése 

~ ~ ~ f e r r i g u e s a u ~ l ~ v i o i e c a m u f i e a v e c c e l l e d e l a  

~ ~ y l l e .  an Wt; Gigal-t que 1' en fer j- un 

grand die dans la teneur en enzymes . Fh @Nt de trés &- 

essais rWisés "in vivo" ou "in vitro", il n'est pas passible de préciser 

l a r ( U e n % l o s p b e t r & t d 0 ~ ~ c ~ . ~ ~ * .  
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M A T E R I E L  E T  T E C H N I Q U E S  G E N E R A L E S  

1 TBXNIQUE DE CUL= DES TISSUS "IN VITl?D" 

La tedmiqw uti l isée s'inspire esscst ie l laent  de celle décrite 

par Gautheret (1959). 

Les solutions nutritives employées sont, selon les tissus,  la 

solution minérale de Knop diluée de m i t i 6 ,  au celle de H d l e r  (1953) (?1 

laquelle rious avons ajauté les microélémmts de l a  solution de Berthelot. 

Ces  divers milieux sont solidifi& par de l a  gélose (0,9 %) et renfermnt 

en autre 3 % de glucose. P u  la souche de tissus de carotte, iwxis avons 

ajaité 5.10-~g/ml d'acide indole acétique (A.I.A.). 

Nous avons utilisé des tissus de feuil le d'Endive (CiChoriun 

intybus L.) et de racine de carotte (Daunis Carats L.). 

- .  
, , ...!L' p 

,; ' #<..> 2 
m o n  s p  a i t e  par Vas- (19651, les di- * 

f W U e s  mr& prélevés au trccard (@ 16 mn) et ençanencés, la face interne 

au amtact du milieu de culture. Dans certains cas, les t issus sont & l a i r d  

12 heures/jaur, dans d'autres, ils sont placés à ll&curit(s totale. 

k nmde de prglèvement et d ' ~ ~ t  des explantats est 

r é d  sur la planche 1,. Un explantat est dit ensana& dans le s w  

normal (NI lorsque son orientation est la &me que sur la plante entièxe, 

c'est-à-dire que la r6gion foliaire (F) la plus proche du collet  est hors 



Semi normal  

DIFFEREIVTES Z O N E S  D E  P R E L E  VEMENTS S U R  

/ 
/ .  

~:exp lan ta t ,  ~ : r $ ; o n  ollaire , B:regron basale , T)h:,~h/oème, 
zti: carnlrorn , X :  xy/èmé, H: cal,  M :  mi l leu de cu l t u re  
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du milieu de culture et que la région basale au radiculaire (B) plonge 

dans ce milieu. l'cxwmncgnsnt a lieu dans l 'aut re  sens, on dit 

qu ' i l  est inversé (1). 

A la suite de nos prgniers résultats,  nous avons été am& à 

utiliser une méthode particulière âe déocetpage des explantats, nous la 

décrimm UltErieurement. 

Par suite de leur polarité, les tissus p r o l i f h t  en donnant 

un cal qui appwdt  toujours la partie radiculaire du fragment, ce cal 

est plus dével* iorsqu1iï c ro~t  hors mimtlleu(39.3~.9~). 

90 tissus néofon&s pewent être isolés aseptiquement et 

-8 rep-s sur un milieu neuf a-1 on ajoute 5.10 ny/inl d'auxine. 

colanies tissulaires sont ensuite repi- tautes les mt s e '  'iiF I 

&tient ainsi une souche &loroplryllienne identique % celle de Gautheret 

(1939). Nais avons fqalemnt u t i l i s é  œtte s 0 6 e  ayant subi de mdxeux 

repiquages depuis 193.  

A/  MESURE - . . - -  V_E - - - - - -  LA CROISSANCE 

La mesure de la croissance a effectuée par différents critère 

1') Poids de substance;, fraî-. (PF') 

2 O )  Poids de m t i h  sèche (PSI d6temin6 après cong6latian des 

explantats dans un &lange neige carbonique-acétone et  lyophilisation 

perxïant 48 heures. 

Connaissant le PS, mus pmvons di5-c~ le paurcentage en 

eau des fragnmts en appliquant la foxmule r 
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3') Temx en pmt6ines, mesurée selai l a  méthode de ïaay et 

Coll. (1951). 

8/ MESURE DES ACTlVITES ENZYUAT12UE.S - - - - - - - - - - - - - - - - -  

1") 'lkchnique d'extraction 

U s  tissus sont essuy6s, pesés puis broy6s dans un M e r ,  en 

présencre de sable lavé aux acides (0,5 g/g de t issu frais) jusqu' 23 obten- 

tion d'une pâte hamgène. Ilnacertaine yuantit6 de la solution tanpan 

(-te m m s i q w  et diSOdiqUE! de pH 6,8 et de mlerité 0,066) est 

mélangée soigneusarent au brayat, le taut est recueilli dans un tube à 

œntrifugatian. Le M e r  e t  le p i s t i l  sent ensuite rincés, le volmm 

final de taqnn Btant fonction du poids de substance fraîd-e utilisée. 

Toutes ces IMnipulations se déruulent 3 4 ' ~ .  Le broyat est alors centri- 

fuge à 0°, à 10.000 g pendant 10 mai paur les tissus d'EMive, ai à 3000 g 

pendant 20 nn pair les tissus de Carotte, œ qui permet l'élimination 

du sable et des déorris cellulaires. Le surnageant qui  renferme les prot6b 

srtaplasmiquies et  les mimondrW, canstitws la préparation enqmti.que. 

Les extraits placés en chcnrJre froide et 3 l 'cbscwité scait ut i l isés  irmiéd: 

tement. En effet, contrairemnt aux solutians de peroxycbes pures qui 

paxvent être rmsw~es a 20t  1 pendant piusicurs jours, ïgactivite 

des extraits bmts tarie en vieillissant p elle augmente sensiblement 

pour les extraits oancentrés, mais diminue pour les solutions di1uoeS. 

a) Dosage de la p e n a y h ~  - 
Carnie mus l'avans indiqué pré-t, les per- 

sont capables de catalyser l ' q d a t i o n  de xmbreuses substances par le 

pemxyde d'hydrogène. L'oxyüation des phénols et des mines arana- 



* * -  - . '81. - - .  8 .  88. ' 1 -. - . ' 8 .  .. 
. . .  - .  

abauut a la ~~tim de pmïuits colort5s qui pmmttent par des mesures 

p h ~ l o ~ i m é t r i q u e s ,  d'apprécier l'activite de cette e m y n ~ .  Les d a n a i r s  

d'electnns les plus usiMs sont le mal101 (Willstater e t  Stoll, 1918) , 
le gaïacol (Lance, 1963) , l a  benzidine (Van Dui jn, 1955) . Tou&&is; les 

extraits renfemmt toutes les enzymes cellulaires, il faut donc éviter les 

interf- avec des enzyms denature différente. Eh effet, l'emploi 

du ppmgallol amne donne d'd'Blectrmtn~exclu~ pas l a  p s i b i l l t e  d'une 

wtion üe œ r~actif par les p o i y p ~ ~ ~ i ~ i i a s ~ ~ ,  ioV1elies scnt 

hydmsolubles. Afin d'Éliminer au maximm 1 'action pe r tub t r i c e  de as 

GAIACOL REDUIT GAIACOL OXYDE 

On mesure donc colorMtr&uamt lSintençitG de l a  coloratim brune 

due a ia farmatian de tétragalcccqaimm il l ' absar i té ,  3 2S°C. La variatian 

de densitc5 qtigue lue 3 420 na après 5 minuites d'incubation, pamt d'&a- 

luer l1activit6 de la préparation n t i q u e .  L ' a c c r o i s m t  de densité 
, -  

optdqw est ensuite rapport6 différents critères : Pi?, PS, azote pml35îque 

des extraits (BiP) CU des tissus (NP). L ' W  de ces critères sera envisagée 

u l t é r i eu rem~t .  


































































































































