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Inter-relations entre aiguilles de calcite et hyphes
myceliens

Gabriel CALLOT, André GUYON & Daniel MOUSAIN (*)

I.N.R.A., Laboratoire de Science du Sol
(*) Laboratoire de Symbiotes des Racines, Place Viala, F 34060 Montpellier Cedex

RESUME A partir de I’étude des microstructures du sol en place, a I’interface sol-systéme mycélien, les auteurs mettent en
évidence la présence de concentrations calcaires a ’intérieur des hyphes de Basidiomyceétes. Ces concentrations
minérales s’identifient aux aiguilles de calcite, fréquemment observées dans les sols. L’étude de ces structures
minérales trés fragiles, rappelle la nécessité d’utiliser des techniques d’observation non destructives (loupe bino-
culaire) avant d’aborder toutes autres méthodes d’analyses microscopiques.

Mots clés additionnels : Microstructure du sol, mycorhizes.

SUMMARY Relation between calcite needles and fungal hyphae in the soil.

Study of soil microstructure at the soil/mycelium interface has shown that calcite accumulations form within
the hyphae of Basidiomycetes. These mineral concentrations are identical with the calcite needles which are
frequently observed in soil. Non-destructive techniques (binocular microscope) are required to study these very

fragile biological and mineral structures before any other microscopic or ultramicroscopic technique is applied.

Additional key words : Microscopic soil fabric, mycorrhizae.

I. INTRODUCTION

La description et I’interprétation du mode de forma-
tion des aiguilles de calcite rencontrées dans les milieux
supergénes (sols ou roches altérées en milieu non
saturé) ont toujours suscité un vif intérét pour les
minéralogistes.

Ces aiguilles tres fines sont considérées comme de
véritables espéces minérales (lublinite), appelées « wis-
kers » par certains chercheurs spécialistes des karsts.
Elles sont, en fait, des concentrations calcitiques et
non aragonitiques, a caractere monocristallin (VER-
GES, 1982). Elles sont décrites en microscopie des sols
comme des structures Ayphanitiques appartenant au
plasma du sol, par suite de leur trés faible dimension
(diamétre de 0,1 pm a 1 um) (BAL, 1975). Trés abon-
dantes dans les encrofitements calcaires (DURAND,
1978 ; POUGET, 1980 ; REGAYA, 1983), elles sont sou-
vent associées a des structures racinaires en cours de
minéralogenése (CALLOT et al., 1983).

I’ensemble des mécanismes de croissance cristalline

évoqués jusqu’alors ne fait pas intervenir de processus
biologiques, bien que les structures décrites se référent
pour la plupart a des qualificatifs a consonance bjolo-
gique comme pseudomycélium, structure hyphaniti-
que, croissance dendritique, elc...

De nombreux auteurs ont décrit ces aiguilles de cal-
cite dans des milieux carbonatés non seulement sous
climats tempérés, mais aussi dans les milieux tropicaux
contrastés (BOCQUIER, 1973 ; NAHON, 1976) dans les
sols des zones a climat aride (SEHGAL & STOOPS, 1972)
et dans les sols trés organiques ou /'activité biologique
est intense.

Pour bien mettre en évidence les interactions entre
structures biologiques et minérales, nous insisterons
sur la nécessité d’observer des échantillons de sol frais,
non perturbés, a ’aide d’une loupe binoculaire, avant
d’utiliser toute autre technique d’analyse microscopi-
que (lame mince de sol, surfaces polies ou microscopie
¢lectronique a balayage). L’analyse structurale (micro-
dissection) sous loupe binoculaire permet de mieux
observer les surfaces des agrégats naturels et /’activité
des systemes mycéliens.
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II. METHODES D’ETUDE,
PROBLEME D’ECHANTILLONNAGE

Les diverses concentrations calcaires, en forme
d’aiguille, observées dans les sols ou les fissures de
roches, a4 I’aide des techniques habituelles de lames
minces de sols ou de roche, ou méme de microscopie
électronique, n’apparaissent pas souvent en relation
directe avec les structures biologiques du systéme raci-
naire. Ces absences apparentes de relation, entre struc-
tures biologiques et structures minérales proviennent,
semble-t-il, d’une insuffisance de précision de ’analyse
microscopique habituellement pratiquée en Science du
sol ou en Géologie. En effet, les techniques habituelles
d’étude des lames minces de sols ou de roches s’adres-
sent a la section d’un volume (analyse d’une surface en
2 dimensions, sur une épaisseur de 10 a 30 um en
moyenne). Au cours du séchage et de I’inclusion, les
structures biologiques sont souvent détruites ou sépa-
rées des structures minérales. En lame mince, la section
d’hyphes mycéliens de quelques pm de diameétre est
délicate & observer sans technique spéciale de colora-
tion (JONES & GRIFFITHS, 1964).

Nous avons donc abordé /’analyse microstructurale

Relief calcaire

a Eboulisdeversant

Ea

Figure 1

Origine des échantillons :

a) Eboulis de versant, sur calcaires compacts bioclastiques du Cré-
tacé (Alpes du Sud). Ea - éboulis ancien, Er - éboulis récent.

b) Coupe dans cone d’éboulis récent avec cailloutis calcaire non con-
solidé, trés macroporeux.

Hor. A 1 — Lit de « platin ».
2 — Gravillons roulottés.
Hor. B 3 — Sable limoneux gris-beige trés poreux avec gravillons.

Hor. C,r, 4 — Gros éléments anguleux, faiblement encrodtés.

Hor. Cy, 5 — Alternance de lits de graviers isodiamétriques et
galets.

Echantillonnage dans zone centrale (cf. Cliché a - Planche I).

R — Racine.

du sol en 3 dimensions, observant les structures natu-
relles du sol a I’interface sol/systéme racinaire/systémes
mycéliens sur échantillons frais.

Pour s’assurer d’une parfaite observation des struc-
tures biologiques et minérales trés fragiles, il est indis-
pensable d’observer directement sur le terrain a ’aide
d’une loupe binoculaire, ou de prélever des blocs struc-
turaux de dimensions suffisantes, puis de les conserver
frais et de procéder a une « dissection » des structures
naturelles en laboratoire sous loupe binoculaire
(microchirurgie du sol).

Matériaux d’étude

Les zones a fortes concentrations d’aiguilles de cal-
cite s’observent souvent dans des dépdts de pente cail-
louteux, calcaires, trés poreux, du type éboulis ou
« grézes » (fig. 1).

Dans la partie centrale d’un cdéne d’éboulis récent ou
les eaux carbonatées se concentrent, nous avons
observé diverses concentrations de calcaire blanchatre,
cotonneux, pulvérulent, a la face inférieure des galets
(fig. 1b et cliché a de la planche I).

b  Coupe danscéne
d éboulis récent (Er)

Horizons

< IRy

\ Echantillonnage

Origin of samples :

a) Rock fall (Ea - ancient, Er - recent) on hard bioclastic Cretaceous
limestone in the Southern Alps.

b) Profile of a recent rock fall, with non-cemented, highly macro-
porous calcareous stones.

Hor. A 1 — Flat pebble horizon.
2 — Rounded graved.
Hor. B 3 — Highly porous grey silt with gravel.

Hor. C,, 4 — Large sharp fragments, weakly cemented.

Hor. Cy, 5 — Alternation of beds of isodiametric gravel and
pebbles.

Sample in central zone (cf. fig. a - Plate I).

R — Root.

Planche I

Aiguilles de calcite dans un encrotitement calcaire mycélien.

Coupe aa : Croquis d’aprés lame mince de ’encroiitement calcaire

développé a la face inférieure d’un caillou du cliché a.

1 — Structure de roche,

2 — Liseré brundtre d’interface,

3 — Sphérules radiaires de calcite sparitique,

4 — Plasma micritique complexe,

5 — Réseau dense d’aiguilles de calcite.

Clichés :

a — Macrophotographie/terrain montrant le développement d’un
voile blanchétre, calcaire (L) @ la face inférieure des cailloux.

b — Sphérules de calcite jaundtre (S) (structure 3 de coupe aa).

¢ — Cloisonnement blanchitre construit par les micro-arthropodes
(M) (structure 5 de coupe aa).

>

¢; — Détail d’une cloison (M) en microscopie électronique
montrant les aiguilles de calcite cassées ; (L) aiguilles
dans les vides.
d — Voile blanchitre d’aiguilles de caicite (L) dans les macrovides
avec hyphes et cordons mycéliens (Cm).
d; — Détail montrant les aiguilles de calcite (L) autour d’un
cordon mycélien (Cm).

Plate 1

Needle shaped calcite in a « mycelial » calcareous cimented horizon.
Fig aa : Fine section of a calcareous accumulation on the lower sur-
face of a pebble (after fig. a).

1 — Rock structure.

2 — Brown interface line.
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Roche
calcaire

Encroutement calcaire (face inf.)

\ Aiguilles de
calcite

Too pm
—

COUPE aa sur photo @

b Détail de 3

C Détail ae 5 Q4 Cq Joum

d, Détail de Cm Qimm,

d Aiguilles de calcite 02mm
3 — Radial spheroids of sparitic calcite. ¢ — White partition built by micro-arthropods (Detail 5 of fig. aa).
4 — Complex micritic plasma fabric. ¢; — Detail of partition (M) with broken calcite needles
5 — Hyphanitic plasma fabric of calcite needles. scanning electron microscopy ; calcite needles (L) in the
Fig : cavities.
a — Field photograph showing the white calcareous veil (L) on d — White veil of calcite needles (L) in macro-cavities with hyphae
lower surface of a calcareous pebble. and mycelial strands (Cmy).

b — Yellow calcite spheroids (Detail 3 of fig. aa). d; — Detail of mycelial strand (Cm) with calcite needles (L).
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— Le sol est de type rendzine brune d’éboulis a
encroiitement calcaire.

— La végétation trés dispersée est typique de garri-
gues méditerranéennes. La flore comprend : Staehlinia
dubia, Santolina chamaecyparissus, Thymus vulgaris,
Aphyllanthes monspeliensis et quelques arbustes :
Pirus amygdaliformis, Sorbus aria et pins noirs
d’Autriche (Pinus nigra nigricans).

L’analyse sommaire du systéme racinaire de la végé-
tation arbustive, montre un intense réseau de racines
fortement mycorhizées dans les couches supérieures du
sol (horizons A et B). Les petites racines et les cordons
mycéliens colonisent abondamment les fragments cal-
caires, en particulier leur face inférieure. En profon-
deur, & partir de Phorizon 4 (fig. 1b), les racines
actuelles ne pénétrent qu’accidentellement ; par con-
tre, on peut suivre un intense réseau de filaments mycé-
liens autour et entre les cailloux et galets calcaires.
Enfin, dans le niveau 5, Pencrolitement calcaire déve-
loppé a la face inférieure des cailloux est constitué par
un voile blanchdtre calcaire, trés fragile, a travers
lequel il est possible, par une simple observation
macroscopique, de reconnaitre les traces d’activité bio-
logique et les cordons mycéliens.

C’est dans ce niveau que nous avons réalisé I’analyse
microstructurale.

III. DISTRIBUTION MICROSTRUCTURALE
DES RESEAUX D’AIGUILLES

L’observation de I’encroflitement calcaire et du voile
blanchatre, effectuée d’abord sous loupe binoculaire,
sur échantillons frais non perturbés, a montré de fortes
concentrations d’aiguilles de calcite, souvent anasto-
mosées en cordons ; certaines aiguilles isolées trés fines
et développées dans les vides, peuvent atteindre une
longueur de lordre de 0,5 c¢cm : soit un rapport
diamétre/longueur de I'ordre de 1/10* ! L’analyse en
lame mince de la face inférieure des cailloux permet
ainsi de distinguer un ensemble de constructions calcai-
res illustrées sur la planche I. Sur la coupe aa effectuée
a la surface inférieure d’un galet du cliché a, on distin-
gue a partir de la base de ’encrofitement :

1 — Une structure de roche calcaire avec gros cris-
taux de calcite (sparite) et bioclastes.

2 — Un liséré brunéitre d’interface.

3 — Diverses couches de bourgeonnement radiaire
de calcite.

4 — Un plasma micritique calcaire complexe.

S — Divers réseaux d’aiguilles de calcite enchevé-
trées.

6 — Des aiguilles de calcite isolées.

Pour donner a cette description pétrographique en
2 dimensions une valeur spatiale (analyse en 3 dimen-
sions), nous avons identifié les principales structures
sous loupe binoculaire (macrophotographies de la
planche 1), avant imprégnation de ’échantillon.

L’étude des échantillons sous loupe binoculaire nous
a permis :

* de préciser les structures radiaires (3) qui apparais-
sent sous forme de sphérules jaunitres (cliché b) pro-
bablement d’origine alguaire ;

¢ de mettre en évidence un réseau de cloisons blan-

chatres (cliché c¢) construit par les micro-arthropodes
avec des aiguilles de calcite cassées (cliché ¢)) ;

¢ enfin, de constater que les aiguilles de calcite iso-
lées de la coupe aa, sont étroitement associées aux cor-
dons et filaments mycéliens (cm) qui sillonnent
I’ensemble de ’encrotitement (cliché d).

Le voile blanchdtre cotonneux (clichés d, d,), consti-
tué par des aiguilles de calcite mélées a des hyphes
mycéliens blancs ou bruns, peut atteindre une épais-
seur de 1 a 3 cm. Il se développe toujours a la face
inférieure des galets et cailloux dans les macropores.

IV. RELATIONS AIGUILLES DE CALCITE -
HYPHES MYCELIENS

Pour préciser les relations entre aiguilles et hyphes
mycéliens, nous avons isolé par microdissection sous
loupe binoculaire, les cordons mycéliens entourés
d’aiguilles (cliché d, de planche I). L’étude en micros-
copie électronique a balayage a permis ainsi de distin-
guer en particulier (planche II) :

— des filaments cylindriques agrégés, rigides (cli-
chés a et a;) avec boucles dangeardiennes (bd) caracté-
ristiques des Basidiomycétes ;

— un réseau d’aiguilles de calcite (L), soit accolées
entre elles (clichés a et b) ou aux hyphes cylindriques
rigides (cliché a,), soit isolées (clichées b, c, c;) ;

— des concentrations dentelées de calcite (cc) autour
desquelles subsistent les parois P des filaments mycé-
liens (clichés c et c,).

Cette analyse microstructurale fait apparaitre que
ces concentrations calcitiques se produisent a [l’inté-
rieur des filaments mycéliens.

Contrairement aux structures cellulaires des racines
ou chaque cellule est délimitée par une paroi pecto-
cellulosique, la communication entre les différentes
cellules d’un hyphe est assurée par des cloisons souvent
incomplétes. Cette structure facilite les échanges entre
les cellules, et peut alors expliquer la croissance rapide
de ces concentrations calcitiques intracellulaires, en
forme d’aiguille. Il est & noter que la forme dentelée
des aiguilles, préexiste déja a I’intérieur de ’hyphe (cli-
ché c,, planche II).

La présence d’hyphes de champignons associés aux
réseaux d’aiguilles de calcite a été confirmée par la
mise en évidence de chitine associée a la calcite (mesure
colorimétrique aprés hydrolyse acide, selon PLASSARD
et al., 1982), la chitine étant un élément caractéristique
des parois des hyphes de champignons.

Dans certains cas, les concentrations en carbonate de
calcium peuvent s’effectuer dans les parois ce qui
explique I’existence de baguettes calcitiques creuses et
lisses. Enfin, la présence de tenons d’anastomose calci-
tisés (E), conservés sur certaines aiguilles de calcite (cli-
ché b de planche III), montre 1’étroite relation qui
existe entre hyphes et aiguilles de calcite. Les tenons
d’anastomose sont des éléments qui relient certains
hyphes individuels a Pintérieur d’un cordon (cf.
cliché b, de la planche II).

Dans les études sur la calcitisation des filaments
mycéliens, les auteurs font intervenir des phénoménes
de croissance cristalline a partir des parois (a I’intérieur
ou a P’extérieur), aprés la mort du filament mycélien
(KOBLUK & RISK, 1977 ; KLAPPA, 1979). La présence
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Planche II

Relations entre aiguilles de calcite et hyphes mycéliens.
(Analyse en microscopie électronique d’un voile mycélien, échantil-
lon extrait du cliché d de la planche 1.)
Clichés :
a — Cordon mycélien (CM) constitué par un ensemble d’hyphes
cylindriques et d’aiguilles de calcite (L).
a,; — Détail des hyphes (h) avec boucle dangeardienne (bd) et
aiguille de calcite (L).
bh — Réseau d’hyphes rigides (H) et aiguilles de calcite (L).
b, — Hyphe rigide développé perpendiculairement a un faisceau
d’hyphes anastomosés : boucle dangeardienne (bd),
tenons d’anastomose (E).
¢ — Hyphes souples et aplatis (hj avec aiguilles de calcite dentelées (L).
c; — Détail de c ou I’on observe au contact d’une enveloppe
organique (parois P de I’hyphe) des concentrations dente-
lées de calcite (cc) comparables aux aiguilles (L).

Plate II

Relation between needle shaped calcite and hyphae.
(Scanning electron micrograph of sample from d, plate 1.)
Fig :
a — Mycelial strand (CM) organized with cylindrical hvphae and
calcite needles (L).
a; — Detail of a Basidiomycete hypha (h) with clamp connec-
tion (bd) and calcite needle (L.
b — Network of rigid hyphae (H) and calcite needles (L).
b, — Rigid hypha perpendicular 10 a strand of anastomosing
hyphae ; clamp connection (bd), anastomosis (E).
¢ — Flexible flattened hyphae (h) with toothed calcite needles (L.).
c¢; — Detail of ¢ showing, in contact with the organic surface
(hyphal wall P), toothed concentrations of calcite (cc) simi-
lar to needles (L.).
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de calcite a I’'intérieur de I’hyphe, semblerait montrer
que les phénomeénes initiaux de croissance cristalline de
ces aiguilles peuvent se produire lorsque [’organisme
est encore vivant. La rapidité de formation et de disso-
lution de ces structures cristallines distingue, semble-t-
il, ce processus de minéralogenése sous influence biolo-
gique de la fossilisation des filaments calcifiés conser-
vés dans les structures sédimentaires.

V. MICROANALYSE COMPAREE
DES HYPHES MYCELIENS
ET AIGUILLES DE CALCITE

L’analyse comparée des teneurs en calcium et sili-
cium des hyphes mycéliens et de différentes sortes
d’aiguilles a été faite & la microsonde, grice a I’aimable
collaboration de Cl. MERLET (Service commun
« Microsonde », U.S.T.L. Montpellier). Dans le cas
de I’hyphe conducteur, hyphe cylindrique suffisam-
ment rigide, d’un diamétre de 8 um, nous avons relevé
des teneurs notables en silicium (0,67 p. 100 du poids
de matiére séche) et en potassium, avec absence de cal-
cium, d’aluminium ou de phosphore décelable en
microanalyse (fig. 2).

Calcium

i |

Silicium
S S S S N S Tt ST S |

[P S|

ORI

Aiguilles decalcite

B L 2

0,3%

Potassium

0.14%

NS
RN

Hyphe

Diamette des sections @4 Jin
—

[Pt
¢4 Calcium

Silicium
- Potassium

1 — lisse et ronde ;

2 — fine, légérement dentelée ;

3 — légerement dentelée avec parois de I’hyphe ;
4 — lisse, anastomosée (batonnet).

Figure 2

Histogramme des teneurs comparatives en calcium et silicium dans’
les hyphes mycéliens et aiguilles de calcite (d’aprés analyse a la
microsonde type CAMEBAX).

Figure 2

Caleium and silicon content of mycelial hyphae and calcite needles
{after microprobe analysis, CAMEBAX).

Dans les différents types d’aiguilles, on peut noter
une certaine constance des teneurs en silice, de I"ordre
de 0,3 p. 100 de la matiére séche. Les concentrations
en calcium, variables selon les types d’aiguilles, évo-
luent entre 5 et 15 p. 100 de la matiére séche. Dans les
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échantillons analysés, le calcium présent sous forme de
carbonate de calcium correspondait a 10 a 40 p. 100 de
la masse totale. L’analyse par diffraction X des aiguil-
les a confirmé la présence effective de calcite et non
d’aragonite.

Les échantillons analysés dans ces structures mycé-
liennes présentent des concentrations en carbonate de
calcium moins élevées que celles données par BUTEL
(1982) dans les sols du Poitou. 1l semble possible qu’il
puisse se produire une évolution cristalline de ces
aiguilles postérieurement a leur formation intracellu-
laire. La diminution des teneurs en silicium dans les
aiguilles de calcite (0,20 p. 100) comparativement a
celles relevées dans un hyphe non calcitisé (0,67 p. 100)
pourrait s’expliquer par la solubilisation de la silice au
cours de la précipitation du carbonate de calcium.

Dans ces aiguilles, la présence de silice d’ailleurs
soulignée par d’autres auteurs (voir BUTEL, 1982, par
exemple), pourrait assurer une certaine rigidité a ces
structures cristallines.

VI. CALCITISATION EXPERIMENTALE
D’UN CORDON MYCELIEN

Des concentrations d’aiguilles sont généralement
observées dans des milieux poreux et aérés ou l’eau
fortement chargée en calcium circule de maniére préfé-
rentielle. Ces milieux sont aussi trés secs en période
estivale. Pour simuler ces conditions naturelles en
laboratoire, deux cailloux calcaires et leur voile mycé-
lien ont été soumis aux conditions suivantes :

— D'un a été placé dans une atmosphére humide,
constamment imbibée d’eau goutte a goutte,
— lautre a été conservé séché a [’air.

En atmosphére humide, nous avons observé, apres
quelques jours, le développement de nouveaux hyphes
mycéliens. La croissance de certains de ces hyphes sem-
ble d’ailleurs s’effectuer a partir des gouttelettes de per-
colation dans certains microsites. D’autre part, les
aiguilles de calcite subissent une transformation pro-
gressive, avec des phénoménes de dissolution et repré-
cipitation. Dans ces conditions humides, les aiguilles
sont souples et souvent curvilignes.

Le voile mycélien séché a I’air est devenu par contre
trés fragile, les aiguilles cassantes. Nous avons pu
observer en particulier « I’éclatement » des cordons
mycéliens calcitisés (planche I1I). Cet éclatement abou-
tit progressivement a la libération des aiguilles de cal-
cite, ainsi séparées de leur structure biologique origi-
nelle. Les tenons d’anastomose (E) calcitisés conservés
sur certaines aiguilles (cliché b de la planche III) témoi-
gnent de leur appartenance originelle a un cordon.

Des études de bio-pédologie expérimentale en condi-
tions controlées devraient permettre de préciser le méca-
nisme de croissance de ces aiguilles et les conditions
thermiques et hydriques favorables & leur formation.

VII. CONCLUSION

Dans ’article précédent (CALLOT ef al., 1985), nous
avons mis en évidence 4 partir d’études expérimentales
les possibilités de concentration du carbonate de cal-
cium a I’extérieur des hyphes de champignon. Dans le
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milieu naturel, ces concentrations peuvent également
se développer a ’'intérieur de I’hyphe. Ce phénomeéne
de concentration du carbonate de calcium par les
hyphes mycéliens pourrait étre en relation avec la pré-
sence de granules de polyphosphate (STRULLU et al.,
1981). Ces microsystémes constituent en fait des pieges
a calcium, germes de nucléation des cristaux de carbo-
nate de calcium. Comme nous avons pu I’observer en
étude expérimentale, cette calcitisation des structures
fongiques est favorisée par le desséchement, méca-
nisme qui accélére la concentration des sels. Le dessé-
chement des hyphes serait, semble-t-il, toujours accé-
1éré lorsque les hyphes se développent dans les vides,
sans contact avec un squelette. Ceci pourrait expliquer
en partie la présence des aiguilles de calcite dans les
macrovides du sol o, par ailleurs, leur élongation
n’est nullement freinée par des contraintes physiques.

A travers ’exemple des aiguilles de calcite, structu-
res cristallines trés fragiles, nous avons également
insisté sur la nécessité d’aborder 1’étude des micro-
structures du sol en 3 dimensions, pour mieux mettre
en évidence les relations entre formes biologiques et
structures minérales.

Recu le 10 octobre 1983.
Accepité le 18 octobre 1984.
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