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Pendant les deux premieres années du projet, les cing partenaires ont concentre leurs efforts dans deux
directions principales.

Premierement, le travail de terrain a été réalisé afin de récolter des spécimens et des échantillons
d'eau ainsi que pour installer des appareils de mesures en continu.

Des oursins Paracentrotus lividus et des échantillons d'eau ont été prélevés par I'ULB et I'lRScNB
dans différentes stations autour de la Méditerranée: Cabo Rasso (Portugal), Marseille (France), Sardaigne
(Italie), Antiparos (Grece) en vue de leur analyse.

Des étoiles de mer Asterias rubens ont été récoltées par I'ULB en avril et mai 2006 le long d'un gradient
de salinité da,s I'estuaire de I'Escaut. Des étoiles de mer sympatriques (Asterias rubens, Marthasterias
glacialis, Echinaster sepositus, Henricia sanguinolenta, Asterina gibbosa, Anseropoda placenta) ont été
récoltées dans le Finistére (Bretagne, France) en mars et avril 2006.

L'éponge hypercalcifiée Petrobiona massiliana et des échantillons d'eau de mer ont été récoltés
mensuellement par I'!RScNB a La Vesse (Marseille) de juin 2006 a janvier 2008 (20 séries de récoltes).
Des récoltes additionnelles ont été réalisées en Sardaigne (ltalie) et I'lle de Rhode (Gréce). Des sondes de
température et de salinité ont été installées dans toutes les localités afin de réaliser des enregistrements en
continu.

Le monitoring d'un site colonisé par Mytilus edulis (brise-lames a Knokke) a débuté en avril
2006. Pour chaque étude de terrain, la température, la salinité, la conductivité, les concentrations en
oxygéne dissout et le pH ont été mesurés. Ses moules et de I'eau de mer a été prélevé en vue d'analyses
ultérieures. De plus, I'analyse de deux séries de données a été réalisée: (1) Des mesures dans des coquilles
de Mytilus edulis récoltées a Terneuzen, Breskens and Hoofdplaat. (2) Des mesures dans des coquilles de
Ruditapes philippinarum récoltées dans le Golfe du Morbihan. Les bivalves ont été disséqués aprés
prélevement des épibiontes et de I'némolymphe. L'eau de mer a été filtrée pour en analyser la
Chlorophylle-a, la composition élémentaire de la matiére en suspension, y compris les éléments majeurs
et mineurs, et C, N. De I'eau de mer filtrée a été récoltée pour analyser le Ba, Sr, et Mg. Les premiéres
séries d'échantillons ont été traitées a I'acide et analysées en ICP-AES et HR-ICP-MS.

Deuxiémement, chaque partenaire a développé ses technigques expérimentales propres, en ayant a
I'esprit l'utilisation ultérieure par les autres participants du projet.

Les développements méthodologiques de I'analyse des rapports isotopiques du Mg dans des
carbonates biogéniques a été mise en place en conformité avec le programme initial des taches. Le
MRAC s'est concentre successivement sur les protocoles de préparation selon les techniques de pointe
actuelles et ensuite a la mise au point analytique du "Multi-Collector Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometer” (MC-ICP-MS) pour la mesure des isotopes du Mg. Le MRAC a aussi mis au point une
méthode analytique sur le MC-ICP-MS (Nu instrument) pour la mesure sure des isotopes du Mg. Une
routine spécifique de mesure du Mg a été établie pour I'appareil Nu afin d'accumuler et de transformer les
valeurs brutes des différents collecteurs du spectrometre en valeurs de rapports isotopiques
correspondants a 6Mg/24Mg and 25Mg/24Mg.

L'UA a étudié I'incorporation d'éléments clef dans les tissus mous et la coquille de moules dans
différentes conditions. A cette fin, le transfert d'éléments par voie intercellulaire et intracellulaire a été
suivi sous conditions controlées. Un mélange d'isotopes radioactifs ou stables des éléments a été utilisé
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comme traceur afin de suivre la cinétique d'incorporation et les processus d'accumulation et de séparer
quantitativement les différentes voies.

La VUB a établi un modéle non paramétrique (en utilisant des échantillons de bois comme
modeéles) qui permet de corriger la sous estimation de la variation d'amplitude d'un signal lié & I'expansion
d'un échantillon au cours de sa croissance. Afin de cerner les facteurs qui produisent des pics récurrents
de Ba dans les coquilles de bivalves, des expériences de culture de différentes espéces de phytoplancton
de la Mer du Nord (diatomées et flagellés) ont été réalisées pour permettre d'identifier les facteurs qui
contrblent I'incorporation du Ba et d'autres éléments.

Des oursins Paracentrotus lividus ont été élevés en aquarium a I'ULB sous des conditions contrdlées de
température et de salinité. Deux mécanismes de croissance ont été étudiés: la régénération a court terme
de piquants chez les adultes et la croissance a long terme du test de juvéniles. Au terme de I'expérience,
les oursins ont été disséqués, et leur squelette a été nettoyé de tout reste de tissus vivants. Les plagues du
test nouvellement formées ont été reconnues en microscopie a épifluorescence en utilisant la calcéine
comme marqueur du squelette initial. La répartition du magnésium dans les différents compartiments du
corps d' Asterias rubens récolté sur un brise-lames a Knokke. Les parties non calcifiées du tégument
interne et du squelette partageaient des rapports similaires de Mg/Ca. Au contraire, les autres tissus non
calcifiés (gonades, caecum pylorique, liquide coelomique) ont un rapport Mg/Ca beaucoup plus élevé,
proche de celui de I'eau de mer. Ceci indique que la discrimination du Mg se produit dans les tissus qui
entourent I'endosquelette. Aucune différence phylogénétique n'a été détectée dans les espéces d'étoiles de
mer sympatrigues vivant dans les mémes conditions de température et de salinité.

Le squelette de Petrobiona massiliana a été observé en microscopie électronique a balayage (MEB) afin
de comprendre la morphologie des différentes structures a analyser lors de I'étude de la croissance. Afin
d'étudier les mécanismes de biominéralisation au niveau cellulaire, un protocole de cryofixation de P.
massiliana dans du propane liquide (-160°C) a été mis au point a l'aide des instruments LEICA EM CPC
Cryoplunger et LEICA EM AFS2 Freeze Substitutioner récemment acquis.

La méthode a d'abord été mise au point sur de jeunes spécimens de I'éponge d'eau douce Ephydatia
fluviatilis cultivée in vitro. Des spécimens de Petrobiona massiliana ont aussi été transférés en aquariums
pour suivre leur croissance sous différentes conditions contrélées de température et de salinité La
croissance de spécimens de Petrobiona massiliana a été estimée in situ par marquages successifs a la
calcéine. Des éponges initialement marquées avant le début du projet ont été récoltées aprés un an. Une
expérience de régénération de P. massiliana a été initiée en septembre 2006. Au terme de I'expérience, les
concentrations en Mg et Ca seront mesurées dans les parties régénérées des éponges par AL-ICPMS
(MRAC) et le 8180 par spectrométrie de masse.

Au cours des deux premiéres années, les activités des cing partenaires se sont déroulées conformément au
programme initial. Des contacts réguliers et des réunions entre groupes concernés ont permis de
coordonner les activités.
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