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Sommaire

Les populations de pétoncles, Placopecten magellanicus, du
golfe du Saint-Laurent ont été confrontées a des épisodes
de mortalité massive au cours des derniéres années, tant sur
les gisements naturels que sur les structures d’élevages. Des
tests de provocation ont été entrepris afin de déterminer si
un agent pathogéne ou un virus pouvaient étre les facteurs
responsables de ces mortalités. L'expérience s’est déroulée
en quatre parties : trois tests de provocation et des analyses
histopathologiques.

Le premier test de provocation consistait a inoculer des péton-
cles sains de la Basse-Cote-Nord, de la Gaspésie et des fles-
de-la-Madeleine a partir d'un homogénat extrait de pétoncles
moribonds. Les injections étaient pratiquées dans le muscle,
dans le manteau ou dans I'eau du milieu ambiant. Au cours du
second test de provocation, des pétoncles des trois mémes
régions ont été inoculés avec un homogénat extrait de péton-
cles sains. Finalement, lors du dernier test de provocation, les
pétoncles de la Gaspésie ont été inoculés dans le muscle a
partir d'un homogénat extrait de tissus différents provenant de
pétoncles moribonds. Des analyses histopathologiques ont été
effectuées sur des échantillons de pétoncles traités.

Les résultats de mortalité ont révélé que les pétoncles en
provenance de la Basse-Cote-Nord étaient plus sensibles
au stress que les pétoncles de la Gaspésie et des lles-de-
la-Madeleine. Une injection dans le muscle représentait
également un facteur de stress important pour les pétoncles,
peu importe l'origine de la population. Nous avons observé
que linjection d’'un corps étranger engendrait une augmen-
tation du taux de mortalité chez les pétoncles. Bien que les
résultats de mortalité pourraient suggérer la présence d'une
infection épidémiologique, aucun agent pathogéne connu ou
identifié pouvant étre responsable des mortalités massives n'a
été observé lors des analyses histopathologiques. Les causes
exactes des mortalités restent encore a déterminer.

Abstract

Many stocks of the Giant scallop, Placopecten magellanicus,
from the gulf of St. Lawrence, have, during the last few years,
suffered recurrent mass mortalities on both natural beds and in
farm facilities Challenge test were, therefore, undertaken in an
effort to determine whether or not the mortalities could be due
to an infectious microbial agent. The experiment comprised
four parts; three challenge tests followed by histopathological
analyses.

In Challenge test 1, samples of healthy scallops from the Lower
North Shore, Gaspé peninsula and Magdalen Islands, were
inoculated with a homogenate of tissues collected from mori-
bund individuals. Injections were carried out in the muscle, the
mantle or in the ambient water. During the second Challenge
test, scallops from the same three regions were inoculated with
homogenates prepared from tissue collected on healthy scal-
lops. Finally, scallops from the Gaspé peninsula were inocu-
lated in the muscle with homogenates prepared from different
tissus collected on dying scallops.

Results show that the scallops from the Lower North Shore
were more susceptible to stress than scallops from the Gaspé
peninsula and Magdalen Islands. Injection in the muscle re-
presented an important stress factor regardless the population
of origin of the scallops. We determined that the injection of a
foreign body resulted in an

increase in mortality rates Mots-clés
of scallops. Although the re- mortalité.
sults revealed the presence pétoncle,
of an epidemiologique infec- Placopecten magellanicus,
tion, no pathological agent histopathologie,
could be detected with the population.
histopathological analyses. Key words
mortality,

scallop,

Placopecten magellanicus,

histopathology,

stock.
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Introduction

Généralité

Les pectinidés comptent parmi les principaux produits
économiques de la péche au Canada et constituent I'un des
dix produits de la mer les plus consommés en Amérique du
Nord. Des différentes especes de pétoncle présentes dans
le golfe du Saint-Laurent, seulement deux espéeces sont la
cible d'activités de péche, le pétoncle géant (Placopecten
magellanicus) et le pétoncle d’Islande (Chlamys islandica).
Au Québec, cette péche représentait, en 1995 et 1996, pres
de 2 500t de poids vif pour une valeur avoisinant 4 M$. La
croissance plus lente et la taille plus petite du pétoncle
d’Islande limitant son potentiel, le pétoncle géant a été jusqu’a

maintenant la principale espéce considérée pour 'aquaculture
commerciale au Québec.

Le pétoncle géant se retrouve sur la cbdte est de ’Amérique,
du Cap Hatteras, en Caroline du Nord jusqu’au Labrador
incluant le golfe du Saint-Laurent. Les populations naturelles,
souvent agrégées en « bancs », vivent a des profondeurs
situées entre 10 et 100 m sur des substrats constitués de
sable et de gravier. Dans leur zone de distribution nord-est,
telle en Basse-Cote-Nord du Québec, elles se retrouvent
généralement dans des petites baies a de faibles profondeurs,
entre 2 et 30 m (D’Amours et Pilote, 1982).

La croissance du pétoncle géant varie considérablement selon
les conditions environnementales locales, puisqu’elle dépend
entre autres de la température et de l'apport alimentaire
(MacDonalds et Thompson, 1988). Le pétoncle géant vit plus
de 20 ans et peut atteindre une longueur de coquille de 200 mm
et plus. Selon la région, la taille de 90 mm peut étre obtenue
a l'intérieur d’'une période de cinq ou sept ans et la maturité
sexuelle (> 60 mm) habituellement a trois ans. Sur la Basse-
Coéte-Nord, la taille requiert environ cing années de croissance
pour le pétoncle géant et environ huit années pour le pétoncle
d’Islande. Pour échapper aux prédateurs ou éviter des condi-
tions non désirables, le pétoncle géant peut nager activement
et se déplacer de 10 a 100 m par jour (Kenchington et al.,
1991) ou méme couvrir des distances de 0,5 km (Parsons et
al., 1992) a pres de 10 km par année (Melvin et al., 1985).

Problématique de la mortalité massive

Sur la Basse-Cote-Nord, la survie des pécheries du péton-
cle géant et le développement de son élevage sont présen-
tement menacés par un phénomeéne inexpliqué de mortalité
massive. Ces épisodes de mortalité ont un impact important
sur les stocks de pétoncles de la région puisque des mortalités
atteignant 80 % ont été enregistrées lors des recensements
de 1993, de 1997 et de 1998 (Giguére et al., 1995; Jean Coté,
Pec-Nord, comm. pers.). Cette mortalité est observée autant
chez les populations naturelles que chez les pétoncles en éle-
vage et méme si plusieurs hypothéses ont été avanceées, les
données actuelles ne permettent pas d’établir de mécanismes
explicatifs (Giguéere et al., 1995).

Plusieurs facteurs peuvent causer la mortalité chez le pé-
toncle; ils incluent la prédation, les maladies et les stress
environnementaux. La prédation par les crabes et les étoiles
de mer est un facteur majeur de mortalité chez les jeunes pé-
toncles des bancs naturels. Des stress anthropiques telles
que la pollution et la surpéche peuvent également avoir des

effets significatifs. Les variations environnementales peuvent
induire des mortalités massives de pétoncles. Par exemple, il
a été démontré que des salinités sous les 16,5 %o entrainaient
des mortalités importantes chez le pétoncle géant (Bergman
et al., 1996). Tettelbach et al. (1985) ont mis en relation un
épisode de mortalité massive du pétoncle de baie, Argopecten
irradians irradians aprés une période de pluie printaniere im-
portante (22 cm en 2 jours), qui aurait entrainé une baisse de
salinité sous le seuil de tolérance de I'animal. Des fluctuations
abruptes de la température (Dickie et Medcof, 1963), des tem-
pératures élevées (Johanes, 1957; Dickie, 1958) ou de faibles
niveaux d’'oxygene (Mackenzie, 1977) peuvent ainsi entrai-
ner des mortalités massives du pétoncle géant. Finalement,
des blessures infligées lors des opérations de péche peuvent
affaiblir les pétoncles suffisamment pour les rendre plus sus-
ceptibles a la prédation, aux stress environnementaux et aux
maladies (Dickie, 1958; Medcof et Bourne, 1964; Leibovitz et
al., 1984).

Le pétoncle géant n'est pas le seul bivalve a étre sujet a des
épisodes de mortalité massive dans le golfe du Saint-Laurent.
On a observé des phénoménes similaires chez le pétoncle
d’'Islande (D’Amours et Pilote, 1982; Giguére et al., 1995;
Naidu et Seward, 1992 ) et chez la moule bleue, Mytilus edulis,
(Freeman et Dickie, 1979; Thompson, 1979; Incze et al., 1980;
Bayne et al., 1983; Worall et Widdows, 1984; Emmet et al.,
1987; Jamieson, 1989; Mallet, 1991; Sephton, 1991; Myrand
et Gaudreault, 1995). Les études sur la moule bleue provenant
de sites d’élevage des Iles-de-la-Madeleine ont démontré que
les causes de la mortalité massive pouvaient étre reliées a
une défaillance physiologique liée au stress de la ponte suite a
I'épuisement complet des réserves énergétiques associé a la
gamétogenése durant une période ou la température de I'eau
est élevée et la qualité de la nourriture faible (Myrand et al.,
2000; Tremblay et al., 1998 a,b,c). Ces travaux ont également
montré que la variabilité génétique des individus (hétérozygo-
tie), parce qu’elle influence I'efficacité métabolique, permettait
aux individus dont le niveau d’hétérozygotie était le plus élevé
de mieux résister aux épisodes de stress.

Jusqu’a ce jour, les causes exactes des épisodes de morta-
lité massive du pétoncle géant en Basse-Cote-Nord restent
toujours inconnues. Des études histopathologiques menées
par Sharon McGladdery (1993) ont révélé un taux élevé d’in-
fection. Toutefois, les agents causant les infections identifiées
ne semblaient pas étre liées au phénomene de mortalité mas-
sive puisqu’elles avaient déja été observées antérieurement
sur d’autres gisements de pétoncles du golfe du Saint-Laurent
pour lesquels des mortalités massives n’avaient pas été ob-
servées et ne présentaient aucun impact majeur pour la survie
des populations (Giguére et al., 1995).

Afin d’identifier la ou les causes de ces épisodes de morta-
lit¢é massive, un programme de recherche scientifique appelé
« Papatshe » a été mis en place sur la Basse-Cote-Nord. Ce
programme regroupe des chercheurs universitaires, gouver-
nementaux ainsi que des pécheurs et des mariculteurs. La
premiere étape a été de confirmer ou d’infirmer la présence
d'un agent pathogéne inconnu ou non identifié. Pour attein-
dre ce but, une série de tests de provocation a été entreprise
au cours desquels des tissus vraisemblablement infectés ont
été mis en contact avec des pétoncles sains. Cette technique
a déja été utilisée efficacement sur des mollusques (Paillard
et al., 1989; Burlakova et al., 1998; Kurokawa et al., 1999).
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Les travaux ont été réalisés en quatre étapes : tests de pro-
vocation 1, 2 et 3 et analyse histopathologique des tissus des
pétoncles traités.

Le test de provocation 1 a été effectué sur des pétoncles pro-
venant de trois régions différentes, soit la Basse-Cote-Nord,
la Gaspésie et les lles-de-la-Madeleine. Au cours de cette ex-
périence, les pétoncles ont été inoculés avec un homogénat
extrait de tissus d’animaux moribonds. La seconde étape visait
a inoculer des pétoncles avec un homogeénat extrait de tissus
de pétoncles sains. Au cours du test de provocation 3, on a
inoculé des pétoncles en provenance de la Gaspésie avec
des homogénats stériles ou non-stériles extraits de différents
tissus de pétoncles moribonds. Suite aux inoculation, nous
avons vérifié si 'agent pathogéne était détectable par les mé-
thodes d’histopathologie conventionnelles.

Les objectifs de cette étude sont de déterminer les effets d’une
inoculation de tissus présentant une forte probabilité d’infection
sur des pétoncles sains et d’identifier 'agent infectieux Iétal.

Matériel et méthodes

Test de provocation 1

La premiere campagne d’échantillonnage fut réalisée du 23 au
27 octobre 1999. Lors de cet échantillonnage, des pétoncles
mesurant entre 80 et 120 mm furent récoltés dans trois régions
différentes : la Basse-Cote-Nord (prées de la Tabatiere), la Gas-
pésie (prés de Percé) et les lles-de-la-Madeleine (figure 1).
Les deux premiers échantillonnages ont été effectués par
plongée sous-marine et ont permis de récolter respectivement
122 et 224 pétoncles aux sites de La Tabatiére et de Percé.
Une troisiéme récolte par dragage a eu lieu aux lles-de-la-
Madeleine et a permis d’obtenir 182 pétoncles. Finalement, un
dernier échantillonnage de pétoncles moribonds (c’est-a-dire
montrant une rétraction de la frange du manteau) mesurant
moins de 50 mm fut réalisé par plongée sous-marine sur les
installations aquacoles de Pec-Nord inc. dans la baie Jacques-
Cartier sur la Basse-Coéte-Nord.

Baie Jacques-

Cartier ™5

Tles-de-la-
A~ Madeleine

Figure 1: Sites d’échantillonnage des pétoncles dans le golfe du
Saint-Laurent

Suite a I'échantillonnage, 90 pétoncles de chacune des
régions (Gaspésie, Basse-Cote-Nord et lles-de-la-Madeleine)
ont été sélectionnés au hasard. De ce nombre, 45 pétoncles
de chacun des groupes, soit la moitié, ont été étiquetés. Ces
270 pétoncles ont été nettoyés avec une solution d’eau de
Javel a 5 % et disposés dans les installations de quarantaine
du Centre aquacole marin de Grande-Riviere (CAMGR) selon
un plan expérimental aléatoire. Notons que les installations
de quarantaine du CAMGR ont la particularité de voir leurs
eaux de rejet traitées aux rayons ultraviolets afin de détruire
les agents pathogénes, ce qui évite une possible contamina-
tion de I'environnement. Six pétoncles étaient placés dans des
auges de 20 litres et maintenus en eau de mer filtrée (15 um) a
un débit de 0,5 L/min et a une température de 10 °C. La salinité
était de 28 %o.

Pendant toute la durée de I'expérience qui a duré du 29 octobre
au 21 décembre, soit une période de 53 jours, un apport
constant d’algues était assuré dans I'arrivée d’eau a raison de
1 663 + 425 cellules/ml/pétoncle/minute. La diete était consti-
tuée d’'un mélange a 50:50 de Isochrysis sp. et de Pavlova
lutheri.

Un homogénat a ensuite été préparé a partir des tissus
provenant de 36 pétoncles moribonds. Les tissus extraits pro-
venaient des branchies, de la glande digestive, du manteau et
du rein. Environ un a deux grammes de tissus par pétoncle ont
été broyés manuellement et homogénéisés avec 6 ml d’eau
de mer filtrée (a 0,45 pm) et stérilisée. Un volume totalisant
250 ml d’homogénat a été préparé et la moitié de ce volume,
soit 125 ml, fut soumis a une centrifugation de 2 minutes a
2500 g.

L'injection de 700 pl d’homogénat a été réalisée a I'aide d’'une
seringue de trois millilitres (20G1) selon le modeéle suivant. Les
pétoncles étiquetés furent traités avec 'homogénat centrifugé
alors que les pétoncles non étiquetés ont subi un traitement a
I'hnomogénat non centrifugé. Pour chacun des trois stocks de
pétoncles, 24 pétoncles ont regu une injection dans le muscle,
24 dans la cavité palléale et finalement 'homogénat a été
injecté dans I'eau du milieu ambiant de 24 autres pétoncles.
Ce dernier traitement a été exécuté dans des contenants de
10 litres (trois pétoncles par contenant) en circuit fermé et les
pétoncles sont demeurés en contact avec le mélange eau de
mer/homogénat pendant deux heures avant de retourner dans
les installations expérimentales.

Pour chacun des trois stocks de pétoncles, 18 pétoncles ont
éteé utilisés comme contrdle et ont subi une injection d’eau de
mer filtrée et stérilisée. De ce nombre, six pétoncles ont regu
une injection dans le muscle et six dans le manteau. Pour les
six autres pétoncles, la solution était injectée dans le milieu
ambiant.

Un suivi journalier des mortalités, de la température, de la sa-
linité, du pH ainsi que du bon fonctionnement des installations
a été accompli durant toute la durée de I'expérience. L'opéra-
tion de suivi et de récolte des individus morts exigeait le port
de gants chirurgicaux ainsi qu’une désinfection des mains a
l'alcool (70 %) entre chaque auge. Les pétoncles morts du-
rant I'expérience étaient mesurés (longueur et largeur) puis
disséqués et la chair était conservée dans une solution de
fixation de Davidson (tableau 1) selon un rapport de 10 fois
le volume de solution pour un volume de chair. Aprés 24 a
48 heures de fixation, une section dorso-ventrale de 2 8 3 mm
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Tableau 1 : Préparation de la solution de fixation de Davidson

Ethanol 95 % 300 ml
Formaldéhyde (37 % a 40 %) 200 ml
Eau distillée 300 ml
Eau de mer filtrée et stérilisée 100 ml
Acide acétique 100 ml
Total 1000 ml

(Howard et Smith, 1983) était coupée et conservée dans la
solution de fixation pour 'examen au microscope optique. A
la fin du test de provocation 1, la totalité des pétoncles survi-
vants ont été disséqués et fixés pour analyses pathologiques
ultérieures.

Le surplus des pétoncles récoltés lors de I'échantillonnage a
été conservé dans des bassins de maintien en eau brute. Des
pétoncles moribonds ont également été fixés des leur arrivée
au CAMGR pour 'analyse pathologique.

Test de provocation 2

Le surplus de pétoncles récoltés lors du test de provoca-
tion 1 fut utilisé lors du second test de provocation. Un total
de 144 pétoncles mesurant entre 80 et 120 mm ont servi a la
réalisation du test de provocation 2, soit 90 pétoncles prove-
nant de la Gaspésie, 42 des lles-de-la-Madeleine et 12 de la
Basse-Cote-Nord.

Comme pour le test de provocation 1, la moitié des pétoncles
de chaque région ont été étiquetés, les pétoncles non étique-
tés correspondant toujours au traitement sans centrifugation et
les pétoncles étiquetés au traitement avec centrifugation. Les
pétoncles étaient disposés selon le méme patron et les mémes
conditions environnementales que pour le test de provoca-
tion 1. Toutefois, lors du test de provocation 2, ’lhomogénat a
été réalisé a partir de tissus prélevés sur des pétoncles sains
provenant de la Gaspésie selon le méme protocole que pré-
senté antérieurement. L'injection était réalisée dans le muscle,
dans la cavité du manteau ou dans I'eau du milieu ambiant.

Des pétoncles provenant des trois régions ont été utilisés
comme contréle. Ainsi, 6 des 90 pétoncles de la Gaspésie
ont subi une injection d’eau de mer filtrée et stérilisée dans
le muscle, six dans la cavité du manteau et six dans le milieu
ambiant. Le méme protocole a été suivi pour les pétoncles des
fles-de-la-Madeleine, mais seulement un total de six pétoncles
de la Basse-Cote-Nord ont été utilisés comme contréle (trois
ont recu une injection dans le muscle et trois dans la cavité du
manteau).

Le test de provocation 2 s’est déroulé sur une période de
56 jours, du 29 janvier au 24 mars 2000. Le protocole du suivi
journalier était le méme que pour le test de provocation 1.

Test de provocation 3

La seconde campagne d’échantilonnage a débuté le
120ctobre 2000 parunerécoltede pétonclesmoribondsdemoins
de 50 mm sur les installations d’aquaculture de Pec-Nord inc.
dans la baie Jacques-Cartier, sur la Basse-Céte-Nord. Le
30 octobre 2000, un second échantillonnage, celui-la de

pétoncles sains mesurant entre 80 et 120 mm, a été réalisé
dans le secteur de Percé en Gaspésie. La récolte de tous les
organismes a été effectuée par plongée sous-marine.

Lors du troisieme test de provocation, des échantillons des
branchies et du manteau, de la glande digestive et du rein et
finalement du muscle ont été homogénéisés manuellement
dans le but d’obtenir trois homogénats provenant de groupes
de tissus différents. Un volume total de 16 ml d’homogénat a
été produit a partir des tissus extraits du manteau et des bran-
chies, 14 ml a partir de la glande digestive et du rein et 28 ml
a partir d’extraits de muscle. La moitié de chacun des trois
mélanges a été stérilisée a I'autoclave (125 °C pour 15 min)
pour un total de six types d’homogénats différents.

Cent huit pétoncles de la Gaspésie ont regu des injections lors
du test de provocation 3. Trente-six étaient utilisés comme
contréle, 12 ont regu une injection d’eau de mer filtrée et sté-
rilisée dans le muscle, 12 ont vu I'eau de leur milieu ambiant
inoculée avec un mélange des trois homogénats stérilisés et
12 n’ont subi aucun traitement. Le reste des échantillons rece-
vront une injection dans le muscle de I'un des six homogénats
différents.

Le test de provocation 3 a débuté le 13 octobre pour se ter-
miner le 18 décembre 2000. Durant cette période de 67 jours,
les mémes conditions d’expérimentation ainsi que le méme
protocole de suivi quotidien du test de provocation 1 ont été
appliqués.

Analyses

Pour l'analyse histopathologique, des pétoncles fixés dans
une solution de fixation de Davidson ont été sélectionnés sur
'ensemble des différents traitements pour les trois tests de
provocation. Ainsi, 71 pétoncles issus du test de provocation 1
ont été sélectionnés, 50 pour le test 2 et 27 pour le test 3. Des
coupes histopathologiques ont également été produites a par-
tir d’échantillons de pétoncles moribonds (six pétoncles).

Les tissus pour 'examen en microscopie optique furent enro-
bés dans la paraffine et des coupes de 5 um ont été pratiquées
suivies d’'une coloration a 'hématoxyline-éosine. Les sections
de tissus furent examinées a un grossissement de 25 & 250 a
I'aide d’'un microscope Leitz Dialux. Un appareil-photo numé-
rique Color Pro Snap a servi a enregistrer des images. L'iden-
tification des différents pathogénes étaient réalisés selon le
guide de McGladdery et al. (1993).

Analyses statistiques

Les taux de survie entre les traitements ont été comparés par
des analyses de variance sur les taux de survie a la fin de cha-
que test de provocation et en comparant les courbes de survie
cumulative par des « Lifetest ». Ces analyses ont été réalisées
avec le logiciel AS, version 8.0.

Résultats

Test de provocation 1

Le transport jusqu’au CAMGR n’a entrainé aucune mortalité
chez les échantillons de pétoncles provenant des trois différen-
tes régions. Par contre, il en est autrement pour I'échantillon
de pétoncles moribonds de la baie Jacques-Cartier, qui a été
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Figure 2 : Mortalité des différents lots de pétoncle maintenus en
bassins de stockage de 200 litres (10 °C, 28 %o) sans avoir
subi aucun traitement. Un bassin contenait un lot de 50 a
150 pétoncles.

affecté par des mortalités de 20 % lors du transport. Les mor-
talités chez les pétoncles moribonds se sont poursuivies au
cours de la période de stockage en bassins de maintien, ou
un taux de mortalité atteignant 80 % a été enregistré apres
seulement 6 jours (figure 2).

La figure 3 illustre les mortalités des différentes populations en
fonction des traitements et des injections. Aprés une injection
dans le muscle, la population de la Basse-Coéte-Nord atteignait
des taux de mortalité de 100 % pour les traitements centrifugé
(jour 34) et non centrifugé (jour 11). Les taux de mortalité pour
cette méme population étaient tout aussi élevés suite a l'inocu-
lation dans la cavité du manteau, soit 90 % pour une injection
d’homogénat centrifugé et 100 % pour une injection d’homo-
génat non centrifugé.

Pour les populations de la Gaspésie et des lles-de-la-
Madeleine, I'effet de I'injection d’'un homogénat provenant de
pétoncles moribonds dans le muscle et dans le manteau était
différent (p=0,0202 et p=0,0001) indépendamment du traite-
ment (centrifugé et non centrifugé). La figure 3d montre que le
taux de mortalité pour une inoculation dans le muscle lors d’un
traitement a homogénat non centrifugé était de 100 % pour
les pétoncles de la Gaspésie et de 90 % pour les pétoncles
des Tles-de-la-Madeleine. Pour ce méme traitement, I'injection
dans le manteau (figure 3e) engendrait des mortalités de 75 %
chez le stock de la Gaspésie et 24 % chez celui des lles-de-
la-Madeleine. L'injection dans I'eau du milieu ambiant n’a pas
eu d’effet significatif sur les populations de ces deux régions
(p=0,4020) avec des taux de mortalitt maximum de 19 %
jusqu’au jour 52 pour les pétoncles des lles-de-la-Madeleine
et de la Gaspésie (figure 3c et 3f). L'effet de I'injection dans
I'eau s’observait uniquement en fin d’expérimentation chez les
pétoncles de la Basse-Cote-Nord ou les taux de mortalité at-
teignaient respectivement pour les traitements a homogénat
centrifugé et non centrifugé, 85 % et 48 % (figure 3c et 3f).

L'effet du traitement, soit centrifugé et non centrifugé, s’ob-
servait en particulier chez les pétoncles de la Gaspésie
(p=0,0171). Nous avons pu observer des différences importan-
tes de mortalité entre I'injection d’homogénat centrifugé (65 %)
et non centrifugé (100 %) pour cette méme population suite a
une injection dans le muscle (écart de 35 %; figure 3a et 3d).
L’écart grimpait méme & 67 % lorsque les injections étaient
faites directement dans le manteau (figure 3b et 3e). L'effet
de la centrifugation ne s’observait pas chez les pétoncles de
la Basse-Cote-Nord (p=0,2297) et des lles-de-la-Madeleine

(p=0,1087). Nos résultats démontrent également que I'inocu-
lation d’homogénat centrifugé ou non centrifugé avait généra-
lement un effet plus prononcé lorsqu'il était injecté directement
dans le muscle (figure 3a et 3d) en comparaison avec une
injection dans la cavité du manteau (figure 3b et 3e) ou dans
'eau du milieu ambiant (figure 3c et 3f) et ce, pour les trois
populations.

Les pétoncles de la Basse-Cote-Nord étaient donc générale-
ment plus sensibles a linjection d’homogénat provenant de
tissus prélevés sur des animaux moribonds que les pétoncles
des lles-de-la-Madeleine et de la Gaspésie (figure 3). Fina-
lement, notons la mortalité chez les contrbles apres injection
dans le muscle au 46¢ jour (3A et 3D).

Suite a I'analyse des résultats de mortalité obtenus durant le
test de provocation 1, il n’y avait aucune indication formelle
qu’un pathogéne ou un virus était responsable des mortalités.
Il restait toujours la possibilité que les mortalités étaient indui-
tes par la présence d’un corps étranger. Toutefois, I'hypothése
d’un agent pathogéne ne pouvant pas étre rejetée, nous avons
réalisé le test de provocation 2.
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Figure 3 : Mortalité (%) observée chez les pétoncles lors du test de
provocation 1 suite aux différents traitements. Les graphi-
ques a, b, et ¢ représentent la mortalité chez les pétoncles
traités avec un homogénat centrifugé dans le muscle, la ca-
vité du manteau et I'eau du milieu ambiant respectivement.
Les graphiques d, e, et f représentent la mortalité chez les
pétoncles traités avec un homogénat non centrifugé dans
le muscle, la cavité du manteau et 'eau du milieu ambiant
respectivement. C-BCN, C-IDM et C-Gaspésie représentent

Test de provocation 2

La figure 4 illustre les résultats de mortalité de pétoncles de la
Basse-Cote-Nord, de la Gaspésie et des fles-de-la-Madeleine
suite a l'inoculation d’homogénat centrifugé et non centri-
fugé extrait de pétoncles sains selon différentes méthodes
d’injection.

Nos résultats démontrent que lors des injections dans le
muscle, le taux de mortalité se stabilisait rapidement a 44 %
(au jour 27) suite a l'inoculation d’'un homogénat centrifugé et
a 58 % (au jour 17) pour un homogénat non centrifugé chez
les pétoncles en provenance de la Gaspésie (figure 4a et 4d).
Pour les pétoncles des fles-de-la-Madeleine, des taux de mor-
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Figure 4 : Mortalité (%) observée chez les pétoncles inoculés d’un ho-
mogénat centrifugé (A, B et C) et non centrifugé (D, E et F)
extrait de tissus de pétoncle sain. Injection dans le muscle,
dans la cavité du manteau et dans I'eau du milieu ambiant.
C-BCN, C-IDM et C-Gaspésie représentent les groupes
contréles.

talité de 15 % ont été atteints aprés 9 jours d’expérimentation
et 50 % en 15 jours pour les traitements respectifs a ’'homogé-
nat centrifugé et non centrifugé (figure 4a et 4d). Chez la popu-
lation de la Basse-Cote-Nord, ce taux de mortalité a atteint les
100 % au 47¢ jour, toujours suite a une injection d’'un homogé-
nat non centrifugé (figure 4d). Des mortalités de 35 % ont éga-
lement été observées chez les pétoncles contréles (injection
dans le muscle d’eau de mer) de la Gaspésie (figure 4d).

L'effet des injections dans la cavité du manteau était plus faible
pour 'ensemble des traitements et des stocks (figure 4b et 4e).
Le taux de mortalité le plus important a été enregistré au jour
43 avec 35 % de mortalité pour les pétoncles de la Basse-Cote-
Nord auxquels on avait injecté un homogénat non centrifugé
(figure 4e). Les taux de mortalité pour les autres populations,
soit celles de la Gaspésie et des lles-de-la-Madeleine, étaient
inférieurs a 25 %, peu importe le traitement (figure 4b et 4e).

Les résultats du test de provocation 2 démontrent encore une
fois que les pétoncles en provenance de la Basse-Co6te-Nord
étaient plus sensibles au stress que ceux des autres popu-
lations. Pour 'ensemble des traitements, les pétoncles de la
Gaspésie présentaient des taux de mortalité plus élevés que
les pétoncles des lles-de-la-Madeleine (p=0,013). Les morta-
lités des pétoncles témoins laissent sous-entendre que cette
population réagit plus fortement au stress de l'injection et des
manipulations en comparaison avec ceux des lles.

Les tests statistiques ont également révélé un effet du traite-
ment, qu'il soit centrifugé ou non centrifugé, sur le taux de mor-
talité (p=0,0186). Peu importe la provenance des stocks ou le
lieu de l'injection (muscle, manteau et eau), le taux de survie
était plus élevé lorsque les pétoncles étaient inoculés a partir
d’'un homogénat non centrifugé.

Puisque les mortalités étaient moins importantes dans le test
de provocation 2 que dans le test de provocation 1, I'hypothée-
se de la présence d'un agent pathogene ou d’un virus restait
toujours a confirmer. Ainsi, le troisi€me test de provocation a
été réalisé avec l'injection d’homogénats de pétoncles mori-
bonds et I'utilisation d’un contréle formé d’homogénats de pé-
toncles moribonds stérilisés.

Test de provocation 3

Les résultats du test de provocation 3 sur des pétoncles de la
Gaspésie démontraient des taux de mortalité nettement supé-
rieurs apres les injections utilisant des homogénats non stérili-
sés comparativement aux homogénats stérilisés et aux contro-
les (p=0,008, figure 5). Les mortalités s’élevaient a 100 % pour
un homogénat extrait de tissus de la glande digestive et du
rein, a 90 % pour un homogénat extrait du muscle et a 85 %
pour un homogénat provenant des branchies et du manteau
(figure 5a). Les injections d’homogénat stérilisé ont entrainé
des mortalités plus faibles avec des taux variant entre 45 a
50 % (figure 5b). Les mortalités observées chez les contrbles
étaient comparables a celles des échantillons inoculés a partir
d’'un homogénat stérilisé (p=0,6147; figure 5b et 5¢). Ainsi,
lorsque les pétoncles ont subi une injection d’homogénat sté-
rilisé préparé a partir de tous les tissus, le taux de mortalité
atteignait 45 % alors que pour une injection a 'eau de mer
stérilisée, le taux de mortalité était de 40 %. Finalement, nous
n’avons observé aucune différence des taux de mortalité selon
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Figure 5 : Mortalité des pétoncles de la Gaspésie lors du test de provo-
cation 3 illustrant I'effet de I'injection d’homogénat non stéri-
lisé (a) et stérilisé (b) extraits de différents tissus (branchies-
manteau, glande digestive-reins, muscle) provenant de
pétoncles moribonds, et des contréles (c)
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Figure 6 : Tubulariés des branchies (A), procaryote intracellulaire de
type rickettsien (B) et ciliés des branchies (C) observés
chez les pétoncles utilisés dans les différents traitements.

Figure 7 : Nécrose des tubules de la glande digestive observée chez
les pétoncles utilisés dans les différents traitements

I'origine des tissus qui ont servi a la réalisation des différents
homogénats (p=0,2497).

Analyses histopathologiques

Les analyses histopathologiques ont révélé la présence d’'orga-
nismes comme des tubulariés des branchies et des intestins,
des organismes de type rickettsien et des ciliés des branchies
(figure 6 et tableau 1). Bien que le nombre de parasites pré-
sents varie, la prévalence de chacun est faible et ils ne sont
pas présents chez toutes les populations dans le cadre des
trois tests de provocation. Par exemple, les seuls parasites
identifiés chez les populations de la Gaspésie et des lles-de-
la-Madeleine pour le test de provocation 1 sont des tubulariés
des branchies avec des prévalences respectives de 7,1 % et
5,6 %. De plus, aucun parasite n’était présent dans les popula-
tions des fles-de-la-Madeleine et de la Basse-Céte-Nord pour
le test de provocation 2. La plus grande variété de parasites a
été observée chez les pétoncles du test de provocation 1 ou
trois espéces de parasites étaient présentes chez les pétoncles
de la Basse-Cote-Nord, soit des tubulariés, des organismes de
type rickettsien et des ciliés.

Discussion

Les résultats des trois tests de provocation n'ont permis d’'iden-
tifier aucun agent pathogéne pouvant étre responsable des épi-
sodes de mortalité survenues chez les populations de pétoncles
de la Basse-Coéte-Nord du golfe du Saint-Laurent. Des parasi-
tes et des anomalies des tissus (nécrose) ont été notés suite
a lanalyse histopathologique des échantillons de pétoncles
traités ainsi que chez les pétoncles moribonds, mais ils ne re-
présentaient pas une menace a la survie des populations. Bien
que la présence de parasites puisse sembler inquiétante, les
prévalences sont trés faibles pour toutes les populations. Ces
organismes ont été observés chez d’autres mollusques dans
I'Atlantique canadien et n‘ont été associés a aucune mortalité
massive et ne représentent pas un facteur nuisible a la survie
des populations (McGladdery et al., 1993). De plus, les coupes
histologiques ne révélent aucun signe spécifique d’infection.

La présence de bactéries saprobiontes chez les populations
de pétoncles traités au cours des trois tests de provocation
est probablement reliée au fait que les pétoncles étaient morts
au moment de la récolte. Suite a la dégradation de I'état phy-
siologique qui survient lors de la mort d’un organisme ou en
cas de maladie létale, des enzymes provoquent la nécrose
de tissus qui débute généralement dans la glande digestive.
Une nécrose avancée entraine le développement de colonies
de bactéries saprobiontes. Ceci explique la présence de cette
bactérie chez les pétoncles morts et moribonds, mais ce fait
peut difficilement étre la cause unique des mortalités observées
chez les pétoncles.

Nous avons observé lors du test de provocation 1 que le stock
de pétoncles de la Basse-Cote-Nord était plus affecté par le
stress induit suite a l'injection d’homogénat comparativement
aux pétoncles en provenance de la Gaspésie et des fles-de-la-
Madeleine. Peu importe que l'inoculation soit pratiquée dans le
muscle ou dans la cavité du manteau, le taux de mortalité chez
cette population était supérieur aux deux autres. Cette observa-
tion pourrait peut-étre s’expliquer par le fait que le stock de pé-
toncles de la Basse-Cote-Nord se trouve a la limite supérieure
nordique de la distribution géographique du pétoncle géant.
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Tableau 2 : Prévalence (%) de parasites et observations pathologiques identifiés lors de I'analyse hispathologique pour les tests

de provocation 1, 2 et 3.

Parasites
Test de provocation 1 Test de provocation 2 Test de provocation 3
Organismes

Gaspé IDM BCN Moribond Gaspé IDM BCN Gaspé
Tubulariés des branchies 71% 5,6 % 74 % 0 0 0 0 29,6 %
Tubulariés des intestins 0 0 3,7% 0 0 0 0 0
Rickettsie 0 0 3,7% 16,7 % 4,0 % 0 0 0
Ciliés des branchies 0 0 0 0 4,0 % 0 0 0
Perles 0 0 0 0 0 0 0 3,7%

Pathologie

Nécrose des tissus de la glande digestive 78,6 % 27,8 % 66,7 % 16,7 % 88,0 % 64,3 % 53,8 % 70,4 %
Bactéries saprobiontes 10,7 % 222 % 3,7% 83,3 % 4,0 % 0 0 18,5 %

Ainsi, une sélection particuliére, favorisée par des conditions
environnementales plus difficiles dans cette région, pourrait
rendre les pétoncles plus sensibles aux différents facteurs de
stress. Cette sensibilité accrue face au stress pourrait peut-
étre expliquer la hausse du taux de mortalité qui est survenue
dans les derniers jours d’expérimentation chez les pétoncles
contréles de la Basse-Cote-Nord ayant subi une injection dans
le muscle ainsi que chez les pétoncles ayant été soumis au
traitement par injection dans I'eau du milieu ambiant pour la
méme population. En effet, celles-ci coincident avec la dété-
rioration de la qualité de I'eau des bassins de la quarantaine,
représentée entre autres par une déposition importante de sé-
diments, en raison des tempétes violentes qui ont touché la
région de Grande-Riviere a la mi-décembre 1999.

L'effet de la centrifugation de I'homogénat non stérilisé ne
s’observait pas chez les pétoncles de la Basse-Cote-Nord,
ou des mortalités de 100 % ont été observées pour les deux
types d’homogénats (centrifugé et non centrifugé). Ces résul-
tats pourraient s’expliquer probablement par la faiblesse de la
population elle-méme. L'effet de la centrifugation n’a pas été
observé également dans les stocks des Tles-de-la-Madeleine
ou les mortalités observées étaient généralement plus faibles
que pour les deux autres stocks. Ces résultats pourraient étre
mis en relation avec la résistance accrue des pétoncles des
Tles-de-la-Madeleine. La centrifugation a pour conséquence le
dépdt de matieres en suspension (ex. débris cellulaires). Les
résultats obtenus avec les pétoncles de la Gaspésie, ou les
pétoncles injectés avec un homogénat centrifugé présentaient
des mortalités plus faibles, suggérent que I'agent infectieux sé-
dimentait par une centrifugation de 2 500 g. Bien que I'homo-
génat soit en quelque sorte libéré de certains corps étrangers,
il n’est toutefois pas stérilisé et peut donc demeurer nocif, par-
ticulierement pour les pétoncles un peu plus fragiles.

Les résultats de mortalité du test de provocation 2 indiquent
que les manipulations, soit le lavage, I'étiquetage et surtout
l'injection d’'un corps étranger (homogénat de tissu provenant
de pétoncles sains), représentaient un facteur de stress impor-
tant pour les pétoncles. Ce stress était d’autant plus important
chez les pétoncles plus sensibles provenant du stock de la
Basse-Cote-Nord. Ainsi, I'origine des populations peut affec-
ter la résistance des pétoncles face aux différents facteurs de
stress comme en témoignent les taux de mortalité des trois
tests de provocation. Nous avons observé également qu’une
injection dans le muscle avait un effet négatif nettement plus
grand sur la condition physique des individus qu’une injection
dans la cavité du manteau. Ceci pourrait peut-étre s’expliquer
par le fait que le muscle contient un nombre supérieur de ter-
minaisons nerveuses et que le choc de I'injection pourrait donc
étre ressenti plus fortement. Une autre explication possible est
la présence dans le manteau et les branchies des mécanis-
mes de défense de I'animal associé aux phénomeénes de pha-
gocytose (McDade et Tripp, 1967; Hardy et al., 1976). En effet,
il a été démontré que les branchies, le manteau et le fluide
du manteau de bivalves contenaient des enzymes tels que le
lysozyme qui hydrolyse les peptidoglycanes, le principal poly-
meére structural des parois cellulaires des bactéries (McHenery
et al., 1979). Les faibles mortalités observées chez les contro-
les démontrent I'effet d’'un stress engendré par les manipula-
tions (étiquetage et injection), ce stress étant accentué lorsque
le stock est plus faible (Basse-Cote-Nord).

Malgré le stress imposé par I'injection d’'un corps étranger, les
résultats du test de provocation 3 confirment que les mortalités
sont deux fois plus importantes lorsque ’'homogénat n’est pas
stérilisé. Ces résultats suggerent la présence d’'un agent non
identifié qui engendre des mortalités massives chez les péton-
cles lorsque ceux-ci sont inoculés directement avec un homo-
génat non stérilisé. Cet agent pourrait étre un agent infectieux
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ou des enzymes de lyse, tels les enzymes lysosomiales qui
ont une capacité de détérioration cellulaire importante (Owen,
1972; McHenery et al., 1979; McHenery et al., 1986; Moore,
1976; Moore et Viarengo, 1987; 1980; Rodrick et Ulrich 1984;
Tremblay et al., 1998 c). La stérilisation a pour effet de détruire
la majeure partie de la matiére organique et ainsi de dénaturer
les enzymes et de détruire les agents infectieux. Lhomogénat
stérilisé agit donc un peu comme un contréle puisqu’il est dé-
barrassé de ses impuretés infectieuses et des capacités de lyse
qui pourraient causer la mortalité des pétoncles injectés. S'il y
avait un agent infectieux, il se retrouverait sans doute dans la
majorité des tissus du pétoncle infecté. Peu importe que le
stock de pétoncles traités ait été inoculé avec de ’lhomogénat
provenant du muscle, des branchies et du manteau ou du rein
et de la glande digestive, il n’y a aucune différence significative
du point de vue du taux de mortalité des pétoncles.

En résumé, méme si les données de mortalité obtenues apres
le troisieme test de provocation pourraient révéler la présence
d’une infection épidémiologique, les analyses histopathologi-
ques ne peuvent confirmer la présence d’un agent pathogéene
létal. Comme les pétoncles ont été récoltés apres les premiers
signes de mortalité, il est trés difficile d’associer la présence
des bactéries observées par I'analyse histopathologique avec
'agent ayant causé la mort. En effet, de nombreuses bacté-
ries proliférent dans les tissus des organismes aussitot apres
leur mort. De plus, les analyses histopathologiques ne permet-
tent pas d’identifier clairement I'espéce de la bactérie obser-
vée ainsi que la présence de virus. La présence de virus peut
toutefois étre suspectée par la détérioration des tissus que
ceux-ci engendrent. Des échantillons dont la détérioration des
tissus nous semblait suspecte ont été envoyés au Dr Tristant
Renault, pathologiste et virologue de I'lfremer afin de détermi-
ner si un virus de type herpés pouvait étre en cause. Aucun
virus n’a été identifié.

Nos résultats ne permettent pas d’identifier la présence d’un
agent pathogéne chez les pétoncles moribonds de la Basse-
Cote-Nord. Ainsi, rien ne confirme qu’un agent pathogéne se-
rait la cause des phénoménes de mortalité massive observés
dans cette région. La distribution du pétoncle géant y est limitée
aux zones de faible profondeur (< 30 m) et est surtout concen-
trée dans des petites baies (D’amours et Pilote, 1982; Giguére
et al., 1995), alors que cette espéce se retrouve généralement
dans I'environnement plus stable des grandes profondeurs.
Cette distribution particuliére sur la Basse-Cote-Nord pourrait
exposer ces pétoncles a des variations environnementales qui
excédent le seuil de tolérance de cette espéce. Ainsi des mor-
talités massives rencontrées au printemps suite a des pluies
importantes et la fonte des neiges pourraient résulter des chan-
gements abrupts de la salinité, tel que Tettelbach et al., (1985)
I'ont décrit pour le pétoncle de baie Argopecten irradians irra-
dians. La plus grande sensibilité au stress des pétoncles de
la Basse-Cote-Nord observée durant nos expériences pourrait
étre un indice de la divergence génétique des pétoncles géant
de cette région par rapport aux pétoncles des autres régions
du golfe du Saint-Laurent. Les caractéristiques génétiques des
pétoncles de la Basse-Cote-Nord pourraient avoir des effets
sur les performances physiologiques favorisant I'apparition
des phénoménes de mortalité massive. Afin de conclure claire-
ment qu’un agent pathogéne est la cause des phénomeénes de
mortalité massive en Basse-Cote-Nord, il faudrait 1) identifier
I'agent pathogéne, 2) effectuer des mesures sur le terrain (état
démographique des populations, monitoring environnemental

et prévalence pathologique), 3) caractériser la variabilité gé-
nétique et 4) déterminer les capacités physiologiques de ces
populations.

Conclusion

Par I'injection de tissus, nous avons démontré que les péton-
cles moribonds de la Basse-Céte-Nord semblent porteurs d’un
agent pathogéne. Toutefois, celui-ci n’est pas identifiable par
des mesures d’histologie conventionnelle. D’autres techniques,
comme la microscopie électronique, les sondes d’hybridation
in situ et l'identification des bactéries devront étre utilisées
afin d’identifier et de caractériser cet agent pathogéne. Nous
n’avons pas déterminé si cet agent pathogéne est impliqué ou
est la cause des phénoménes de mortalité massive observés
sur la Basse-Cdte-Nord. Pour établir son réle dans 'apparition
de ces phénomeénes, des études sur le terrain seront néces-
saires. Finalement, nous avons observé que les pétoncles de
la Basse-Cote-Nord étaient plus sensibles a la mortalité induite
en laboratoire que les pétoncles de la Gaspésie et des lles-de-
la-Madeleine, ce qui suggére qu’'une composante génétique
puisse étre en cause dans I'apparition de la mortalité massive
en Basse-Cote-Nord.
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