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LIGNE DIRECTRICE DE L'OCDE POUR LES ESSAIS DE
PRODUITS CHIMIQUES
Essai sur plante terrestre : essai de vigueur végétative
INTRODUCTION
1. Les lignes directrices de 'OCDE pour les essais de produits chimiques sont réguliérement

remises a jour pour tenir compte des progres scientifiques et de 1'adéquation a la pratique réglementaire.
Cette ligne directrice, issue de la révision de la ligne directrice précédente 208 (1), a pour objet d'évaluer
les effets d'une exposition aérienne sur la vigueur végétative de plantes terrestres. Elle ne couvre pas pour
autant tous les effets chroniques ni tous les effets sur la reproduction (c'est-a-dire la grenaison, la formation
de fleurs, la maturation des fruits). Il est impératif de tenir compte des conditions d'exposition et des
propriétés de la substance de l'essai pour garantir I'utilisation de procédés d'essai appropriés. Cette ligne
directrice s'applique aux essais de produits chimiques généraux ainsi qu'aux biocides et aux produits de
protection des cultures (également désigné par produits phytosanitaires ou pesticides). Elle s'inspire de la
ligne directrice 208 (1)(2) et d'autres procédés existants (3) (4) (5) (6) (7) (8). D'autres références en lien
avec les essais sur plantes ont également été consultées (9) (10) (11) (12). L'annexe 1 présente les
définitions utilisées.

PRINCIPE DE L'ESSAI

2. L'essai évalue les effets potentiels sur les plantes du dépdt de la substance d'essai sur les feuilles
et les parties aériennes des plantes. Les plantes sont habituellement cultivées apres semis jusqu'au stade de
2 a 4 feuilles vraies. La substance de I'essai est ensuite pulvérisée sur la plante et les surfaces foliaires a une
ou plusieurs doses appropri¢es. Apres application, les plantes sont comparées a des plantes témoins non
traitées afin de déterminer les effets sur la vigueur et la croissance a plusieurs intervalles de temps compris
dans les 21 a 28 jours suivant le traitement. Pour les 10 espéces cultivées mentionnées dans 1'annexe 4, une
période d'essai de 21 jours peut suffire. Les effets mesurés sont le poids sec des pousses (ou bien le poids
frais des pousses), et dans certains cas la hauteur des pousses, combinés a l'évaluation d'effets nocifs
visibles sur différentes parties des plantes. Ces mesures et observations sont comparées aux résultats de
plantes témoins non traitées.

3. Selon l'objectif visé par I'étude, l'essai peut permettre de déterminer la courbe dose-réponse, ou il
peut étre mis en ceuvre a une unique concentration ou un unique taux, et il s'agit alors d'un essai de seuil. Si
les résultats de 1'essai sur une seule concentration ou un seul taux excédent un certain seuil de toxicité (par
exemple, lorsque des effets supérieurs a x % sont observés), on procéde a un essai de détermination de
l'ordre de grandeur afin de définir les limites de toxicité supérieures et inférieures, puis a un essai
employant plusieurs concentrations ou taux afin de tracer une courbe dose-réponse. Les analyses
statistiques appropriées permettront de calculer une concentration efficace CE, ou un taux d'application
efficace TE, (par exemple CE,s, TE,s, CEsq, TEs), pour le paramétre ou les paramétres pertinents les plus
sensibles. Cet essai peut également fournir les valeurs calculées de concentration sans effet observé
(CSEOQ) et de concentration minimale avec effet observé (CMEO).
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INFORMATION SUR LA SUBSTANCE DE L'ESSAI

4, La détermination de la voie d'exposition probable de la substance, et par conséquent la
conception de l'essai pourront s'appuyer sur les informations suivantes: formule développée, pureté,
solubilit¢ dans l'eau, solubilit¢ dans les solvants organiques, coefficient de partage n-octanol/eau,
comportement de sorption par le sol, pression de vapeur, stabilit¢ chimique vis-a-vis de l'eau et de la
lumicére et biodégradabilité.

VALIDITE DE L'ESSAI

5. Pour valider l'essai, les critéres de performance suivants devront étre satisfaits :

e L'émergence des plantules atteint au moins 70 % ;

et sur les témoins :

e les plantes ne présentent aucun effet phytotoxique visible (par exemple, chlorose, nécrose,
flétrissement, déformation des feuilles et des tiges). Seules des variations normales de la
croissance et de la morphologie de I'espece particuliére de plantes sont observées ;

e e taux de survie moyen des plantes est d'au moins 90 % pendant la durée de 1'étude ;

e les conditions environnementales pour une espéce particuliére sont identiques et les milieux de

croissance contiennent la méme quantité de matrice de sol, de milieu de support ou de substrat
provenant de la méme source.

SUBTANCE DE REFERENCE

6. L'essai d'une substance de référence a intervalles réguliers permet de vérifier la régularité des
performances de l'essai et de la réponse des plantes particuliéres de 1'essai, ainsi que la régularité des
performances de I'équipement d'essai employé. Il est également possible d'utiliser des mesures historiques
de biomasse ou de croissance de témoins pour évaluer les performances du systéme d'essai dans des
laboratoires particuliers et ces mesures peuvent également servir de contrdle de qualité intra-laboratoire.

DESCRIPTION DU PROCEDE

Sol naturel — Substrat artificiel

7. On peut cultiver les plantes dans des pots contenant un limon sableux, un sable limoneux ou un
limon d'argile sableuse dont la teneur en carbone organique peut atteindre 1.5 % (environ 3 % de maticres
organiques). Un terreau commercial ou un mélange de sol synthétique qui contient jusqu'a 1.5 % de
carbone organique conviennent également. Les sols argileux doivent étre exclus si la substance de I'essai a
une affinité élevée avérée pour les argiles. Les sols de champs doivent étre tamisés pour homogénéiser la
taille de particule en dessous de 2 mm et éliminer les particules grossiéres. Le type et la texture, la
proportion de carbone organique, le pH et la teneur en sels mesurée par la conductivité électronique du sol
préparé final doivent étre enregistrés, et le sol classé conformément a un schéma de classification standard
(13). Pour réduire les effets des pathogénes du sol, celui-ci pourra subir une pasteurisation ou un traitement
thermique.
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8. L'emploi d'un sol naturel peut compliquer l'interprétation des résultats et augmenter la variabilité,
du fait de la variation des propriétés physicochimiques et des populations microbiennes. Ces paramétres
peuvent modifier la capacité de rétention d'humidité, la capacité de liaison chimique, 1'aération et la teneur
en nutriment et en oligoéléments. Les fluctuations de ces facteurs physiques s'ajoutent a des variations des
propriétés chimiques telles que le pH et le potentiel redox, qui peuvent affecter la biodisponibilité de la
substance d'essai (14) (15) (16). C'est pourquoi I'utilisation de substrats artificiels constitue une alternative
acceptable.

9. 11 est inhabituel d'utiliser des substrats artificiels pour les essais de produits phytosanitaires, mais
ils peuvent étre employés pour les essais de produits chimiques généraux ou lorsqu'il est souhaitable de
réduire la variabilité des sols naturels et d'améliorer la comparabilité des résultats de l'essai. Les substrats
doivent étre composés de matériaux inertes présentant des interactions minimales avec la substance d'essai,
le solvant véhicule ou les deux. Des matériaux inertes appropri€s qui absorbent trés peu la substance d'essai
(17), assurant ainsi une disponibilit¢é maximale de la substance pour les plantules par absorption racinaire,
sont le sable de quartz lavé par un acide, la laine minérale et les billes de verre (par exemple, de 0.35 4 0.85
mm de diamétre). La vermiculite, la perlite ou d'autres matériaux trés absorbants ne conviennent pas.
L'apport de nutriments favorisant la croissance végétale évitera aux plantes les stress dus aux carences
nutritives, qui seront évaluées, si possible, par des analyses chimiques ou un contrdle visuel des plantes
témoins.

Critére de sélection de 1'espéce de 1'essai

10. L'espéce sélectionnée devra étre raisonnablement répandue, par exemple, en termes de diversité
taxonomique dans le royaume végétal, de distribution, d'abondance, de caractéristiques du cycle vital
spécifique de l'espece et de régions d'occurrence naturelle, pour permettre le développement d'une série de
réponses (11) (18) (19) (20) (21) (22). Le choix devra tenir compte des caractéristiques suivantes des
especes d'essai envisagées :

e Les semences de l'espece sont uniformes, et largement disponibles auprés de sources de semences
standard fiables, et produisent une germination régulicre, fiable et uniforme, ainsi qu'une

croissance uniforme des plantules ;

e La plante est adaptée a l'essai au laboratoire, et susceptible de donner des résultats fiables et
reproductibles dans une méme installation d'essai et entre des installations d'essai différentes ;

e La sensibilité de l'espece d'essai doit correspondre aux réponses des plantes se trouvant dans
l'environnement exposé a la substance ;

e L'espece a déja été utilisée dans des essais de toxicité antérieurs de quelque ampleur, et son
comportement, par exemple dans des essais biologiques d'herbicides, le criblage de métaux
lourds, des essais de stress salin ou minéral ou des études d'allélopathie indique une sensibilité a
une large gamme d'agents stressants ;

e clle est compatible avec les conditions de croissance de la méthode d’essai ;

e clle se conforme aux critéres de validité de I'essai.

Certaines des especes les plus couramment utilisées dans le passé sont indiquées dans I'annexe 2
et des especes non cultivées potentielles dans 'annexe 3.
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11. Le nombre d'especes a inclure dans I'essai dépend des exigences réglementaires en vigueur et
n'est par conséquent pas spécifié dans cette ligne directrice.

Application de la substance d'essai

12. La substance doit étre appliquée dans un support approprié¢ (par exemple eau, acétone, éthanol,
polyéthyléne glycol et gomme arabique). Il est également possible de tester des produits formulés et des
formulations contenant les ingrédients actifs et divers adjuvants.

13. Le modg¢le et la capacité de tous les équipements utilisés pour conduire 1'essai, en particulier les
appareils utilis€s pour préparer et administrer la substance d'essai, doivent permettre sa mise en ceuvre
précise, avec une couverture reproductible. Celle-ci doit étre uniforme sur les surfaces foliaires, sur
lesquelles rien ne devra faire écran a la substance. La pulvérisation de la substance de 1'essai sur la surface
de la plante simule des applications par pulvérisation usuelles. En général, les volumes pulvérisés se situent
dans l'intervalle utilisé en pratique agronomique normale sans atteindre le seuil d'égouttage. Dans le cas
d'application de solvants ou de supports, un second groupe de plantes témoins est mis en place et ne regoit
que le solvant ou le support, sauf pour les produits phytosanitaires testés sous forme de formulations. Si la
substance de 1'essai est sous forme de poudre saupoudrable, il faut modifier 'essai en conséquence.

Vérification de la concentration ou du taux de substance de 1'essai

14. Les concentrations ou les taux d'application doivent étre confirmés par une vérification
analytique appropri¢e. L'analyse de la concentration la plus ¢levée de solutions d'essai, associée au relevé
des dilutions consécutives et a l'utilisation d'applicateurs étalonnés (par exemple, verrerie analytique
¢talonnée, étalonnage du pulvérisateur) confirmera éventuellement la vérification des concentrations et les
taux de l'essai pour les matériaux solubles. Pour les matériaux insolubles, la vérification devra s'appuyer
sur les poids de substance d'essai ajoutés au sol. L'analyse du sol peut étre nécessaire dans le cas ou
I'homogénéité de I'application doit étre démontrée.

REALISATION DE L'ESSAI

Modg¢le de 1'essai

15. Des plantes de la méme espéce sont cultivées en pots de la semence jusqu'au stade de 2 a 4
feuilles vraies. La pertinence de ce stade dépend de l'espéce végétale choisie et ne convient pas forcément
pour certaines especes (en particulier, les oignons). Quoi qu'il en soit, la description exacte du stade utilisé
dans 1'essai est fournie dans le rapport de 1'essai. Le nombre de plantes par pot dépend de l'espéce, de la
taille du pot et de la durée de 1'essai, et doit garantir des conditions de croissance adéquates et uniformes et
¢éviter la surpopulation et 'occultation de la lumiére entre plantes pendant la durée de 'essai. Par exemple,
des densités d'un ou deux plants de mais, de soja, de tomate, de concombre ou de betterave a sucre par
récipient de 15 cm, de trois plants de colza ou de pois par récipient de 15 cm et de 5 a 10 graines d'oignons,
de blé ou d'autres petites graines par récipient de 15 cm sont recommandées. Le nombre de graines et de
répliques de pots (une réplique correspond a un pot, et par conséquent les plantes dans un méme pot ne
peuvent faire fonction de répliques) doivent satisfaire aux conditions d'une analyse statistique optimale
(23). Dans certains cas, une clayette portant plusieurs pots plantés d'une plante par pot peut ¢galement étre
considérée comme une réplique, car la variabilit¢ dans le groupe est ainsi réduite, ce qui facilite la
détection de différences entre les groupes. Il convient de noter que la variabilité augmente pour les espéces
d'essai a grosses graines dont on n'utilise moins de graines par pot (réplique) par rapport & des espéces
d'essai pour lesquelles il est possible d'utiliser des nombres plus ¢élevés de petites graines par pot. En
plantant un nombre égal de graines dans chaque pot, cette variabilité diminue.
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16. Apres émergence des semences, un éclaircissement réduit a une plante par pot les espéces plus
volumineuses, alors que pour les espéces plus petites, on garde plusieurs plantes par pot. Le choix du
nombre de plantes conservées par pot dépend de la taille atteinte par la plante a la fin de la période de
l'essai, avec le souci d'éviter une éventuelle surpopulation. Autant que possible, il ne restera qu'une seule
plante par pot. Ainsi, selon la taille finale de la plante, une réplique peut correspondre a une plante par pot,
a plusieurs plantes par pot, ou a une clayette de pots contenant chacun une plante.

17. L'utilisation de groupes de contrdle permet de confirmer que les effets observés ne peuvent étre
associés ou attribués qu'a l'exposition a la substance de 1'essai. Le groupe de contrdle approprié¢ doit étre
identique sous tous rapports avec le groupe d'essai, a l'exception de 1'exposition a la substance d'essai. Dans
un essai donné, toutes les plantes de 1'essai, y compris les témoins devront provenir de la méme source.
Pour éliminer tout biais, une répartition aléatoire des pots d'essai et témoins est indispensable.

18. Il convient d'éviter 'emploi de graines recouvertes d'un insecticide ou d'un fongicide (c'est a dire
les graines enrobées). Toutefois, l'utilisation de certains fongicides de contact non systémiques (par
exemple captan, thiram) est autorisé par certaines autorités réglementaires (24). Le probléme éventuel des
pathogenes disséminés par les semences peut étre résolu par une bréve immersion des semences dans une
solution d'hypochloride a 5 %, suivie d'un ringage abondant a 1'eau courante et d'un séchage. Aucun autre
traitement curatif par des produits phytosanitaires n'est autorisé.

Conditions de 1'essai

19. Les conditions de 1'essai doivent étre aussi proches que possible des conditions nécessaires a la
croissance normale ou des conditions environnementales habituelles pour l'espéce et les variétés testées
(voir par exemple annexe 4). En particulier, elles doivent assurer un peuplement des plantes qui n'affecte
pas la croissance et évite le chevauchement des feuilles susceptible d'entraver l'exposition a la substance
de I'essai.

20. Les plantes doivent étre entretenues par de bonnes pratiques horticoles dans des chambres a
environnement contrdlé, des phytotrons ou des serres. Si l'on dispose des installations adéquates, ces
pratiques comprennent habituellement le contréle et l'enregistrement suffisamment fréquents (par exemple
quotidien) de la tempérante, de I'humidité, de la concentration de dioxyde de carbone, des variables de
luminosité (intensité, longueur d'onde, domaine de longueur d'onde autorisant la photosynthése) et de la
périodicité lumineuse, du fonctionnement des dispositifs d'arrosage, etc, permettant d'assurer une
croissance satisfaisante de la plante estimée par l'observation des plantes témoins. Les températures de
serre sont controlées par des systémes de ventilation, de chauffage et/ou de refroidissement. Les conditions
suivantes sont généralement recommandées pour les essais en serre :

e température : 22 °C+10°C;

e humidité : 70 % £25 % ;

e  photopériode : 16 heures de lumiére au minimum ;

e intensité lumineuse : 350+50 uE/m’s. Un éclairage d'appoint peut étre nécessaire si l'intensité
descend en dessous de 200 WE/m?/s, longueur d'onde 400-700 nm, sauf pour certaines espéces
dont les exigences en lumiére sont moindres.

Les conditions environnementales doivent étre contrélées et notées pendant la durée de I'étude.

Les plantes sont cultivées dans des pots en plastique non poreux ou émaillé posés sur une clayette ou une
soucoupe. On peut les déplacer périodiquement pour diminuer la variabilité de croissance entre plantes
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(provoquées par des différences de conditions d'essai dans les installations de culture). La taille des pots
doit étre suffisante pour une croissance normale et pour limiter le chevauchement des feuilles d'une plante
par celles d'une autre plante.

21. Des suppléments peuvent compléter les nutriments du sol pour assurer une bonne vigueur
végétale. Les besoins en nutriments et le calendrier de leur addition sont déterminés par l'observation des
plantes témoins. Il est recommandé d'alimenter en eau par le fond des récipients d'essai (par exemple, en
utilisant des méches en fibres de verre) ou sous le feuillage.

22. Les conditions de croissance spécifiques doivent étre adaptées a I'espéce d'essai et a la substance
d'essai a ['¢tude. Il faut maintenir les plantes témoins et traitées dans les mémes conditions
environnementales, et prendre par conséquent des dispositions pour empécher une exposition croisée (par
exemple par des substances volatiles) entre différents traitements, et une exposition des témoins a la
substance de 1'essai.

Essais a une seule concentration ou un seul taux

23. Plusieurs facteurs prévalent lorsque l'on cherche a déterminer la concentration ou le taux
appropri¢ d'une substance dans le cadre d'un essai a une seule concentration ou un seul taux
(stimulation/limite). Ils comprennent les propriétés physiques et chimiques de la substance lorsqu'il s'agit
d'un produit chimique général. Pour les produits phytosanitaires, il convient de tenir compte des propriétés
physico-chimiques et du régime d'utilisation de la substance de 1'essai, de sa concentration ou de son taux
maximal, du nombre d'applications par saison et/ou de la persistance du composé de l'essai. La
détermination d'éventuelles propriétés phytotoxiques d'un produit chimique général peut demander la mise
en ceuvre de l'essai a une teneur maximale d'exposition foliaire approchée (par exemple 1000 mg/l de
solution d'essai).

Essai de détermination de 1'ordre de grandeur

24. Le cas échéant, un essai de détermination de l'ordre de grandeur peut contribuer a fixer la
concentration ou le taux d'application a expérimenter dans l'étude dose-réponse définitive. Dans un tel
essai, les concentrations ou les taux a tester sont largement espacés (par exemple 0,1, 1,0, 10, 100 et
1000 unités d'application). Dans le cas de produits phytosanitaires, on peut calculer les concentrations ou
les taux a partir de la concentration ou du taux d'application recommandé ou maximal, par exemple, 1/100,
1/10, ou 1 fois la concentration ou le taux d'application recommandé ou maximal.

Essais a plusieurs concentrations ou taux d'application

25. L'objectif d'un essai a plusieurs concentrations ou taux d'application est 1'établissement d'une
relation dose-réponse et la détermination d'une CE, ou d'un TE, lié a la biomasse et/ou a des effets visuels
par rapport a des témoins non exposés, comme il est exigé par les autorités réglementaires.

26. L'intervalle entre les concentrations ou les taux ainsi que leur nombre doivent étre suffisants pour
¢tablir une relation dose-réponse et une équation de régression, et obtenir une estimation des CE, ou des
TE,. Les intervalles de concentration ou de taux doivent englober les valeurs de CE, ou de TE, a
déterminer. Par exemple, si 1'on recherche une CEsg, il est préférable de conduire l'essai & des taux
produisant un effet de 20 a 80 % . Le nombre recommandé de concentrations ou de taux d'essai pour
atteindre cet objectif est d'au moins 5 en série géométrique, plus un t€émoin non traité, espacés d'un facteur
d'au plus 3. Pour chaque groupe de traitement et de controle, le nombre de répliques doit étre au moins égal
a quatre et le nombre total de plantes au moins égal a 20. Pour certaines plantes aux caractéristiques de
croissance variables, davantage de répliques peuvent étre nécessaires pour augmenter la puissance
statistique de l'essai. Lorsque l'on utilise un grand nombre de concentrations ou de taux d'essai, on peut
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réduire le nombre de répliques. Pour estimer la CSEQ, il faut parfois davantage de répliques pour obtenir la
puissance statistique adéquate (23).

Observations

27. Pendant la période d'observation, les plantes sont examinées fréquemment (au moins une fois par
semaine et si possible une fois par jour) pour détecter une phytoxicité visuelle et enregistrer la mortalité. A
la fin de l'essai, la biomasse des plantes survivantes est mesurée, ainsi que les effets nocifs visibles sur
différentes parties de la plante, en particulier des anomalies dans l'apparence des jeunes plantes, une
croissance avortée, une chlorose, une décoloration, une mortalit¢ et des effets sur le développement
végétal. La biomasse finale peut étre mesurée par le poids sec moyen des pousses des plantes survivantes,
apres récolte des pousses a la surface du sol et séchage a masse constante & 60 °C, ou bien par le poids frais
des pousses. La hauteur de la pousse peut constituer un autre point final, parfois exigé par les autorités
réglementaires. Il convient d'utiliser une notation homogene des I€sions visuelles pour évaluer les réponses
toxiques détectables. Des exemples pratique d'évaluations visuelles qualitatives et quantitatives sont
proposés dans les références (12) (25).

RESULTATS ET RAPPORT

Analyse statistique

Essai a une seule concentration ou un seul taux

28. Pour chaque espéce végétale, les données sont analysées en utilisant une méthode statistique
appropriée (23). Il convient de noter la valeur d'un effet a la concentration ou au taux de l'essai, ou bien
l'incapacité a obtenir un effet donné a la concentration ou au taux de 1'essai (par exemple, <x % de 1'effet
observé a la concentration ou au taux ).

Essais a plusieurs concentrations ou taux d'application

29. Une relation dose-réponse est établie par une équation de régression. Différents modeéles sont
applicables, par exemple, pour estimer une CE, ou un TE, (par exemple CE,s, TE ,s, CE5y, TE 5) et leurs
limites de confiance pour la mortalité sous forme de résultats tout ou rien, d'unités logit, probit, Weibull,
les méthodes de Spearman-Karber et Spearman-Karber abrégées peuvent convenir. Pour évaluer la
croissance des plantules (poids et hauteur) en points finals continus, CE; ou TE, et leurs limites de
confiance peuvent étre estimés a 1'aide d'une analyse de régression appropri¢e (par exemple analyse de
régression non linéaire Bruce-Versteeg (26)). Autant que possible, la valeur de R” sera supérieure ou égale
a 0.7 pour les espéces les plus sensibles et les concentrations ou taux d'essai utilisés comprendront les
effets a 20 % et a 80 %. Dans la mesure ou il faut estimer la CSEOQ, il est préférable d'appliquer des tests
statistiques puissants qui seront choisis en fonction de la distribution des données (23) (27).

Rapport d'essai

30. Le rapport d'essai doit mentionner les résultats des études ainsi qu'une description détaillée des
conditions d'essai, une discussion approfondie des résultats, une analyse des données et les conclusions
tirées de l'analyse. Un résumé sous forme de tableaux et une synthése des résultats sont proposés. Le
rapport doit comporter les informations suivantes :
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Substance d'essai :

- données d'identifications chimiques, propriétés pertinentes de la substance d'essai (par
exemple log Kow, solubilité dans I'eau, pression de vapeur et informations sur le devenir
et le comportement dans I'environnement lorsqu'elles sont disponibles) ;

- détails sur la préparation de la solution d'essai et vérification des concentrations d'essai
comme il est spécifié dans le paragraphe 14.

Especes soumises a l'essai :

- détails sur I'organisme expérimental : espéce/variété, familles de plantes, noms
scientifiques et communs, source et histoire de la graine aussi détaillées que possible (a
savoir, nom du fournisseur, pourcentage de germination, classe de taille de la semence,
numéro du lot, année de la semence ou saison de croissance de la récolte, date de
I'évaluation de la germination), viabilité, etc. ;

- nombre d'espéces monocotylédones et dicotylédones soumises a 'essai ;

- justification du choix de I'espéce ;

- description du stockage, du traitement et de la maintenance des semences.

Conditions d'essai :

- installation utilisée dans l'essai, par exemple, chambre de croissance, phytotron, serre ;

- description du systéme d'essai (par exemple, dimension des pots, matiére des pots et
quantité de sol) ;

- caractéristiques du sol (texture ou type de sol : par exemple distribution et classification des
particules du sol, propriétés physiques et chimiques, en particulier pourcentage de matiéres
organiques, pourcentage de carbone organique, pH) ;

- préparation du sol ou du substrat (par exemple, sol artificiel, sable, et autres) avant l'essai ;

- description du milieu nutritif, le cas échéant ;

- application de la substance d'essai : description de la méthode d'application, description du

matériel, taux d'exposition et volume, en particulier vérification chimique, description de la
méthode d'étalonnage, description des conditions environnementales pendant l'application ;

- conditions de croissance : intensit¢ lumineuse (par exemple, domaine de longueur d'onde

autorisant la photosynthése), photopériode, températures maximales et minimales, régime et
procédé d'arrosage, fertilisation ;
- nombre de graines par pot, nombre de plantes par dose ; nombre de répliques (pots) par taux
d'exposition ;
- type et nombre de contrdles (témoins négatifs et/ou positifs, témoin de solvant le cas
échéant) ;
- stade de développement de la plante au début de l'essai ;
- durée de l'essai.

Résultats :

- tableau de tous les effets mesurés pour chaque réplique, taux ou concentration d'essai et
espece ;

- pourcentage d'inhibition pour chaque espece par rapport aux témoins ;

- mesures de biomasse (poids sec ou poids frais des pousses) des plantes en pourcentages de
témoins ;

- hauteur des pousses des plantes en pourcentages des témoins, lorsqu'elles ont été mesurées ;

- mesures des organes de reproduction, le cas échéant ;
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- pourcentage de lésions visibles et description qualitative et quantitative des I€sions visibles
(chlorose, nécrose, flétrissement, déformation des feuilles et des tiges ainsi qu'une absence
quelconque d'effet) provoquées par la substance d'essai par rapport aux plantes témoins ;

- description de I'échelle d'évaluation utilisée pour estimer les lésions visibles, lorsqu'une
¢valuation visuelle est rapportée ;

- pour les études a un seul taux, le pourcentage de 1€sions doit étre rapporté ;

- valeurs CE, ou TE, (par exemple CEsy, TE 50, CEys, TE »5) et limites de confiance
correspondantes. Pour chaque analyse de régression, 1'écart type pour 1'équation de régression
et 1'écart type pour l'estimation des parameétres individuels (par exemple pente, interception)
seront fournis ;

- valeurs de CSEO (et de CMEO) dans le cas ou elles ont été calculées ;

- description des protocoles statistiques et des hypothéses adoptées ;

- présentation graphique de ces données et relation dose-réponse de l'espéce soumise a I'essai.

Variantes des protocoles décrits dans cette ligne directrice et tous les événements inhabituels

survenus pendant I'essai.
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ANNEXE 1

DEFINITIONS

Produits phytosanitaires ou pesticides : matériaux dotés d'une activité biologique spécifique utilisé
intentionnellement pour protéger les plantes cultivées contre les nuisibles (par exemple, maladies
fongiques, insectes, plantes compétitrices).

CE,. concentration efficace 2 x % ou TE,. taux efficace a x % : concentration ou taux qui provoque
un changement ou une altération indésirable de x % dans le point final de 1'essai mesuré par rapport au
témoin (par exemple, une réduction de 25 % ou de 50 % du poids des pousses, du nombre final de
plantes présentes ou une augmentation de 25 % ou de 50 % d'une lésion visuelle constituent
respectivement une CE»s/TE,s ou une CE5y/TEs ).

Emergence : apparition du coléoptile ou du cotylédon au-dessus de la surface du sol.

Formulation : produit formulé commercial contenant la substance active (ingrédient actif), que l'on
appelle également préparation finale ou produit final typique.

CMEO (concentration minimale avec effet observé) : concentration la plus faible de la substance
d'essai a laquelle a été observé I'effet. Dans cet essai, la concentration correspondant a la CMEO a un
effet statistiquement significatif (p <0,05) pendant une durée d'exposition donnée par rapport au témoin,
et est supérieure a la valeur de CSEO.

Plantes non visées : plantes situées hors de la zone contenant les plantes visées. Pour les produits
phytosanitaires, ce terme se réfere généralement a des plantes situées hors de la surface de traitement. .

CSEQ (concentration sans effet observé) : concentration la plus élevée de substances d'essai a laquelle
aucun effet n'est observé. Dans cet essai, la concentration correspondant a la CSEO n'a pas d'effet
statistiquement significatif (p<0,05) pendant une durée d'exposition donnée lorsqu'on la compare au témoin.

Phytotoxicité : anomalies préjudiciables (selon des mesures et des évaluations visuelles) par rapport a
l'apparence et au modeéle de croissance normaux des plantes, qui apparaissent en réponse a une
substance donnée.

Réplique : unité expérimentale qui représente le groupe de contrdle et/ou le groupe de traitement. Dans
ces ¢tudes, la réplique est définie par un pot.

Evaluation visuelle : appréciation des dommages visuels d'aprés 1'observation du port de la plante, de
sa vigueur, de malformations, d'une chlorose, d'une nécrose et de l'apparence globale par rapport a un
témoin.

12/27



OECD/OCDE

ANNEXE 2

227

LISTE DES ESPECES HABITUELLEMENT UTILISEES DANS LES ESSAIS SUR PLANTES

Famille Espéces Noms vulgaires
DICOTYLEDONAE
Apiaceae (Umbelliferae) Daucus carota Carotte
Asteraceae (Compositae) Helianthus annuus Tournesol
Asteraceae (Compositae) Lactuca sativa Laitue
Brassicaceae (Cruciferae) Sinapis alba Moutarde blanche
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica campestris var. chinensis | Chou chinois
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica napus Colza
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica oleracea var. capitata Chou
Brassicaceae (Cruciferae) Brassica rapa Navet
Brassicaceae (Cruciferae) Lepidium sativum Cresson alénois
Brassicaceae (Cruciferae) Raphanus sativus Radis
Chenopodiaceae Beta vulgaris Betterave a sucre
Cucurbitaceae Cucumis sativa Concombre
Fabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Soja
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus aureus Haricot mungo
Fabaceae (Leguminosae) Phaseolus vulgaris Haricot
Fabaceae (Leguminosae) Pisum sativum Pois
Fabaceae (Leguminosae) Trigonella foenum-graecum Fenugrec
Fabaceae (Leguminosae) Lotus corniculatus Lotier corniculé
Fabaceae (Leguminosae) Trifolium pratense Tréfle des prés
Fabaceae (Leguminosae) Vicia sativa Vesce cultivée
Linaceae Linum usitatissimum Lin
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Sarasin
Solanaceae Solanum lycopersicon Tomate
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) | Allium cepa Oignon
Poaceae (Gramineae) Avena sativa Avoine
Poaceae (Gramineae) Hordeum vulgare Orge
Poaceae (Gramineae) Lolium perenne Raygras pérenne
Poaceae (Gramineae) Oryza sativa Riz
Poaceae (Gramineae) Secale cereale Seigle
Poaceae (Gramineae) Sorghum bicolor Sorgho
Poaceae (Gramineae) Triticum aestivum Blé
Poaceae (Gramineae) Zea mays Mais
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ANNEXE 3

LISTE DES ESPECES NON CULTIVEES POTENTIELLES
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Distributeurs de semences cités

Supplier ID Supplier
Information

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ ENGLAND
+44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.
8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 USA

(727) 344 - 4050
www.tropilab.com

C Pterophylla - Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 CANADA
(519) 586 - 3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 USA
(303) 431 -7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds
9006 Mercer Pike, Meadville, PA 16335 USA
(800) 873 - 3321
www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds
Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB ENGLAND
+44 1229 581137
www.chilternseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA
(800) 274 - 7333
www.thompson—morqan.com

Références citées

1. Baskin, C.C. & Baskin, J.M. 1998. Seeds. Academic Press, Toronto

2. Blackburn, L.G. & Boutin, C. 2003. Subtle effects of herbicide use in the context of genetically
modified crops : a case study with glyphosate (Round-Up®). Ecotoxicology, 12:271-285.

3. Boutin, C., Lee, H-B., Peart, T., Batchelor, P.S., & Maguire, R.J. 2000. Effects of the sulfonylurea
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13:349-369.

24/27



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

OECD/OCDE 227

Breeze, V., Thomas, G., & Butler, R. 1992. Use of a model and toxicity data to predict the risks to
some wild plant species from drift of four herbicides. Annals of Applied Biology, 121:669-677.

Brown, R.A., & Farmer, D. 1991. Track-sprayer and glasshouse techniques for terrestrial plant
bioassays with pesticides. In: Plants for toxicity assessment: 2" volume. ASTM STP 1115, J.W.
Gorsuch, W.R. Lower, W.Wang, & M.A. Lewis, eds. American Society for Testing & Materials,
Philadelphia. pp 197 — 208.

Buhler, D.D. & Hoffman, M.L. 1999. Anderson’s guide to practical methods of propagating weeds
and other plants. Weed Science Society of America, Lawrence, K.

Clapham, A.R., Tutin, T.G., & Warburg, E.F. 1981. Excursion flora of the British Isles, 3" ed.
Cambridge University Press, Cambridge

Clay, P.A. & Griffin, J.L. 2000. Weed seed production and seedling emergence response to late-
season glyphosate applications. Weed Science, 48:481-486.

Cole, J.F.H. & Canning, L. 1993. Rationale for the choice of species in the regulatory testing of the
effects of pesticides on terrestrial non-target plants. BCPC — Weeds. pp. 151 — 156.

Fiely, M. (Ernst Conservation Seeds). 2004. Personal communication. (http://www.ernstseed.com)

Fletcher, J.S., Johnson, F.L., & McFarlane, J.C. 1990. Influence of greenhouse versus field testing
and taxonomic differences on plant sensitivity to chemical treatment. Environmental Toxicology &
Chemistry, 9:769-776.

Fletcher, J.S., Pfleeger, T.G., Ratsch, H.C., & Hayes, R. 1996. Potential impact of low levels of
chlorsulfuron and other herbicides on growth and yield of nontarget plants. Environmental
Toxicology & Chemistry, 15(7):1189-1196.

Flynn, S., Turner, R.M., and Dickie, J.B. 2004. Seed Information Database (release 6.0, Oct 2004)
Royal Botanic Gardens, Kew (http://www.rbgkew.org.uk/data/sid)

Franzaring, J., Kempenaar, C., & van der Eerden, L.J.M. 2001. Effects of vapours of chlorpropham
and ethofumesate on wild plant species. Environmental Pollution, 114:21-28.

Gleason, H.A. & Cronquist, A. 1991. Manual of vascular plants of north-eastern United States and
adjacent Canada, 2™ ed. New York Botanical Garden, Bronx, NY

Grime, J.P. 1981. The role of seed dormancy in vegetation dynamics. Annals of Applied Biology,
98:555-558.

Grime, J.P., Mason, G., Curtis, A.V., Rodman, J., Band, S.R., Mowforth, M.A.G., Neal, AM., &
Shaw, S. 1981. A comparative study of germination characteristics in a local flora. Journal of
Ecology, 69:1017-1059.

Grime, J.P., Hodgson, J.G., & Hunt, R. 1988. Comparative plant ecology: a functional approach to
common British species. Unwin Hyman Ltd., London

Kjaer, C. 1994. Sublethal effects of chlorsulfuron on black bindweed (Polygonum convolvulus L.).
Weed Research, 34:453-459.

25/27



227 OECD/OCDE

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

. Klingaman, T.E., King, C.A., & Oliver, L.R. 1992. Effect of application rate, weed species, and
weed stage of growth on imazethapyr activity. Weed Science, 40:227-232.

Marrs, R.H., Williams, C.T., Frost, A.J., & Plant, R.A. 1989. Assessment of the effects of herbicide
spray drift on a range of plant species of conservation interest. Environmental Pollution, 59:71-86.

Marrs, R.H., Frost, A.J., & Plant, R.A. 1991. Effects of herbicide spray drift on selected species of
nature conservation interest: the effects of plant age and surrounding vegetation structure.
Environmental Pollution, 69:223-235.

Marrs, R.H., Frost, A.J., & Plant, R.A. 1991. Effects of mecoprop drift on some plant species of
conservation interest when grown in standardized mixtures in microcosms. Environmental
Pollution, 73:25-42.

Marrs, R.H., Frost, A.J., Plant, R.A., & Lunnis, P. 1993. Determination of buffer zones to protect
seedlings of non-target plants from the effects of glyphosate spray drift. Agriculture, Ecosystems,
& Environment, 45:283-293.

Marrs, R.H. & Frost, A.J. 1997. A microcosm approach to detection of the effects of herbicide
spray drift in plant communities. Journal of Environmental Management, 50:369-388.

Marshall, E.J.P. & Bernie, J.E. 1985. Herbicide effects on field margin flora. BCPC — Weeds. pp.
1021-1028.

McKelvey, R.A., Wright, J.P., & Honegger, J.L.. 2002. A comparison of crop and non-crop plants
as sensitive species for regulatory testing. Pest Management Science, 58:1161-1174.

Morton, S. (Herbiseed). 2004. Personal communication. (http://www.herbiseed.com)

USDA, NRCS. 2004. The Plants Database, version 3.5. (http://plants.usda.gov). National Plant
Data Centre, Baton Rouge, LA 70874-4490 USA

USEPA. 1999. One-Liner Database. [U.S. E.P.A./Office of Pesticide Programs/Environmental Fate
and Effects Division/Environmental Epidemiology Branch].

Webster, R.H. 1979. Technical Report No. 56: Growing weeds from seeds and other propagules for
experimental purposes. Agricultural Research Council Weed Research Organization, Oxford.

White, A. L. & Boutin, C. (National Wildlife Research Centre, Environment Canada). 2004.
Personal communication.

Zwerger, P. & Pestemer, W. 2000. Testing the phytotoxic effects of herbicides on higher terrestrial
non-target plants using a plant life-cycle test. Z. PfIKrankh. PfISchutz, Sonderh., 17:711-718.

26/27



OECD/OCDE 227

ANNEXE 4

EXEMPLE DE CONDITIONS DE CROISSANCE APPROPRIEES A CERTAINES ESPECES

CULTIVEES

Les conditions suivantes se sont révélées satisfaisantes pour 10 espéces cultivées et on peut donc s'en
inspirer pour les essais en chambre de culture avec certaines autres especes :

Concentration de dioxyde de carbone : 350+50 ppm ;

Humidité relative : 705 % pendant les périodes d'éclairement et 90+5 % pendant les
périodes d'obscurité ;

Température : 25+3 °C pendant la journée, 20+3 °C pendant la nuit ;

Photopériode : 16 heures de lumiére/8 heures d'obscurité, en supposant une longueur
d'onde moyenne de 400 a 700 nm ;

Lumiére : luminance de 350450 uE/m?/s, mesurée au-dessus du feuillage.

Les especes végétales sont les suivantes :

tomate (Solanum lycopersicon),
concombre (Cucumis sativus),

laitue (Lactuca sativa),

soja (Glycine max),

chou (Brassica oleracea var. capitata),
carotte (Daucus carota),

avoine (4vena sativa),

raygras pérenne (Lolium perenne),
mais (Zea mays),

oignon (Allium cepa).

27/27



