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L'OCDE autorise l'utilisation de ce contenu aux conditions décrites sur le site: 

http://www.oecd.org/fr/conditionsdutilisation. 

Cette Ligne directrice a été adoptée par le Conseil de l'OCDE le 29 juillet 2016 par procédure écrite 

[C(2016)103]. 

 

PRODUITS CHIMIQUES 

 

Essai de reproduction d'un acarien prédateur (Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer) dans le sol 

 
 

 

INTRODUCTION 

 

1. La présente Ligne directrice est conçue pour évaluer les effets de substances chimiques contenues dans 

le sol sur le taux de reproduction d'une espèce d'acarien du sol Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer Canestrini 

(Acari : Laelapidae), et permet donc d'estimer l'inhibition de la vitesse de croissance spécifique d'une 

population (1,2). Le taux de reproduction désigne ici le nombre de juvéniles à la fin de la période d'essai. 

H. aculeifer ajoute un niveau trophique aux espèces déjà représentées dans les Lignes directrices. Un essai 

de reproduction sans discrimination ni quantification des différentes étapes du cycle de la reproduction est 

jugé approprié aux desseins de cette Ligne directrice pour les essais. Pour les substances dont le mode 

d'exposition n'implique pas le sol, d'autres approches devraient mieux convenir (3). 

 

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer est considéré comme dûment représentatif de la faune du sol, et 

des acariens prédateurs en particulier. Il est répandu dans le monde entier (5) et sa récolte et son élevage au 

laboratoire sont aisés. L'Annexe 7 propose un résumé de la biologie de H. aculeifer. Des informations de 

référence sur l'écologie des espèces d'acariens et sur leur utilisation dans les essais d'écotoxicité 

apparaissent dans (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12).  

 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

 

3. Des adultes femelles sont exposées à une série de concentrations du produit chimique testé 

mélangé au sol. Au début de l'essai, 10 femelles adultes sont placées dans chaque récipient expérimental. 

Les mâles ne sont pas inclus dans l'essai, car l'expérience montre que les femelles s'accouplent dès 

l'éclosion du stade deutonymphe ou peu après dès lors que des mâles sont présents. De surcroît, l'inclusion 

de mâles exigerait une discrimination laborieuse des stades de développement, avec pour effet de prolonger 

l'essai. Par conséquent, l'accouplement lui-même reste hors de l'essai. Les femelles sont introduites dans 

l'essai 28 à 35 jours après le début de la période de ponte dans le processus de synchronisation (voir 

Annexe 4), car on peut alors considérer que les femelles se sont déjà accouplées et ont dépassé le stade de 

la préoviposition. À 20 °C, l'essai s'achève le 14e jour après l'introduction des femelles (jour 0), durée qui 

permet aux premiers descendants dans les témoins d'atteindre le stade de la deutonymphe (voir Annexe 4). 

Le nombre de juvéniles par récipient expérimental ainsi que le nombre de femelles survivantes sont 

déterminés pour calculer la principale variable mesurée. Le taux de reproduction des mites exposées au 
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produit chimique testé est comparé à celui des témoins, afin de déterminer la CEx (par exemple CE10, 

CE50) ou la concentration sans effet observé (CSEO) (voir Annexe 1 pour les définitions), selon le modèle 

expérimental choisi (voir paragraphe 29). Une description générale du calendrier de l'essai est proposée 

dans l'Annexe 8.  

 

INFORMATIONS SUR LE PRODUIT CHIMIQUE TESTÉ 

 

4. Il est préférable de connaître l'hydrosolubilité, le log Koe, le coefficient de partage entre l'eau et le 

sol et la pression de vapeur du produit chimique testé. Des informations complémentaires sur le devenir du 

produit chimique testé dans le sol, notamment sa vitesse de dégradation biotique et abiotique, sont 

souhaitables. 

 

5. Cette Ligne directrice convient à l'essai de substances hydrosolubles ou insolubles ; néanmoins, 

le mode d'application du produit chimique testé variera en conséquence. Cette Ligne directrice peut ne pas 

s'appliquer aux substances dont le coefficient de partage air/sol est supérieur à un, ou les substances dont la 

pression de vapeur dépasse 300 Pa à 25°C. D'autres facteurs tels que la forte solubilité dans l'eau ou une 

adsorption au sol élevée, limitant le potentiel de volatilisation, doivent être pris en compte dans la décision 

de conduire ou non l'essai. Pour les substances instables, volatiles ou facilement dégradables (par exemple 

identifiées au moyen de données issues d'un essai selon la Ligne directrice 307), ou quand il existe par 

ailleurs une incertitude  sur le maintien de la concentration nominale dans le sol, des mesures analytiques 

des concentrations d'exposition au début, en cours et en fin d'essai devraient être considérées. 

6. Avant l'utilisation de cette Ligne directrice pour des essais sur les mélanges à des fins 

réglementaires, il faudra prendre en compte et justifier que les résultats générés fourniront des résultats 

appropriés à cette fin. De telles considérations ne sont pas nécessaires quand il existe une exigence 

réglementaire de tester le mélange. 

 

VALIDITÉ DE L'ESSAI 
 

6. Un résultat de l'essai sera considéré comme valide si les témoins non traités répondent aux 

critères suivants : 

- La mortalité moyenne des femelles adultes ne dépasse pas 20 % à la fin de l'essai ;  

- Le nombre moyen de juvéniles par expérience (10 femelles adultes introduites) est égal à au moins 

50 à la fin de l'essai ; 

- Le coefficient de variation calculé pour le nombre d'acariens juvéniles par expérience n'excède pas 

30 % à l'achèvement de l'essai final. 

 

SUBSTANCE DE REFERENCE 

 

7. Le calcul de la CEx et/ou de la CSEO d'une substance de référence garantit l'adéquation des 

conditions expérimentales du laboratoire et contrôle la régularité de la réaction des organismes 

d'expérience au cours du temps. Le diméthoate (CAS 60-51-5) est une substance de référence reconnue 

dont l'effet sur la taille de la population est démontré (4). L'acide borique (CAS 10043-35-3) peut 

également servir de substance de référence, mais il a été toutefois moins étudié. On peut choisir l'un des 

deux modèles expérimentaux suivants : 
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- On peut parallèlement tester la substance de référence et déterminer la toxicité de chaque produit 

chimique testé à une concentration préalablement identifiée dans une étude dose-réponse pour provoquer 

une réduction > 50% de la descendance. Dans ce cas, le nombre d'expériences identiques sera le même que 

celui des témoins (voir paragraphe 29).  

 

- On peut aussi tester la substance de référence 1 à 2 fois par an dans un essai dose-réponse. Selon le 

modèle choisi, les nombres de concentrations et d'expériences identiques et le facteur d'espacement 

diffèrent (voir paragraphe 29), mais il faut obtenir une réponse égale à 10 à 90 % de l'effet (facteur 

d'espacement de 1.8). La CE50 du diméthoate calculée d'après le nombre de juvéniles doit être comprise 

entre 3.0 et 7.0 s.e./kg de sol (ps). D'après les résultats obtenus à ce jour avec l'acide borique, la CE50 

basée sur le nombre de juvéniles doit être comprise dans l'intervalle de 100 à 500 mg/kg de ps de sol.  

 

DESCRIPTION DE L'ESSAI 

 

Récipients expérimentaux et matériel 

 

8. Il convient d'utiliser des récipients expérimentaux en verre ou en un autre matériau chimiquement 

inerte de 3 à 5 cm de diamètre (hauteur de sol 1.5 cm) munis d'un couvercle étroitement ajusté. Il est 

préférable d'employer des bouchons à vis et dans ce cas, il faut aérer les récipients deux fois par semaine. Il 

est également possible d'utiliser des couvercles qui permettent un échange gazeux direct entre le substrat et 

l'atmosphère (par exemple, une gaze). Le taux d'humidité doit rester suffisamment élevé pendant l'essai, et 

il est donc essentiel de vérifier le poids de chaque récipient expérimental durant l'essai et de rajouter de 

l'eau si nécessaire. Ce contrôle présente une importance particulière lorsque l'on ne dispose pas de 

bouchons à vis. Si les récipients expérimentaux sont opaques, le matériau du couvercle doit permettre le 

passage de la lumière (par exemple un couvercle transparent perforé), et empêcher néanmoins les acariens 

de s'échapper. La taille et le type du récipient expérimental dépendent de la méthode d'extraction (voir 

Annexe 5 pour plus de détails). Lorsque l'on procède à une extraction à la chaleur directement sur le 

récipient expérimental, il convient alors d'ajouter au fond un treillis aux mailles de dimensions appropriées 

(qui restera scellé jusqu'à l'extraction), et d'utiliser une épaisseur de sol suffisante pour l'établissement d'un 

gradient de température et d'humidité. 

 

9. Cet essai requiert du matériel de laboratoire standard, en particulier les articles suivants : 

 - récipients, de préférence en verre avec des bouchons à vis; 

 - armoire à séchage; 

 - stéréomicroscope; 

 - pinceaux pour le transfert des acariens; 

 - pH-mètre et luxmètre; 

 - balances suffisamment exactes; 

 - instruments permettant de contrôler la température; 

 - instruments permettant de contrôler l'humidité de l'air (facultatifs si les récipients 

expérimentaux sont fermés par des couvercles); 

 - incubateur ou petite chambre à température contrôlée; 

 - matériel pour l'extraction (voir Annexe 5) (13); 

 - panneau lumineux suspendu avec réglage de la lumière; 

 - bocaux de récolte pour les acariens extraits. 

 

Préparation du sol artificiel 
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10. Pour cet essai, on utilise un sol artificiel. Il comprend les composants suivants (toutes les valeurs sont 

proportionnelles à la masse sèche) :  

- 5 % de tourbe à sphaigne, séchée à l'air et finement broyée (une dimension des particules de 2 +/- 1 

mm est acceptable) ; 

- 20 % d'argile kaolinique (teneur en kaolinite de préférence supérieure à 30 %) ; 

- environ 74 % de sable industriel séché à l'air (selon la quantité de CaCO3 nécessaire), 

essentiellement du sable fin contenant plus de 50 % de particules mesurant entre 50 et 200 

microns. La quantité exacte de sable dépend de la quantité de CaCO3 (voir ci-dessous), la 

proportion combinée des deux composants devant atteindre 75 %. 

- < 1.0% de carbonate de calcium (CaCO3, pulvérisé, qualité analytique) afin d'obtenir un pH de 6.0 

± 0.5 ; la quantité de carbonate de calcium à ajouter dépend principalement de la qualité et de la 

nature de la tourbe (voir Note 1). 

 

Note 1 : La quantité de CaCO3 requise dépendra des composants du substrat de sol et doit être déterminée 

par mesure du pH sur des échantillons prélevés dans le sol immédiatement avant l'essai (14) 

 

Note 2 : La proportion de tourbe dans le sol artificiel diffère de celle recommandée dans les autres Lignes 

directrices de l'OCDE sur les organismes du sol, dans lesquelles on utilise dans la plupart des cas 10 % de 

tourbe (par exemple 15). Toutefois, selon l'OEPP (16), un sol agricole type ne contient pas plus de 5 % de 

matières organiques et la réduction de la proportion de tourbe vise à représenter les capacités réduites de 

sorption par un sol naturel du produit chimique testé sur le carbone organique. 

 

Note 3 : Si besoin est, par exemple à des fins d'essai spécifiques, des sols naturels provenant de sites non 

pollués peuvent également servir de substrat d'essai et/ou de culture. Toutefois, lorsque l'on utilise un sol 

naturel, il faut le caractériser au moins par son origine (site de récolte), son pH, sa texture (distribution de 

tailles de particules) et sa teneur en matières organiques. Le cas échéant, le type et le nom du sol seront 

mentionnés conformément à la classification des sols, et le sol doit être exempt de toute contamination. 

Dans le cas où le produit chimique testé est un métal ou un composé organométallique, il conviendra 

également de déterminer la capacité d'échange de cations (CEC) du sol naturel. On s'efforcera tout 

particulièrement de satisfaire les critères de validité, car les informations de référence sur les sols naturels 

sont habituellement rares. 

 

11. Les constituants secs du sol sont soigneusement mélangés (par exemple, dans un grand 

mélangeur de laboratoire). Le pH est déterminé avec un mélange de sol et d'une solution de chlorure de 

potassium (KCl) 1 M ou de chlorure de calcium (CaCl2) 0.01 M dans un rapport 1/5 (voir (14) et Annexe 

3). Si l'acidité du sol est supérieure à la limite requise (voir paragraphe 10), elle peut être ajustée par 

addition d'une quantité appropriée de CaCO3. Si le sol est trop alcalin, le pH peut être abaissé par l'addition 

d'un supplément du mélange comprenant les trois premiers composants décrits au paragraphe 10, à 

l'exclusion du CaCO3.  

 

12. La capacité de rétention d'eau (CRE) maximale du sol artificiel est déterminée conformément aux 

protocoles décrits dans l'Annexe 2. Deux à sept jours avant le début de l'essai, le sol artificiel sec est 

préhumidifié par addition d'une quantité suffisante d'eau distillée ou désionisée pour atteindre environ la 

moitié de la teneur en eau finale, c'est-à-dire 40 à 60 % de la CRE maximale. Le taux d'humidité est ajusté 

à 40-60 % de la capacité de rétention d'eau maximale par addition du produit chimique testé et/ou addition 

d'eau distillée ou désionisée (voir paragraphes 16-18). Il est possible d'estimer approximativement le taux 

d'humidité du sol en pressant doucement une poignée de sol dans la main : si le taux d'humidité est correct, 

de petites gouttes d'eau apparaissent entre les doigts. 
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13. La teneur en humidité du sol est déterminée au début et à la fin de l'essai par séchage à 105 °C 

jusqu'à l'obtention d'un poids constant, conformément à la norme ISO 11465 (17) et à un pH du sol 

conforme à l'Annexe 3 ou à la norme ISO 10390 (14). Ces mesures doivent être réalisées dans des 

échantillons supplémentaires sans acarien, sur le sol témoin et sur des sols contenant chaque concentration 

d'essai. Il ne faut pas ajuster le pH du sol lorsque l'on teste des substances acides ou basiques. Il convient 

de vérifier la teneur en humidité pendant tout l'essai par pesée périodique des récipients (voir paragraphes 

20 et 24). 

 

Sélection et préparation des animaux expérimentaux  

 

14. L'espèce utilisée dans l'essai est Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Des 

acariens adultes femelles, prélevés dans une cohorte synchronisée, sont nécessaires au début de l'essai. Les 

acariens sont introduits environ 7 à 14 jours après le passage au stade adulte, 28 à 35 jours après le début 

de la ponte dans le processus de synchronisation (voir paragraphe 3 et Annexe 4). La source des acariens 

ou leur fournisseur et le maintien de la culture au laboratoire doivent être enregistrés. Lorsqu'une culture 

est maintenue au laboratoire, il est recommandé de confirmer l'identité des espèces au moins une fois par 

an. L'Annexe 6 comprend une fiche d'identification.  

 

Préparation des concentrations expérimentales 

 

15. Le produit chimique testé est mélangée dans le sol. Il convient de choisir les solvants organiques 

utilisés pour faciliter le traitement du sol par le produit chimique testé sur des critères de faible toxicité 

pour les acariens, et un témoin de solvant approprié doit être inclus dans l'essai (voir paragraphe 29). 

 

Produit chimique testé hydrosoluble 

 

16. Une solution du produit chimique testé dans de l'eau désionisée est préparée en une quantité 

suffisante pour toutes les expériences identiques d'une concentration expérimentale. Il est recommandé 

d'utiliser la quantité d'eau nécessaire pour obtenir le taux d'humidité requis, à savoir 40 à 60% de la 

capacité maximale de rétention d'eau (voir paragraphe 12). Chaque solution de produit chimique testé est 

mélangée complètement avec un lot du sol préhumidifié, avant d'être introduite dans le récipient 

expérimental.  

 

Produit chimique testé insoluble dans l'eau 

 

17. Les substances non solubles dans l'eau mais solubles dans des solvants organiques peuvent être 

dissoutes dans le plus petit volume possible d'un véhicule approprié (par exemple de l'acétone). Seuls des 

solvants volatils peuvent être utilisés. Dans le cas où ces véhicules sont utilisés, toutes les concentrations 

expérimentales et les témoins contiennent la même quantité minimale du véhicule. Le véhicule est 

pulvérisé sur ou mélangé à une petite quantité, 10 g par exemple, de sable quartzique fin. Il convient de 

corriger la quantité de sable contenu dans le substrat pour tenir compte de cette quantité. Ensuite, le 

véhicule est éliminé par évaporation sous une hotte durant au moins une heure. Ce mélange de sable 

quartzique et du produit chimique testé est ajouté au sol préhumidifié, auquel il est soigneusement mélangé 

après l'ajout de la quantité nécessaire d'eau désionisée pour atteindre l'humidité requise. Le mélange final 

est introduit dans les récipients expérimentaux. Il convient de noter que certains solvants peuvent être 

toxiques pour les acariens. Par conséquent, il est recommandé d'utiliser un témoin d'eau supplémentaire 

sans véhicule lorsque cette toxicité est inconnue. La démonstration fiable d'absence d'effet du solvant (aux 

concentrations appliquées) permet d'omettre le témoin d'eau.  
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Substance d'essai peu soluble dans l'eau et les solvants organiques  

 

18. Pour les substances peu solubles dans l'eau et les solvants organiques, on mélange l'équivalent de 

2,5 g de sable quartzique finement broyé par récipient expérimental (par exemple, 10 g de sable quartzique 

fin pour quatre expériences identiques) à la quantité nécessaire du produit chimique testé pour obtenir la 

concentration expérimentale voulue. Il convient de corriger la quantité de sable contenu dans le substrat 

pour tenir compte de cette quantité. Ce mélange de sable quartzique et du produit chimique testé est ajouté 

au sol préhumidifié, auquel il est soigneusement mélangé après l'ajout de la quantité nécessaire d'eau 

désionisée pour atteindre l'humidité requise. Le mélange final est réparti entre les récipients 

expérimentaux. On répète la procédure pour chaque concentration expérimentale et on prépare un témoin 

approprié. 

 

MODE OPERATOIRE 

 

Groupes traités et témoins 

 

19. Il est recommandé d'utiliser dix adultes femelles dans 20 g de masse sèche de sol artificiel dans 

chaque récipient témoin et traité. Les organismes expérimentaux doivent être ajoutés dans les deux heures 

qui suivent la préparation du substrat d'essai final (c'est-à-dire après l'application de la substance d'essai). 

Dans certains cas particuliers (par exemple, lorsque le vieillissement est considéré comme un facteur 

déterminant), la durée écoulée entre la préparation du substrat d'essai final et l'addition des acariens peut 

être prolongée (pour des détails sur ce vieillissement, voir (18)). Il convient toutefois de fournir une 

justification scientifique de cette décision. 

 

20. Une fois les acariens ajoutés au sol, ils sont nourris, et le poids initial de chaque récipient 

expérimental doit être mesuré pour servir de référence lors du contrôle du taux d'humidité du sol tout au 

long de l'essai, comme il est décrit au paragraphe 24. Les récipients expérimentaux sont ensuite couverts 

comme il est décrit au paragraphe 8 et placés dans la chambre expérimentale. 

 

21. Des témoins appropriés à la méthode d'application du produit chimique testé,  présentée dans l'un 

des paragraphes 15 à 18, sont préparés. La préparation des témoins se conforme aux protocoles décrits, 

sans addition du produit chimique testé. Ainsi, le cas échéant, des solvants organiques, du sable quartzique 

ou d'autres véhicules sont utilisés dans les témoins en concentrations/quantités équivalentes à celles des 

traitements. Lorsqu'un solvant ou un autre véhicule est employé pour ajouter le produit chimique testé, il 

faut également préparer un témoin supplémentaire sans véhicule ni produit chimique testé et le tester 

chaque fois que la toxicité du solvant est inconnue (voir paragraphe 17). 

 

Conditions expérimentales  

 

22. La température expérimentale doit être de 20 ± 2 °C. Elle doit être enregistrée au moins 

quotidiennement et ajustée, s'il y a lieu. L'essai est mené dans des conditions de cycles de lumière et 

d'obscurité contrôlés (de préférence 16 heures de lumière et 8 heures d'obscurité) avec un éclairement de 

400 à 800 lux dans la zone des récipients expérimentaux. A des fins de comparaisons, ces conditions sont 

identiques à celles appliquées dans d'autres essais écotoxicologiques dans le sol (par exemple, 15). 

 

23. Les échanges gazeux doivent être assurés par aération des récipients expérimentaux au moins 

deux fois par semaine lorsque l'on utilise des bouchons à vis. Dans le cas d'une ouverture couverte de gaze, 

il convient de veiller particulièrement au maintien du taux d'humidité du sol (voir paragraphes 8 et 24). 
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24. La teneur en eau du substrat de sol dans les récipients expérimentaux est maintenue pendant toute 

la durée de l'essai en pesant les récipients expérimentaux, et s'il y a lieu, en y rajoutant périodiquement de 

l'eau (par exemple une fois par semaine). Les pertes doivent être compensées selon les besoins par de l'eau 

désionisée. Le taux d'humidité pendant l'essai ne doit pas s'écarter de plus de 10 % de la valeur initiale. 

 

Alimentation 

 

25. On a montré que les acariens du fromage (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)) 

constituaient une source d'aliment appropriée. De petits collemboles (par exemple Folsomia candida 

juvénile Willem, 1902 ou Onychiurus fimatus (19, 20), des enchytrées (par exemple Enchytraeus crypticus 

Westheide & Graefe, 1992) ou des nématodes (par exemple Turbatrix silusiae de Man, 1913)) peuvent 

également convenir (21). Il est recommandé de contrôler les aliments avant de les utiliser dans un essai. Le 

type et la quantité d'aliments doivent assurer l'obtention d'un nombre de juvéniles suffisant pour remplir les 

critères de validité (paragraphe 6). Lors du choix des proies, il convient de considérer le mode d'action de 

la substance d'essai (par exemple, un acaricide peut se révéler toxique aussi pour les acariens qui servent 

d'aliments, voir paragraphe 26). 

 

26. Les aliments doivent être fournis ad libitum (mais en petite quantité à chaque fois (pointe de 

spatule)). A cette fin, on peut également utiliser un aspirateur à succion douce comme il est proposé dans 

l'essai sur les collemboles, ou un pinceau fin. Il suffira généralement de distribuer les aliments au début de 

l'essai et deux à trois fois par semaine. Si le produit chimique testé se révèle toxique pour la proie, il faudra 

envisager d'augmenter la fréquence d'alimentation et/ou d'employer une autre source d'aliments. 

 

Sélection des concentrations expérimentales  

 

27. Des informations préalables sur la toxicité du produit chimique testé, issues par exemple d'études 

préliminaires de sélection des concentrations, devraient faciliter la sélection des concentrations 

expérimentales appropriées. Si besoin est, une étude préliminaire est menée, avec cinq concentrations du 

produit chimique testé dans la gamme de 0.1  1000 mg/kg de sol sec, avec au moins une expérience par 

traitement et un témoin. L'étude préliminaire dure 14 jours, à l'issue desquels la mortalité des acariens 

adultes et le nombre de juvéniles sont déterminés. Il est préférable de choisir dans l'essai final une gamme 

de concentrations qui inclut des concentrations affectant les nombres de juvéniles mais non la survie de la 

génération maternelle. Cette démarche est toutefois exclue pour les produits chimiques testés qui 

provoquent des effets létaux et sub-létaux à des concentrations pratiquement similaires. La concentration 

efficace (par exemple CE50, CE25, CE10) et la gamme de concentrations sur lequel l'effet du produit 

chimique testé présente un intérêt doivent être contenues dans l'intervalle des concentrations de l'essai. 

L'extrapolation à des valeurs très inférieures à la concentration la plus basse qui affecte les organismes 

expérimentaux ou supérieures à la concentration la plus élevée de l'essai doit rester exceptionnelle, et 

justifiée en détail dans le rapport. 

 

Modèle expérimental 

 

Essais dose-réponse  

 

28. Trois modèles d'essai, fondés sur les recommandations issues d'un autre essai tournant (essai de 

reproduction chez l'enchytrée (22)) sont proposés. L'adéquation générale de ces trois modèles a été 

confirmée par les résultats de la validation sur H. aculeifer. 
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29. Lors de l'établissement de la gamme de concentrations, il convient de tenir compte des points 

suivants: 

- Pour déterminer la CEx (par exemple CE10, CE50), il faut tester douze concentrations. Il est 

recommandé d'inclure au moins deux expériences identiques à chaque concentration d'essai et six 

témoins. Le facteur d'espacement peut varier, mais doit être inférieur ou égal à 1.8 dans la gamme 

efficace anticipée et supérieur à 1.8 aux concentrations plus élevées et plus faibles. 

- Pour déterminer la CSEO, il faut tester au moins cinq concentrations formant une série géométrique. 

Il est recommandé d'inclure quatre expériences identiques par concentration expérimentale et huit 

témoins. Les concentrations doivent être espacées d'un facteur d'au plus 2.0.  

 Une approche combinée permet de déterminer à la fois la CSEO et la CEx. Il faut alors utiliser huit 

concentrations expérimentales formant une série géométrique. Il est recommandé d'inclure quatre 

expériences identiques par traitement et huit témoins. Les concentrations doivent être espacées d'un 

facteur d'au plus 1.8.  

 

Essai limite 
 

30. Si la concentration la plus élevée (par exemple 1000 mg/kg) dans l'essai préliminaire de sélection 

des concentrations n'engendre aucun effet, l'essai de reproduction final peut être mené sous forme d'un 

essai limite, à la concentration expérimentale de 1000 mg/kg ps de sol. Un essai limite permet de 

démontrer que la CSEO ou la CE10 pour la reproduction est supérieure à la concentration limite, en 

employant un nombre minimal d'acariens dans l'essai. Il faut alors utiliser huit expériences identiques pour 

le sol traité et pour le témoin.  

 

Durée de l'essai et mesures 

 

31. Toutes les différences observées de comportement et de morphologie des acariens entre les 

récipients témoins et les récipients traités doivent être notées.  

 

32. Le 14e jour, les acariens survivants sont séparés du sol par extraction à la chaleur ou à la lumière 

ou par une autre méthode appropriée (voir Annexe 5). Les juvéniles (c'est-à-dire larves, protonymphes et 

deutonymphes) et les adultes sont comptés séparément. Tous les acariens adultes qui ne sont pas récupérés 

à ce stade doivent être comptabilisés comme morts, car on suppose qu'ils sont décédés et se sont 

décomposés avant l'évaluation. A la fin du test, les adultes et les juvéniles sont euthanasiés humainement, 

préférablement par congélation rapide à -80oC ou par cryopréservation. Il faut valider l'efficacité 

d'extraction une ou deux fois par an sur des témoins contenant des nombres connus d'adultes et de 

juvéniles. L'efficacité doit être supérieure à 90% en moyenne combinée pour tous les stades de 

développement (voir Annexe 5). Les nombres des adultes et des juvéniles se seront pas ajustés en fonction 

de l'efficacité. 

 

RESULTATS ET RAPPORT 

 

Traitement des résultats 

  

33. Les paragraphes 36 à 41 contiennent des informations sur les méthodes statistiques susceptibles 

d'être utilisées pour analyser les résultats de l'essai. Il faut également consulter le Document 54 de l'OCDE 

intitulé  

 

34. Le résultat principal de l'essai est le taux de reproduction, c'est-à-dire le nombre de juvéniles 

produits par récipient expérimental (dans lequel 10 femelles adultes ont été introduites). L'analyse 
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statistique requiert le calcul de la moyenne arithmétique (X) et de la variance (s²) du taux de reproduction 

par traitement et par témoin. X et s² sont employés dans des analyses de variance telles que le test t de 

Student, le test de Dunnett ou le test de William, et pour calculer des intervalles de confiance à 95 %. 

 

Note : Ce résultat principal équivaut à la mesure de fécondité représentée par le nombre de juvéniles 

vivants produits pendant l'essai divisé par le nombre de parents femelles introduits au début de l'essai. 

 

35. Le nombre de femelles survivantes dans les témoins non traités est un critère de validité essentiel 

qui doit être détaillé. Comme dans l'essai préliminaire de sélection des concentrations, tous les autres 

signes de nocivité doivent également être consignés dans le rapport final. 

 

CEx 

 

36.  On calcule les valeurs de CEx et leurs limites de confiance à 95 % supérieures et inférieures 

correspondant au paramètre décrit dans le paragraphe 34 en utilisant des méthodes statistiques adéquates 

(par exemple, analyse probit, fonction logistique ou de Weibull, méthode simplifiée de Spearman-Karber, 

ou simple interpolation). Une CEx est obtenue en intégrant une valeur correspondant à x % de la moyenne 

du témoin dans l'équation retenue. Pour calculer la CE50 ou tout autre CEx, il faut soumettre les moyennes 

par traitement (X) à une analyse de régression. 

 

CSEO/CMEO 

 

37. Lorsqu'une analyse statistique est appliquée pour déterminer la CSEO/CMEO, il faut disposer de 

statistiques par récipient (chaque récipient individuel est considéré comme une expérience). Il convient 

alors d'utiliser des méthodes statistiques adéquates (conformément au Document 54 de l'OCDE intitulé 

Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application). En 

général, les effets indésirables du produit chimique testé par rapport au témoin sont examinés en utilisant 

comprennent des exemples. 

 

38. La distribution normale des données peut être analysée, par exemple, par le test d'ajustement de 

Kolmogorov-Smirnov, le test du rapport rang à écart-type (test R/s) ou le test de Shapiro-Wilk (bilatéral, p 

tester l'homogénéité de la variance. Lorsque les pré-requis des procédures de tests paramétriques sont 

satisfaits (normalité, homogénéité de la variance), on peut appliquer une analyse de variance une voie, puis 

des tests multicomparatifs. Les tests de comparaison multiples (par exemple, tests t de Dunnett) ou les tests 

de tendance décroissante (par exemple, test de Williams dans le cas d'une relation réponse à la dose 

monotone) peuvent être utilisés pour calculer, le cas échéant, des différences significative

les témoins et les diverses concentrations de la substance d'essai (on choisira le test recommandé 

conformément au Document 54 de l'OCDE intitulé Current Approaches in the Statistical Analysis of 

Ecotoxicity Data: a Guidance to Application). On peut toutefois utiliser des méthodes non paramétriques 

(test U de Bonferroni conformément à Holm ou test de tendance de Jonckheere-Terpstra) pour déterminer 

la CSEO et la CMEO. 

 

Essai limite 

 

39.  du témoin et d'un seul traitement) et que les 

conditions requises pour les protcédures de tests paramétriques (normalité, homogénéité) sont remplies, on 

peut évaluer les réponses métriques par le test de Student (test t). Le test t de variance inégale (test t de 
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Welch) ou bien un test t non paramétrique tel que le test U de Mann-Whitney peuvent être employés 

lorsque ces conditions ne sont pas satisfaites.  

 

40. Si l'on cherche à déterminer des différences significatives entre les témoins (témoin et témoin de 

solvant), les réplicas de chaque témoin peuvent être testés comme il est décrit pour l'essai limite. Lorsque 

les essais ne détectent aucune différence significative, il est possible de rassembler toutes les expériences 

identiques témoins et témoins de solvant. Dans le cas contraire, il faut comparer tous les traitements avec le 

témoin de solvant. 

 

Rapport d'essai 

 

41. Le rapport d'essai doit comprendre au moins les informations suivantes : 

 

Produit chimiques testé 

Nature physique et propriétés physico-chimiques pertinentes : 

-  

Substance mono-constituant : 

apparence physique, hydro-solubilité et autres propriétés physico-chimiques pertinentes ; 

identification chimique, telle que désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou 

pratiques le permettent, etc. (y compris la teneur en carbone organique, si cela se justifie). 

Substance multi-constituants, UVBC et mélanges : 

-dessus), la teneur et les propriétés 

physico-chimiques pertinentes des constituants. 

 

Organismes expérimentaux 

 

- identification et fournisseur des organismes expérimentaux, description des conditions d'élevage ; 

- gamme d'âges des organismes expérimentaux. 

 

Conditions expérimentales 

 

- description du modèle expérimental et du mode opératoire; 

- détails sur la préparation du sol d'essai ; description détaillée lorsque l'on utilise un sol naturel (origine, 

histoire, distribution de tailles de particules, pH, teneur en matières organiques, et, le cas échéant, 

classification du sol); 

- capacité maximale de rétention d'eau du sol; 

- description de la méthode d'application du produit chimique testé dans le sol; 

- conception expérimentale et mode opératoire ; 

- dimension des récipients expérimentaux et masse sèche de sol d'essai par récipient ; 

- conditions expérimentales : intensité lumineuse, durée des cycles de lumière et d'obscurité,    

température; 

- description du régime d'administration de la nourriture, nature et quantité de nourriture fournie au cours 

de l'essai, dates d'alimentation; 

- pH et teneur en eau du sol au début et pendant l'essai; 
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- description détaillée de la méthode d'extraction et de l'efficacité d'extraction. 

   

Résultats de l'essai 

 

- nombre de juvéniles déterminé dans chaque récipient expérimental à la fin de l'essai; 

- nombre de femelles adultes et mortalité des adultes (%) dans chaque récipient expérimental à la fin de 

l'essai;  

- description des symptômes évidents ou des changements nets de comportement; 

- résultats obtenus avec la substance de référence de l'essai; 

- résumé des analyses statistiques (CEx et/ou CSEO) y compris les limites de confiance à 95 % et la 

description de la méthode de calcul; 

- courbe de la relation concentration-réponse; 

-  écarts par rapport aux protocoles décrits dans cette Ligne directrice et faits inhabituels, quels qu'ils 

soient, survenus au cours de l'essai. 
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ANNEXE 1 

 

DEFINITIONS 

 

 

Les définitions suivantes s'appliquent aux fins de la présente Ligne directrice (dans cet essai, toutes les 

concentrations efficaces sont exprimées en masse du produit chimique testé rapportée à la masse sèche du 

sol d'essai): 

La CSEO (concentration sans effet observé) désigne la concentration du produit chimique testé à laquelle 

aucun effet n'est observé. Dans cet essai, la concentration correspondant à la CSEO n'a pas d'effet 

statistiquement significatif (p<0,05) durant une période d'exposition donnée, en comparaison avec le 

témoin. 

La CMEO (concentration minimale avec effet observé) est la plus faible concentration du produit chimique 

testé qui exerce un effet statistiquement significatif (p<0,05) durant une période d'exposition donnée, en 

comparaison avec le témoin. 

La CEx (concentration efficace à x%) est la concentration qui engendre un effet de x% sur les organismes 

d'expérience durant une période d'exposition déterminée, en comparaison avec un témoin. Par exemple, 

une CE50 est une concentration estimée produire un effet sur un paramètre évalué de l'essai dans 50 % 

d'une population exposée durant une période d'exposition déterminée. 
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ANNEXE 2 

DÉTERMINATION DE LA CAPACITÉ MAXIMALE DE RÉTENTION D'EAU DU SOL 

 

La méthode suivante de détermination de la capacité maximale de rétention d'eau du sol a fait ses preuves. 

Elle est décrite à l'annexe C de la norme ISO 11268-2 (Qualité du sol -- Effets des polluants vis-à-vis des 

vers de terre (Eisenia fetida). Partie 2: Détermination des effets sur la reproduction (23)) 

Prélever une quantité déterminée (5 g, par exemple) du sol expérimental servant de substrat à l'aide d'un 

instrument approprié (tube de tarière, etc.). Couvrir le fond du tube d'un morceau de papier filtre imbibé 

d'eau, puis placer le tube sur un support dans un bain d'eau. Le tube doit être progressivement immergé 

jusqu'à ce que le niveau d'eau passe au-dessus du sol. Laisser le tube dans l'eau durant environ trois heures. 

Comme l'eau absorbée par les capillaires du sol ne peut pas être retenue en totalité, il faut la laisser 

s'évacuer de l'échantillon de sol durant deux heures en plaçant le tube sur un lit de sable quartzique 

finement broyé très humide contenu dans un récipient fermé (pour qu'il ne sèche pas). Il faut ensuite peser 

l'échantillon et le sécher à 105 °C jusqu'à ce qu'il atteigne une masse constante. La capacité de rétention 

d'eau (CRE) est ensuite calculée comme suit : 

 S  T  D 

 CRE (en % de masse sèche) =  x 100 

 D 

 

Soit : 

S = masse du substrat saturé en eau + masse du tube + masse du papier filtre 

T = tare (masse du tube + masse du papier filtre) 

D = masse sèche du substrat 
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ANNEXE 3 

DÉTERMINATION DU pH DU SOL 

 

La méthode de détermination du pH d'un sol, décrite ci-dessous s'appuie sur la norme ISO 10390 : Qualité 

du sol  Détermination du pH (16). 

On laisse sécher une quantité définie de sol à température ambiante durant au moins 12 heures. On prépare 

une suspension du sol (contenant au moins 5 g de sol) dans cinq fois son volume d'une solution de chlorure 

de potassium (KCl) 1 M de qualité analytique ou d'une solution de chlorure de calcium (CaCl2) 0,01 M de 

qualité analytique. On agite vigoureusement la suspension durant cinq minutes et on la laisse sédimenter 

durant au moins deux heures, mais pas plus de 24 heures. On mesure ensuite le pH de la phase liquide à 

l'aide d'un pH-mètre, étalonné avant chaque mesure à l'aide d'une série appropriée de solutions tampons 

(pH 4.0 et 7.0, par exemple). 
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ANNEXE 4 

 

ELEVAGE DE HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER, D'ACARIENS DES ALIMENTS ET 

SYNCHRONISATION DES CULTURES 

 

 

Élevage de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer: 

Les cultures peuvent être maintenues dans des récipients de plastique ou des flacons de verre remplis d'un 

mélange de plâtre de Paris et de poudre de charbon (9/1). Le plâtre doit rester humide grâce à l'addition, si 

besoin est, de quelques gouttes d'eau distillée ou désionisée. Les températures d'élevage optimales sont 

comprises dans l'intervalle de 20 ± 2°C, le régime de lumière et d'obscurité n'est pas déterminant pour cette 

espèce. Les proies peuvent être des acariens Typrophagus putrescentiae ou Caloglyphus (les acariens des 

aliments doivent être manipulés avec précaution car ils peuvent provoquer des allergies chez l'homme), 

mais les nématodes, les enchytrées et les collemboles sont également des proies adéquates. Leur 

provenance doit être consignée. Il est possible d'initier le développement de la population à partir d'une 

seule femelle, car les mâles se dé

sa vie. Le taux de ponte maximal est atteint entre 10 et 40 jours (à l'âge adulte) 

femelle
-1

 jour
-1

°C. Il faut maintenir et traiter plusieurs cultures à l'avance. 

 

Élevage de Typrophagus putrescentiae: 

Les acariens sont élevés dans un récipient en verre rempli de poudre de levure de bière fine, et placé dans 

un seau en plastique rempli d'une solution de KNO3 qui empêche la fuite des animaux. Les acariens des 

aliments sont placés au dessus de cette poudre. Ensuite, ils sont soigneusement mélangés à la poudre (à 

remplacer deux fois par semaine) à l'aide d'une spatule.  

 

Synchronisation de la culture: 

Les spécimens utilisés dans l'essai doivent avoir à peu près le même âge (environ 7 jours après le passage 

au stade adulte). À la température d'élevage de 20 °C, la synchronisation est réalisée de la manière 

suivante:  

- Les femelles sont transférées dans un récipient d'élevage propre et reçoivent une quantité suffisante de 

nourriture  

- On les laisse pondre pendant deux ou trois jours, puis elles sont récoltées 

- Les femelles adultes sont prélevées pour l'essai entre le 28
ème

 et le 35
ème

 jour après le placement des 

femelles adultes dans des récipients d'élevage propres. 

Il est facile de distinguer les femelles adultes des mâles et des animaux aux autres stades de développement 

par leur dimension plus grande, leur forme boursouflée et leur bouclier dorsal brun car les mâles sont plus 

minces et plats, et les stades immatures sont blancs à crèmes. Le développement des acariens est à peu près 

conforme au modèle décrit ci-dessous à 20 °C (Figure) : oeuf 5 j, larve 2 j, protonymphe 5 j, deutonymphe 

7 j, période de préoviposition de la femelle 2 j. Ensuite, les acariens sont adultes. 
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Figure: Développement de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer à 20 °C. (prélèvement = femelles utilisées 

pour l'essai)  

 

Les animaux adultes sont prélevés dans la culture synchronisée et introduits dans les récipients 

expérimentaux entre le 28
e
 et le 35

e
 jour après le début de la ponte des parents femelles (c'est-à-dire 7-14 

jours après le passage à l'âge adulte). On s'assure ainsi que les animaux de l'essai sont au-delà de la période 

de préoviposition et se sont accouplés avec des mâles qui sont également présents dans le récipient de 

culture. Des observations réalisées sur des cultures de laboratoire suggèrent que, lorsque des mâles sont 

présents, les femelles s'accouplent dès le passage à l'âge adulte ou peu après (Ruf, Vaninnen, obs. pers.). 

La période de sept jours est retenue car elle s'intègre facilement à la routine du laboratoire et atténue la 

variabilité développementale individuelle entre les acariens. L'oviposition doit être initiée avec un nombre 

de femelles au moins égal à celui qui sera finalement nécessaire pour l'essai (par exemple, s'il faut 400 

femelles dans l'essai, il faudra laisser pondre au moins 400 femelles pendant deux à trois jours. Le nombre 

s au point de départ de la population synchronisée doit être d'au moins 1200 (proportion relative des 

sexes environ 0.5, mortalité environ 0.2)). Afin d'éviter le cannibalisme, il est préférable que chaque 

récipient renferme au plus 20 à 30 femelles en période de ponte.  
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ANNEXE 5 

 

METHODES D'EXTRACTION 

 

 

L'extraction à la chaleur est une méthode qui convient à la séparation de microarthropodes à partir d'un sol 

ou d'un substrat (voir figure ci-dessous). La méthode tire parti de l'activité des organismes, et ainsi, seuls 

les spécimens mobiles sont susceptibles d'être enregistrés. Le principe de l'extraction à la chaleur consiste à 

dégrader progressivement les conditions dans l'échantillon pour inciter les organismes à quitter le substrat 

et les faire tomber dans un liquide de fixation (par exemple éthanol). Les paramètres déterminants sont la 

durée de l'extraction et l'évolution des conditions appliquées, qui varient de bonnes à modérément bonnes 

puis deviennent mauvaises pour les organismes. Dans des essais écotoxicologiques, la durée de l'extraction 

doit être aussi brève que possible, car toute croissance de la population au cours de l'extraction falsifie les 

résultats. Par ailleurs, les conditions de températures et d'humidité dans l'échantillon doivent toujours 

garder des valeurs compatibles avec le déplacement des acariens. Le chauffage d'un échantillon de sol 

provoque la dessiccation du substrat. Si celle-ci est trop rapide, certains acariens se dessècheront en même 

temps et ne parviendront pas à s'enfuir.  

 

Par conséquent, le protocole suivant est proposé (24) (25) : 

Appareil : Entonnoir de Tullgren ou équipement comparable, pour appliquer, par exemple la méthode de 

McFadyen (chauffage par-dessus, l'échantillon est placé sur un entonnoir)  

Régime de chauffage : 25 °C pendant 12 h, 35 °C pendant 12 h, 45 °C pendant 24 heures (48 h au total). La 

température doit être mesurée dans le substrat. 

Liquide de fixation : éthanol 70 %  

 

Description détaillée : Utiliser le flacon de verre qui a servi pour l'essai. Retirer le couvercle et couvrir 

l'ouverture d'un morceau de treillis ou d'étoffe. L'étoffe doit avoir une dimension de maille de 1.0 à 1.5 

mm. Fixer l'étoffe avec un élastique. Renverser soigneusement le flacon et le placer dans l'appareil 

d'extraction. L'étoffe empêche le substrat de couler dans le liquide de fixation, mais laisse les acariens 

sortir de l'échantillon. Démarrer le chauffage en appliquant le régime ci-dessus après avoir inséré tous les 

flacons. Terminer l'extraction au bout de 48 heures. Retirer les flacons de fixation et compter les acariens à 

l'aide d'un microscope à dissection. 

 

Il faut démontrer l'efficacité d'extraction de la méthode choisie une ou deux fois par an en utilisant des 

récipients contenant un nombre connu d'acariens juvéniles et adultes élevés dans un substrat d'essai non 

 % en moyenne combinée pour tous les stades de développement. 
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DISPOSITIF D'EXTRACTION DE TYPE TULLGREN 
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ANNEXE 6 

 

IDENTIFICATION DE HYPOASPIS (GEOLAELAPS ) ACULEIFER 

 

Sous-classe/ordre/sous-
ordre : 

 Famille :  Genre/sous-
genre/espèces : 

Acari/Parasitiformes/ 
Gamasida 

 Laelapidae  Hypoaspis (Geolaelaps) 
aculeifer 

 

Auteur et 

Date :  

F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23 janvier 2007 

 

Article utilisé : Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. 

Tierwelt Deutschlands 59, 2
e 
édition révisée : 1-523. 

Hughes, A.M. (1976). The mites of stored food and houses. Ministry of 

Agriculture, Fisheries and Food, Technical Bulletin 9: 400pp. 

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University 

Book Stores, Inc., 509 pp. 

 

Caractéristique
s de 

détermination : 

Tectum avec un bord denticulaire arrondi ; sillons hypostomaux comprenant 

plus de 6 denticules ; poils dorsaux caudaux Z4 assez courts ; poils dorsaux 

sétiformes ; bouclier génital normal peu développé et n'atteignant pas le 

bouclier anal ; moitié postérieure du bouclier dorsal sans poils non appariés ; 

pattes II et IV avec quelques macropoils épais ; poil dorsal Z5 environ deux 

fois plus long que J5 ; doigt fixe de chélicère avec 12-14 dents et doigt 

mobile avec 2 dents ; Idiosome 520-680 long. 

Hypoaspis miles est également utilisé comme témoin biologique et peut être 

confondu avec H. aculeifer. La principale différence est la suivante : 

H. miles appartient au sous-genre Cosmolaelaps et ses poils dorsaux sont en 

forme de lame tandis que H. aculeifer appartient au sous-genre Geolaelaps 

avec des poils dorsaux sétiformes. 
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 Hypoaspis aculeifer 
  F. Faraji 

 Hypoaspis aculeifer,  
 dorsal shield with characteristic setae 

Z4 

Z5 

J5 

Hypoaspis aculeifer d après Hughes, 1976 
Hypoaspis miles d après Hughes, 1976 
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ANNEXE 7 

 

Informations générales sur la biologie de Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer 

 

Hypoaspis aculeifer appartient à la famille des Lealapidae, ordre des Acari (acariens), classe des 

Arachnida, tribu des Arthropoda. Ils vivent dans des sols de tous types et se nourrissent d'autres acariens, 

de nématodes, d'enchytrées et de collemboles (26). En cas de pénurie alimentaire, ils deviennent cannibales 

(27). Les acariens prédateurs sont segmentés en idiosome et gnathosome. La différenciation entre 

l'idiosome dans le prosome (tête) et l'opisthosome (abdomen) n'est pas nette. Le gnathosome (bouclier de la 

tête contient les pièces pour l'alimentation telles que les pattes et les chélicères. Les chélicères sont divisés 

en trois branches et munis de dents de différentes formes. Les mâles utilisent leurs chélicères pour 

l'ingestion, mais également pour transférer les spermatophores aux femelles. Un bouclier dorsal couvre 

presque complètement l'idiosome. Une grande partie de l'idiosome de la femelle est occupée par les 

deux boucliers, le bouclier sternal et le bouclier génital. Toutes les pattes sont pourvues de soie et d'épines. 

Les soies servent à l'ancrage lors du déplacement dans le sol ou sur le sol. La première paire de pattes fait 

essentiellement fonction d'antennes. La seconde paire de pattes sert non seulement au déplacement, mais 

également à l'immobilisation de la proie. Les épines de la quatrième paire de pattes servent de protection 

ainsi que de "moteurs de déplacement" (28). Les mâles mesurent de 0.55 à 0.65 mm de long et pèsent de 

10 à 15 µg. Les femelles mesurent de 0.8 à 0.9 mm de long et pèsent de 50 à 60 µg (8) (28) (Fig 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1: Femelle, mâle, protonymphe et larve de H. aculeifer. 

 

 

À 23 °C, les acariens atteignent la maturité sexuelle au bout de 16 jours (femelles) et de 18 jours (mâles), 

respectivement (6). Les spermatozoïdes sont transportés dans les femelles par le solénostome depuis lequel 

ils sont transférés dans l'ovaire. Dans l'ovaire, les spermatozoïdes subissent une maturation et sont stockés. 

La fécondation n'a lieu qu'après la maturation des spermatozoïdes dans l'ovaire. Les ovules fécondés ou 

non fécondés sont déposés par les femelles en amas ou séparément, de préférence dans des fissures ou des 

trous. Les femelles qui ont copulé peuvent porter des juvéniles des deux sexes, tandis qu'en l'absence de 

adulte, les acariens trave -larve, larve-protonymphe, protonymphe-deutonymphe, 

deutonymphe-adulte).  
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solide. Selon (8), la taille des larves est comprise entre 0.42 et 0.45 mm. Elles n'ont que trois paires de 

pattes. Des palpes et des chélicères se développent dans la région de la tête. Les chélicères, munis que 

quelques petits denticules, sont utilisés pour l'éclosion. Après la première mue, un à deux jours après 

l'éclosion, les protonymphes se développent. Elles sont également blanches, d'une dimension de 0.45 à 

0.62 mm (8) et elles possèdent quatre paires de pattes. Les chélicères sont entièrement pourvus de dents. 

C'est à partir de ce stade que les acariens commencent à rechercher leur nourriture. Dans ce but, la cuticule 

de la proie est percée par les chélicères et une sécrétion qui permet la digestion extra-intestinale est émise 

dans la proie. La pâte alimentaire peut ensuite être aspirée par l'acarien. Les chélicères peuvent être 

également utilisés pour fendre des boulettes d'aliments et en extraire des particules plus grosses (28). Les 

deutonymphes se développent après une nouvelle mue. Elles mesurent de 0.60 à 0.80 mm (8) et sont de 

couleur jaune à brun clair. À partir de ce stade, on peut séparer les femelles des mâles. Les acariens 

atteignent l'âge adulte après une nouvelle ecdysis, pendant laquelle les animaux restent inactifs et le 

bouclier brun se développe (après environ 14 jours) (28) (29) (30)). Leur durée de vie se situe entre 48 et 

100 jours à 25 °C (27). 
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ANNEXE 8 

 

RESUME ET CALENDRIER DES PRINCIPALES ETAPES DE L'ESSAI SUR HYPOASPIS 

 

Temps 

(jours) début de 

l'essai = jour 0  

Activité/tâche  

Jour -35  

à -28 

- Transfert des femelles de la culture mère dans des récipients propres 

pour initier la synchronisation  

- 2 jours plus tard : prélèvement des femelles  

- Deux ou trois fois par semaine : apport d'aliments en quantité 

suffisante 

Jour -5 (+/- 2) Préparation du sol artificiel  

Jour -4 (+/- 2) - Détermination de la capacité de rétention d'eau du sol artificiel  

- Séchage une nuit 

- Jour suivant : pesée des échantillons et calcul de la capacité de 

rétention d'eau  

Jour -4 (+/- 2) Pré-humidification du sol artificiel pour obtenir une capacité de 

rétention d'eau de 20 à 30 % 

Jour 0 - Début de l'essai : addition du produit chimique testé au sol artificiel  

- Introduction de 10 femelles dans chaque réplica  

- Pesée de chaque réplica  

- Préparation de témoins abiotiques pour la mesure du taux d'humidité et 

du pH, 2 expériences identiques par traitement  

- Séchage des témoins d'humidité une nuit 

- Jour suivant : pesée des témoins d'humidité  

- Jour suivant : mesure du pH des témoins abiotiques séchés 

Jour 3, 6, 9, 

12 (environ) 

- Apport d'une quantité suffisante de proies dans chaque expérience  

- Pesée de chaque expérience et rajout éventuel de la quantité d'eau 

évaporée  

Jour 14 - Fin de l'essai, extraction à partir de tous les réplicas et témoins 

d'efficacité de l'extraction 

- Séchage des témoins de teneur en eau une nuit 

- Jour suivant : pesée des témoins de teneur en eau 

- Jour suivant : mesure du pH des témoins séchés 

Jour 16 Fin de l'extraction  

Jour 16+ - Comptage du nombre d'adultes et de juvéniles dans le matériau extrait 

- Report des résultats sur des tableaux matrices  

- Report du protocole d'essai dans le formulaire du protocoles d'essai 

 

 


