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Abstract 
In this study, in vitro efficiency of three fungicides is observed on 6 fungi responsible for the rot of 

oranges in conservation in the cold room of Kenitra.  

Azoxystrobine were less active in the inhibition of the mycelial rowth of Alternaria alternata, 

Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum, Rhizopus stolonifer, Penicillium 

italicum, with the values of CI50 respectively of >500; 430,142 ; 219,374 ; 353,635 ; >500 and 138,148 

ppm. The values of CI50 obtained for the benomyl, the thiabendazole and Azoxystrobine showed that 

these fungicides are very effective in the inhibition of the sporulation and the germination of the 

majority of fungi studied.  
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Introduction 
Les premiers locaux conçus pour la conservation des fruits étaient des chambres froides dans 

lesquelles la température est maintenue au voisinage de la température critique des fruits. La 

ventilation permet d’éliminer de l’air, les gaz émis par la respiration et le métabolisme des 

fruits, le dioxyde de carbone et l’éthylène en particulier (Bondoux, 1992). Ces installations 

permettent d’avoir une température constante et de maintenir une certaine humidité relative. 

Ces conditions améliorent considérablement la qualité des fruits en fin de conservation, mais 

elles facilitent beaucoup le développement des champignons, agents responsables des 

pourritures, dont l’évolution est ralentie mais non annulée par la température basse, et par 

ailleurs favorisée par une hygrométrie élevée (Bondoux, 1992). 

La lutte chimique reste le moyen le plus efficace utilisé contre les pathogènes responsables 

des maladies de post-récolte. Plusieurs produits fongicides sont utilisés dans les stations de 

conditionnement, soit en pré-traitement au niveau du drencher soit au niveau de la chaîne de 

conditionnement proprement dite (Eckert, 1982). 

Les traitements chimiques ont joué un rôle très important dans la protection des fruits 

d’agrumes contre les maladies fongiques de conservation. En effet, depuis près de deux 

décennies, le bénomyl, le thiabendazole et le méthylthiophanate sont considérés comme des 

produits efficaces contre les agents de pourriture des fruits d’agrumes en conservation. Les 

traitements des fruits en post-récolte avec le bénomyl, le thiabendazole contrôlent bien les 

pourritures dues à Penicillium expansum et Botrytis cinerea (Maas et Mac, 1970; cité par 

Ella ondo, 1991). 

L’azoxystrobine est un fongicide à base de strobilurine développé à partir du ß-

methoxyacrylate de l’agaric Strobilurus tenacellus (Ammerman et al., 1992 et Attrassi, 

2014). Il possède des qualités de systémie locale et translaminaire. De plus, il a un large 

spectre d’action sur plusieurs maladies qui attaquent différentes cultures d’une grande 

importance économique (Godwin et al., 1992). L’azoxystrobine possède une action 

préventive et curative offrant la possibilité de l’utiliser sur les feuilles, les graines et le 

traitement du sol pour une longue durée de contrôle de la maladie (Godwin et al., 1992 et 

Heaney and Kinght, 1994). 

Comme actuellement la chimiothérapie est la plus utilisée contre les maladies fongiques de 

conservation des fruits d’agrumes, nous avons évalué l’efficacité in vitro de trois fongicides 

(bénomyl, thiabendazole et azoxystrobine) sur le développement de 6 champignons 

responsables de ces maladies. 
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Matériel et méthodes 

Champignons étudiés 

Un isolat de chacun des champignons isolés à partir des 

oranges en conservation dans la chambre froide de Kenitra 

est utilisé: Aspergillus niger, Alternaria alternata, 

Fusarium oxysporum, Penicillium italicum, Penicillium 

digitatum, Rhizopus stolonifer. 

 

Les fongicides utilisés 

L’azoxystrobine, nom commercial Ortiva, est utilisé sous 

forme d’une suspension concentrée contenant 250 g de 

matière active par litre. Le fongicide est commercialisé par 

Zeneca Agrochimical. Les doses homologuées en 

Azoxystrobine pour différentes cultures varient entre 0,08 

l/Ha et 1l/Ha (Anonyme, 1999a). 

Le bénomyl, nom commercial benlate, est présenté sous 

forme de poudre mouillable contenant 50% de matière 

active. Sa dose homologuée est de 60 g/hl (Anonyme, 

2004). 

Le thiabendazole, est un fongicide représenté sous forme de 

poudre contenant 100% de matière active. Sa dose 

homologuée est de 160 g/hl (Anonyme, 2004). La dose 

homologuée est la dose recommandée par l’index 

phytosanitaire (Ezzahiri et al., 2004). 

 

Effet in vitro des fongicides sur les trois stades de vie des 

champignons. 

Préparation du milieu de culture 

Les fongicides utilisés dans cet essai se présentent tous 

sous une forme concentrée. Pour le bénomyl et le 

thiabendazole, des solutions mères sont préparées en 

solubilisant les fongicides 

dans l’eau distillée stérile ou bien dans le DMSO (diméthyl 

sulfoxide). Par contre, l’azoxystrobine est déjà sous forme 

d’une suspension. A partir de ces solutions mères, des 

dilutions successives sont réalisées pour obtenir les 

concentrations finales en matière active pour chaque 

fongicide. 

La technique utilisée dans cet essai s’inspire de celle de 

Faddoul et Albertini (1974) et Bendahmane et al. (1992) 

Chaque fongicide est incorporé aseptiquement, à l’aide de 

seringues stériles, dans le milieu de culture PSA maintenu 

en surfusion à une température de 45°C. L’inoculation 

s’effectue en déposant des disques mycéliens, de 5 mm de 

diamètre, au centre des boîtes de Petri qui sont incubées à 

28°C. Pour chaque concentration, 3 répétitions sont 

réalisées. 

Les doses des fongicides utilisées sont : 

- Pour l’azoxystrobine : 62,5 ppm (C1), 250 ppm (C2), 375 

ppm (C3), 500 ppm (C4). 

- Pour Pythium ultimum : 37,5 ppm (C1), 50 ppm (C2), 

62,5 (C3), 125 ppm (C4). 

- Pour le bénomyl : 3 ppm (C1), 6 ppm (C2), 30 ppm (C3), 

300 ppm (C4). 

- Pour le thiabendazole : 16 ppm (C1), 32 ppm (C2), 160 

ppm (C3), 600 ppm (C4). 

 

Action sur la croissance mycélienne 

La fongitoxicité est testée en mesurant la croissance du 

mycélium sur milieu PSA contenant le fongicide à diverses 

concentrations. Le diamètre des colonies (mesuré suivant 

deux directions perpendiculaires) est mesuré après 8 jours 

d’incubation. 

Pour chaque concentration du fongicide, le pourcentage 

d’inhibition de la croissance mycélienne est calculé par 

rapport au témoin non traité (sans fongicide). 

Les pourcentages d’inhibition (I%) provoqués par les 

fongicides sont alors définis par la formule suivante: 

I%= C-Cf x 100 

C 

C= Croissance du champignon dans le milieu de culture 

sans fongicide (en mm). 

Cf= Croissance du champignon dans le milieu de culture à 

une concentration du fongicide (en mm). 

 

Action sur la sporulation 

Le nombre de spores est estimé après 12 jours d’incubation 

pour Fusarium oxysporum, Fusarium avenaceum, 

Trichothecium roseum et Cladosporium herbarum, et après 

10 jours 

pour les autres champignons étudiés. 4 rondelles de 5 mm 

de diamètre sont prélevées à partir des boîtes ayant servi à 

la croissance mycélienne des différents champignons en 

présence de différentes concentrations des fongicides, elles 

sont ensuite déposées dans des tubes à essai contenant 1 ml 

d’eau distillée stérile. La suspension fongique est ensuite 

agitée à l’aide d’un vortex pendant 20 secondes afin de 

libérer les conidies des conidiophores. 

 Le comptage du nombre total de spores est effectué avec 

une lame de Malassez à raison de 10 comptages par 

suspension. Les moyennes de ces mesures sont ensuite 

calculées. Les valeurs sont exprimées en nombre de spores 

par unité de surface (mm2). Cette technique est inspirée de 

celle adaptée pour Fusarium oxysporum (Besri, 1981). 

Le pourcentage d’inhibition %I par rapport au témoin non 

traité est calculé comme suit : 

 

 %I= Nt-Nc x 100 

 Nt 

 

Nt= Nombre de spores estimé chez le témoin. 

Nc= Nombre de spores estimé en présence du fongicide. 

 

Action sur la germination 

A partir des cultures jeunes des différentes espèces testées, 

des spores sont récoltées dans de l’eau distillée stérile. La 

densité de la suspension est ajustée à 103 spores /ml par 

estimation de la densité initiale (comptage à l’aide de la 

lame Malassez) puis dilution. 0,1 ml de la suspension 

sporale est prélevée et étalée à la surface des boites de Petri 

contenant de l’eau gélosée (15 g d’Agar-agar par 1000 ml 

d’eau distillée stérile), additionnée de différentes 

concentrations des fongicides testés. Les boîtes de Petri 

sont placées à l’obscurité et à 28°C. Pour chaque 

concentration, 3 répétitions sont réalisées. 

Après 24 heures, le comptage des spores germées est 

effectué sur un total de 200 spores. La spore est considérée 

comme germée si la longueur du tube germinatif est 

supérieure à son plus petit diamètre (Mlaiki, 1970). 

Le pourcentage d’inhibition de la germination des spores 

(%I) par rapport au témoin est calculé selon la formule 

suivante : 

%I= Nt-Nf x100 

Nt 

Nf= Nombre de spores germées dans le milieu de culture 

sans fongicide. 

Nf= Nombre de spores germées dans le milieu de culture 

en présence du fongicide. 
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Analyse statistique 

L’analyse statistique est réalisée par l’étude des matrices de 

corrélations à l’aide d’un logiciel informatique. Les 

pourcentages d’inhibition sont transformés en valeurs 

probits. Pour un fongicide et une espèce donnée, une 

relation linéaire est établie entre le logarithme de la 

concentration en fongicide et les valeurs probits. 

L’équation de régression linéaire: [ (y= a log x + b) avec: a: 

coefficient de corrélation, b: constante, x: la concentration 

en fongicide, y: probit, log: logarithme décimale], permet 

par projection, d’obtenir la CI50 qui représente la 

concentration du fongicide réduisant de moitié la 

croissance, la sporulation, la germination des spores. 

 

Résultats 

Effet in vitro 

En présence de l’Azoxystrobine, du bénomyl et du 

thiabendazole, Alternaria alternata et Rhizopus stolonifer 

se sont montrés très résistants avec des CI50 supérieures 

aux concentrations testées pour chaque fongicide (Tableau 

1), alors que Fusarium oxysporum s’est montré résistant 

respectivement au bénomyl et au thiabendazole. Ces deux 

derniers composés se sont montrés plus efficaces que 

l’azoxystrobine vis-à-vis des autres champignons testés 

avec des CI50 très faibles. 

L’azoxystrobine s’est avéré moins actif dans l’inhibition de 

la croissance mycélienne de Alternaria alternata, 

Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium 

digitatum, Rhizopus stolonifer, Penicillium italicum avec 

respectivement des valeurs de CI50 égales à >500; 

430,142 ; 219,374 ; 353,635 ; >500 et 138,148 ppm.  

Concernant l’effet des fongicides sur l’inhibition de la 

sporulation, les valeurs des CI50 obtenues pour le bénomyl, 

le thiabendazole et l’azoxystrobine (Tableau 2) révèlent 

que ces 

fongicides sont très efficaces dans l’inhibition de la 

sporulation de la plupart des champignons étudiés. 

Cependant, Penicillium italicum s’est montré résistant vis-

à-vis de l’azoxystrobine. 

Les résultats obtenus pour la germination conidienne ont 

montré une grande sensibilité vis-à-vis des trois fongicides 

mais à des degrés variables (Tableau 3). En effet, 

l’azoxystrobine, 

le bénomyl et le thiabendazole ont agi respectivement avec 

des concentrations qui varient entre (20,46 – 537,98 ppm), 

(1,41 – 48,5 ppm) et (16,01 – 167,81 ppm). 

 
Tableau 1: Effet des trois fongicides testés sur l’inhibition in vitro de la croissance mycélienne des champignons isolés des oranges en 

conservation dans la chambre froide de Kenitra. 
 

Espèces fongiques AZOXYSTROBINE 

CI50 en ppm 

BENOMYL 

CI50 en ppm 

THIABENDAZOLE 

CI50 en ppm 

Alternaria alternata >500 >300 >600 

Aspergillus niger 430,142 1,324 16,152 

Fusarium oxysporum 219,374 47,050 >600 

Penicillium digitatum 353,635 31,217 11,310 

Rhizopus stolonifer >500 >300 >600 

Penicillium italicum 138,511 8,144 14,201 

 

Tableau 2: Effet des trois fongicides testés sur l’inhibition in vitro de la sporulation des champignons isolés des oranges en conservation 

dans la chambre froide de Kenitra. 
 

Espèces fongiques AZOXYSTROBINE 

CI50 en ppm 

BENOMYL 

CI50 en ppm 

THIABENDAZOLE 

CI50 en ppm 

Alternaria alternata 117,344 106,363 28,521 

Aspergillus niger 175,686 3,498 6,565 

Fusarium oxysporum 45,060 5,119 36,588 

Penicillium digitatum 55,436 173,319 88,674 

Rhizopus stolonifer 175,946 0,527 1,664 

Penicillium italicum >500 4,763 28,456 

 

Tableau 3: Effet des trois fongicides testés sur l’inhibition in vitro de la germination des champignons isolés des oranges en conservation 

dans la chambre froide de Kenitra. 
 

Espèces fongiques AZOXYSTROBINE 

CI50 en ppm 

BENOMYL 

CI50 en ppm 

THIABENDAZOLE 

CI50 en ppm 

Alternaria alternata 172,604 48,543 167,812 

Aspergillus niger 166,362 2,329 28,085 

Fusarium oxysporum 173,226 2,710 22,324 

Penicillium digitatum 173,226 5,069 43,282 

Rhizopus stolonifer 537,985 9,085 131,736 

Penicillium italicum 20,462 1,418 16,016 

 

Discussion et Conclusion 

l’azoxystrobine est un fongicide qui présente une triple 

action: une action anti-germinative, en agissant fortement 

sur la germination des spores, très consommatrices 

d’énergie; une action préventive anti-mycélienne en 

arrêtant le développement des champignons car ils ont 

besoin en permanence d’énergie, ce qui procure un effet 

curatif et une action antisporulante sur plusieurs 

champignons comme par exemple Leveillula taurica, 

Alternaria solani, Phytophthora infestans, Plasmopora 

viticola et Uncinula nectar pour éviter les contaminations 

ultérieures (Anonyme, 1999a et Anonyme, 1999b). De 

plus, ce fongicide peut agir par les deux types de 

traitements, préventif et curatif, voire même plusieurs 

traitements, 

selon les cas pour arrêter la maladie.  
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Par ailleurs, les produits systémiques, le bénomyl et le 

thiabendazole, agissent sur le fonctionnement du fuseau 

achromatique en inhibant la division mitotique. Ils ont une 

spécificité d’action vis-à-vis du parasite et par conséquent 

agissent sur un nombre très limité de cibles (oligosites), et 

par la suite sont susceptibles de donner naissance à des 

souches résistantes (Lepoivre, 1989). Les benzimidazoles 

inhibent la mitose du parasite en se liant à une protéine des 

microtubules empêchant leur réunion correcte dans le 

fuseau (Davidse et Flach, 1978). Le bénomyl est hydrolysé 

en méthyl-2-benzimidazole carbamate (MBC), ce dernier 

interfère avec la synthèse de l’ADN et la réplication chez 

Ustilago zeae. Il agit plus sur l’élongation du tube 

germinatif que sur la germination. L’absorption se fait en 

grande partie dans le protoplasme, et il ne reste qu’une 

faible partie dans les parois et le noyau. 

Les effets de l’Azoxystrobine observés sur les différents 

champignons pathgènes, ainsi que ceux du bénomyl et du 

thiabendazole, concordent avec les résultats observés au 

cours des expériences réalisées sur les différents 

pathogènes des oranges en conservation. En effet, les CI50 

et les pourcentages d’inhibition obtenus in vitro ont montré 

une résistance d’Alternaria alternata, et Rhizopus 

stolonifer vis-à-vis de ces trois produits, alors que 

Alternaria tenuissima et Fusarium oxysporum se sont 

montrés résistants vis-à-vis du bénomyl et du 

thiabendazole. Des résultats similaires ont été obtenus par 

Mc Phee (1980). Ce dernier a montré qu’à une 

concentration de 100 ppm du bénomyl et du thiabendazole, 

la croissance mycélienne et la germination des spores 

d’Alternaria alternata sont très importantes. L’inefficacité 

des benzimidazoles a été relatée par de nombreux auteurs 

notamment Burton et Dewey (1981) qui ont rapporté que le 

bénomyl à 1800 ppm n’a pas pu contrôler les pourritures 

causées par cet agent pathogène. De même, des travaux 

réalisés dans le même sens ont révélé que dans les stations 

fruitières au Maroc, Penicillium expansum a développé une 

résistance croisée positive vis-à-vis de ces produits, dont 

les efficacités ont été prouvées auparavant (Ramdani, 

1989). Ceci est en accord avec nos résultats. La résistance 

au thiabendazole a été également découverte en France et 

en Allemagne chez Fusarium sulphurum (Trivoli et al., 

1986 ; cité par Hide et al.,1988). 

 Gessler (1976) a signalé des souches de P. italicum et de 

P. digitatum sur citron résistantes au thiabendazole et des 

souches de Cercospora beticola, Botrytis cinerea et 

Venturia inaequalis résistantes au bénomyl.Selon Bertelson 

et al., (2001), l’Azoxystrobine inhibe la croissance 

mycélienne et la germination des spores de Cladosporium 

macrocarpum et Alternaria alternata et réduit la formation 

des papilles de ce champignon sur les feuilles de blé. 

L’azoxystrobine a prouvé son efficacité vis-à-vis de 

plusieurs pathogènes. Cependant, il ne faut pas négliger le 

risque d’apparition de souches résistantes qui peut conduire 

à une perte d’activité de cette famille de produits. 

En Pologne, des tolérances aux benzimidazoles ont été 

enregistrées pour l’agent de la tavelure des pommes 

(Venturia inaequalis) après trois saisons de traitement 

(Novacka et al., 1977). En effet, 50% des souches isolées 

n’ont pas été inhibées in vitro à une concentration de 100 

ppm de bénomyl alors que 1 ppm a inhibé les souches non 

tolérantes. Des souches résistantes au bénomyl sont 

apparues chez plusieurs autres champignons. En général, la 

résistance à l’un des fongicides peut s’étendre à tout le 

groupe des benzimidazoles. En revanche, les travaux 

effectués par Ella ondo (1991) et Bondoux (1992) ont 

montré que le thiabendazole et le bénomyl sont très 

efficaces contre tous les contaminants fongiques des 

pommes et des poires en conservation. À des doses élevées, 

ces deux fongicides ont inhibé in vivo la sporulation de 

Penicillium spp. sur des fruits pourris à une concentration 

allant de 4000 à 6000 ppm (Eckert et al.,1981 et Brown, 

1984). 

En outre, Eckert (1977) a montré que les benzimidazoles 

sont très efficaces dans la prévention de l’infection des 

fruits se produisant durant la récolte et la conservation. La 

propriété éradiquante peut être attribuée à la pénétration de 

ces produits à travers la cuticule de l’hôte et d’arriver aux 

sites d’infection (Ben Arie, 1975). Ces caractéristiques sont 

responsables de la persistance des fongicides pendant la 

longue période de conservation des pommes et des poires 

mais en même temps, ils sont responsables de la sélection 

continue dans la population des champignons résistants, 

ceci a été signalé par Ramdani (1989) pour Penicillium spp. 

et par Selmaoui et al. (1997) et Selmaoui et Douira (1999) 

pour Alternaria alternata et Attrassi et al.(2005,2007) pour 

un complexe fongiques responsable de la pourriture des 

pommes en conservation et Attrassi et al.(2014) pour la 

pourriture des deux agrumes. 

Trois fongicides (benomyl, thiabendazole et azoxystrobine) 

ont été testés contre Aspergillus niger, Alternaria alternata, 

Fusarium oxysporum, Penicillium italicum, Penicillium 

digitatum, Rhizopus stolonifer, agents responsables des 

pourritures des oranges en conservation dans la chambre 

froide de Kenitra. 

En se basant sur les valeurs de CI50, estimées in vitro, le 

benomyl, le thiabendazole et l’azoxystrobine s’avèrent très 

efficaces aussi bien sur la croissance mycélienne, la 

sporulation que sur la germination de la plupart des 

champignons testés. 
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