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Acibenzolar-S-methyl 防治柑橘潰瘍病之效果 
及其誘導抗病機制之探討
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摘要

林靜宜、林慧如。2022。Acibenzolar-S-methyl 防治柑橘潰瘍病之效果及其誘導抗病機制之

探討。台灣農業研究 71(4):309–319。

由 Xanthomonas citri subsp. citri所引起的柑橘潰瘍病為目前世界柑橘生產栽培最具經濟重要性的細菌性
病害，銅劑為當前廣泛應用於防治柑桔潰瘍病之藥劑，但過度或長期使用容易誘發病原菌產生抗銅性。本

研究調查雲林及嘉義地區之柑橘潰瘍病菌株對銅劑的感受性，於篩選之菌株中發現 2株抗銅菌株及 46株耐
銅菌株。由於抗銅菌株可導致銅劑防治失效，有鑑於此，開發其他可施用並符合永續農業理念之防治方法

有其必要性。本研究利用 acibenzolar-S-methyl (ASM)、4-4式波爾多液 (Bor) 及兩者同時配合使用 (ASM + 
Bor)，於溫室條件下進行對柑橘潰瘍病之防治效果評估。種植於盆栽之檸檬幼苗每株分別以土壤澆灌 5 mg a.i. 
ASM、葉面施用 4-4式波爾多液或兩者配合同時施用，於處理後 3 d進行柑橘潰瘍病菌接種。結果顯示 3種
處理之罹病度分別為 19.14%、15.0%及 15.4%，與無處理之對照組 (39.96%) 具有顯著差異。進一步分析抗病
相關酵素活性，結果發現單獨以 ASM處理之植株，其過氧化物酶 (peroxidase; POD) 及過氧化氫酶 (catalase; 
CAT) 之活性明顯增加。由以上結果可知，ASM可有效降低植株對潰瘍病之罹病度，能藉由提高 POD與
CAT活性以誘導檸檬植株產生抗性而達到防治效果。
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前言

柑橘為芸香科 (Rutaceae) 多年生果樹，栽

培種類繁多，是世界上產量最大的果樹產業，

亦是台灣重要的經濟果樹之一，根據 2020 年

行政院農業委員會 (農委會 ) 資料統計 (https://
agrstat.coa.gov.tw/sdweb/public/book/Book.
aspx)，台灣栽種面積超過 25,000 ha，年產量

超過 52 萬公噸，以椪柑、柳橙、文旦柚、桶

柑及檸檬等為常見的栽培品種，其中椪柑、柳

橙的栽培面積最大，皆超過 5,000 ha。影響柑

橘生產之病蟲害種類繁多，台灣有紀錄的柑橘

病害即達百餘種 (Tzeng 2019)，其中由 Xan-
thomonas citri subsp. citri 引起之柑橘潰瘍病 

(citrus canker) 為限制柑橘栽培生產的重要細

菌性病害，植株的葉片、果實及枝條皆可受病

原菌感染，形成褐色木栓化之病斑，除了造成

柑橘落葉、落果導致嚴重減產與降低果品品質

外，同時也為果實外銷時重要的檢疫病害。

長期以來國內的柑橘生產者廣泛地使用銅

劑以減少柑橘潰瘍病引起之危害，然而銅劑常

導致土壤中累積過多的銅，進而產生毒害並影

響環境生態系 (Alva et al. 1995)。此外，長期

使用銅劑會大幅增加病原菌族群產生抗銅菌株

之風險 (Behlau et al. 2012b)，導致銅劑之防

治效果降低甚至失效。柑橘潰瘍病菌之抗銅菌

株最早於 1990 年代於阿根廷的柑桔苗圃中被

發現 (Behlau et al. 2011)，隨後法屬留尼旺島 

研究報告
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(Reunion) 及馬提尼克島 (Martiniaure) 等地也

陸續出現抗銅菌株 (Richard et al. 2017)，近

來的研究文獻也顯示台灣栽培果園中亦已出現

柑橘潰瘍病菌的抗銅菌株 (Lai et al. 2021)。
目前國內柑橘潰瘍病使用之推薦防治用藥，除

了銅劑之外，還有抗生素類藥劑，但於使用上

亦有抗藥菌株之生成及影響人體健康與環境生

態的潛在風險。有鑑於此，開發其他可施用並

符合永續農業理念之防治方法有其必要性。

後天性系統抗性 (systemic acquired resis-
tance; SAR) 為植物藉外來因子誘導啟動之植

物體全身性的防禦反應，此抗病性通常具有

持久性及廣泛性 (An & Mou 2011; Fu & Dong 
2013)，其中水楊酸 (salicylic acid; SA) 被認為 
扮演重要的訊息傳遞角色 (Zhang et al. 2010)。 
其誘導因子可為生物性之病原菌，亦可為非生

物性之化學物質如水楊酸、苯倂噻二唑 (ben-
zothiadiazole) 及其衍生物等  (Gorlach et al . 
1996)。 阿 拉 酸 式 苯 -S- 甲 基 (acibenzolar-S- 
methyl; ASM) 為苯倂噻二唑的衍生物，可透

過植物體內的水楊酸訊號傳遞路徑，誘導植物

產生防禦反應，以其作為誘導植物抗病性的商

品已於歐美地區販售，並廣泛應用於防治多種

由真菌、細菌、病毒及線蟲等引起的作物病害 
(Cole 1999; Oostendorp et al. 2001; Chinnasri 
et al. 2006)。目前國內的相關研究則有應用

於防治不結球白菜炭疽病與苗立枯病 (Hsu 
2011)，但尚無應用於木本作物上之研究。因

此，本研究之目的為 ASM 應用在柑橘上，於

溫室進行對柑橘潰瘍病防治之藥效試驗，同時

探討其誘導抗病之可能機制。

材料與方法

柑橘潰瘍病菌菌株收集

本試驗利用 2010–2019 年之間自嘉義及雲 
林地區的柑橘園罹病葉片上分離及純化的柑橘

潰瘍病菌菌株作為供試菌株 (表 1)。採集之罹

病柑橘葉片洗淨瀝乾後，切取病健部組織，經 
0.5% 次氯酸鈉 (NaOCl) 及 70% 酒精表面消

毒各 30 s，再以無菌水漂洗 3 次後，將組織切

碎置入無菌水中震盪均勻，利用畫線平板方式

表 1.　柑橘潰瘍病菌菌株於含銅培養基上之生長情形。

Table 1.　The growth of the Xanthomonas citri subsp. citri (strains) collected from Yunlin and Chiayi of Taiwan and 
their sensitivity to copper on mannitol glutamate yeast (MGY) medium.

Location Year Total strain number Growth conditionsz

Concentration of Cu amended to MGY medium (mg L-1)

0 50 100 150 175 200 300 400

Yunlin 2019 16 Regular growth 16 16 16 16 14 - - -

Weak growth - - - -   2 - - -

Chiayi 2010  7 Regular growth   7   7   7   7   2 2 2 2

Weak growth - - - - - - - -

2014  2 Regular growth   2   2   2   2 - - - -

Weak growth - - - - - - - -

2017  3 Regular growth   3   3   3   3 - - - -

Weak growth - - - - - - - -

2018  9 Regular growth   9   9   9   5   1 - - -

Weak growth - - -   4 - - - -

2019 43 Regular growth 43 43 43 43 25 - - -

Weak growth - - - -   4 - - -

Total 80 Regular growth 80 80 80 76 42 2 2 2

Weak growth - - -   4   6 - - -
z Regular growth indicates a homogenous and thorough coverage of the spot where the bacterial suspension was deposited; weak 

growth indicates that some growth was observed but not as uniform or strong as the reference (bacterial growth of each strain on 
medium without copper).
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將細菌懸浮液塗於 NA (nutrient agar) (Difco 
Laboratories; Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, NJ, USA) 平板上，於 27℃定

溫箱中培養 3 d 後，挑選單一菌落至新 NA 培

養基培養純化。純化後之分離株經分子鑑定及

病原性確認為 Xanthomonas citri subsp. citri 
(Xcc) 後，保存於甘油中以供日後試驗使用。

菌株對銅之感受性分析

將保存之柑橘潰瘍病菌株 (表 1) 於 NA 平

板上活化後，利用無菌水配製細菌懸浮液 [濃
度 約 108 colony-forming unit (CFU)mL-1]， 取 
10 μL 細菌懸浮液點放至含有硫酸銅 (CuSO4 ∙ 
5H2O, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 之
MGY培養基 (mannitol glutamate yeast medium)  
(Behlau et al. 2012a) 上進行銅感受性分析，平

板含硫酸銅之濃度分別為 0、50、100、150、
175、200、300 及 400 mg L-1。將培養皿置於 
27℃之定溫箱中生長 3 d 後，記錄菌株生長情

形。每濃度處理 3 皿，3 重複，本試驗重複進

行 2 次。依據菌株生長情形分為：正常生長 
(regular growth)，指點放至培養基上的細菌懸

浮液可生長並完整覆蓋點放之圓點；微弱生長 
(weak growth)，指點放至培養基上的細菌懸浮

液可生長但與對照組 (無添加銅之培養基 ) 相
較之下，生長較為微弱 (Marin et al. 2019)。

抗銅基因分子檢測

將可生長於銅濃度 150–400 mg L-1 培養

基之菌株進行抗銅基因分子檢測。參考 Wang 
et al. (1993) 之方法並修改後進行核酸萃取，

沾取培養於 NA 上之菌株放入 50 µL 之 0.5 N 
NaOH，劇烈震盪後短暫離心，再加入 150 µL
之 1M Tris-HCl (pH 8.0) 混合均勻，取 10 µL
加入無菌水稀釋 10×，以此製備液 1 µL 作為模

板。利用以抗銅基因 (copper resistance genes) 
序 列 片 段 設 計 的 專 一 性 引 子 對 copLF/co-
pLR、copAF/copAR 及 copBF/copBR (Behlau  
et al. 2013) 進行聚合酵素連鎖反應 (polymerase  
chain reaction; PCR)，經電泳分析後以確認菌

株基因體中是否具有抗銅基因序列。

ASM配製與4-4式波爾多液 (4-4 Bordeaux  
mixture) 之製備

取 5  mg ASM (ac ibenzola r-S-methyl , 
PESTANAL®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) 溶入 300 mL 無菌水中，即為每株試驗

株之施用量，完成配製後於當日施用。4-4 式

波爾多液 (1 L 含有 4 g 硫酸銅與 4 g 生石灰 )，
將所需水量等分為兩桶，分別溶解等重量之硫

酸銅 (購於聯合農業資材行，台灣嘉義縣 ) 與
生石灰 (購於聯合農業資材行，台灣嘉義縣 )，
再將硫酸銅溶液緩緩倒入石灰水中，並於倒入

過程中不停攪拌以利兩者充分混合，亦於完成

配製後當日施用。

ASM防治柑橘潰瘍病之溫室試驗評估
本試驗選用四季檸檬 (Citrus limon) 作為

供試植物，自園藝資材行購得約 2 年生幼株，

種植於塑膠盆 (直徑 24 cm，高 29 cm)，並置

於溫室中。接種用菌株 (Xcc1954) 為本研究中

之嘉義分離株，耐銅劑之特性菌株，可生長於

銅濃度 150–175 mg L-1 培養基。試驗用之接

種源製備法如下：將保存之 Xcc1954 培養於

NA 培養基，於 27℃經 2 d 培養後，以無菌水

洗出成為細菌懸浮液，調整菌量濃度約為 108 
CFU mL-1 即為接種源。防治效果評估試驗分

為下列 4 組，(1) 試驗組為利用土壤澆灌方式

施用 1 次 ASM (每株 5 mg a.i.)；另以不同作

用機制之銅劑單獨使用及配合 ASM 同時使用

之處理作為比較組，分別為 (2) 葉面施用 4-4
式波爾多液 1 次；(3) 同時利用土壤澆灌 ASM 
(每株 5 mg a.i.) 及葉片噴灑 4-4 式波爾多液；

(4) 未處理藥劑之植株作為對照組。於藥劑處

理 3 d 後以人工接種柑橘潰瘍病菌，每處理

3 株植株，每株植株選擇 5 枝新梢 (每枝條至

少有 5 片新葉 )，接種後的植株於溫室中定期

觀察其發病情形及記錄其罹病等級。病害指

數 (disease index) 分為 8 級：0 級為無病徵、

1 級為葉片出現 1–3 個病斑、3 級為葉片出

現 4–10 個病斑、5 級為葉片出現 11–20 個病

斑及 7 級為葉片出現 > 20 個病斑 (Shiotani et 
al. 2008)，再依下列公式計算罹病度 (disease 
severity)。
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罹病度 (%) =  Σ (指數 × 該指數罹病葉數 )/ 
(7 × 總調查葉數 ) × 100%

酵素活性測定

植株分別於接種後第 0、2、4、8 及 11 d，
取接種枝條上之第 6–8 葉約 0.1 g 之葉片組織，

並保存於 -20℃冰箱。酵素分析每樣本為 3 重

複，試驗重複 2 次。

(1) 過 氧 化 氫 酶 (catalase, CAT)： 依 Kato & 
Shimizu (1987) 方法進行，以液態氮研磨

樣本後，加入 1 mL sodium phosphate buf-
fer (50 mM, pH 6.8) 均勻震盪，於 4℃冷凍

離心機離心 20 min；取 0.2 mL 上清液，

加入 2.7 mL sodium phosphate buffer (100 
mM, pH 7.0) 與 0.1 mL H2O2 (1 M)，混合

均勻後，以分光光度計於 240 nm 測量吸光

值 1 min，記錄 0 s 與 60 s 之讀值，酵素活

性單位 (unit) 為每分鐘消耗 1 μM H2O2。

另以 Bradford (1976) 蛋白定量法，測量粗

萃取液之總蛋白含量，計算每毫克蛋白質

的酵素活性。

(2) 過氧化物酶 (peroxidase, POD)：參考 Hsieh  
(2010) 之方法，將樣本以液態氮研磨後加入

1 mL potassium phosphate buffer (50 mM,  
pH 5.8，內含 0.8 M KCl) 均勻震盪，置 4℃
冷凍離心機離心 20 min，取上清液至新的

1.5 mL 離心管中。將酵素粗萃取液、po-
tassium phosphate buffer (50 mM, pH 5.8)、
guaiacol (21.6 mM) 及 H2O2 (39 mM) 以 1 :  
10 : 10 : 9 的比例均勻混合後，以分光光度

計於 470 nm 測量吸光值 1 min，記錄 0 s 
與 60 s之讀值，酵素活性單位為每分鐘產生 
1 μM tetraguaiacol。另以 Bradford (1976) 
蛋白定量法，測量粗萃取液中總蛋白含量，

計算每毫克蛋白質的酵素活性。

(3) 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide dismutase; 
SOD)：依修正之 Deepak et al. (2006) 之方

法，將樣本以液態氮研磨後，加入 1 mL so-
dium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) 均
勻震盪，置 4℃冷凍離心機離心 20 min，取 
上清液至新的 1.5 mL 離心管中。再取 100 
μL 酵素粗萃取液加入 100 μL 反應液 A [150 

mM sodium phosphate buffer, 39 mM me-
thionine, 0.3 mM EDTA, 225 μM nitro blue 
tetrazolium (NBT), pH 7.8]、30 μL 20 μM 
riboflavin，最後以無菌水加至 300 μL，以

分光光度計於 570 nm 測量吸光值 10 min，
記錄 0 s 與 600 s 之讀值，酵素活性單位為

抑制 50% NBT 之吸光值變化。另以 Brad-
ford (1976) 蛋白定量法，測量粗萃取液中總

蛋白含量，計算每毫克蛋白質的酵素活性。

ASM對柑橘潰瘍病菌生長抑制能力之影
響

採用濾紙圓盤法進行 ASM 對柑橘潰瘍病

菌 (Xcc1954) 之抑制能力評估，將直徑 0.8 cm
之濾紙圓盤 (TOYO ADVANTEC, Tokyo, Ja-
pan) 分別置於 0、100、200、300 及 400 mg L-1

之 ASM 中，於室溫下浸漬 10 min 後將濾紙圓

盤取出陰乾，再放置於已塗布有 0.1 mL 細菌

懸浮液 (濃度約為 108 CFU mL-1) 之 NA 平板

上 (直徑 9 cm)，每一培養平板放 2 個濾紙圓

盤，並以無菌水處理之濾紙圓盤作為對照組。

將各處理之培養平板放置於 27℃無光照定溫箱

內，培養 2 d 後，取出測量抑制圈大小。每處

理 3 重複，試驗重複 2 次。

統計分析

試驗資料利用 SAS 9.1 版統計分析軟體

先進行變方分析 (analysis of variance; ANO-
VA)，再以最小顯著性差異 (Fisher’s least sig-
nificant difference; LSD) 測驗在 5% 顯著水準

下，比較處理間平均值之差異。

結果

柑橘潰瘍病菌株對銅之感受性分析及抗

銅基因分子檢測

本研究於 2010–2019 年間分離保存之柑橘

潰瘍病菌株總計 80株，其中雲林地區為 16株，

嘉義地區為 64 株 (表 1)。將菌株分別於含有

不同濃度硫酸銅之 MGY 培養基上進行銅濃度

之感受性分析，結果顯示所有供試菌株 (80 株) 
皆可於銅濃度 0–100 mg L-1 之培養基上正常生

長。培養基含銅濃度為 150 mg L-1 時，95.0% 
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(76 株) 的菌株皆可正常生長，其中 5.0% (4
株) 的菌株生長與無添加銅之培養基上生長之

菌落比較則較為微弱，如 2018 年收集之嘉義

分離株 Xcc1808 (圖 1A)。當培養基含銅濃度

為 175 mg L-1 時，7.5% (6 株) 的菌株可微弱

生長，52.5% (42 株) 的菌株可正常生長，如

2019 年收集之嘉義分離株 Xcc1954 (圖 1A)。
培養基含銅濃度為 200–400 mg L-1 時，僅餘

2 株 2010 年自嘉義地區分離之菌株 (Xcc1004
與 Xcc1023) 可正常生長 (圖 1A)。

進一步將可生長於銅濃度 150–400 mg L-1

培養基之 80 株菌株，利用抗銅基因專一性引

子對 (包括 copL、copA 與 copB) 進行基因片

段增幅 (Behlau et al. 2013)，結果發現可生長

於含銅濃度 200–400 mg L-1 培養基的 2 株嘉義

分離株 Xcc1004 與 Xcc1023 可增幅出預期條

帶，分別是 copL 基因片段 356 bp (base pair), 
copA 基因片段為 870 bp 及 copB 基因片段為

531 bp，其他菌株如雲林分離株 Xcc1942 與嘉

義分離株 Xcc1954、Xcc1808 等則未測得預期

條帶 (圖 1B)。

ASM防治柑橘潰瘍病之溫室試驗評估
本研究利用 ASM 作為主要試驗之防治資 

材，與 4-4 式波爾多液同時配合使用及單獨

使用銅劑之效果進行評估。結果發現於接種

3 wk 後，施用 ASM 之處理組植株罹病度為

19.14%、同時使用 4-4 式波爾多液與 ASM 之

圖 1.　柑橘潰瘍病菌株於含銅培養基上之感受性分析及抗銅基因分子檢測。(A) 抗銅菌株 Xcc1023、耐銅菌

株 Xcc1954 與 Xcc1808 於添加不同銅濃度的培養基上之生長情形。(B) 利用聚合酵素連鎖反應 (polymerase 
chain reaction; PCR) 檢測抗銅基因 (copL: 356 bp、copA: 870 bp 及 copB: 531 bp) 片段。行 M：1 kb DNA 
ladder；行 1、2：抗銅菌株 Xcc1004 及 Xcc1023；行 3、4、5：耐銅菌株 Xcc1942、Xcc1954 及 Xcc1808。
Fig. 1.　Sensitivity to copper on mannitol glutamate yeast (MGY) medium and detection of copper resistant genes 
from the Xanthomonas citri subsp. citri strains. (A) Growth of copper resistant strain Xcc1023, copper tolerant strains 
Xcc1954 and Xcc1808 on MGY medium supplemented with different concentrations of copper. (B) PCR amplifica-
tion of copper resistance gene fragments of copL (356 bp), copA (870 bp) and copB (531 bp) from Xanthomonas citri 
subsp. citri strains. Lane M: 1 kb DNA ladder; lanes 1 and 2, copper resistant strain Xcc1004 and Xcc1023; lanes 3, 4 
and 5, copper tolerant strains Xcc1942, Xcc1954 and Xcc1808.
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處理組為 15.4%，僅使用 4-4 式波爾多液時

之罹病度為 15.0%，對照組植株罹病度則為

39.96%，前述三種處理皆與對照組之罹病度具

有顯著差異，但三者之間則無顯著差異 (圖 2)。

酵素活性測定

試驗植株於使用 ASM 或 4-4 式波爾多液

處理後 3 d 進行病原菌接種，並於接種後第 0、
2、4、8、11 d 分別測定 CAT、POD 及 SOD
之酵素活性。測定結果顯示，CAT 活性於單獨

使用 ASM 之處理組，發現於接種後即大幅增

加，至第 2 天到達最高峰，於第 2–11 天期間

逐漸降低，但於此測定期間之 CAT 活性皆明

顯高於其他處理組及接種對照組 0.95–0.3 倍；

同時使用 ASM 與 4-4 式波爾多液之處理組與

接種對照組呈現相似的活性變化趨勢，於接種

後小幅上升，至第 2 天達到最高，之後小幅下

降並呈現穩定的趨勢，且兩者之間的 CAT 活

性並無顯著差異；單獨使用 4-4 式波爾多液處

理組於接種後之酵素活性亦呈上升趨勢，於

第 4 天達最高，但其活性與對照組並無明顯差

異，之後呈小幅下降的趨勢 (圖 3A)。而 POD
活性測定結果發現，單獨以 ASM 處理之實驗

組，其酵素活性於接種後 4 d 內緩慢地增加，

第 4 天後增加幅度加大，於第 8 天達最高峰，

此時之 POD 活性高於同時間之對照組 0.2 倍，

之後活性呈現降低趨勢，但於第 11 天時之酵

素活性仍高於對照組 0.3 倍；使用 4-4 式波爾

多液之處理組與接種對照組亦呈現相似的活性

變化趨勢，於第 8 天酵素活性達最高峰，其中

4-4 式波爾多液之處理組此時之 POD 活性低於

對照組 0.13 倍；而同時使用 ASM 與 4-4 式波

爾多液之處理組酵素活性於接種後 2 d 內小幅

增加，之後於第 2–11 天期間活性呈現平穩的

現象，但於接種後第 4 天前之酵素活性高於其

他處理組 (圖 3B)。SOD 活性測定結果顯示所

有處理組與對照組之趨勢相似，活性於接種後

2 d 內大幅度增加，隨後逐漸降低，第 8–11 天

則呈增加的趨勢，但各處理組與接種對照組並

無顯著差異 (圖 3C)。

ASM對柑橘潰瘍病菌生長抑制能力之影
響

利用濾紙圓盤法進行培養基上之抑制能力 
試驗，結果發現以 0、100、200、300 及 400  
mg L-1 之 ASM 處理之濾紙圓盤周圍皆無抑制 
圈之形成 (data not show)，潰瘍病菌 (Xcc1954)  
正常生長，由此可知，ASM 對潰瘍病菌無直

接毒殺效果。

討論
銅劑為目前廣泛應用於防治柑橘潰瘍病之

藥劑，長期使用下容易誘發病原菌產生抗銅性，

進而降低銅劑之防治效果，然而柑橘潰瘍病菌

之抗銅菌株於阿根廷首次發現後 (Behlau et al. 
2011)，已陸續於其他柑橘產區發現抗銅菌株 
(Richard et al. 2017; Lai et al. 2021)。本研究

調查雲林及嘉義地區之柑橘潰瘍病菌株發現，

多數可忍受之最高銅濃度為 150–175 mg L-1， 
僅 2 株分離自嘉義地區的菌株 (Xcc1004 及

Xcc1023) 可於含銅濃度為 400 mg L-1 之培養 
基上生長。依據 Marin et al. (2019) 研究報告

圖 2.　檸檬植株以 acibenzolar-S-methyl (ASM)、4-4
式波爾多液 (Bor) 及兩者同時配合使用 (ASM + Bor) 
處理 3 d 後，再接種柑橘潰瘍病菌 (Xcc)，經 3 wk
後之發病情形。

Fig. 2.　Effects of acibenzolar-S-methyl (ASM), 4-4 
bordeaux mixture (Bor) and the combination of ASM + 
Bor on the disease severity of citrus canker 3 d prior to 
the inoculation of Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) 
on lemon plants and evaluated after 3 wk of inocula-
tion. Bars indicated the standard deviation. Values with 
the same letter are not significantly different according 
to Fisher’s least significant difference (LSD) test (P = 
0.05).
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中將柑橘潰瘍病菌株對銅感受性之分類，可分

為 3 種，分別是敏感菌株 (sensitive strain, CuS)  
(< 150 mg L-1)、耐性菌株 (tolerant strain, CuT) 
(150–200 mg L-1) 及抗性菌株 (resistant strain, 

CuR) (> 200 mg L-1)，若以上述分類作為標準，

顯示本研究中之雲嘉地區菌株多數可歸類為耐

性菌株，其中 2 株嘉義菌株則可歸類為抗性菌

株。此外，前人研究發現於 Xanthomonas spp.
的抗銅菌株中具有 cop 基因組 (如 copA、copB
及 copL) 存在 (Behlau et al. 2011)，本研究中

篩選出之 2 株抗銅菌株 (Xcc1004 及 Xcc1023) 
亦測得 copA、copB 及 copL 存在，證實此 2
株嘉義菌株具抗銅性。近年之文獻亦指出台灣

之柑橘潰瘍病的抗銅菌株已於台中神岡及嘉義

地區發現 (Lai et al. 2021)，綜上所述，台灣

主要的柑橘產區已出現抗銅性菌株，且分離自

雲嘉地區的多數菌株已對銅產生耐性。有鑑於

此，本研究利用 ASM 作為防治資材，評估應

用於柑橘潰瘍病之防治效果有其必要性。

ASM 為苯倂噻二唑的衍生物，被殺菌劑 
抗藥性行動委員會 (Fungicide Resistance Ac-
tion Committee; FRAC) 歸類為殺菌劑，但本

身並不具殺菌的效果，而是透過植物體內的

水楊酸訊號傳遞路徑，誘導植物產生防禦反

應 (Oostendorp et al. 2001)。本研究結果顯

示柑橘潰瘍病菌於高濃度 400 mg L-1 ASM 下

也能正常生長，由此可知，ASM 對潰瘍病菌

並無直接毒殺效果。目前 ASM 已被證實可誘

導多種植物產生抗病反應，防治由不同病原

菌引起之病害，如日本梨黑星病 (Faize et al. 
2004)、胡瓜炭疽病 (Cool & Ishii 2002)、番

茄青枯病 (Pradhanang et al. 2005) 等，於柑

橘潰瘍病的防治應用方面，則於枳柚 (Francis 
et al. 2009)、葡萄柚 (Graham & Myers 2011) 
及墨西哥萊姆 (Ibrahim et al. 2017) 等柑橘作

物上證實具有防治的效果，且結果顯示利用土

壤澆灌方式較葉片施用法的防治效果更為明

顯 (Graham & Myers 2011)。本研究之溫室試

驗結果亦顯示於接種前 3 d 以土壤澆灌方式施

用 1 次 ASM，可有效降低檸檬發生柑橘潰瘍

病之罹病度，且與施用 4-4 式波爾多液之防治

效果無顯著差異。進一步分析與抗病相關酵

素之關聯性，結果發現接種後於 ASM 處理組

葉片內之 POD 與 CAT 之活性明顯增加，POD
活性於接種後 4–8 d 明顯增加，於第 8 天達到

高峰；CAT 活性則於接種後即明顯增加，於

第 2 天達到高峰；SOD 活性亦於接種後即明
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圖 3.　植株接種柑橘潰瘍病菌後 0–11 d 內 (A) 過氧

化氫酶 (CAT)、(B) 過氧化物酶 (POD) 及 (C) 超氧化

物歧化酶 (SOD) 之活性變化。

Fig. 3.　(A) Activity of catalase (CAT), (B) peroxi-
dase (POD) and (C) superoxide dismutase (SOD) in 
lemon leaves from plants with different treatments: 
(●) drenched with acibenzolar-S-methyl and inoculat-
ed with Xanthomonas citri subsp. citri (ASM + Xcc), 
(○) drenched with acibenzolar-S-methyl, sprayed 4-4 
bordeaux mixture and inoculated with Xanthomonas 
citri subsp citri (ASM + Bor + Xcc). (▼) sprayed 4-4 
bordeaux mixture and inoculated with Xanthomonas 
citri subsp. citri (Bor + Xcc). (△) inoculated with Xan-
thomonas citri subsp. citri (Xcc, untreated control). 
Enzyme activities were evaluated at 0, 2, 4, 8 and 11 d 
after inoculation. Bars indicated the standard deviation.
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顯增加，於第 2 天達到高峰，然而與接種之對

照組無明顯差異。相似之結果也於 Al-Saleh 
et al. (2015) 之研究中發現墨西哥萊姆葉面施

用水楊酸，於接種後 1–3 d 內 POD 與 CAT 之

活性明顯增加，並於接種後 3–5 d 內達高峰。

目前已有相關研究指出，於日本梨 (Faize et 
al. 2004)、胡瓜 (Cools & Ishii 2002) 及番茄 
(Soylu et al. 2003) 等多種作物內之 POD 活性

均可被 ASM 誘導活化，而 POD 可藉由與過

氧化氫反應以刺激木質素形成，同時亦降低過

氧化氫對植物細胞的氧化傷害 (Thatcher et al.  
2005)。由此可知，POD 於 ASM 誘導產生之

防禦反應中扮演重要的角色。而在感染過程中

抗氧化酵素成員中的 SOD 與 CAT 於接種後初

期之活性增加，顯示檸檬受柑橘潰瘍病菌感染

後會產生大量活性氧化分子 (reactive oxygen 
species; ROS) 來參與對抗病原菌，其中 AMS
誘導對 CAT 活性影響顯著。參與木質素合成作

為抗病機制的 POD 在病原菌感染過程中，其

活性隨著感染時間的延長逐漸增加。以上結果

顯示，AMS 誘導檸檬產生抗性的可能機制為

初期 CAT 活性可快速增加，POD 活性為主要

抗病反應，而 SOD 活性則不受 AMS 影響。

然而，還有其他可能之抗病反應如 pathogene-
sis-related (PR) proteins 與總酚化物等於防禦 
反應中扮演的角色，則有待進一步探討。此外， 
本研究發現 AMS 與 4-4 式波爾多液一起配合 
使用時其防治效果與單獨使用時比較並無特

別差異之處，且分析酵素活性之結果中，僅

POD 活性於接種後初期 (0–4 d 內 ) 較其他處

理組高。相似的結果也於 AMS 與氫氧化銅

一起配合使用之試驗中發現 (Graham & Leite 
2004)，惟原因仍需進一步研究探討，因此

AMS 於使用上不建議與銅劑同時使用。

柑橘潰瘍病為影響台灣柑橘生產栽培之重

要細菌性病害，銅劑為國內生產者經常使用的

防治方法，長期且高頻率的使用銅劑，易造成

病原菌對藥劑產生抗藥性，同時也衍生出消費

者對農藥殘留及食品安全的顧慮。本研究調查

發現嘉義地區已出現柑橘潰瘍病的抗銅菌株，

因此，增加可利用並符合永續農業理念之防治

藥劑或資材有其必要性。本研究初步證實以土

壤澆灌方式施用 ASM，於溫室試驗中可有效

降低檸檬發生柑橘潰瘍病之罹病度，且與施用

4-4 式波爾多液之防治效果無顯著差異。其提

供抗性之機制是藉由提高 POD 與 CAT 之活性

以誘導檸檬植株產生抗性而達到防治效果。未

來可進一步評估於田間施用之劑量、頻率等使

用條件及對柑橘植株生長之影響，以提供更有

效、安全之使用方法。
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Efficacy of Acibenzolar-S-methyl and Its Induced 
Resistance Mechanism in Controlling Citrus Canker

Ching-Yi Lin1,* and Hui-Ju Lin2

Abstract

Lin, C. Y. and H. J. Lin. 2022. Efficacy of acibenzolar-S-methyl and its induced resistance 
mechanism in controlling citrus canker. J. Taiwan Agric. Res. 71(4):309–319.

Citrus canker caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) is one of the most economically 
important bacterial disease in the international citrus industry. The copper-based bactericides were 
widely use to or control citrus canker. However, frequent applications of copper-based bactericides 
induce the development of bacterial strains either resistant or tolerant to copper. In this study, Xcc 
strains were collected from citrus orchards in Yunlin and Chiayi of Taiwan and used to assess the sen-
sitivity to copper on a solid medium. The tests identified two copper resistant strains and 46 copper 
tolerant strains. Copper resistance in plant pathogenic bacteria contributes to a failure to control plant 
bacterial diseases by copper bactericides. In view of this, it is necessary to develop alternative con-
trol methods for sustainable agricultural practices. In this study, the individual and combined effects 
of acibenzolar-S-methyl (ASM) and 4-4 bordeaux mixture (Bor) were investigated in a greenhouse 
to control citrus canker disease. Three treatments were conducted on potted lemon (Citrus limon) 
seedlings: soil drench with 5 mg a.i. ASM, foliar spray with Bor, and a combination of the above two 
treatments (ASM + Bor). The lemon seedlings were inoculated with Xcc 3 d post treatments. The 
results showed that the disease severities of ASM, Bor and ASM + Bor were 19.14%, 15.0%, and 
15.4%, respectively, which were significantly different from the untreated control (39.96%). For the 
defence-related enzyme activity assay, progressive increases in peroxidase and catalase activities were 
found in lemon seedlings treated with ASM alone. Our results suggested that ASM was effective in 
reducing canker disease severity, mainly through enhancing the activities of peroxidase and catalase 
in planta.

Key words: Acibenzolar-S-methyl, Citrus, Citrus canker.
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