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Abstract

‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (CPa) has been identified along with ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) from citrus
trees showing Huanglongbing (HLB) symptoms in Mexico. The low titre of CPa and CLas in infected plants is the major
constraint to developing an accurate and sensitive method for their detection that would support an effective HLB diagnosis
and management programme. This investigation reports the development and validation of a new TagMan quantitative PCR
to detect low titres of CPa in citrus trees with HLB symptoms based on the phytoplasma 16S rRNA gene region. The assay
was used to monitor the titre of CPa at early and late stages of disease development in symptomatic and asymptomatic
Mexican lime trees in Colima, Mexico. The concentration of CLas was determined by nested-gPCR. Only eight out of 39
sampled branches showed HLB symptoms at the early infection stage. All 39 branches were symptomatic at the late
infection stage. The qPCR yielded an increase in the branch incidence and concentration of CLas (49 to 100% and 5 x 10 to
12 x 103 cells/100 ng of total DNA), while CPa showed a decreased incidence and concentration (72to 41% and 199 to 19
cells/100 ng of total DNA) throughout the disease development. Results confirm the occurrence of mixed infection of CLas

and CPa in HLB-affected citrus trees, although their epidemiological role in co-infecting remains unknown.

Résumé

‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (CPa) a été identifié au Mexique, parallelement a ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas),
sur des citrus affichant les symptédmes du huanglongbing (HLB). Le faible titre du CPa et du CLas chez les plants infectés est
la principale entrave au développement d'une méthode précise et sensible permettant leur détection, méthode qui
appuierait un programme efficace de diagnostic et de gestion du HLB. Cette enquéte traite du développement et de la
validation d'une nouvelle PCRg TagMan pour détecter les faibles titres du CPa chez les citrus affichant des symptémes de
HLB, basée sur la région du géne 16S de 'ARNr du phytoplasme. Le biotest a été utilisé pour suivre le titre du CPa aux
stades initiaux et terminaux du développement de la maladie chez les limettiers symptomatiques et asymptomatiques de

Colima, au Mexique. La concentration du CLas était déterminée par PCRq emboitée. Seulement 8 des 39 branches

échantillonnées ont affiché les symptémes du HLB au stade précoce de l'infection. Les 39 branches étaient symptomatiques

au stade tardif. La PCRa a généré une augmentation de l'incidence et de la concentration du CLas durant le développement
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de la maladie (de 49 3 100% et de 5 x 103 & 12 x 103 cellules/100 ng d’ADN total), tandis que le CPa a affiché une réduction
de l'incidence et de la concentration (de 72 a 41% et de 199 a 19 cellules/100 ng d’ADN total). Les résultats confirment
l'occurrence d'infection mixte causée par CLas et CPa chez les citrus touchés par le HLB, bien que leur rdle épidémiologique

quant a la co-infection demeure inconnu.
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