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PHÁT TRIŧN QUY TRÌNH MULTIPLEX RT-PCR  
PHÁT HIũN Cymbidium Mosaic virus (CymMV) VÀ 

Odontoglossum Ringspot virus (ORSV)  
GÂY BũNH TRÊN HOA LAN 

Virus gây hĀi trên hoa lan là mŮt trong nhŅng yŠu tŪ chính dřn îŠn thiŤt hĀi kinh tŠ cho ngòĹi 
trūng lan. ViŤc phát triŢn mŮt quy trình îŢ phát hiŤn sĸm các virus gây hĀi là cŗn thiŠt îŢ îòa ra 
îĞnh hòĸng xń lý ngôn ngŃa sņ lây lan. MĨc îích cĦa nghiên cłu này là phát triŢn quy trình 
multiplex RT-PCR îŢ phát hiŤn nhanh îūng thĹi 2 virus CymMV và ORSV gây hĀi trên cây hoa 
lan. KŠt quþ tŪi òu hóa quy trình multiplex RT-PCR cho thŖy, vĸi 30 chu kį lŐp lĀi và nhiŤt îŮ bŌt 
cŐp Tm cĦa primer là 63˚C là îišu kiŤn tŪi òu nhŖt, cho các sþn phŘm PCR có chŖt lòļng tŪt nhŖt. 
KŠt quþ sń dĨng quy trình multiplex RT-PCR trên 30 mřu lan îã phát hiŤn 20 mřu nhiţm 
CymMV, 4 mřu nhiţm ORSV, trong îó có 4 mřu nhiţm îūng thĹi CymMV và ORSV. KŠt quþ 
phát hiŤn virus tŃ quy trình multiplex RT-PCR tòðng îūng và hoàn toàn trùng khĸp vĸi kŠt quþ 
phát hiŤn virus tŃ quy trình simplex RT-PCR. Quy trình multiplex RT-PCR có thŢ îòļc sń dĨng îŢ 
phát hiŤn îūng thĹi 2 loĀi virus gây hĀi trên cây hoa lan, giúp giþm thĹi gian và chi phí phân tích. 

Dòðng tính, Hoa lan, primer îŐc hiŤu, nhiţm virus, virus CymMV. 

1. ïŕT VśN ïŦ3 

Ngành trūng hoa lan thòðng mĀi dĀng cŌt 
cành cħng nhò trūng chŚu có lļi tłc cao. Tuy vŚy, 
virus lây nhiţm trên cây lan làm giþm słc sŪng, vĈ 
îĊp cĦa lá và hoa dřn îŠn thiŤt hĀi kinh tŠ nghiêm 
trĔng cho ngòĹi trūng ĺ các nòĸc trūng lan nói 
chung và ViŤt Nam nói riêng. Trong îó, 
Cymbidium mosaic virus (CymMV; genus 
Potexvirus), Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV; genus Tobamovirus) là 2 loĀi virus gây hĀi 
phŬ biŠn trên hŗu hŠt các loài hoa lan [1]. CymMV 
gây ra các triŤu chłng màu vàng mŖt diŤp lĨc hoŐc 
các vŠt îŪm loét trên lá và hoa lan, hoa nhiţm 
bŤnh bĞ biŠn dĀng và màu không îĊp. ORSV gây 
ra các triŤu chłng sĔc hoŐc khþm sĔc, lŪm îŪm 
hoŐc îŪm tròn trên lá, trên cây bĞ nhiţm bŤnh làm 
cho hoa bĞ îŪm mŖt màu và màu không îūng nhŖt 
[2]. Cây lan bĞ nhiţm îūng thĹi cþ 2 loĀi virus 
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thòĹng có triŤu chłng nŐng, không thŢ phân biŤt 
các triŤu chłng riêng biŤt cho tŃng loĀi virus. Tuy 
nhiên, có tròĹng hļp cây bĞ nhiţm virus nhòng îôi 
khi không có triŤu chłng và không thŢ phân biŤt 
îòļc vĸi nhŅng cây lan khĒe mĀnh, vì virus mĸi 
xâm nhiţm chòa gây hĀi nghiêm trĔng [3]. Do îó, 
mĨc tiêu cĦa nghiên cłu này là phát triŢn quy 
trình multiplex RT-PCR có thŢ phát hiŤn îūng thĹi 
cùng lúc 2 virus CymMV và ORSV gây hĀi trên lan, 
tŃ îó góp phŗn phát hiŤn sĸm sņ xâm nhiţm cĦa 
virus îŢ có các giþi pháp łng phó hiŤu quþ. 

2. VşT LIũU VÀ PHóñNG PHÁP NGHIÊN CŇU 

TŬng sŪ 30 mřu lan có triŤu chłng nghi ngĹ 
nhiţm bŤnh virus nhò îŪm lá, sĔc lá îã îòļc phát 
hiŤn bōng kı thuŚt simplex RT-PCR bĺi nghiên 
cłu cĦa PhĀm ïłc Toàn và cs (2022) [4] îòļc 
trình bày ĺ bþng 1. Các mřu dòðng tính vĸi 
CymMV, ORSV îòļc chĔn îŢ thņc hiŤn xây dņng 
và îánh giá młc tin cŚy cĦa quy trình multiplex 
RT-PCR phĨc vĨ cho công tác phát hiŤn îūng thĹi 
CymMV và ORSV. 
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KŠt quþ phát hiŤn virus bōng 
simplex RT-PCR [4] SŪ TT 

mřu 
Mã sŪ mřu Tên mřu Tên tiŠng ViŤt 

CymMV ORSV 
1 666 Cattleya sp. Cát lan + + 
2 1000 Dendrobium sp. ïông lan + - 
3 153 Dendrobium sp. ïông lan + + 
4 026 Coelogyne rochussenii Thanh îĀm Indo + - 
5 2199 Không tên  + - 

6 1247 Cymbidium sp. Lan kiŠm + - 
7 0012/22 Epidendrum sp. Lan Epi + - 
8 1966 Cymbidium sp. Lan kiŠm + + 
9 505 Cymbidium dayanum KiŠm Xích ngĔc + + 
10 188 Bulbophyllum sp. Lan LĔng - - 
11 D446 Dendrobium sp. ïông lan + - 
12 0028/22 Dendrobium milixae ïông lan - - 
13 1327 Ascocentrum miniatum HĒa hoàng + - 

14 663 
Dendrobium anosmum 

French variety 
Giþ hĀc Pháp + - 

15 1018 
Dendrobium 

amethystoglossum 
Hoàng Thþo lòĻi 

tím - - 

16 1887 Dendrobium hancockii Trúc lan - - 
17 2046 Oncidium sp. Vħ nŅ vàng - - 
18 1298 Bulbophylum sp. Lan LĔng - - 
19 1001 Cattleya sp. Cát lan + - 
20 362 Coelogyne brachyptera Thanh îĀm - - 
21 252 Oncidium sp. Vħ nŅ vàng + - 
22 277 Coelogyne fimbriata Thanh îĀm + - 
23 2141 Coelogyne sp. Thanh îĀm - - 
24 192 Zygopetalum sp. Vħ nŅ tím + - 
25 1208 Grammatophyllum sp. Vħ nŅ Hoàng hŚu - - 

26 1139 Dendrobium 
crumenatum ïông lan TuyŠt mai + - 

27 1557 Rhynchostylis gigantea Lan NgĔc îiŢm + - 
28 1380 Vandopsis sp. Lan Vanda + - 
29 1411 Dendrobium sp. ïông lan + - 
30 132 Aerides odorata QuŠ lan hòðng - - 
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RNA cĦa virus gây hĀi cây hoa lan îòļc li trích 
bōng bŮ kit RNA (Qiagen, ïłc) và cDNA îòļc 
tŬng hļp bōng bŮ kit Thermo Scientific RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis. Sń dĨng cŐp primer 
18s115-F: GCGCGAAACAAGCTTC TTATC và 
18s115-R: GTAGACATCTGTGACGC GA îŢ kiŢm 
tra sņ hiŤn diŤn cĦa cDNA vĸi kích thòĸc îoĀn 
khuŠch îĀi là 115 bp. CŐp primer îŐc hiŤu CY348-
F, CY348-R îòļc sń dĨng îŢ nhŚn diŤn virus 
CymMV vĸi kích thòĸc îoĀn khuŠch îĀi là 348 bp 
và cŐp primer OR275-F, OR275-R vĸi îoĀn khuŠch 
îĀi là 275 bp îŢ phát hiŤn ORSV [5]. Phþn łng 
multiplex RT-PCR vĸi tŬng thŢ tích là 12,5 µl gūm: 
1X MasterMix, 0,2 mM mŭi primer, 1 µl cDNA và 
nòĸc khń ion. TŪi òu hóa chu trình nhiŤt phþn łng 
multiplex RT-PCR îòļc thņc hiŤn nhò sau: BiŠn 
tính ĺ 95˚C trong 5 phút; tiŠp theo là sŪ chu kį 
îòļc thņc hiŤn ĺ các młc 25, 30, 35 chu kį lŐp lĀi 
cĦa biŠn tính ĺ 95˚C trong 30 giây, nhiŤt îŮ bŌt cŐp 
(Tm) îòļc thņc hiŤn ĺ 50 - 65˚C vĸi mŭi bòĸc nhþy 

là 1˚C trong 30 giây, giai îoĀn kéo dài ĺ 75˚C trong 
30 giây; tiŠp theo là giai îoĀn sau kéo dài ĺ 75˚C 
trong 10 phút và cuŪi cùng mřu îòļc giŅ ĺ nhiŤt 
îŮ 4˚C. Sþn phŘm PCR îòļc îiŤn di trên gel 
agarose 1,5% trong dung dĞch îŤm TBE 0,5X, îiŤn 
di trong 30 phút và îĔc kŠt quþ trên máy îĔc có 
îèn UV. 

3. KťT QUă NGHIÊN CŇU VÀ THăO LUşN 

Dņa trên thông tin tŃ kŠt quþ các mřu lan îã 
îòļc xác îĞnh nhiţm virus [4], vĸi các mřu nhiţm 
CymMV, ORSV îòļc lņa chĔn làm vŚt liŤu îŢ 
îánh giá quy trình multiplex RT-PCR phát hiŤn 
îūng thĹi 2 virus này. RNA virus tŃ các mřu hoa 
lan sau khi li trích îòļc thņc hiŤn phþn łng tŬng 
hļp cDNA. KŠt quþ cho thŖy, cDNA îòļc tŬng 
hļp tŪt, tŖt cþ các mřu îšu cho các îoĀn khuŠch 
îĀi sáng rõ trên gel agarose (Hình 1). 

 

CŐp primer CY346-F, CY346-R dùng trong 
phát hiŤn CymMV và cŐp primer OR257-F, OR257-
R phát hiŤn ORSV îòļc kiŢm tra các îŐc îiŢm cð 

bþn vš khþ nông dùng chung, młc îŮ îŐc hiŤu và 
các thông sŪ khác bōng phŗn mšm Bioedit. 

.  

Primer Trình tņ 5’ — 3’ SŪ Nucleotide % GC Tm Virus 

CY346-F GCAGATCTTCGTGGCCAACGTCA 23 56% 

CY346-R AGAGCATAGAGAGTGTTGGTGGAG 24 50% 
69˚C CymMV 

OR257-F GCTTGGGCTGACCCCAATTCACT 23 56% 

OR257-R GGATTCTGCGGATTTTCTACCTCG 24 50% 
68˚C ORSV 
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TŃ kŠt quþ phân tích cho thŖy, các thông sŪ îã îáp 
łng îĦ các yêu cŗu cĦa mŮt cŐp primer hoĀt îŮng 
hiŤu quþ trong phþn łng multiplex RT-PCR, vĸi 
nhiŤt îŮ bŌt cŐp cĦa 2 cŐp primer không khác biŤt 
nhau nhišu, chĜ 1˚C (Bþng 2); sŪ nucleotide cĦa 
primer tŪi òu trong phþn łng multiplex RT-PCR 
khoþng 10 - 25 (CY346 (R/F), OR275 (R/F) có 
trình tņ primer 23 - 24 nucleotide) và %GC mŭi 
primer ĺ 20 - 80% (CY346 (R/F), OR275 (R/F) có 
%GC tŃ 50 - 56%). Các cŐp primer mŮt lŗn nŅa îòļc 

kiŢm tra młc îŮ îŐc hiŤu bōng công cĨ BLAST 
cĦa Trung tâm Thông tin Công nghŤ sinh hĔc 
QuŪc gia Hoa Kį (National Center for 
Biotechnology Information - NCBI) [6]. Chòðng 
trình này dò tìm trên cð sĺ dŅ liŤu cĦa các Ngân 
hàng gen îŢ tìm ra tŖt cþ các vùng trình tņ có trình tņ 
tòðng îūng vĸi kích thòĸc îoĀn khuŠch îĀi bĺi các 
cŐp primer này. KŠt quþ BLAST, tham chiŠu ĺ 3 
trình tņ có îŮ bao phĦ cao nhŖt cho thŖy, các cŐp 
primer có îŮ îŐc hiŤu và bao phĦ cao 100% (Bþng 3). 

 
 

Primer Tên trình tņ TĜ lŤ bao 
phĦ (%) 

Virus Mřu phân lŚp 

MN057672.1 100 Cymbidium mosaic virus 
(strain Singapore) 

Cymbidium mosaic virus isolate 
Phal-GP coat protein gene, 

complete cds 

MK816927.1 100 
Cymbidium mosaic virus 

(strain Singapore) 
Cymbidium mosaic virus isolate 

Malaysia, complete genome 
CY348 
(F/R) 

MG821322.1 100 
Cymbidium mosaic virus 

(strain Singapore) 

Cymbidium mosaic virus isolate 
CymMV: CP: Phalaenopsis coat 
protein (CP) gene, complete cds 

MN057680.1 100 
Odontoglossum ringspot 

virus (isolate Japan) 

Odontoglossum ringspot virus 
isolate Reichb-GG coat protein 

gene, complete cds 

MN057679.1 100 
Odontoglossum ringspot 
virus (isolate Korean Cy) 

Odontoglossum ringspot virus 
isolate Phal-GP coat protein gene, 

complete cds 

OR257 
(F/R) 

MN027919.1 100 
Odontoglossum ringspot 

virus (isolate Singapore 1) 

Odontoglossum ringspot virus 
isolate Sikkim clone 3 coat protein 

(CP) mRNA, complete cds 

KŠt quþ BLAST phân tích các cŐp primer 
CY348 (F/R), OR257 (F/R) tŃ ngân hàng dŅ liŤu 
NCBI cho thŖy, các cŐp primer này hoàn toàn îŐc 
hiŤu và phù hļp dùng cho phþn łng multiplex RT-
PCR trong viŤc phát hiŤn cùng lúc CymMV và 
ORSV gây hĀi trên cây hoa lan. 

Mřu bŤnh vĸi kŠt quþ dòðng tính CymMV và 
ORSV îã thņc hiŤn tŃ quy trình simplex RT-PCR 

[4] îòļc dùng làm vŚt liŤu îŢ tŪi òu nhiŤt îŮ bŌt 
cŐp cĦa primer trong quy trình multiplex RT-PCR. 
Vì vŚy, îŢ xây dņng mŮt quy trình multiplex RT-
PCR phát hiŤn îūng thĹi cùng lúc 2 virus tin cŚy 
hiŤu quþ thì cŗn phþi tiŠn hành khþo sát khþ nông 
khuŠch îĀi cĦa các cŐp primer ĺ các młc nhiŤt îŮ 
bŌt cŐp (Tm) khác nhau vĸi các młc nhiŤt îŮ Tm 
dao îŮng tŃ 60 - 65oC îòļc khþo sát trên cùng 1 
mřu bŤnh dòðng tính vĸi CymMV và ORSV (Hình 
2). KŠt quþ này phù hļp vĸi nghiên cłu cĦa Ali và 
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cs (2014) [3], theo îó nhiŤt îŮ bŌt cŐp (Tm) cĦa 
các primer là không hoàn toàn giŪng nhau, do vŚy 
îŢ phþn łng PCR îĀt hiŤu quþ và tin cŚy thì cŗn 

thiŠt phþi tŪi òu lņa chĔn nhiŤt îŮ bŌt cŐp Tm 
thích hļp. 

Vĸi kŠt quþ îiŤn di sþn phŘm PCR tŃ các młc 
nhiŤt îŮ Tm có thŢ nhŚn thŖy, ĺ các młc nhiŤt îŮ 
bŌt cŐp khác nhau cĦa các cŐp primer îŐc hiŤu cho 
kŠt quþ sþn phŘm îoĀn khuŠch îĀi có îŮ sáng rõ 
khác nhau (Hình 2a). Trong îó, cŐp primer CY348 
(R/F) cho kŠt quþ îoĀn khuŠch îĀi dòðng tính vĸi 
virus CymMV ĺ tŖt cþ các młc nhiŤt îŮ tŃ 60 - 
65oC, còn cŐp primer OR275 (R/F) cho kŠt quþ 

îoĀn khuŠch îĀi dòðng tính ĺ 4 młc nhiŤt îŮ có 
band rõ, trong îó rõ îĊp nhŖt ĺ 63oC (Hình 2b). TŃ 
kŠt quþ îĀt îòļc, chĔn młc nhiŤt îŮ 63oC là nhiŤt 
îŮ bŌt cŐp (Tm) tŪi òu dùng trong phþn łng 
multiplex RT-PCR îŢ phát hiŤn virus CymMV và 
ORSV gây hĀi trên cây hoa lan. 

 
 

KŠt quþ îiŤn di cho thŖy, cþ 2 cŐp primer 
CY348 (R/F) và OR275 (R/F) îšu cho kŠt quþ tŪt, 
îoĀn khuŠch îĀi rõ sáng nhŖt ĺ 30 chu kį khuŠch 
îĀi (Hình 3). Do îó, kŠt quþ khþo sát tŪi òu lņa 
chĔn sŪ chu kį cho phþn łng PCR là 30 chu kį. 

Quy trình multiplex RT-PCR îòļc hoàn thiŤn îŢ 
phát hiŤn îūng thĹi 2 virus CymMV và ORSV trong 
cùng mŮt phþn łng PCR nhò sau: BiŠn tính ĺ 95˚C 
trong 5 phút; tiŠp theo là 30 chu kį lŐp lĀi cĦa biŠn 
tính ĺ 95˚C trong 30 giây, nhiŤt îŮ bŌt cŐp 63˚C trong 
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thĹi gian 30 giây, giai îoĀn kéo dài ĺ 75˚C trong 30 
giây; tiŠp theo là giai îoĀn sau kéo dài ĺ 75˚C trong 
10 phút và cuŪi cùng mřu îòļc lòu giŅ ĺ nhiŤt îŮ 
4˚C.  

Sń dĨng quy trình multiplex RT-PCR îã îòļc 
hoàn thiŤn, tiŠn hành kiŢm tra îūng thĹi ORSV và 
CymMV trên 30 mřu lá lan îã îòļc phát hiŤn virus 

bōng phòðng pháp simplex RT-PCR [4]. Mřu îòļc 
thņc hiŤn phþn łng multiplex RT-PCR vĸi cùng lúc 
3 cŐp primer gūm: 18s115 (R/F) nhŚn dĀng cDNA 
cĦa mřu (îŪi chłng nŮi - internal control), CY348 
(R/F) nhŚn dĀng CymMV và OR257 (R/F) îŢ phát 
hiŤn ORSV, kŠt quþ sþn phŘm PCR îòļc îĔc bōng 
phòðng pháp îiŤn di trên agarose 1,5%. KŠt quþ 
îiŤn di îoĀn khuŠch îĀi tŃ phþn łng multiplex RT-
PCR phát hiŤn îūng thĹi CymMV và ORSV îòļc 
thŢ hiŤn ĺ hình 4. 

 
 

 
 

KŠt quþ phát hiŤn virus bōng 
simplex RT-PCR [4] 

KŠt quþ phát hiŤn virus bōng 
multiplex RT-PCR (Hình 4) SŪ TT 

mřu 
Mã sŪ mřu 

CymMV ORSV CymMV ORSV 
1 666 + + 
2 1000 + - 
3 153 + + 
4 026 + - 
5 2199 + - 

6 1247 + - 
7 0012/22 + - 
8 1966 + + 
9 505 + + 
10 188 - - 
11 D446 + - 
12 0028/22 - - 
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13 1327 + - 
14 663 + - 
15 1018 - - 
16 1887 - - 
17 2046 - - 
18 1298 - - 
19 1001 + - 
20 362 - - 
21 252 + - 
22 277 + - 
23 2141 - - 
24 192 + - 
25 1208 - - 
26 1139 + - 
27 1557 + - 
28 1380 + - 
29 1411 + - 
30 132 - - 

Ghi chú: (+): Dòðng tính; (-): Âm tính  
KŠt quþ nghiên cłu cho thŖy, có tŬng sŪ 20 

mřu nhiţm CymMV và 4 mřu nhiţm ORSV trong 
tŬng sŪ 30 mřu îòļc phân tích bōng quy trình 
multiplex RT-PCR. Trong îó, có 4 mřu nhiţm 
îūng thĹi cþ 2 îŪi tòļng virus CymMV và ORSV là 
các mřu sŪ 1, sŪ 3, sŪ 8, sŪ 9 (Hình 4). Khi îŪi 
chiŠu vĸi kŠt quþ phân tích virus tŃ quy trình 
simplex RT-PCR [4] thì kŠt quþ phát hiŤn tŃ quy 
trình multiplex RT-PCR có kŠt quþ tòðng tņ, hoàn 
toàn trùng khĸp vš kŠt quþ mřu dòðng tính. Theo 
îó, kŠt quþ simplex RT-PCR îòļc báo cáo tŬng sŪ 
30 mřu có sņ hiŤn diŤn cĦa CymMV là 20/30 
(chiŠm 66,7%), trong îó giŪng Dendrobium là 
giŪng nhiţm CymMV nhišu nhŖt, ORSV là 4/30 
(chiŠm 13,3%). Tİ lŤ nhiţm CymMV trên các mřu 
khá cao trên tŬng sŪ mřu thu îòļc. KŠt quþ 
nghiên cłu này îã khŎng îĞnh và chłng minh viŤc 
phát triŢn quy trình multiplex RT-PCR thành công 
trong phát hiŤn îūng thĹi virus CymMV và ORSV 
gây hĀi trên cây hoa lan. Multiplex RT-PCR giúp 
khþ nông phát hiŤn îūng thĹi cùng lúc 2 hoŐc 

nhišu virus lây nhiţm trên cây hoa lan vĸi các młc 
îŮ triŤu chłng gây hĀi nŐng, rõ ràng hoŐc mĸi lây 
nhiţm chòa biŢu hiŤn triŤu chłng [3, 5, 7], îôi khi 
kŠt quþ khuŠch îĀi îoĀn band hði mĹ có thŢ là do 
hàm lòļng virus trong mřu thŖp [5, 8]. 

4. KťT LUşN 
KŠt quþ phát hiŤn virus thu nhŚn îòļc tŃ quy 

trình multiplex RT-PCR phù hļp, tòðng îūng và 
hoàn toàn trùng khĸp vĸi kŠt quþ phát hiŤn virus 
trên cùng 30 mřu tŃ quy trình simplex RT-PCR. 
KŠt quþ này cho thŖy, quy trình multiplex RT-PCR 
thành công trong phát hiŤn cùng lúc 2 virus 
CymMV và ORSV gây hĀi trên cây hoa lan vĸi chu 
kį cho phþn łng PCR là 30, nhiŤt îŮ bŌt cŐp Tm 
cĦa primer là 63˚C. KŠt quþ nghiên cłu này là mŮt 
trong nhŅng thông tin hŅu ích łng dĨng trong 
viŤc phát hiŤn virus gây hĀi trên cây hoa lan, îŐc 
biŤt là phát hiŤn îūng thĹi các virus khác nhau, 
giúp tiŠt kiŤm thĹi gian, giþm chi phí phân tích và 
có thŢ phát hiŤn sĸm sņ lây nhiţm cĦa virus gây 
hĀi. 
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Orchid viruses are one of the important problems causing economic loss to orchid growers. 
Developing a protocol for early identification of orchid viruses is needed. This study aimed to 
develop a multiplex RT-PCR protocol for rapid and simultaneous detection of CymMV and ORSV. 
Optimization of the multiplex RT-PCR showed robust amplification with the PCR assay with 30 
cycles and an annealing temperature (Tm) of 63˚C. Using multiplex RT-PCR on 30 orchid 
samples showed that 20 were positive for CymMV, four were positive for ORSV, and four were 
simultaneously infected with CymMV and ORSV. The multiplex RT-PCR could detect two viruses 
in orchids, reducing time and costs for analysis. 

 Positive, orchid, specific primer, virus infection, CymMV. 
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