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PHÁT TRI N QUY TRÌNH MULTIPLEX RT-PCR  
PHÁT HI N Cymbidium Mosaic virus (CymMV) VÀ 

Odontoglossum Ringspot virus (ORSV)  
GÂY B NH TRÊN HOA LAN 

Virus gây h i trên hoa lan là m t trong nh ng y u t  chính d n n thi t h i kinh t  cho ng i 
tr ng lan. Vi c phát tri n m t quy trình  phát hi n s m các virus gây h i là c n thi t  a ra 

nh h ng x  lý ng n ng a s  lây lan. M c ích c a nghiên c u này là phát tri n quy trình 
multiplex RT-PCR  phát hi n nhanh ng th i 2 virus CymMV và ORSV gây h i trên cây hoa 
lan. K t qu  t i u hóa quy trình multiplex RT-PCR cho th y, v i 30 chu k  l p l i và nhi t  b t 
c p Tm c a primer là 63˚C là i u ki n t i u nh t, cho các s n ph m PCR có ch t l ng t t nh t. 
K t qu  s  d ng quy trình multiplex RT-PCR trên 30 m u lan ã phát hi n 20 m u nhi m 
CymMV, 4 m u nhi m ORSV, trong ó có 4 m u nhi m ng th i CymMV và ORSV. K t qu  
phát hi n virus t  quy trình multiplex RT-PCR t ng ng và hoàn toàn trùng kh p v i k t qu  
phát hi n virus t  quy trình simplex RT-PCR. Quy trình multiplex RT-PCR có th  c s  d ng  
phát hi n ng th i 2 lo i virus gây h i trên cây hoa lan, giúp gi m th i gian và chi phí phân tích. 

D ng tính, Hoa lan, primer c hi u, nhi m virus, virus CymMV. 

1. T V N 3 

Ngành tr ng hoa lan th ng m i d ng c t 
cành c ng nh  tr ng ch u có l i t c cao. Tuy v y, 
virus lây nhi m trên cây lan làm gi m s c s ng, v  

p c a lá và hoa d n n thi t h i kinh t  nghiêm 
tr ng cho ng i tr ng  các n c tr ng lan nói 
chung và Vi t Nam nói riêng. Trong ó, 
Cymbidium mosaic virus (CymMV; genus 
Potexvirus), Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV; genus Tobamovirus) là 2 lo i virus gây h i 
ph  bi n trên h u h t các loài hoa lan [1]. CymMV 
gây ra các tri u ch ng màu vàng m t di p l c ho c 
các v t m loét trên lá và hoa lan, hoa nhi m 
b nh b  bi n d ng và màu không p. ORSV gây 
ra các tri u ch ng s c ho c kh m s c, l m m 
ho c m tròn trên lá, trên cây b  nhi m b nh làm 
cho hoa b  m m t màu và màu không ng nh t 
[2]. Cây lan b  nhi m ng th i c  2 lo i virus 
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th ng có tri u ch ng n ng, không th  phân bi t 
các tri u ch ng riêng bi t cho t ng lo i virus. Tuy 
nhiên, có tr ng h p cây b  nhi m virus nh ng ôi 
khi không có tri u ch ng và không th  phân bi t 

c v i nh ng cây lan kh e m nh, vì virus m i 
xâm nhi m ch a gây h i nghiêm tr ng [3]. Do ó, 
m c tiêu c a nghiên c u này là phát tri n quy 
trình multiplex RT-PCR có th  phát hi n ng th i 
cùng lúc 2 virus CymMV và ORSV gây h i trên lan, 
t  ó góp ph n phát hi n s m s  xâm nhi m c a 
virus  có các gi i pháp ng phó hi u qu . 

2. V T LI U VÀ PH NG PHÁP NGHIÊN C U 

T ng s  30 m u lan có tri u ch ng nghi ng  
nhi m b nh virus nh  m lá, s c lá ã c phát 
hi n b ng k  thu t simplex RT-PCR b i nghiên 
c u c a Ph m c Toàn và cs (2022) [4] c 
trình bày  b ng 1. Các m u d ng tính v i 
CymMV, ORSV c ch n  th c hi n xây d ng 
và ánh giá m c tin c y c a quy trình multiplex 
RT-PCR ph c v  cho công tác phát hi n ng th i 
CymMV và ORSV. 
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K t qu  phát hi n virus b ng 
simplex RT-PCR [4] S  TT 

m u 
Mã s  m u Tên m u Tên ti ng Vi t 

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

6 1247 Cymbidium sp. Lan ki m + - 
7 0012/22 Epidendrum sp. Lan Epi + - 
8 1966 Cymbidium sp. Lan ki m + + 
9 505 Cymbidium dayanum Ki m Xích ng c + + 
10 188 Bulbophyllum sp. Lan L ng - - 
11 D446 Dendrobium sp. ng lan + - 
12 0028/22 Dendrobium milixae ng lan - - 
13 1327 Ascocentrum miniatum H a hoàng + - 

14 663 
Dendrobium anosmum 

French variety 
Gi  h c Pháp + - 

15 1018 
Dendrobium 

amethystoglossum 
Hoàng Th o l i 

tím - - 

16 1887 Dendrobium hancockii Trúc lan - - 
17 2046 Oncidium sp. V  n  vàng - - 
18 1298 Bulbophylum sp. Lan L ng - - 
19 1001 Cattleya sp. Cát lan + - 
20 362 Coelogyne brachyptera Thanh m - - 
21 252 Oncidium sp. V  n  vàng + - 
22 277 Coelogyne fimbriata Thanh m + - 
23 2141 Coelogyne sp. Thanh m - - 
24 192 Zygopetalum sp. V  n  tím + - 
25 1208 Grammatophyllum sp. V  n  Hoàng h u - - 

26 1139 Dendrobium 
crumenatum ng lan Tuy t mai + - 

27 1557 Rhynchostylis gigantea Lan Ng c i m + - 
28 1380 Vandopsis sp. Lan Vanda + - 
29 1411 Dendrobium sp. ng lan + - 
30 132 Aerides odorata Qu  lan h ng - - 
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RNA c a virus gây h i cây hoa lan c li trích 
b ng b  kit RNA (Qiagen, c) và cDNA c 
t ng h p b ng b  kit Thermo Scientific RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis. S  d ng c p primer 
18s115-F: GCGCGAAACAAGCTTC TTATC và 
18s115-R: GTAGACATCTGTGACGC GA  ki m 
tra s  hi n di n c a cDNA v i kích th c o n 
khu ch i là 115 bp. C p primer c hi u CY348-
F, CY348-R c s  d ng  nh n di n virus 
CymMV v i kích th c o n khu ch i là 348 bp 
và c p primer OR275-F, OR275-R v i o n khu ch 

i là 275 bp  phát hi n ORSV [5]. Ph n ng 
multiplex RT-PCR v i t ng th  tích là 12,5 µl g m: 
1X MasterMix, 0,2 mM m i primer, 1 µl cDNA và 
n c kh  ion. T i u hóa chu trình nhi t ph n ng 
multiplex RT-PCR c th c hi n nh  sau: Bi n 
tính  95˚C trong 5 phút; ti p theo là s  chu k  

c th c hi n  các m c 25, 30, 35 chu k  l p l i 
c a bi n tính  95˚C trong 30 giây, nhi t  b t c p 
(Tm) c th c hi n  50 - 65˚C v i m i b c nh y 

là 1˚C trong 30 giây, giai o n kéo dài  75˚C trong 
30 giây; ti p theo là giai o n sau kéo dài  75˚C 
trong 10 phút và cu i cùng m u c gi   nhi t 

 4˚C. S n ph m PCR c i n di trên gel 
agarose 1,5% trong dung d ch m TBE 0,5X, i n 
di trong 30 phút và c k t qu  trên máy c có 

èn UV. 
3. K T QU  NGHIÊN C U VÀ TH O LU N 

D a trên thông tin t  k t qu  các m u lan ã 
c xác nh nhi m virus [4], v i các m u nhi m 

CymMV, ORSV c l a ch n làm v t li u  
ánh giá quy trình multiplex RT-PCR phát hi n 

ng th i 2 virus này. RNA virus t  các m u hoa 
lan sau khi li trích c th c hi n ph n ng t ng 
h p cDNA. K t qu  cho th y, cDNA c t ng 
h p t t, t t c  các m u u cho các o n khu ch 

i sáng rõ trên gel agarose (Hình 1). 

 

C p primer CY346-F, CY346-R dùng trong 
phát hi n CymMV và c p primer OR257-F, OR257-
R phát hi n ORSV c ki m tra các c i m c  

b n v  kh  n ng dùng chung, m c  c hi u và 
các thông s  khác b ng ph n m m Bioedit. 

.  

Primer Trình t  5’ — 3’ S  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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T  k t qu  phân tích cho th y, các thông s  ã áp 
ng  các yêu c u c a m t c p primer ho t ng 

hi u qu  trong ph n ng multiplex RT-PCR, v i 
nhi t  b t c p c a 2 c p primer không khác bi t 
nhau nhi u, ch  1˚C (B ng 2); s  nucleotide c a 
primer t i u trong ph n ng multiplex RT-PCR 
kho ng 10 - 25 (CY346 (R/F), OR275 (R/F) có 
trình t  primer 23 - 24 nucleotide) và %GC m i 
primer  20 - 80% (CY346 (R/F), OR275 (R/F) có 
%GC t  50 - 56%). Các c p primer m t l n n a c 

ki m tra m c  c hi u b ng công c  BLAST 
c a Trung tâm Thông tin Công ngh  sinh h c 
Qu c gia Hoa K  (National Center for 
Biotechnology Information - NCBI) [6]. Ch ng 
trình này dò tìm trên c  s  d  li u c a các Ngân 
hàng gen  tìm ra t t c  các vùng trình t  có trình t  
t ng ng v i kích th c o n khu ch i b i các 
c p primer này. K t qu  BLAST, tham chi u  3 
trình t  có  bao ph  cao nh t cho th y, các c p 
primer có  c hi u và bao ph  cao 100% (B ng 3). 

 
 

Primer Tên trình t  T  l  bao 
ph  (%) 

Virus M u phân l p 

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 

K t qu  BLAST phân tích các c p primer 
CY348 (F/R), OR257 (F/R) t  ngân hàng d  li u 
NCBI cho th y, các c p primer này hoàn toàn c 
hi u và phù h p dùng cho ph n ng multiplex RT-
PCR trong vi c phát hi n cùng lúc CymMV và 
ORSV gây h i trên cây hoa lan. 

M u b nh v i k t qu  d ng tính CymMV và 
ORSV ã th c hi n t  quy trình simplex RT-PCR 

[4] c dùng làm v t li u  t i u nhi t  b t 
c p c a primer trong quy trình multiplex RT-PCR. 
Vì v y,  xây d ng m t quy trình multiplex RT-
PCR phát hi n ng th i cùng lúc 2 virus tin c y 
hi u qu  thì c n ph i ti n hành kh o sát kh  n ng 
khu ch i c a các c p primer  các m c nhi t  
b t c p (Tm) khác nhau v i các m c nhi t  Tm 
dao ng t  60 - 65oC c kh o sát trên cùng 1 
m u b nh d ng tính v i CymMV và ORSV (Hình 
2). K t qu  này phù h p v i nghiên c u c a Ali và 
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cs (2014) [3], theo ó nhi t  b t c p (Tm) c a 
các primer là không hoàn toàn gi ng nhau, do v y 

 ph n ng PCR t hi u qu  và tin c y thì c n 

thi t ph i t i u l a ch n nhi t  b t c p Tm 
thích h p. 

V i k t qu  i n di s n ph m PCR t  các m c 
nhi t  Tm có th  nh n th y,  các m c nhi t  
b t c p khác nhau c a các c p primer c hi u cho 
k t qu  s n ph m o n khu ch i có  sáng rõ 
khác nhau (Hình 2a). Trong ó, c p primer CY348 
(R/F) cho k t qu  o n khu ch i d ng tính v i 
virus CymMV  t t c  các m c nhi t  t  60 - 
65oC, còn c p primer OR275 (R/F) cho k t qu  

o n khu ch i d ng tính  4 m c nhi t  có 
band rõ, trong ó rõ p nh t  63oC (Hình 2b). T  
k t qu  t c, ch n m c nhi t  63oC là nhi t 

 b t c p (Tm) t i u dùng trong ph n ng 
multiplex RT-PCR  phát hi n virus CymMV và 
ORSV gây h i trên cây hoa lan. 

 
 

K t qu  i n di cho th y, c  2 c p primer 
CY348 (R/F) và OR275 (R/F) u cho k t qu  t t, 

o n khu ch i rõ sáng nh t  30 chu k  khu ch 
i (Hình 3). Do ó, k t qu  kh o sát t i u l a 

ch n s  chu k  cho ph n ng PCR là 30 chu k . 

Quy trình multiplex RT-PCR c hoàn thi n  
phát hi n ng th i 2 virus CymMV và ORSV trong 
cùng m t ph n ng PCR nh  sau: Bi n tính  95˚C 
trong 5 phút; ti p theo là 30 chu k  l p l i c a bi n 
tính  95˚C trong 30 giây, nhi t  b t c p 63˚C trong 
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th i gian 30 giây, giai o n kéo dài  75˚C trong 30 
giây; ti p theo là giai o n sau kéo dài  75˚C trong 
10 phút và cu i cùng m u c l u gi   nhi t  
4˚C.  

S  d ng quy trình multiplex RT-PCR ã c 
hoàn thi n, ti n hành ki m tra ng th i ORSV và 
CymMV trên 30 m u lá lan ã c phát hi n virus 

b ng ph ng pháp simplex RT-PCR [4]. M u c 
th c hi n ph n ng multiplex RT-PCR v i cùng lúc 
3 c p primer g m: 18s115 (R/F) nh n d ng cDNA 
c a m u ( i ch ng n i - internal control), CY348 
(R/F) nh n d ng CymMV và OR257 (R/F)  phát 
hi n ORSV, k t qu  s n ph m PCR c c b ng 
ph ng pháp i n di trên agarose 1,5%. K t qu  

i n di o n khu ch i t  ph n ng multiplex RT-
PCR phát hi n ng th i CymMV và ORSV c 
th  hi n  hình 4. 

 
 

 
 

K t qu  phát hi n virus b ng 
simplex RT-PCR [4] 

K t qu  phát hi n virus b ng 
multiplex RT-PCR (Hình 4) S  TT 

m u 
Mã s  m u 

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: (+): D ng tính; (-): Âm tính  
K t qu  nghiên c u cho th y, có t ng s  20 

m u nhi m CymMV và 4 m u nhi m ORSV trong 
t ng s  30 m u c phân tích b ng quy trình 
multiplex RT-PCR. Trong ó, có 4 m u nhi m 

ng th i c  2 i t ng virus CymMV và ORSV là 
các m u s  1, s  3, s  8, s  9 (Hình 4). Khi i 
chi u v i k t qu  phân tích virus t  quy trình 
simplex RT-PCR [4] thì k t qu  phát hi n t  quy 
trình multiplex RT-PCR có k t qu  t ng t , hoàn 
toàn trùng kh p v  k t qu  m u d ng tính. Theo 

ó, k t qu  simplex RT-PCR c báo cáo t ng s  
30 m u có s  hi n di n c a CymMV là 20/30 
(chi m 66,7%), trong ó gi ng Dendrobium là 
gi ng nhi m CymMV nhi u nh t, ORSV là 4/30 
(chi m 13,3%). T  l  nhi m CymMV trên các m u 
khá cao trên t ng s  m u thu c. K t qu  
nghiên c u này ã kh ng nh và ch ng minh vi c 
phát tri n quy trình multiplex RT-PCR thành công 
trong phát hi n ng th i virus CymMV và ORSV 
gây h i trên cây hoa lan. Multiplex RT-PCR giúp 
kh  n ng phát hi n ng th i cùng lúc 2 ho c 

nhi u virus lây nhi m trên cây hoa lan v i các m c 
 tri u ch ng gây h i n ng, rõ ràng ho c m i lây 

nhi m ch a bi u hi n tri u ch ng [3, 5, 7], ôi khi 
k t qu  khu ch i o n band h i m  có th  là do 
hàm l ng virus trong m u th p [5, 8]. 

4. K T LU N 
K t qu  phát hi n virus thu nh n c t  quy 

trình multiplex RT-PCR phù h p, t ng ng và 
hoàn toàn trùng kh p v i k t qu  phát hi n virus 
trên cùng 30 m u t  quy trình simplex RT-PCR. 
K t qu  này cho th y, quy trình multiplex RT-PCR 
thành công trong phát hi n cùng lúc 2 virus 
CymMV và ORSV gây h i trên cây hoa lan v i chu 
k  cho ph n ng PCR là 30, nhi t  b t c p Tm 
c a primer là 63˚C. K t qu  nghiên c u này là m t 
trong nh ng thông tin h u ích ng d ng trong 
vi c phát hi n virus gây h i trên cây hoa lan, c 
bi t là phát hi n ng th i các virus khác nhau, 
giúp ti t ki m th i gian, gi m chi phí phân tích và 
có th  phát hi n s m s  lây nhi m c a virus gây 
h i. 
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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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