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What	  is	  VIGS?	  

Dicer	  

Argonaute	  

Binds	  to	  
viral	  RNA	  

Degraded	  viral	  RNA	  

VIGS	  is	  based	  on	  a	  
natural	  anMviral	  defense	  
mechanism	  that	  is	  	  
intrinsic	  to	  most	  eukaryotes	  
	  
This	  mechanism	  funcMons	  by	  
degrading	  double	  stranded	  
RNA	  molecules	  

	  
Virus	  genome	  

RNA	  of	  viral	  origin	  



Virus	  genome	  +	  
a	  plant	  gene	  
	  
	  
Double	  strand	  
RNA	  of	  viral	  origin	  

What	  is	  VIGS?	  

Dicer	  

Argonaute	  

Binds	  to	  
plant	  mRNA	  

Degraded	  mRNA	  –	  knock	  out	  of	  gene	  expression	  

VIGS	  is	  based	  on	  a	  
natural	  anMviral	  defense	  
mechanism	  that	  is	  	  
intrinsic	  to	  most	  eukaryotes	  
	  
This	  mechanism	  funcMons	  by	  
degrading	  double	  stranded	  
RNA	  molecules	  
	  
System	  can	  be	  targeted	  	  
to	  degrade	  any	  RNA	  	  
including	  host	  mRNA	  



pBPMV-‐35S	  RNA2	  

pBPMV-‐35S	  RNA1	  

Virus	  induced	  gene	  silencing	  –	  	  
Bean	  pod	  mo*le	  virus	  

32K	   58K	   24K	   87K	  35S	  
	  	  T-‐Nos	  

Aat	  II	  Swa	  I	   Bam	  HI	   Pml	  I	   Kpn	  I	   Msc	  I	  

58/48K	   S	  L	  35S	  
	  	  T-‐Nos	  

Chris	  Zhang	  



BPMV	  vectors	  

35S	  promoter	   	  	  Nos	  terminator	  

Zhang et al. (2010) Plant Physiol. 153:52-65 

pBPMV-‐R1	  

pBPMV-‐R2	  

pBPMV-‐V3	   MP	   L-‐CP	   S-‐CP	  P19 

pBPMV-‐V4	   MP	   L-‐CP	   S-‐CP	  GFP 

pBPMV-‐V5	   MP	   L-‐CP	   S-‐CP	  GFP BAR 

pBPMV-‐V1	   MP	   L-‐CP	   S-‐CP	   BamHI	  

MP	   L-‐CP	   S-‐CP	  pBPMV-‐V2	   BamHI/SalI/StuI/XhoI	  

pBPMV-‐IAD35	   MP	   L-‐CP	   S-‐CP	   BamHI/MPK4/KpnI	  

MP	   L-‐CP	   S-‐CP	  

32K	   58K	   24K	   87K	  pBPMV-‐R1	  
pBPMV-‐R1M	  

BamHI/PDS	  



VIGS	  procedure	  

Insert	  fragment	  of	  target	  gene	  into	  
BPMV	  VIGS	  vector	  

↓	  
Infect	  unifoliolate	  leaves	  of	  soybean	  
plants	  with	  BPMV-‐VIGS	  

↓	  
3	  weeks	  later	  iniMate	  pathogen	  assays	  
on	  3rd	  or	  4th	  trifoliolate	  leaves	  
	  

Images:	  www.cnppid.com	  

RNA1	   RNA2	  



	  	  	  	  PDS	  silencing	  in	  Williams	  82	  leaves	  



Empty	  	  
vector	  

Mock	  

Silencing	  
	  vector	  

Bright	  field	   GFP	  Stem	  

SecMon	  taken	  between	  2nd	  and	  3rd	  trifoliate	  
on	  21st	  day	  post	  inoculaMon.	  
80	  micrometer	  thick	  secMons.	  
Uniform	  exposure	  (500	  ms)	  
Uniform	  magnificaMon	   Juvale	  et	  al.	  (2012)	  Mol	  Plant	  Path.	  13:1140-‐1148	  



Bright	  field	   GFP	  

Empty	  	  
vector	  

Mock	  

Silencing	  
	  vector	  

PeMole	  from	  second	  trifoliate	  was	  secMoned	  
on	  21st	  day	  post	  inoculaMon.	  
80	  micrometer	  thick	  secMons	  
Uniform	  exposure	  (500	  ms)	  
Uniform	  magnificaMon	  

Leaf	  	  
pe"ole	  

Juvale	  et	  al.	  (2012)	  Mol	  Plant	  Path.	  13:1140-‐1148	  



Bright-‐field	   GFP	  

Mock	  

Empty	  	  
vector	  

Silencing	  
	  vector	  

Equal	  exposure	  (.5	  sec)	  
Equal	  magnificaMon	  

Flowers	  

Juvale	  et	  al.	  (2012)	  Mol	  Plant	  Path.	  13:1140-‐1148	  



Upper	  

Lower	  

Middle	  

Empty	  vector	  Mock	   Silenced	  

Exposure	  for	  GFP:	  5	  sec	  

Roots	  

Juvale	  et	  al.	  (2012)	  Mol	  Plant	  Path.	  13:1140-‐1148	  



Soybean	  	  
defense	  	  
networks	  

Microarray	  profiling	  
suscepMble	  and	  resistant	  
interacMons	  

Disease	  resistance	  traits	  
(geneMc	  map)	  

Known	  Arabidopsis	  
defense	  genes	  

Candidate	  
defense	  	  
genes	  

Gene	  	  
func"on	  
analysis	  

Loss	  of	  funcMon	  phenotypes	  
(molecular	  &	  macroscopic)	  

Reverse	  geneMcs	  with	  	  
BPMV	  VIGS	  system	  

Regulatory	  modules	  

Discovery	  of	  genes	  involved	  in	  soybean	  defense	  

VIGS	  library	  



hYp://www.soybase.org/SoyVIGS/Welcome.html	  





SBR	  

Asian	  soybean	  rust	  

Rpp1	  –	  Immune	  reacMon	  
Rpp1b	  –	  Red-‐brown	  reacMon	  
Rpp2	  –	  Red-‐brown	  reacMon	  
Rpp3	  –	  Red-‐brown	  reacMon	  
Rpp4	  –	  Red-‐brown	  reacMon	  
Rpp5	  –	  Immune	  &	  Red-‐brown	  reacMon	  	  

	  	  Ajay	  Pandey	  

Pandey	  et	  al.	  (2011)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  24:	  194–206	  
	  



Expected	  phenotypes	  

IncompaMble	  interacMon	   CompaMble	  interacMon	  



Loss-‐of-‐resistance	  phenotypes	  of	  11	  candidate	  
genes	  in	  Rpp2	  plants	  (140	  screened)	  

GmEDS1	   GmPAD4	   GmNPR1	   GmWRKY36	  

GmWRKY40	   GmWRKY45	   GmDBTF	   GmMYB84	  

GmO-‐MT	   GmPAL1	   GmCYP83E12	   Vector	  

Pandey	  et	  al.	  (2011)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  24:194-‐206	  



RelaMve	  fungal	  growth	  in	  silenced	  plants	  

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 
 

R
el

at
iv

e 
ac

cu
m

ul
ai

to
n 

of
 P

. p
ac

hy
rh

iz
i  

tu
bu

lin
 m

R
N

A 



VerificaMon	  of	  gene	  silencing	  

mock	   vector	   silenced	  

GmEDS1	  

GmPAD4	  

Gm	  o-‐MT	  

GmMYB84	  

GmDBTF	  

GmCYP83E8	  

GmPAL1	  

GmWRKY36	  

GmNPR1	  

GmWRKY40	  

GmWRKY45	  

GmElf-‐1b	  



Rpp2	  

EDS1	   PAD4	  

NPR1	  

WRKY	  36	   MYB	  84	  

O-‐MT,	  PR1,	  	  
&	  other	  defense-‐related	  

genes	  

PAL1	  
&	  other	  phenylpropanoid	  

pathway	  genes	  

RB	  phenotype	  

Rpp2	  resistance	  network	  

WRKY-‐like	  TF	  

PAL1 

Pandey	  et	  al.	  (2011)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  24:	  194–206	  



Soybean	  mosaic	  virus	  

SMV	  

Rsv1	  –	  Extreme	  resistance	  
Rsv3	  –	  Restrict	  long-‐distance	  movement	  
Rsv4	  –	  Delayed	  suscepMbility	  

Chris	  Zhang	  	  	  

Zhang	  et	  al.	  (2012)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  25:1307-‐1313	  



SMV-‐N-‐GUS	  GUS	  

SMV	  –	  soybean	  interac"on	  

Rsv1	   	  -‐	  Confers	  extreme	  resistance	  to	  SMV-‐N	  
	  	  	  	  	  	  	  -‐	  No	  detectable	  virus	  replicaMon	  or	  movement	  
	  	  	  	  	  	  	  -‐	  PI	  96983,	  L78-‐379	  (Rsv1),	  Williams	  (rsv1)	  	  
	  	  

No	  GUS	  staining	  in	  Rsv1	  plants	  

Wang	  et	  al.,	  (2006)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  19:304-‐312	  	  



	  	  	  	  	  	  	  	  Expected	  loss-‐of-‐resistance	  phenotype	  

Rsv1	  genotype	  
Resistant	  phenotype	  

VIGS	  

Rsv1	  genotype	  
SuscepMble	  phenotype	  



Rsv1!
VIGS of Rsv1!

Iden"fica"on	  Rsv1	  resistance	  gene	  candidates	  

Mock" rsv1!

Rsv1!
Vector only!

SMV	  GUS	  infecMon	  foci	  on	  
Rsv1	  geneMc	  background	  



Eight	  candidate	  genes	  required	  for	  Rsv1	  	  
func"on	  (82	  BPMV	  constructs	  screened)	  

WRKY6	   WRKY30	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Edr1/Jar1	  Jar1	  Hsp90	   Edr1	  

Pad4	  Eds1	  Rsv1	   rsv1	  



VerificaMon	  of	  gene	  silencing	  	  



Rsv1	  signaling	  network	  

Rsv1	  (NB-‐LRR)	  

HSP90	   SGT1	  RAR1	  

JAR1	  
EDR1	  

WRKY6 	  	  WRKY30	  

Extreme	  resistance	  to	  SMV	  

EDS1	  
PAD4	  

Zhang	  et	  al.	  (2012)	  Mol.	  Plant	  Microbe	  Interact.	  25:	  1307-‐1313	  



Rpp2	  

EDS1	   PAD4	  

NPR1	  

WRKY36,	  40,	  45	   MYB	  84	  

O-‐MT,	  PR1,	  	  
&	  other	  defense-‐related	  genes	  

PAL1	  
phenylpropanoid	  	  

pathway	  

HR	  

Budding	  soybean	  defense	  gene	  network	  

WRKY-‐Like	  TF	  

PAL1 

SA	  MPK4	  

Rsv1	  

NPR1	  

SA	  

(RAR1,	  SGT1,	  HSP90)	  

EDS1	   PAD4	  

MPK4	  

WRKY6,	  30	  

Target	  
genes	  

JAR1/EDR1	  

Target	  
genes	  

ER	  

MEKK1	  
?	  ?	  



Sclero"nia	  –	  lignin	  	  
pathway	  constructs	  

Mock	  	  

Inoc.	  Empty	  
Vector	  

SW5004	  
COMT1	  

SW5001	  
IFS1A	   SW5002	  

IFR1A	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Other	  soybean	  pathosystems	  under	  exploraMon	  using	  VIGS	  

	  Sudden	  Death	  Syndrome	  

Resistant	  

SuscepMble	  

Courtesy	  Craig	  Grau	  	  	  	  	  

Courtesy	  Leonor	  Leandro	  

	  
Soybean	  cyst	  nematode	  

Courtesy	  Thomas	  Baum	  

Liu	  et	  al.,	  Nature	  492:256-‐260	  

Cloning	  of	  gene	  at	  Rhg4	  locus	  for	  resistance	  to	  
SCN	  encoding	  a	  serine	  hydroxymethyltransferase	  



Conclusions	  

•  BPMV	  VIGS	  is	  poten"ally	  effec"ve	  gene	  silencing	  tool	  in	  	  
	  	  	  	  a	  variety	  of	  "ssues	  
	  
•  Library	  of	  BPMV	  VIGS	  clones:	  
	  	  	  	  	  hYp://www.soybase.org/SoyVIGS/Welcome.html	  
	  
•  11	  genes	  required	  for	  Rpp2	  resistance	  to	  Asian	  soybean	  rust	  

•  8	  genes	  required	  for	  Rsv1	  resistance	  to	  Soybean	  mosaic	  virus	  

•  Other	  pathosystems	  are	  under	  explora"on	  u"lizing	  VIGS	  
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