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O sistema de seleção de duplo-híbrido em leveduras vem sendo amplamente utilizado para a seleção de proteínas que interagem com uma outra, utilizada como “isca”. Embora bastante informativo, pois a seleção de interactantes pode evidenciar o papel biológico de uma proteína de interesse, este sistema tem como ponto negativo o fato de muitas proteínas com interação fraca serem selecionadas, já que a triagem é feita em placas de meio sólido seletivo. Neste trabalho descrevemos uma modificação no sistema de seleção, que é realizado em uma cultura única em meio líquido. Este ambiente desfavorece o crescimento de leveduras contendo duplo-híbrido de baixa força de interação, ao mesmo tempo em que estabelece uma competição que privilegia a seleção do melhor interactante. Leveduras Y190 foram transformadas simultaneamente com um plasmídio codificador do domínio de ligação em DNA da proteína Gal4 (Gal4DL) fusionado à “isca” PHAP (1-178) de S. mansoni e com uma biblioteca de cDNA do verme expresso fusionado ao domínio de ativação de transcrição de Gal4 (Gal4DA). O gene repóter His3 é ativado pelo duplo-híbrido permitindo o crescimento em meio líquido seletivo em ausência de histidina e com a adição do inibidor do produto de His3, 3-aminotriazol. O equivalente a 40 receitas de transformação individuais foi reunido em uma única cultura, incubada por 3 dias. A concentração de 3-aminotriazol utilizada corresponde a 10% do que é gasto em seleção em meio sólido. Após a primeira incubação, a cultura única foi diluída 10x e incubada por mais 24 horas. Em seguida, uma nova diluição de 100x foi aplicada e incubou-se por mais 24 horas. A cultura turva denota seleção positiva. Alíquotas foram semeadas em meio sólido apenas para isolar clones para análise. Teste de ativação do outro gene repórter presente na levedura Y190, o gene LacZ, surpreendentemente mostrou que todos os clones ativavam fortemente este repórter. Como esperado por testes anteriores, foi obtida redundância na seleção, indicando que o sistema reprodutivamente seleciona as interações mais fortes. 

Apoio financeiro: FAPESP e CNPq

