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C���	��� ���	����E6��������	�� ������� ����	������� �������������	� ���7�@5� 	�� �1�$���	��4�6�����S����	��B����� � �	� �	�������	��

��������	�������	�� 	�� ���� ���������� ���J��K���� �������;�� ����&L(� �	�� ���� �	� ������������� ��� ��	�1����� �	� ����	O���

C���	�����F	����E6�

�

IP anti-HA

Cdc2556-145    

0  5 10 15 30 60 100 120 CKCl 1 M

srk1::HA ΔΔΔΔsty1

Srk1-HA

min

Assaig quinasa
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�	� �	��	��������	����������� �	����������� �� �����	������	O�	�� C7�.5� ��7�@5E�����

�	�� �	�	����	�� �	�� S����	�� B���� �� ��F	�	���� �	���� �	���-�� �	�� ������ �	�

�	��	������6� #��� �����	���� 	�� ��� F������ 9(�� �� ����� )�	� 	�� �	������ ��� 7�.5��

0 15 60 0 15 60KCl 1 M

srk1::HA ΔΔΔΔsty1srk1::HA

Srk1-HA

min

Cdc2
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+4��������	�����	���	����@5�	����	��F������������	�
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B���� �	��� 	=�����	�� ����1���� 	�� ��� ���� �� �	��	� ���� �������;�� ����&L(� �	�� �	�	����� 	��� ���	���� �	� 7�@56� ��� ���	�=��
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P59 �C����	������+�F������	�<!�T
E����	�������	�������	���	������	�������	����

��������6��������	�����	�7�@5������	�������������������J��K����S����	��B���������������;������&L(6�������	�=���	�������

����	��������������������;������&����������������������	��?��	��6�

$�

1 M KCl

Srk1-HA

Actina

pINV1-DEGRON:sty1-HA
Temps  a 37ºC 0h 1h 2h 4h 6h

srk1::HA ΔΔΔΔsty1

Srk1-HA

Sty1-HA:DEGRON 

Ponceau

(�

 �

wt ΔΔΔΔsty1

Srk1-HA

0h     2h        4h      6h MG1320

Actina
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C�	*�#�6D0�#G�E� �� �	*�#�6D0<� C�	*�#�6D0<#G�E6� ���� �� ���� 	��������� 	�� ���

F������%�� 	������	�����	�����	O����	��������� �	*�#�6D0<� �+�� ��F	������ �����	� ���

7�@5��������� C��������5� �� E6��	����������	������	�����	�����	O����	����������	*�#

�6D0�� ��� ����	�� 	�� ���������+� ���� ��� 7�@5� C�������� %� �� <E6� ()�	��	��
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� ������� �1�$���	�� )�	� ����	��	�� ����$�	�� �	*�#�6D0<#

G��������	���������	������
P59 ���	���)�	�������	������	�����	�����	O���	������

�	�������� C������� 9E6� ()�	���� �	�������� ����)�	�� )�	� ��� F��F�������+� 	�� ��� �%'9�

������������	��������������	�������+��	��������	O���7�@56�

	

(��

�	7 	"��
������	��	��	�
���@��	�
���79/"		���	�
������,� ������	����	*�#G����	*�#�6D0<#G������

�	*�#�6D0�#G�� � ���� �	�� ���	������ ����� 	�� ��������� 	����	�� �	� ��� 7�@5� �� 	��� ���	���� �	� ����	O��� ���� �	�� �	�	������
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P59 �C����	������+�F������	�<!�T
V����	������	��������������9���'E6�����

���	�����	�����	O���#�� ������	���	�	���������J��K�����������;������&�7�(/,����������������	��?��	���C���	�����F	����E6�

�

Cdc2

Srk1/Srk1-T463D/-T463A

wt srk1-T463D
MG132 - - +

wt srk1-T463A
- - +

1            2            3             4           5         6
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Srk1/Srk1-T463D/-T463A

Sty1

IP anti-HA

WB anti-HOG
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Coomassie blue

Assaig quinasa

GST-Sty1-KA + -
GST-Srk1 + +

GST-Cdc25 + +

Sty1-KA

Cdc2556-145

Cdc2556-145

Srk1
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7�@5&�%'9(������	������J����������	�������F��F�������+��	�������C���	������	����E6�����	��7�7&�(P���	����������)�������

����	���	�.�������#�������	����	�C���	�����F	����E6�

YES
wt

ΔΔΔΔsty1

ΔΔΔΔsrk1

cdc25-9A

YES + 0.8 M KCl

srk1-T463D

srk1-T463A

$�

Assaig quinasa

Coomassie blue
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�0(�� ��� ���� �	� �	������� �� 	���1�� ���;���� ������ ����������� ��	�� �	�����	�8� ���

����	��� �	�������� ��� �����	���+� �	�� ����	� �	�$������� �� ��� �	����� �	��	�	��� ���

�?������	�����������	���1�6�(�=
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������� ��� ����������+�� ��	=������+� �	� �1�$���	�� �	� ��	���� �� ����	���� 	��
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��	��� �� ��������+� �	�� F������ �	� �����������+�
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�
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�� ��� ������ )�	� J�� 	������ �	������ �	�� �	�� �1�$���	��4�� CF������ "(E��

�	���	�)�	�	������	��������������	�������	������	6�()�	����	��������������)�	����

7�@5�-���	�	��?�����	����*����������������+�P D
�	����	�1�������	���1�����;���6�
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��	���1�����;���6�#1�$���	���	*�#G�����	*�#>�#G�������	��	=�����	������F	�	����

����	������������	���1�����;�����C!�'���!�>�
�A#�E�������	�����	������7�@5�����	��
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Srk1

Sty1-P

p38

Srk1

1M KCl 1M KCl 1M KCl

wt ΔΔΔΔpyp1 ΔΔΔΔpyp2

+B1  -B1  +B1  -B1 +B1  -B1  +B1  -B1 +B1  -B1   +B1  -B1 
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��	�	��	����J����	��������������	������	������������	���1������J��	��C!�'���!>�
�
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�	������� �	�������	��� ��� ���� �� ����-�� �	� ��� 
(�AA�B��5� ���J��K���� ��� �	���

F��F�������+�CF��F�������+���*�������E6���1����	����J����*��������	�����)�	����B��5�

���	�=�����F�������������&����������������F	�	�������	��F��F���������������	�������

�	������ 7	�%'"� �� �*�%I96� �=�	���	���� �	��������� �	�� ��6� ,���
��	�&P����	��

�����	��)�	� ���B��5����	�=�����F��F�������+��	���-���	�� �������	�������	���1��

wt

ΔΔΔΔpyp1

ΔΔΔΔpyp1 ΔΔΔΔsrk1

ΔΔΔΔpyp2 ΔΔΔΔsrk1

ΔΔΔΔpyp2

ΔΔΔΔsrk1

YES YES + 0.8 M KClYES + 0.6 M KCl
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Wis1

Srk1

GST-Srk1 + - +
GST-Wis1-KR - + +
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���	�����E������&�&�9>�C�	�������������������������+��	����7�.5V����	�����	�����E�������&�7�(/,�C���������������	��?��	��V�

���	������F	�����E6�

�

�

�

�

�

0   5   15     30      60    90  120KCl 1 M

Wis1

P-p38
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wt
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	�����F������5>�����B��5���	�	����%��	�����������������	�����7�@5�C,&M&M&7D�E8����

7	�5I� C����������� ����� ��� �	)S1����� 0�7V�(�����
��� F������  !(E�� ��� 7	�"'�� ���

7	�5<"������7	�  '�C����������������	��������������+������
(�A�7�.5V�(�����
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F������ !(E�6�
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�
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7�@5����������	)S1������	����B��56�(�=
�����������J��K�����������������������	���

���� ������ �� ��� �	����� ��� F��F�������	�� ���������� CB��5&%(E6� ��� �)�	��� ����

	��	���
	�� )�	� ��� F��F�������+� ���	������ ��� ���	�� �	�� ����� �	� ��� 7�@5�

�	�����	��-�6�(�=
������������������	����������	������	=��	������	������	O�	���	�

F���+���P7��	������	����P7�&B��5� ��P7�&B��5&%(&A,�CF����� ��������E� �� 	������

���������� 	�� ��� ������� )������� ��� ���	�� ���� �� ��������� �	� ��� P7�&7�@56� #���

�����	����	�����F������5"�����7�@5�	������-������K��	�F��F����������B��5&%(&A,6�

MSSPNNQPLS CSLRQLSISP TAPPGDVGTP GSLLSLSSSS SSNTDSSGSS LGSLSLNSNS
SGSDNDSKVS SPSREIPSDP PLPRAVPTVR LGRSTSSRSR NSLNLDMKDP SEKPRRSLPT
AAGQNNIGSP PTPPGPFPGG LSTDIQEKLK AFHASRSKSM PEVVNKISSP TTPIVGMGQR
GSYPLPNSQL AGRLSNSPVK SPNMPESGLA KSLAAARNPL LNRPTSFNRQ TRIRRAPPGK
LDLSNSNPTS PVSPSSMASR RGLNIPPTLK QAVSETPFST FSDILDAKSG TLNFKNKAVL
NSEGVNFSSG SSFRINMSEI IKLEELGKGN YGVVYKALHQ PTGVTMALKE IRLSLEEATF
NQIIMELDIL HKAVSPYIVD FYGAFFVEGS VFICMEYMDA GSMDKLYAGG IKDEGVLART
YAVVQGLKT LKEEHNIIHR DVKPTNVLVN SNGQVKLCDF GVSGNLVASI SKTNIGCQSY
MAPERIRVGG PTNGVLTYTV QADVWSLGLT ILEMALGAYP YPPESYTSIF AQLSAICDGD
PPSLPDSFSP EARDFVNKCL NKNPSLRPDY HELANHPWLL KYQNADVDMA SWAKGALKEK
GEKRS
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� 	(������)�������������	������P7�&B��5���P7�&B��5&

%(&A,� ����F����	�� �	� ����	��� ���� �� ��������� �	� P7�&7�@56� ��� �	�� 7�7&�(P�� �	� ��������� )������� ��� �	�� �	�.��� ����

#�������	����	�C���	�����F	����E6�

�

�()�	��� �	������� 	��� ��� F	�� �	����� )�	� �������	�	��� ��� 7�@5� 	�����-��

F��F�������� ��� �	����� ��� ���������� ����� ��� �	)S1����� �	� ��� B��56� �	�� ����

��	���������)�	�������;�����������	�������	������	O�	��P7�&B��5A,���P7�&B��5&

%(&A,� F��F������	�� �	�� ��� P7�&7�@5� �� ��� P7�&B��5A,� �	��	� F��F������� C���� ��

�������E� ��� 7	��	�� �	� ����	;����� �	�� #0/#6� 
��J��K���� ��� �	)S	������+� �	�

F��F��1��������������	��	�����	��	���	�����	;������	������	�	�������������	�����

��� ���������� 	�� ��� �	)S1����� �	�B��5� F��F������� �	�� ��� 7�@5� CF������  !�E6� ���

��������	�����*�  <����������	�����J��	��������7  '�������	�������	��������	��

������������+������7�.5�CF������ !(E6�

�

�

Wis1
Srk1

GST

Wis1

Srk1

Srk1 + - + - + +

GST-Wis1-KR - + + - - -

GST-Wis1-4A-KR - - - + + -

GST - - - - - +
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���	��	;���	��	��	�U
))8 	C(E����������	�)�	�?�����	�����	)S1���������	�����	�

���B��5� ���� 	��� %� �	������ ����	����� �	�� ��� 7�@5� �� ��� �  <6� ��� �	��+� �	���� ����	����� �� ��� �	)SS1�����0�7� �� ��� �	��+�

��������� ����	����� ��� ������� �����+� �� ��� 
(�A� 7�.56� C�E� ,	�������� �	� �#&
7� �	� ��� �	)S	������+� �	� F��F��1�����6�

7����	��������	��	������	����?F���CP7�&B��5&A,E����*��*��F��F�������+��	� ���B��5� J��)�	����*��	����� ����������������

7�@56����	���	������?F���CP7�&B��5&A,�]�P7�&7�@5E��	���	�	���� F��F�������+�	�� ����  <����������)�	�	�� �	�� �	��	����?F���

CP7�&B��5&%(&A,�]�P7�&7�@5E6��

�

�

��� ���� ���������� �)�	���� �	��������� ���� �	������ ������ ��� �  <� �� (��� ��

����	��	��)�	��������������������������)�������������	����������������7�@5�������

)������6�#��������	����	�����F������ 5��	���)�	�����������F��F�������+��	����B��5�

)�	��� ��?������	��� �������� 	�� 	�� ������6� (�=
� ������� ���	�� ���� )�	� ��� 7�@5�

����-�F��F���������B��5�	������  <������������	������	��������������6�
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8x10
Intens.
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1.0

1.5

8x10

20 25 30 35 40 45 50 55 Time [min]

EIC 714.8; 476.9

GST-Wis1-KR

EIC 754.8; 503.5

NPLLNRPTSFNR

No phosphorylation detected

NPLLNRPTSFNR EIC 714.8; 476.9

EIC 754.8; 503.5
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NPLLNRPTSFNR

Phospho-Thr detected

GST-Wis1-KR + GST-Srk1

EIC 706.8; 471.5

EIC 746.8; 498.1
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Intens.
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3

4
7x10

25 30 35 40 45 50 55 60 Time [min]

BPC +All MS Sample 2

GST-Wis1-4A-KR + GST-Srk1

NPLLNRPTAFNR

NPLLNRPTAFNR
Phospho-Thr detected

(�

$�

1 600 a.a.

Domini catalític

S TS17 S96 S159 S226

Wis1

T225

RPTS
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+ - + + ++
- + + - - -
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- - - - + -

Srk1

GST-Wis1-KR

GST-Wis1-4A-KR

GST-Wis1-5A-KR

GST

Wis1

Srk1

- + 

+ 

- - - -

-
+ 
--

-

-
- -

-

Wis1

Srk1

GST
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��� ���� ���	����� )�	� �)�	���� �	������ �	���	�� �F	����� ���F������� 	���	� ���

B��5� �� ���7�.5���������	��	����������������J����	� F��F�������+� ������	����	������
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P7�&B��5&<(����	����������������1����	����������P7�&7�@56�(�����������+�����
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B��56�#��������	���������F������ 9(�����B��5�F��F������	���	������������7�.5�)�	�
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F��F�������� �	�� ��� 7�@5�� �� )�	� �	�� ������ 	�� �)�	��� ����� ���F������� �	�� ��� 7�.5� �	��

��������	����B��5�*�������	��	����J���)�	�	���	��������	O���B��5�4�� �����6�

Wis1

Sty1

Srk1

IP:  anti-myc

WB: anti-Hog1

Extracte total

Wis1

Sty1

Srk1

+B1       -B1
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Wis1

Sty1-KA

Wis1

Sty1-KA
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+ - -
- + -
- - +
+ + +

GST-Wis1

GST-Wis1-5A

GST-Wis1-ED

GST-Sty1-KA
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+ + + --
- + - + -
- - + - +
- + + - -

GST-Srk1

GST-Wis1

GST-Wis1-5A

GST-Sty1-KA

Wis1
Srk1

Sty1-KA

Wis1
Srk1

Sty1-KA
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wis12myc 1M KCl

0 5 15 30                               60             min

anti-myc

DAPI

Suma

anti-myc

DAPI

Suma

0 5 15 30                               60             min

wis12myc  �srk1 1M KCl
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