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   2	
  

Abstract	
  16	
  

The	
  NALCN/NCA	
  ion	
  channel	
  is	
  a	
  cation	
  channel	
  related	
  to	
  voltage-­‐gated	
  sodium	
  and	
  calcium	
  channels.	
  17	
  

NALCN	
  has	
  been	
  reported	
  to	
  be	
  a	
  sodium	
  leak	
  channel,	
  but	
  its	
  precise	
  cellular	
  role	
  and	
  regulation	
  are	
  18	
  

unclear.	
  We	
  previously	
  found	
  that	
  NCA-­‐1,	
  one	
  of	
  two	
  Caenorhabditis	
  elegans	
  orthologs	
  of	
  NALCN,	
  is	
  19	
  

activated	
  by	
  a	
  signal	
  transduction	
  pathway	
  acting	
  downstream	
  of	
  the	
  heterotrimeric	
  G	
  protein	
  Gq	
  and	
  the	
  20	
  

small	
  GTPase	
  Rho.	
  Using	
  a	
  forward	
  genetic	
  screen,	
  here	
  we	
  identify	
  the	
  GPCR	
  kinase	
  GRK-­‐2	
  as	
  a	
  new	
  player	
  21	
  

in	
  the	
  Gq-­‐Rho-­‐NCA	
  pathway.	
  We	
  find	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  the	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  positively	
  22	
  

regulate	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling.	
  Using	
  structure-­‐function	
  analysis,	
  we	
  show	
  that	
  the	
  GPCR	
  23	
  

phosphorylation	
  and	
  membrane	
  association	
  domains	
  of	
  GRK-­‐2	
  are	
  required	
  for	
  its	
  function.	
  Our	
  genetic	
  24	
  

epistasis	
  data	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  on	
  the	
  D2-­‐like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3	
  to	
  inhibit	
  Go	
  signaling	
  and	
  25	
  

positively	
  regulate	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  activity.	
  We	
  also	
  demonstrate	
  that	
  dopamine,	
  through	
  DOP-­‐3,	
  26	
  

negatively	
  regulates	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  function.	
  Thus,	
  dopamine	
  regulates	
  activity	
  of	
  the	
  NCA	
  channels	
  27	
  

through	
  G	
  protein	
  signaling	
  pathways.	
  	
  28	
  

	
   	
  29	
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   3	
  

Author	
  summary	
  30	
  

Dopamine	
  is	
  a	
  neurotransmitter	
  that	
  acts	
  in	
  the	
  brain	
  by	
  binding	
  seven	
  transmembrane	
  receptors	
  that	
  31	
  

are	
  coupled	
  to	
  heterotrimeric	
  GTP-­‐binding	
  proteins	
  (G	
  proteins).	
  Neuronal	
  G	
  proteins	
  often	
  function	
  by	
  32	
  

modulating	
  ion	
  channels	
  that	
  control	
  membrane	
  excitability.	
  Here	
  we	
  identify	
  a	
  molecular	
  cascade	
  33	
  

downstream	
  of	
  dopamine	
  in	
  the	
  nematode	
  C.	
  elegans	
  that	
  involves	
  activation	
  of	
  the	
  dopamine	
  receptor	
  34	
  

DOP-­‐3,	
  activation	
  of	
  the	
  G	
  protein	
  GOA-­‐1,	
  and	
  inactivation	
  of	
  the	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  ion	
  channels.	
  We	
  also	
  35	
  

identify	
  a	
  kinase	
  (GRK-­‐2)	
  that	
  phosphorylates	
  and	
  inactivates	
  the	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3,	
  thus	
  leading	
  36	
  

to	
  inactivation	
  of	
  GOA-­‐1	
  and	
  activation	
  of	
  the	
  NCA	
  channels.	
  Thus,	
  this	
  study	
  connects	
  dopamine	
  signaling	
  37	
  

to	
  activity	
  of	
  the	
  NCA	
  channels	
  through	
  G	
  protein	
  signaling	
  pathways.	
  	
  38	
  

	
   	
  39	
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Introduction	
  40	
  

Heterotrimeric	
  G	
  proteins	
  modulate	
  neuronal	
  activity	
  in	
  response	
  to	
  experience	
  or	
  environmental	
  41	
  

changes.	
  Gq	
  is	
  one	
  of	
  the	
  four	
  types	
  of	
  heterotrimeric	
  G	
  protein	
  alpha	
  subunits	
  [1]	
  and	
  is	
  a	
  positive	
  42	
  

regulator	
  of	
  neuronal	
  activity	
  and	
  synaptic	
  transmission	
  [2–4].	
  In	
  the	
  canonical	
  Gq	
  pathway,	
  Gq	
  activates	
  43	
  

phospholipase	
  Cβ	
  (PLC)	
  to	
  cleave	
  the	
  lipid	
  phosphatidylinositol	
  4,5-­‐bisphosphate	
  (PIP2)	
  into	
  diacylglycerol	
  44	
  

(DAG)	
  and	
  inositol	
  trisphosphate	
  (IP3),	
  which	
  act	
  as	
  second	
  messengers.	
  In	
  a	
  second	
  major	
  Gq	
  signal	
  45	
  

transduction	
  pathway,	
  Gq	
  directly	
  binds	
  and	
  activates	
  Rho	
  guanine	
  nucleotide	
  exchange	
  factors	
  (GEFs),	
  46	
  

activators	
  of	
  the	
  small	
  GTPase	
  Rho	
  [5–8].	
  Rho	
  regulates	
  many	
  biological	
  functions	
  including	
  actin	
  47	
  

cytoskeleton	
  dynamics	
  and	
  neuronal	
  development,	
  but	
  less	
  is	
  known	
  about	
  Rho	
  function	
  in	
  mature	
  48	
  

neurons.	
  In	
  C.	
  elegans,	
  Rho	
  has	
  been	
  reported	
  to	
  stimulate	
  synaptic	
  transmission	
  through	
  multiple	
  49	
  

pathways	
  [9–11].	
  We	
  recently	
  identified	
  the	
  NCA-­‐1	
  channel	
  as	
  a	
  downstream	
  target	
  of	
  a	
  Gq-­‐Rho	
  signaling	
  50	
  

pathway	
  in	
  C.	
  elegans	
  [12].	
  We	
  aim	
  to	
  understand	
  the	
  mechanism	
  of	
  activation	
  of	
  this	
  pathway.	
  51	
  

The	
  NALCN/NCA	
  ion	
  channel	
  is	
  a	
  nonselective	
  cation	
  channel	
  that	
  is	
  a	
  member	
  of	
  the	
  voltage-­‐gated	
  52	
  

sodium	
  and	
  calcium	
  channel	
  family	
  [13–15].	
  The	
  NALCN	
  channel	
  was	
  proposed	
  to	
  be	
  the	
  major	
  contributor	
  53	
  

to	
  the	
  sodium	
  leak	
  current	
  that	
  helps	
  set	
  the	
  resting	
  potential	
  of	
  neurons	
  [16],	
  though	
  there	
  is	
  controversy	
  54	
  

whether	
  NALCN	
  is	
  indeed	
  a	
  sodium	
  leak	
  channel	
  [17–19].	
  In	
  humans,	
  mutations	
  in	
  NALCN	
  or	
  its	
  accessory	
  55	
  

subunits	
  have	
  been	
  associated	
  with	
  a	
  number	
  of	
  neurological	
  symptoms,	
  including	
  cognitive	
  and	
  56	
  

developmental	
  delay	
  [20–33].	
  In	
  other	
  organisms,	
  mutations	
  in	
  NALCN/NCA	
  or	
  its	
  accessory	
  subunits	
  lead	
  57	
  

to	
  defects	
  in	
  rhythmic	
  behaviors	
  [16,34–41].	
  58	
  

In	
  addition	
  to	
  the	
  Gq-­‐Rho	
  pathway	
  described	
  above,	
  two	
  other	
  mechanisms	
  have	
  been	
  reported	
  to	
  59	
  

regulate	
  the	
  activity	
  of	
  the	
  NALCN	
  channel:	
  a	
  G	
  protein-­‐independent	
  activation	
  of	
  NALCN	
  by	
  G	
  protein-­‐60	
  

coupled	
  receptors	
  [42,43]	
  and	
  a	
  G	
  protein-­‐dependent	
  regulation	
  by	
  extracellular	
  Ca2+	
  [44].	
  Here	
  we	
  61	
  

identify	
  the	
  G	
  protein-­‐coupled	
  receptor	
  kinase	
  2,	
  GRK-­‐2,	
  as	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  the	
  C.	
  elegans	
  Gq-­‐Rho-­‐62	
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   5	
  

NCA	
  pathway.	
  G	
  protein-­‐coupled	
  receptor	
  kinases	
  (GRKs)	
  are	
  protein	
  kinases	
  that	
  phosphorylate	
  and	
  63	
  

desensitize	
  G	
  protein-­‐coupled	
  receptors	
  (GPCRs).	
  In	
  C.	
  elegans,	
  grk-­‐2	
  is	
  expressed	
  in	
  the	
  nervous	
  system	
  64	
  

and	
  required	
  for	
  normal	
  chemosensation	
  [45].	
  In	
  this	
  study,	
  we	
  show	
  that	
  C.	
  elegans	
  grk-­‐2	
  mutants	
  have	
  65	
  

locomotion	
  defects	
  due	
  to	
  decreased	
  Gq	
  signaling	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons.	
  We	
  find	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  66	
  

as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  for	
  the	
  Go-­‐coupled	
  D2-­‐like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons.	
  We	
  67	
  

further	
  show	
  that	
  inhibition	
  of	
  Go	
  signaling	
  by	
  GRK-­‐2	
  leads	
  to	
  activation	
  of	
  the	
  two	
  worm	
  NCA	
  channels	
  68	
  

through	
  the	
  Gq-­‐Rho	
  signaling	
  pathway.	
  Finally,	
  we	
  show	
  that	
  dopamine,	
  through	
  activation	
  of	
  DOP-­‐3,	
  69	
  

negatively	
  regulates	
  the	
  activity	
  of	
  the	
  NCA	
  channels.	
  	
  70	
  

71	
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Results	
  72	
  
	
  73	
  
The	
  G	
  protein-­‐coupled	
  receptor	
  kinase	
  GRK-­‐2	
  promotes	
  Gq	
  signaling	
  74	
  

To	
  identify	
  regulators	
  of	
  Gq	
  signaling,	
  we	
  performed	
  a	
  forward	
  genetic	
  screen	
  in	
  the	
  75	
  

nematode	
  C.	
  elegans	
  for	
  suppressors	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐30(tg26)	
  [46,47].	
  The	
  egl-­‐30(tg26)	
  76	
  

mutant	
  is	
  hyperactive	
  and	
  exhibits	
  exaggerated	
  body	
  bends	
  (Fig	
  1A	
  and	
  B).	
  One	
  of	
  the	
  Gq	
  suppressors	
  77	
  

(yak18)	
  suppresses	
  both	
  the	
  exaggerated	
  body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  egl-­‐30(tg26)	
  mutants	
  78	
  

(Fig	
  S1A).	
  When	
  outcrossed	
  away	
  from	
  the	
  egl-­‐30(tg26)	
  mutation,	
  yak-­‐18	
  mutant	
  animals	
  were	
  shorter	
  79	
  

than	
  wild	
  type	
  animals,	
  had	
  slow	
  locomotion,	
  and	
  were	
  egg-­‐laying	
  defective	
  (Fig	
  S1B).	
  	
  80	
  

We	
  mapped	
  yak18	
  to	
  the	
  left	
  arm	
  of	
  Chromosome	
  III	
  and	
  cloned	
  it	
  by	
  whole	
  genome	
  sequencing	
  and	
  a	
  81	
  

complementation	
  test	
  with	
  the	
  deletion	
  allele	
  grk-­‐2(gk268)	
  (Methods).	
  yak18	
  is	
  a	
  G	
  to	
  A	
  transition	
  82	
  

mutation	
  in	
  the	
  W02B3.2	
  (grk-­‐2)	
  ORF	
  that	
  leads	
  to	
  the	
  missense	
  mutation	
  G379E	
  in	
  the	
  kinase	
  domain	
  of	
  83	
  

GRK-­‐2.	
  GRK-­‐2	
  is	
  a	
  serine/threonine	
  protein	
  kinase	
  orthologous	
  to	
  the	
  human	
  GPCR	
  kinases	
  GRK2	
  and	
  GRK3	
  84	
  

[45].	
  The	
  deletion	
  allele	
  grk-­‐2(gk268)	
  suppresses	
  activated	
  Gq	
  (Fig	
  1A	
  and	
  B)	
  and	
  causes	
  identical	
  defects	
  in	
  85	
  

locomotion,	
  egg-­‐laying,	
  and	
  body-­‐size	
  as	
  grk-­‐2(yak18)	
  (Fig	
  1C,	
  S1C	
  and	
  S1D).	
  We	
  noticed	
  that	
  grk-­‐2	
  mutant	
  86	
  

animals	
  were	
  defective	
  not	
  only	
  in	
  crawling	
  but	
  also	
  in	
  swimming	
  (Fig	
  S2),	
  a	
  locomotion	
  behavior	
  that	
  has	
  87	
  

distinct	
  kinematics	
  to	
  crawling	
  [48].	
  Also,	
  grk-­‐2	
  mutants	
  restricted	
  their	
  movements	
  to	
  a	
  limited	
  region	
  of	
  a	
  88	
  

bacterial	
  lawn,	
  whereas	
  wild-­‐type	
  animals	
  explored	
  the	
  entire	
  lawn	
  (Fig	
  S1E).	
  	
  89	
  

Our	
  data	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  regulates	
  locomotion	
  and	
  is	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  Gq	
  signaling.	
  The	
  90	
  

standard	
  model	
  of	
  GRK	
  action	
  is	
  that	
  GPCR	
  phosphorylation	
  by	
  GRK	
  triggers	
  GPCR	
  binding	
  to	
  the	
  inhibitory	
  91	
  

protein	
  arrestin.	
  Arrestin	
  binding	
  to	
  the	
  GPCR	
  blocks	
  GPCR	
  signaling	
  and	
  mediates	
  receptor	
  internalization	
  92	
  

[49].	
  We	
  tested	
  whether	
  loss	
  of	
  arrestin	
  causes	
  defects	
  similar	
  to	
  loss	
  of	
  grk-­‐2	
  by	
  using	
  a	
  deletion	
  allele	
  in	
  93	
  

arr-­‐1,	
  the	
  only	
  C.	
  elegans	
  arrestin	
  homolog.	
  We	
  found	
  that	
  arr-­‐1(ok401)	
  mutant	
  animals	
  do	
  not	
  have	
  slow	
  94	
  

locomotion	
  (Fig	
  S3),	
  suggesting	
  that	
  C.	
  elegans	
  arrestin	
  does	
  not	
  regulate	
  locomotion.	
  We	
  were	
  unable	
  to	
  95	
  

create	
  a	
  double	
  mutant	
  between	
  arr-­‐1	
  and	
  egl-­‐30(tg26),	
  suggesting	
  that	
  this	
  double	
  mutant	
  is	
  synthetic	
  96	
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   7	
  

lethal.	
  These	
  differences	
  between	
  grk-­‐2	
  and	
  arr-­‐1	
  mutants	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  regulation	
  of	
  locomotion	
  97	
  

and	
  Gq	
  signaling	
  is	
  independent	
  of	
  arrestin.	
  98	
  

In	
  addition	
  to	
  phosphorylation	
  of	
  GPCRs,	
  mammalian	
  GRK2	
  can	
  also	
  regulate	
  signaling	
  in	
  a	
  99	
  

phosphorylation-­‐independent	
  manner	
  [50,51].	
  Thus,	
  we	
  tested	
  whether	
  the	
  kinase	
  activity	
  of	
  GRK-­‐2	
  is	
  100	
  

required	
  for	
  proper	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling	
  by	
  assaying	
  whether	
  a	
  kinase-­‐dead	
  GRK-­‐2[K220R]	
  mutant	
  101	
  

[52,53]	
  is	
  capable	
  of	
  rescuing	
  the	
  grk-­‐2(gk268)	
  and	
  egl-­‐30(tg26)	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants.	
  Wild	
  type	
  GRK-­‐2	
  102	
  

restored	
  the	
  locomotion	
  defect	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  (Fig	
  1C)	
  but	
  the	
  kinase	
  dead	
  GRK-­‐2[K220R]	
  did	
  not	
  103	
  

rescue	
  either	
  the	
  locomotion	
  defect	
  or	
  the	
  suppression	
  of	
  activated	
  Gq	
  (Fig	
  1C	
  and	
  D).	
  We	
  conclude	
  that	
  104	
  

GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  kinase	
  to	
  regulate	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling.	
  105	
  

	
  106	
  

GPCR-­‐phosphorylation	
  and	
  membrane	
  association	
  domains	
  of	
  GRK-­‐2	
  are	
  required	
  for	
  its	
  function	
  in	
  107	
  

locomotion	
  108	
  

To	
  examine	
  whether	
  GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  to	
  control	
  locomotion,	
  we	
  took	
  a	
  structure-­‐function	
  109	
  

approach	
  (Fig	
  2A).	
  We	
  took	
  advantage	
  of	
  previously-­‐described	
  mutations	
  that	
  disrupt	
  specific	
  activities	
  of	
  110	
  

GRK-­‐2,	
  but	
  do	
  not	
  disrupt	
  GRK-­‐2	
  protein	
  expression	
  or	
  stability	
  [53].	
  Although	
  GRKs	
  act	
  as	
  kinases	
  for	
  111	
  

activated	
  GPCRs,	
  mammalian	
  GRKs	
  have	
  been	
  shown	
  to	
  interact	
  with	
  and	
  phosphorylate	
  other	
  molecules	
  112	
  

as	
  well	
  [50,51].	
  Therefore	
  although	
  the	
  kinase	
  activity	
  of	
  GRK-­‐2	
  is	
  required	
  for	
  locomotion,	
  it	
  is	
  possible	
  113	
  

that	
  GRK-­‐2	
  is	
  required	
  for	
  phosphorylation	
  of	
  other	
  proteins	
  and	
  not	
  GPCRs.	
  To	
  examine	
  whether	
  114	
  

phosphorylation	
  of	
  GPCRs	
  is	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  GRK-­‐2	
  with	
  115	
  

mutations	
  (D3K,	
  L4K,	
  V7A/L8A,	
  and	
  D10A)	
  that	
  have	
  been	
  shown	
  to	
  reduce	
  mammalian	
  GRK2	
  116	
  

phosphorylation	
  of	
  GPCRs,	
  but	
  that	
  do	
  not	
  affect	
  phosphorylation	
  of	
  other	
  targets	
  [54].	
  These	
  N-­‐terminal	
  117	
  

residues	
  of	
  mammalian	
  GRKs	
  form	
  an	
  amphipathic	
  α-­‐helix	
  that	
  contributes	
  specifically	
  to	
  GPCR	
  118	
  

phosphorylation	
  [55–59].	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  expressing	
  any	
  of	
  these	
  mutant	
  GRK-­‐2	
  constructs	
  had	
  slow	
  119	
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locomotion	
  like	
  grk-­‐2(gk268)	
  (Fig	
  2B	
  and	
  C),	
  indicating	
  that	
  GPCR	
  phosphorylation	
  is	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  120	
  

function	
  in	
  locomotion	
  in	
  vivo.	
  121	
  

In	
  mammalian	
  GRKs,	
  interaction	
  of	
  the	
  N-­‐terminal	
  region	
  with	
  the	
  kinase	
  domain	
  (Fig	
  2A)	
  stabilizes	
  a	
  122	
  

closed	
  and	
  more	
  active	
  conformation	
  of	
  the	
  enzyme,	
  important	
  for	
  phosphorylation	
  of	
  GPCRs	
  and	
  other	
  123	
  

substrates	
  [55–57].	
  Specifically,	
  mutation	
  of	
  mammalian	
  GRK1	
  Arg191	
  disrupted	
  phosphorylation	
  of	
  target	
  124	
  

substrates	
  in	
  addition	
  to	
  GPCRs,	
  suggesting	
  that	
  this	
  residue	
  is	
  critical	
  for	
  conformational	
  changes	
  125	
  

important	
  for	
  GRK	
  function	
  as	
  a	
  kinase	
  [56].	
  To	
  determine	
  whether	
  the	
  analogous	
  residue	
  in	
  GRK-­‐2	
  is	
  126	
  

required	
  for	
  its	
  function	
  in	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  GRK-­‐2[R195A]	
  in	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants.	
  GRK-­‐127	
  

2[R195A]	
  was	
  not	
  able	
  to	
  rescue	
  the	
  grk-­‐2(gk268)	
  locomotion	
  phenotype	
  (Fig	
  2D),	
  further	
  supporting	
  the	
  128	
  

model	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  to	
  regulate	
  locomotion.	
  129	
  

The	
  RH	
  (Regulator	
  of	
  G	
  protein	
  Signaling	
  Homology)	
  domain	
  of	
  mammalian	
  GRK2	
  (Fig	
  2A)	
  does	
  not	
  act	
  130	
  

in	
  its	
  classical	
  role	
  as	
  an	
  accelerator	
  of	
  the	
  intrinsic	
  GTPase	
  activity	
  of	
  the	
  Gq	
  subunit,	
  but	
  instead	
  interacts	
  131	
  

with	
  Gq	
  and	
  participates	
  in	
  the	
  uncoupling	
  of	
  GPCRs	
  linked	
  to	
  Gq	
  via	
  a	
  phosphorylation-­‐independent	
  132	
  

mechanism	
  [51,59].	
  To	
  examine	
  whether	
  the	
  Gq-­‐binding	
  residues	
  of	
  the	
  RH	
  domain	
  are	
  needed	
  for	
  GRK-­‐2	
  133	
  

function	
  in	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  GRK-­‐2[R106A],	
  [Y109I],	
  and	
  [D110A]	
  that	
  correspond	
  to	
  mutations	
  134	
  

previously	
  shown	
  to	
  disrupt	
  mammalian	
  GRK2	
  binding	
  to	
  Gq/11	
  [60].	
  All	
  three	
  mutant	
  GRK-­‐2	
  constructs	
  135	
  

were	
  able	
  to	
  fully	
  rescue	
  the	
  slow	
  locomotion	
  defect	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  (Fig	
  2E).	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  136	
  

GRK-­‐2	
  binding	
  to	
  Gq	
  (EGL-­‐30)	
  and	
  phosphorylation-­‐independent	
  desensitization	
  of	
  GPCR	
  signaling	
  are	
  not	
  137	
  

required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  locomotion.	
  	
  138	
  

The	
  pleckstrin	
  homology	
  (PH)	
  domain	
  of	
  mammalian	
  GRK2	
  (Fig	
  2A)	
  mediates	
  interactions	
  of	
  GRK2	
  with	
  139	
  

membrane	
  phospholipids	
  and	
  Gβγ subunits	
  [51,61–63].	
  To	
  examine	
  whether	
  phospholipid	
  binding	
  or	
  140	
  

binding	
  to	
  Gβγ	
  by	
  the	
  PH	
  domain	
  is	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  GRK-­‐2[K567E]	
  141	
  

that	
  disrupts	
  phospholipid	
  binding	
  [64]	
  and	
  GRK-­‐2[R587Q]	
  that	
  disrupts	
  binding	
  to	
  Gβγ	
  [64].	
  Neither	
  of	
  142	
  

these	
  GRK-­‐2	
  mutants	
  rescued	
  the	
  locomotion	
  defect	
  of	
  the	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  (Fig	
  2F),	
  suggesting	
  that	
  143	
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both	
  phospholipid	
  and	
  Gβγ	
  binding	
  through	
  the	
  PH	
  domain	
  of	
  GRK-­‐2	
  are	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  144	
  

locomotion.	
  	
  145	
  

	
  146	
  

GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  control	
  locomotion	
  	
  147	
  

The	
  locomotion	
  phenotype	
  of	
  grk-­‐2	
  mutants	
  suggests	
  that	
  it	
  acts	
  in	
  neurons.	
  To	
  determine	
  where	
  GRK-­‐148	
  

2	
  acts	
  to	
  control	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  the	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  the	
  control	
  of	
  neuronal-­‐specific	
  149	
  

promoters.	
  Expression	
  of	
  grk-­‐2	
  under	
  the	
  pan-­‐neuronal	
  (Prab-­‐3)	
  or	
  acetylcholine	
  (Punc-­‐17)	
  neuron	
  150	
  

promoters	
  fully	
  rescued	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  locomotion	
  (Fig	
  3A).	
  Expression	
  in	
  ventral	
  cord	
  acetylcholine	
  151	
  

motor	
  neurons	
  (Pacr-­‐2)	
  did	
  not	
  rescue	
  the	
  locomotion	
  phenotype,	
  but	
  expression	
  driven	
  by	
  an	
  unc-­‐17	
  152	
  

promoter	
  derivative	
  that	
  is	
  expressed	
  mainly	
  in	
  the	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  (Punc-­‐17H	
  [65])	
  rescued	
  153	
  

the	
  locomotion	
  phenotype	
  (Fig	
  3A).	
  Expression	
  of	
  grk-­‐2	
  in	
  the	
  premotor	
  command	
  interneurons	
  that	
  154	
  

express	
  the	
  glutamate	
  receptor	
  glr-­‐1	
  (Pglr-­‐1)	
  did	
  not	
  restore	
  grk-­‐2	
  locomotion	
  (Fig	
  3A).	
  Finally,	
  to	
  exclude	
  155	
  

the	
  possibility	
  that	
  the	
  described	
  role	
  of	
  GRK-­‐2	
  in	
  chemosensation	
  [45]	
  contributes	
  to	
  the	
  slow	
  locomotion	
  156	
  

phenotype	
  of	
  grk-­‐2	
  mutants,	
  we	
  expressed	
  grk-­‐2	
  under	
  ciliated	
  sensory	
  neuron	
  promoters	
  (Pxbx-­‐1	
  and	
  157	
  

Posm-­‐6).	
  Expression	
  of	
  grk-­‐2	
  in	
  ciliated	
  sensory	
  neurons	
  did	
  not	
  rescue	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2	
  158	
  

mutants	
  (Fig	
  3A).	
  We	
  conclude	
  that	
  grk-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  locomotion.	
  159	
  

To	
  determine	
  if	
  grk-­‐2	
  also	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  Gq	
  signaling,	
  we	
  expressed	
  160	
  

grk-­‐2	
  cDNA	
  in	
  the	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  of	
  egl-­‐30(tg26)	
  grk-­‐2	
  double	
  mutants.	
  Expression	
  in	
  head	
  161	
  

acetylcholine	
  neurons	
  rescues	
  the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  162	
  

of	
  activated	
  Gq	
  (Fig	
  3B	
  and	
  C).	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  grk-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  163	
  

positively	
  regulate	
  Gq	
  signaling.	
  164	
  

GRK-­‐2	
  is	
  broadly	
  expressed	
  in	
  body	
  and	
  head	
  neurons	
  [45].	
  To	
  determine	
  if	
  grk-­‐2	
  is	
  expressed	
  in	
  head	
  165	
  

acetylcholine	
  neurons,	
  we	
  coexpressed	
  tagRFP	
  fused	
  to	
  GRK-­‐2	
  under	
  the	
  grk-­‐2	
  promoter	
  (grk-­‐2::tagRFP)	
  166	
  

and	
  GFP	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H::GFP).	
  We	
  observed	
  that	
  grk-­‐2::tagRFP	
  is	
  167	
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expressed	
  broadly	
  in	
  head	
  neurons	
  and	
  colocalizes	
  with	
  GFP	
  in	
  at	
  least	
  eight	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  168	
  

(Fig	
  3D).	
  We	
  conclude	
  that	
  GRK-­‐2	
  is	
  expressed	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  locomotion	
  and	
  169	
  

Gq	
  signaling.	
  	
  170	
  

	
  171	
  

GRK-­‐2	
  acts	
  upstream	
  of	
  Go	
  to	
  regulate	
  locomotion	
  	
  172	
  

We	
  have	
  shown	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  to	
  regulate	
  locomotion.	
  If	
  GRK-­‐2	
  were	
  a	
  kinase	
  for	
  a	
  173	
  

GPCR	
  coupled	
  to	
  Gq	
  (EGL-­‐30	
  in	
  C.	
  elegans)	
  then	
  we	
  would	
  expect	
  GRK-­‐2	
  to	
  negatively	
  regulate	
  Gq,	
  which	
  174	
  

does	
  not	
  agree	
  with	
  our	
  data.	
  Alternatively,	
  GRK-­‐2	
  could	
  be	
  a	
  kinase	
  for	
  a	
  GPCR	
  coupled	
  to	
  Go	
  (GOA-­‐1	
  in	
  C.	
  175	
  

elegans).	
  The	
  C.	
  elegans	
  Gq	
  and	
  Go	
  pathways	
  act	
  in	
  opposite	
  ways	
  to	
  regulate	
  locomotion	
  by	
  controlling	
  176	
  

acetylcholine	
  release	
  [66].	
  EGL-­‐30	
  is	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  acetylcholine	
  release	
  whereas	
  GOA-­‐1	
  negatively	
  177	
  

regulates	
  the	
  EGL-­‐30	
  pathway	
  through	
  activation	
  of	
  the	
  RGS	
  protein	
  EAT-­‐16	
  and	
  the	
  diacylglycerol	
  kinase	
  178	
  

DGK-­‐1.	
  egl-­‐30	
  loss-­‐of-­‐function	
  mutants	
  are	
  immobile	
  whereas	
  egl-­‐30	
  gain-­‐of-­‐function	
  mutants	
  are	
  179	
  

hyperactive	
  and	
  have	
  exaggerated	
  body	
  bends	
  [67,68].	
  goa-­‐1	
  mutants	
  have	
  locomotion	
  phenotypes	
  180	
  

opposite	
  those	
  of	
  egl-­‐30.	
  Specifically,	
  goa-­‐1	
  loss-­‐of	
  function	
  mutants	
  are	
  hyperactive	
  and	
  have	
  181	
  

exaggerated	
  body	
  bends	
  [69,70].	
  Similar	
  to	
  goa-­‐1	
  loss-­‐of-­‐function	
  mutants,	
  eat-­‐16	
  and	
  dgk-­‐1	
  loss-­‐of-­‐182	
  

function	
  mutants	
  are	
  also	
  hyperactive	
  [71,72].	
  To	
  test	
  whether	
  GRK-­‐2	
  acts	
  on	
  a	
  Go-­‐coupled	
  GPCR,	
  we	
  183	
  

examined	
  whether	
  grk-­‐2	
  mutations	
  suppress	
  the	
  hyperactive	
  phenotype	
  of	
  goa-­‐1	
  mutants.	
  The	
  grk-­‐2	
  goa-­‐184	
  

1	
  double	
  mutant	
  is	
  hyperactive	
  like	
  the	
  goa-­‐1	
  single	
  mutant	
  (Fig	
  S4A),	
  indicating	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  upstream	
  185	
  

of	
  goa-­‐1.	
  This	
  result	
  suggests	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  on	
  GPCR(s)	
  coupled	
  to	
  Go.	
  186	
  

To	
  further	
  dissect	
  the	
  GRK-­‐2	
  pathway,	
  we	
  examined	
  whether	
  grk-­‐2	
  mutations	
  suppress	
  the	
  hyperactive	
  187	
  

phenotypes	
  of	
  eat-­‐16	
  and	
  dgk-­‐1	
  mutants.	
  The	
  grk-­‐2	
  eat-­‐16	
  double	
  mutant	
  is	
  hyperactive	
  like	
  the	
  eat-­‐16	
  188	
  

single	
  mutant	
  (Fig	
  S4A),	
  indicating	
  that	
  eat-­‐16,	
  like	
  goa-­‐1,	
  acts	
  downstream	
  of	
  GRK-­‐2.	
  By	
  contrast,	
  the	
  grk-­‐189	
  

2	
  dgk-­‐1	
  double	
  mutant	
  is	
  similar	
  to	
  grk-­‐2	
  (Fig	
  S4B).	
  Expression	
  of	
  the	
  kinase	
  dead	
  GRK-­‐2[K220R]	
  in	
  grk-­‐2	
  190	
  

dgk-­‐1	
  mutants	
  does	
  not	
  restore	
  dgk-­‐1	
  hyperactive	
  locomotion	
  (Fig	
  S4C),	
  indicating	
  that	
  this	
  GRK-­‐2	
  function	
  191	
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requires	
  its	
  kinase	
  activity,	
  like	
  its	
  roles	
  in	
  regulating	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling.	
  In	
  addition,	
  expression	
  of	
  192	
  

GRK-­‐2	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  in	
  grk-­‐2	
  dgk-­‐1	
  mutants	
  restores	
  dgk-­‐1	
  hyperactive	
  193	
  

locomotion	
  (Fig	
  S4D),	
  consistent	
  with	
  our	
  data	
  showing	
  that	
  GRK-­‐2	
  functions	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  194	
  

to	
  control	
  locomotion.	
  The	
  strong	
  suppression	
  of	
  dgk-­‐1	
  hyperactivity	
  by	
  a	
  grk-­‐2	
  mutation	
  suggests	
  that	
  195	
  

GRK-­‐2	
  affects	
  a	
  process	
  that	
  is	
  downstream	
  of	
  DGK-­‐1	
  action	
  or	
  in	
  parallel	
  to	
  it.	
  196	
  

	
  197	
  

GRK-­‐2	
  regulates	
  the	
  DOP-­‐3	
  dopamine	
  receptor	
  198	
  

A	
  potential	
  GPCR	
  target	
  for	
  GRK-­‐2	
  is	
  the	
  Go-­‐coupled	
  D2-­‐like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3.	
  In	
  C.	
  elegans,	
  199	
  

dopamine	
  is	
  required	
  for	
  the	
  “basal	
  slowing	
  response”,	
  a	
  behavior	
  in	
  which	
  wild	
  type	
  animals	
  slow	
  down	
  200	
  

when	
  on	
  a	
  bacterial	
  lawn	
  [73].	
  This	
  behavior	
  is	
  mediated	
  by	
  mechanosensory	
  activation	
  of	
  the	
  dopamine	
  201	
  

neurons.	
  cat-­‐2	
  mutants	
  that	
  are	
  deficient	
  in	
  dopamine	
  biosynthesis	
  [74]	
  or	
  dop-­‐3	
  mutants	
  that	
  lack	
  the	
  D2-­‐202	
  

like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3,	
  are	
  defective	
  in	
  basal	
  slowing	
  [73,75].	
  DOP-­‐3	
  has	
  been	
  proposed	
  to	
  act	
  203	
  

through	
  Go	
  in	
  ventral	
  cord	
  acetylcholine	
  motor	
  neurons	
  to	
  decrease	
  acetylcholine	
  release	
  and	
  promote	
  the	
  204	
  

basal	
  slowing	
  response	
  [75].	
  	
  205	
  

If	
  grk-­‐2	
  acts	
  in	
  the	
  dopamine	
  pathway	
  to	
  mediate	
  proper	
  locomotion,	
  possibly	
  by	
  phosphorylating	
  and	
  206	
  

inactivating	
  DOP-­‐3,	
  then	
  mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  should	
  suppress	
  the	
  grk-­‐2	
  locomotion	
  phenotype.	
  207	
  

The	
  grk-­‐2	
  mutant	
  slow	
  locomotion	
  phenotype	
  was	
  fully	
  suppressed	
  by	
  a	
  dop-­‐3	
  mutation	
  and	
  partially	
  208	
  

suppressed	
  by	
  a	
  cat-­‐2	
  mutation	
  (Fig	
  4A).	
  A	
  dop-­‐3	
  mutation	
  also	
  suppressed	
  the	
  swimming	
  defect	
  of	
  grk-­‐2	
  209	
  

mutants	
  (Fig	
  S2).	
  In	
  addition,	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  mutations	
  suppressed	
  the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  deep	
  210	
  

body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  activated	
  Gq	
  –	
  that	
  is,	
  the	
  triple	
  mutants	
  resemble	
  the	
  activated	
  211	
  

Gq	
  single	
  mutant	
  (Fig	
  4B-­‐E).	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  the	
  dopamine	
  pathway	
  for	
  locomotion	
  212	
  

and	
  Gq	
  signaling,	
  by	
  negatively	
  regulating	
  the	
  D2-­‐like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3.	
  213	
  

We	
  have	
  shown	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  locomotion.	
  To	
  test	
  if	
  DOP-­‐3	
  214	
  

acts	
  in	
  the	
  same	
  neurons	
  as	
  GRK-­‐2	
  to	
  regulate	
  GRK-­‐2-­‐dependent	
  locomotion,	
  we	
  expressed	
  the	
  dop-­‐3	
  215	
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cDNA	
  under	
  a	
  pan-­‐neuronal	
  promoter	
  (Prab-­‐3),	
  an	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17),	
  a	
  head	
  216	
  

acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H)	
  and	
  an	
  acetylcholine	
  motor	
  neuron	
  promoter	
  (Pacr-­‐2)	
  in	
  the	
  217	
  

grk-­‐2	
  dop-­‐3	
  double	
  mutant.	
  Expression	
  driven	
  by	
  the	
  pan-­‐neuronal,	
  acetylcholine	
  neuron,	
  and	
  head	
  218	
  

acetylcholine	
  neuron	
  promoters	
  rescued	
  the	
  dop-­‐3	
  suppression	
  of	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  219	
  

mutant	
  animals	
  (Fig	
  S5A).	
  We	
  conclude	
  that	
  dop-­‐3,	
  like	
  grk-­‐2,	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  220	
  

mediate	
  the	
  effects	
  of	
  GRK-­‐2	
  on	
  locomotion,	
  consistent	
  with	
  the	
  model	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  directly	
  on	
  DOP-­‐3.	
  	
  221	
  

We	
  observed	
  that	
  grk-­‐2	
  dop-­‐3	
  and	
  grk-­‐2	
  cat-­‐2	
  double	
  mutant	
  animals	
  still	
  retain	
  some	
  of	
  the	
  222	
  

characteristic	
  grk-­‐2	
  phenotypes:	
  the	
  animals	
  have	
  shorter	
  bodies	
  and	
  are	
  egg-­‐laying	
  defective.	
  In	
  addition,	
  223	
  

grk-­‐2	
  mutants	
  do	
  not	
  fully	
  explore	
  a	
  bacterial	
  lawn	
  and	
  this	
  behavior	
  remains	
  in	
  the	
  grk-­‐2	
  dop-­‐3	
  double	
  224	
  

mutant	
  (Fig	
  S1E).	
  We	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  has	
  additional	
  neuronal	
  functions	
  that	
  do	
  not	
  depend	
  on	
  dop-­‐3.	
  	
  225	
  

The	
  D1-­‐like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐1	
  has	
  been	
  shown	
  to	
  act	
  antagonistically	
  to	
  DOP-­‐3	
  to	
  regulate	
  the	
  226	
  

basal	
  slowing	
  response:	
  dop-­‐1	
  mutations	
  suppress	
  the	
  dop-­‐3	
  basal	
  slowing	
  phenotype	
  [75].	
  By	
  contrast,	
  we	
  227	
  

found	
  that	
  DOP-­‐1	
  is	
  not	
  involved	
  in	
  the	
  GRK-­‐2	
  and	
  DOP-­‐3	
  pathway	
  in	
  locomotion	
  because	
  dop-­‐1	
  mutations	
  228	
  

do	
  not	
  affect	
  the	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2	
  dop-­‐3	
  double	
  mutants	
  (Fig	
  S5B).	
  Thus,	
  the	
  role	
  of	
  DOP-­‐3	
  in	
  GRK-­‐2-­‐229	
  

regulated	
  locomotion	
  is	
  independent	
  of	
  its	
  role	
  in	
  the	
  basal	
  slowing	
  response.	
  	
  230	
  

Exposure	
  of	
  C.	
  elegans	
  to	
  exogenous	
  dopamine	
  causes	
  paralysis	
  in	
  a	
  manner	
  highly	
  dependent	
  on	
  dop-­‐231	
  

3	
  as	
  dop-­‐3	
  mutants	
  are	
  significantly	
  resistant	
  to	
  the	
  paralytic	
  effects	
  of	
  exogenous	
  dopamine	
  [75].	
  If	
  GRK-­‐2	
  232	
  

negatively	
  regulates	
  DOP-­‐3,	
  then	
  grk-­‐2	
  mutants	
  might	
  be	
  hypersensitive	
  to	
  dopamine	
  due	
  to	
  increased	
  233	
  

DOP-­‐3	
  activity.	
  Indeed,	
  we	
  found	
  that	
  grk-­‐2	
  mutants	
  are	
  hypersensitive	
  to	
  dopamine	
  and	
  this	
  234	
  

hypersensitivity	
  depends	
  on	
  dop-­‐3	
  (Fig	
  4F).	
  	
  235	
  

	
  236	
  

GRK-­‐2	
  is	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity	
  237	
  

In	
  addition	
  to	
  the	
  canonical	
  Gq	
  pathway,	
  our	
  screen	
  for	
  suppressors	
  of	
  activated	
  Gq	
  also	
  identified	
  the	
  238	
  

Trio	
  RhoGEF	
  (UNC-­‐73	
  in	
  C.	
  elegans)	
  as	
  a	
  new	
  direct	
  Gq	
  effector	
  [8].	
  Recently,	
  we	
  identified	
  the	
  cation	
  239	
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channel	
  NCA-­‐1	
  as	
  a	
  downstream	
  target	
  of	
  this	
  Gq-­‐Rho	
  pathway	
  [12].	
  To	
  examine	
  whether	
  grk-­‐2	
  acts	
  in	
  the	
  240	
  

Rho-­‐NCA	
  pathway,	
  we	
  built	
  double	
  mutants	
  of	
  grk-­‐2	
  with	
  an	
  activated	
  Rho	
  mutant	
  (G14V),	
  referred	
  to	
  241	
  

here	
  as	
  Rho*,	
  expressed	
  in	
  acetylcholine	
  neurons.	
  Rho*	
  has	
  an	
  exaggerated	
  waveform	
  and	
  slow	
  242	
  

locomotion	
  (Fig	
  S6A	
  and	
  B).	
  grk-­‐2	
  mutants	
  partially	
  suppress	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  and	
  slow	
  locomotion	
  of	
  243	
  

Rho*,	
  suggesting	
  that	
  grk-­‐2	
  acts	
  downstream	
  of	
  or	
  in	
  parallel	
  to	
  Rho	
  (Fig	
  S6A	
  and	
  B).	
  We	
  also	
  built	
  double	
  244	
  

mutants	
  of	
  grk-­‐2	
  and	
  a	
  dominant	
  activating	
  mutation	
  in	
  the	
  NCA-­‐1	
  channel	
  gene,	
  nca-­‐1(ox352),	
  referred	
  to	
  245	
  

here	
  as	
  Nca*	
  [24].	
  Like	
  Rho*,	
  Nca*	
  mutants	
  have	
  an	
  exaggerated	
  waveform	
  and	
  slow	
  locomotion,	
  but	
  grk-­‐246	
  

2	
  mutants	
  do	
  not	
  suppress	
  either	
  of	
  these	
  phenotypes	
  (Fig	
  S6C	
  and	
  D).	
  	
  	
  247	
  

C.	
  elegans	
  has	
  two	
  proteins	
  that	
  encode	
  pore-­‐forming	
  subunits	
  of	
  NCA	
  channels,	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2.	
  248	
  

Mutations	
  that	
  disrupt	
  both	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity	
  cause	
  a	
  characteristic	
  “fainter”	
  phenotype	
  249	
  

in	
  which	
  worms	
  suddenly	
  arrest	
  their	
  locomotion	
  [35].	
  Our	
  genetic	
  experiments	
  indicate	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  250	
  

the	
  Rho-­‐NCA	
  pathway,	
  but	
  grk-­‐2	
  mutants	
  are	
  not	
  fainters.	
  Given	
  that	
  grk-­‐2	
  partially	
  suppresses	
  Rho*,	
  we	
  251	
  

hypothesized	
  that	
  GRK-­‐2	
  is	
  not	
  absolutely	
  required	
  in	
  the	
  Rho-­‐NCA	
  pathway,	
  but	
  provides	
  modulatory	
  252	
  

input.	
  To	
  test	
  this	
  hypothesis	
  we	
  built	
  double	
  mutants	
  between	
  grk-­‐2	
  and	
  nlf-­‐1,	
  which	
  is	
  partially	
  required	
  253	
  

for	
  localization	
  of	
  the	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channels	
  and	
  has	
  a	
  weak	
  fainter	
  mutant	
  phenotype	
  [12,76].	
  A	
  grk-­‐254	
  

2	
  mutation	
  strongly	
  enhanced	
  the	
  weak	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  an	
  nlf-­‐1	
  mutant	
  so	
  that	
  the	
  double	
  mutants	
  255	
  

resembled	
  the	
  stronger	
  fainter	
  mutants	
  that	
  completely	
  abolish	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity	
  (Fig	
  5A	
  256	
  

and	
  B).	
  Moreover,	
  double	
  mutants	
  between	
  grk-­‐2	
  and	
  the	
  RhoGEF	
  Trio	
  unc-­‐73	
  were	
  also	
  strong	
  fainters,	
  257	
  

supporting	
  the	
  hypothesis	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  the	
  Rho-­‐NCA	
  pathway	
  (Fig	
  5C).	
  By	
  contrast,	
  double	
  mutants	
  258	
  

between	
  grk-­‐2	
  and	
  the	
  PLC	
  egl-­‐8	
  do	
  not	
  have	
  a	
  fainter	
  phenotype	
  (Fig	
  5C).	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐259	
  

2	
  is	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  260	
  

If	
  GRK-­‐2	
  regulates	
  the	
  NCA	
  channels	
  by	
  acting	
  as	
  a	
  negative	
  regulator	
  of	
  Go	
  then	
  we	
  would	
  expect	
  that	
  261	
  

mutations	
  in	
  other	
  proteins	
  that	
  act	
  as	
  negative	
  regulators	
  of	
  Go	
  would	
  enhance	
  the	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  262	
  

nlf-­‐1	
  mutants.	
  Indeed,	
  a	
  mutant	
  in	
  EGL-­‐10,	
  the	
  Go	
  RGS	
  that	
  negatively	
  regulates	
  Go	
  [77],	
  strongly	
  enhances	
  263	
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the	
  nlf-­‐1	
  fainter	
  phenotype	
  (Fig	
  5D).	
  As	
  controls,	
  mutations	
  in	
  genes	
  involved	
  in	
  dense-­‐core	
  vesicle	
  264	
  

biogenesis	
  (eipr-­‐1	
  and	
  cccp-­‐1)	
  that	
  cause	
  locomotion	
  defects	
  comparable	
  to	
  grk-­‐2	
  or	
  egl-­‐10	
  [47,65]	
  did	
  not	
  265	
  

enhance	
  the	
  nlf-­‐1	
  fainter	
  phenotype,	
  indicating	
  that	
  these	
  are	
  specific	
  interactions	
  of	
  grk-­‐2	
  and	
  egl-­‐10	
  with	
  266	
  

nlf-­‐1.	
  	
  267	
  

Because	
  grk-­‐2	
  and	
  nlf-­‐1	
  act	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  mediate	
  locomotion	
  [12],	
  we	
  predicted	
  268	
  

that	
  expression	
  of	
  an	
  activated	
  GOA-­‐1	
  mutant	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  would	
  269	
  

enhance	
  the	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  nlf-­‐1	
  mutants.	
  Indeed,	
  we	
  found	
  that	
  expression	
  of	
  the	
  activated	
  Go	
  270	
  

mutant	
  GOA-­‐1[Q205L]	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  makes	
  the	
  animals	
  slow	
  (Fig	
  5E)	
  and	
  significantly	
  271	
  

enhances	
  the	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  nlf-­‐1	
  mutants	
  (Fig	
  5F).	
  These	
  results	
  support	
  the	
  model	
  that	
  GRK-­‐2	
  272	
  

negatively	
  regulates	
  Go	
  and	
  that	
  Go	
  negatively	
  regulates	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  273	
  

	
  	
  274	
  

Dopamine	
  acts	
  through	
  DOP-­‐3	
  to	
  negatively	
  regulate	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity	
  	
  275	
  

Our	
  results	
  show	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  locomotion	
  by	
  negatively	
  regulating	
  DOP-­‐3,	
  and	
  that	
  GRK-­‐2	
  is	
  a	
  276	
  

positive	
  regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  activity.	
  These	
  data	
  predict	
  that	
  DOP-­‐3	
  would	
  be	
  a	
  negative	
  277	
  

regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  Consistent	
  with	
  this	
  model,	
  mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  278	
  

almost	
  fully	
  suppress	
  the	
  nlf-­‐1	
  fainter	
  phenotype	
  during	
  forward	
  movement	
  (Fig	
  6A	
  and	
  B).	
  Moreover,	
  dop-­‐279	
  

3	
  mutants	
  partially	
  suppress	
  the	
  strong	
  grk-­‐2	
  nlf-­‐1	
  fainter	
  phenotype,	
  consistent	
  with	
  the	
  model	
  that	
  DOP-­‐280	
  

3	
  is	
  a	
  GPCR	
  for	
  GRK-­‐2	
  (Fig	
  6C).	
  These	
  results	
  suggest	
  that	
  dopamine,	
  through	
  DOP-­‐3,	
  negatively	
  regulates	
  281	
  

NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  282	
  

Our	
  model	
  suggests	
  that	
  GRK-­‐2	
  and	
  DOP-­‐3	
  play	
  modulatory	
  and	
  not	
  essential	
  roles	
  in	
  the	
  regulation	
  of	
  283	
  

NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  By	
  contrast,	
  UNC-­‐80	
  is	
  necessary	
  for	
  the	
  stability	
  and	
  function	
  of	
  NCA-­‐1	
  284	
  

and	
  NCA-­‐2,	
  so	
  unc-­‐80	
  mutants	
  are	
  strong	
  fainters	
  [36,39].	
  As	
  expected	
  for	
  a	
  modulatory	
  role	
  in	
  regulating	
  285	
  

NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  activity,	
  mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  do	
  not	
  suppress	
  the	
  strong	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  286	
  

unc-­‐80	
  mutants	
  (Fig	
  S7A	
  and	
  S7B).	
  	
  287	
  

.CC-BY-NC 4.0 International licenseunder a
not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made available 

The copyright holder for this preprint (which wasthis version posted December 30, 2016. ; https://doi.org/10.1101/097394doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/097394
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


	
   15	
  

We	
  showed	
  above	
  that	
  grk-­‐2	
  mutants	
  are	
  hypersensitive	
  to	
  the	
  paralytic	
  effects	
  of	
  dopamine.	
  We	
  also	
  288	
  

found	
  that	
  low	
  concentrations	
  of	
  dopamine	
  do	
  not	
  paralyze	
  grk-­‐2	
  mutants	
  and	
  instead	
  cause	
  them	
  to	
  289	
  

faint,	
  and	
  that	
  this	
  effect	
  depends	
  on	
  dop-­‐3	
  (Fig	
  6D).	
  This	
  is	
  consistent	
  with	
  the	
  model	
  that	
  dopamine	
  acts	
  290	
  

through	
  DOP-­‐3	
  to	
  negatively	
  regulate	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2.	
  	
  291	
  

	
   	
  292	
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Discussion	
  293	
  

In	
  this	
  study	
  we	
  identified	
  a	
  pathway	
  that	
  regulates	
  the	
  activity	
  of	
  the	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channels	
  294	
  

through	
  dopamine	
  and	
  Gq	
  signaling	
  (Fig	
  7).	
  We	
  found	
  that	
  dopamine	
  acts	
  through	
  the	
  D2-­‐like	
  receptor	
  295	
  

DOP-­‐3	
  to	
  negatively	
  regulate	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2.	
  Furthermore,	
  we	
  identified	
  the	
  GPCR	
  kinase	
  GRK-­‐2	
  as	
  a	
  296	
  

positive	
  regulator	
  of	
  Gq	
  and	
  negative	
  regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2.	
  Our	
  results	
  suggest	
  that	
  GRK-­‐2	
  297	
  

mediates	
  its	
  regulatory	
  effects	
  by	
  inhibiting	
  DOP-­‐3.	
  	
  298	
  

C.	
  elegans	
  GRK-­‐2	
  was	
  previously	
  shown	
  to	
  act	
  in	
  sensory	
  neurons	
  to	
  regulate	
  chemosensation	
  [45].	
  Our	
  299	
  

data	
  show	
  that	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling.	
  In	
  both	
  300	
  

chemosensation	
  and	
  locomotion,	
  GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  and	
  membrane	
  localization	
  is	
  critical	
  for	
  its	
  301	
  

function	
  [53].	
  Additionally,	
  GRK-­‐2	
  acts	
  independently	
  of	
  arrestin	
  to	
  regulate	
  both	
  these	
  behaviors	
  [45].	
  302	
  

Because	
  cat-­‐2	
  and	
  dop-­‐3	
  mutants	
  are	
  hypersensitive	
  to	
  the	
  aversive	
  odorant	
  octanol	
  [78–80]	
  and	
  grk-­‐2	
  303	
  

mutants	
  are	
  insensitive	
  to	
  octanol	
  [45],	
  GRK-­‐2	
  might	
  act	
  as	
  a	
  GPCR	
  kinase	
  for	
  DOP-­‐3	
  in	
  chemosensory	
  304	
  

neurons	
  as	
  well.	
  	
  	
  305	
  

The	
  D2-­‐type	
  dopamine	
  receptors,	
  like	
  DOP-­‐3,	
  are	
  GPCRs	
  that	
  couple	
  to	
  members	
  of	
  the	
  inhibitory	
  306	
  

Gi/o	
  family.	
  Mammalian	
  GRK2	
  and	
  GRK3	
  (the	
  orthologs	
  of	
  GRK-­‐2)	
  have	
  been	
  connected	
  to	
  the	
  307	
  

desensitization,	
  internalization,	
  and	
  recycling	
  of	
  D2-­‐type	
  dopamine	
  receptors	
  [81–86].	
  Interestingly,	
  it	
  is	
  308	
  

possible	
  that	
  at	
  least	
  some	
  of	
  the	
  effects	
  of	
  GRK2	
  on	
  D2	
  receptor	
  function	
  may	
  be	
  independent	
  of	
  receptor	
  309	
  

phosphorylation	
  [81,85,86],	
  though	
  one	
  caveat	
  of	
  these	
  studies	
  is	
  that	
  they	
  involve	
  GRK2	
  overexpression	
  310	
  

in	
  heterologous	
  cells.	
  In	
  vivo	
  studies	
  of	
  the	
  role	
  of	
  mammalian	
  GRKs	
  in	
  the	
  regulation	
  of	
  dopamine	
  311	
  

receptors	
  have	
  focused	
  on	
  the	
  analysis	
  of	
  behaviors	
  that	
  are	
  induced	
  by	
  psychostimulatory	
  drugs	
  such	
  as	
  312	
  

cocaine	
  that	
  elevate	
  the	
  extracellular	
  concentration	
  of	
  dopamine	
  [82].	
  Mice	
  with	
  a	
  cell-­‐specific	
  knockout	
  of	
  313	
  

GRK2	
  in	
  D2	
  receptor-­‐expressing	
  neurons	
  have	
  altered	
  spontaneous	
  locomotion	
  and	
  sensitivity	
  to	
  cocaine	
  314	
  

[87],	
  though	
  the	
  cellular	
  mechanisms	
  underlying	
  these	
  behavioral	
  effects	
  are	
  not	
  known.	
  Our	
  findings	
  315	
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provide	
  evidence	
  of	
  a	
  direct	
  association	
  between	
  GRK-­‐2	
  and	
  D2-­‐type	
  receptor	
  signaling	
  that	
  regulates	
  316	
  

locomotion	
  in	
  an	
  in	
  vivo	
  system.	
  317	
  

grk-­‐2	
  is	
  a	
  partial	
  suppressor	
  of	
  activated	
  Rho,	
  suggesting	
  that	
  grk-­‐2	
  modulates	
  activity	
  of	
  the	
  Gq-­‐Rho	
  318	
  

signaling	
  pathway	
  which	
  acts	
  in	
  parallel	
  to	
  the	
  canonical	
  Gq	
  pathway	
  [5–8].	
  In	
  C.	
  elegans,	
  Rho	
  acts	
  as	
  a	
  319	
  

presynaptic	
  activator	
  of	
  neurotransmitter	
  release	
  in	
  part	
  through	
  inhibition	
  of	
  diacylglycerol	
  kinase	
  (DGK-­‐320	
  

1)	
  and	
  accumulation	
  of	
  presynaptic	
  DAG	
  [11].	
  Thus,	
  inhibition	
  of	
  Go	
  by	
  GRK-­‐2	
  could	
  promote	
  Gq-­‐Rho	
  321	
  

signaling	
  by	
  two	
  mechanisms:	
  (1)	
  by	
  inhibiting	
  the	
  Gq	
  RGS	
  EAT-­‐16	
  and	
  thus	
  activating	
  Gq	
  itself,	
  and	
  (2)	
  by	
  322	
  

inhibiting	
  DGK-­‐1	
  which	
  acts	
  in	
  parallel	
  to	
  Gq-­‐Rho	
  to	
  regulate	
  DAG	
  levels	
  (Fig	
  7).	
  Interestingly,	
  a	
  grk-­‐2	
  323	
  

mutant	
  is	
  suppressed	
  by	
  mutations	
  in	
  goa-­‐1	
  and	
  eat-­‐16,	
  but	
  not	
  by	
  dgk-­‐1.	
  These	
  findings	
  add	
  to	
  other	
  324	
  

literature	
  showing	
  that	
  goa-­‐1	
  and	
  eat-­‐16	
  have	
  similar	
  interactions	
  with	
  Gq	
  signaling,	
  but	
  that	
  dgk-­‐1	
  is	
  325	
  

distinct	
  [71,88].	
  326	
  

Recently	
  we	
  showed	
  that	
  the	
  Gq-­‐Rho	
  signaling	
  pathway	
  positively	
  regulates	
  NCA-­‐1	
  channel	
  function	
  327	
  

[12].	
  In	
  C.	
  elegans,	
  the	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channels	
  mediate	
  persistent	
  motor	
  circuit	
  activity	
  and	
  sustained	
  328	
  

locomotion	
  [89].	
  The	
  identification	
  of	
  GRK-­‐2	
  as	
  a	
  DOP-­‐3	
  kinase	
  and	
  positive	
  regulator	
  of	
  Gq-­‐Rho	
  signaling	
  329	
  

connect	
  dopamine	
  signaling	
  to	
  regulation	
  of	
  the	
  NCA	
  channels	
  (Fig	
  7).	
  We	
  showed	
  that	
  GRK-­‐2,	
  DOP-­‐3,	
  and	
  330	
  

GOA-­‐1	
  all	
  act	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  locomotion,	
  and	
  the	
  NCA	
  channels	
  have	
  also	
  been	
  331	
  

shown	
  to	
  act	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  [12].	
  Thus,	
  we	
  propose	
  that	
  dopamine	
  signaling	
  through	
  DOP-­‐3	
  332	
  

and	
  Go	
  activation	
  may	
  act	
  cell	
  autonomously	
  to	
  inhibit	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  activity.	
  	
  333	
  

	
   	
  334	
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  335	
  

Strains	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  336	
  

Strains	
  were	
  maintained	
  at	
  room	
  temperature	
  or	
  20°	
  on	
  the	
  OP50	
  strain	
  of	
  E.	
  coli	
  [90].	
  337	
  

The	
  Supplementary	
  Information	
  contains	
  full	
  genotypes	
  of	
  all	
  the	
  strains	
  we	
  used	
  (S1	
  Table;	
  List	
  of	
  strains).	
  338	
  

	
  339	
  

Isolation	
  and	
  identification	
  of	
  the	
  grk-­‐2(yak18)	
  mutation	
  340	
  

The	
  grk-­‐2(yak18)	
  mutant	
  was	
  isolated	
  in	
  an	
  ENU	
  screen	
  as	
  a	
  suppressor	
  of	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  341	
  

and	
  deep	
  body	
  bends	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐30(tg26)	
  [47].	
  We	
  mapped	
  the	
  yak18	
  mutation	
  to	
  the	
  342	
  

left	
  arm	
  of	
  Chromosome	
  III	
  (between	
  -­‐27	
  and	
  -­‐21.8	
  m.u.)	
  using	
  a	
  PCR	
  mapping	
  strategy	
  that	
  takes	
  343	
  

advantage	
  of	
  PCR	
  length	
  polymorphisms	
  due	
  to	
  indels	
  in	
  the	
  Hawaiian	
  strain	
  CB4856	
  (Jihong	
  Bai,	
  344	
  

unpublished	
  data).	
  Using	
  whole-­‐genome	
  sequencing	
  (see	
  below),	
  we	
  found	
  that	
  yak18	
  is	
  a	
  G	
  to	
  A	
  345	
  

transition	
  mutation	
  in	
  the	
  W02B3.2	
  (grk-­‐2)	
  ORF	
  that	
  creates	
  a	
  G379E	
  missense	
  mutation	
  in	
  the	
  kinase	
  346	
  

domain	
  of	
  GRK-­‐2.	
  We	
  confirmed	
  the	
  gene	
  identification	
  by	
  performing	
  a	
  complementation	
  test	
  with	
  the	
  347	
  

grk-­‐2(gk268)	
  deletion	
  mutant.	
  	
  348	
  

	
  349	
  

Whole-­‐Genome	
  Sequencing	
  350	
  

Genomic	
  DNA	
  was	
  isolated	
  and	
  purified	
  according	
  to	
  the	
  Worm	
  Genomic	
  DNA	
  prep	
  protocol	
  from	
  the	
  351	
  

Hobert	
  lab	
  website	
  (http://hobertlab.org/wp-­‐content/uploads/2013/02/Worm_Genomic_DNA_Prep.pdf).	
  352	
  

The	
  sample	
  was	
  sequenced	
  using	
  Ion	
  Torrent	
  sequencing	
  (DNA	
  Sequencing	
  Core	
  Facility,	
  University	
  of	
  353	
  

Utah)	
  and	
  the	
  resulting	
  data	
  were	
  analyzed	
  using	
  CloudMap	
  on	
  the	
  Galaxy	
  platform	
  [91].	
  354	
  

	
  355	
  

Constructs	
  and	
  transgenes	
  	
  356	
  

The	
  Supplemental	
  Information	
  contains	
  a	
  complete	
  list	
  of	
  constructs	
  used	
  (S2	
  Table;	
  List	
  of	
  plasmids).	
  357	
  

All	
  constructs	
  made	
  in	
  this	
  study	
  were	
  constructed	
  using	
  the	
  multisite	
  Gateway	
  system	
  from	
  Invitrogen.	
  358	
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Specifically,	
  a	
  promoter	
  region,	
  a	
  gene	
  region	
  (cDNA),	
  and	
  an	
  N-­‐	
  or	
  C-­‐terminal	
  3’UTR	
  or	
  fluorescent	
  tag	
  359	
  

(GFP	
  or	
  tagRFP)	
  fused	
  to	
  a	
  3’UTR	
  were	
  cloned	
  into	
  the	
  destination	
  vector	
  pCFJ150	
  [92].	
  For	
  the	
  cell-­‐specific	
  360	
  

rescuing	
  experiments,	
  an	
  operon	
  GFP	
  was	
  included	
  in	
  the	
  expression	
  constructs	
  downstream	
  of	
  the	
  3’UTR	
  361	
  

[93].	
  This	
  resulted	
  in	
  expression	
  of	
  untagged	
  grk-­‐2,	
  dop-­‐3,	
  or	
  goa-­‐1,	
  but	
  allowed	
  for	
  confirmation	
  of	
  proper	
  362	
  

promoter	
  expression	
  by	
  monitoring	
  GFP	
  expression.	
  363	
  

Extrachromosomal	
  arrays	
  were	
  made	
  by	
  standard	
  injection	
  and	
  transformation	
  methods	
  [94].	
  In	
  all	
  364	
  

cases	
  we	
  injected	
  5-­‐10	
  ng/ul	
  of	
  the	
  expression	
  vector	
  and	
  isolated	
  multiple	
  independent	
  lines.	
  At	
  least	
  two	
  365	
  

lines	
  were	
  tested	
  that	
  behaved	
  similarly.	
  366	
  

	
  367	
  

Expression	
  of	
  grk-­‐2	
  	
  368	
  

We	
  made	
  constructs	
  driving	
  expression	
  of	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  fused	
  to	
  GFP	
  or	
  tagRFP	
  under	
  the	
  grk-­‐2	
  369	
  

promoter	
  and	
  generated	
  worms	
  with	
  extrachromosomal	
  arrays.	
  For	
  the	
  grk-­‐2	
  promoter	
  region,	
  we	
  PCR	
  370	
  

amplified	
  2892	
  bp	
  upstream	
  of	
  the	
  start	
  codon	
  using	
  genomic	
  DNA	
  as	
  a	
  template	
  and	
  the	
  following	
  set	
  of	
  371	
  

primers:	
  forward	
  primer	
  5’cacgacagtttccatagtgattgg3’	
  and	
  reverse	
  primer	
  5’tttttgttctgcaaaatcgaattg3’.	
  grk-­‐372	
  

2	
  showed	
  expression	
  in	
  neurons	
  in	
  the	
  head,	
  ventral	
  cord,	
  and	
  tail,	
  consistent	
  with	
  the	
  published	
  373	
  

expression	
  pattern	
  [45].	
  374	
  

	
  375	
  

Locomotion	
  and	
  egg-­‐laying	
  assays	
  376	
  

For	
  most	
  experiments,	
  we	
  measured	
  locomotion	
  using	
  the	
  body	
  bend	
  assay.	
  Specifically,	
  first-­‐day	
  377	
  

adults	
  were	
  picked	
  to	
  a	
  three-­‐day-­‐old	
  lawn	
  of	
  OP50	
  and	
  stimulated	
  by	
  poking	
  the	
  tail	
  of	
  the	
  animal	
  with	
  a	
  378	
  

worm	
  pick.	
  Body	
  bends	
  were	
  counted	
  for	
  one	
  minute.	
  A	
  body	
  bend	
  was	
  defined	
  as	
  the	
  movement	
  of	
  the	
  379	
  

worm	
  from	
  maximum	
  to	
  minimum	
  amplitude	
  of	
  the	
  sine	
  wave	
  [88].	
  Specifically	
  for	
  the	
  experiment	
  380	
  

described	
  in	
  Fig	
  S6D	
  we	
  used	
  the	
  radial	
  locomotion	
  assay.	
  Animals	
  were	
  placed	
  in	
  the	
  center	
  of	
  10	
  cm	
  381	
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   20	
  

plates	
  with	
  thin	
  one	
  to	
  two-­‐day-­‐old	
  lawns	
  of	
  OP50	
  and	
  left	
  for	
  one	
  hour.	
  The	
  position	
  of	
  each	
  worm	
  was	
  382	
  

marked	
  and	
  the	
  radial	
  distance	
  from	
  the	
  center	
  of	
  the	
  plate	
  was	
  measured	
  (cm	
  travelled/h).	
  383	
  

Egg-­‐laying	
  assays	
  were	
  performed	
  as	
  described	
  [65].	
  L4	
  larvae	
  were	
  placed	
  on	
  plates	
  with	
  OP50	
  at	
  25°C	
  384	
  

overnight.	
  The	
  next	
  day,	
  five	
  animals	
  were	
  moved	
  to	
  a	
  fresh	
  plate	
  and	
  allowed	
  to	
  lay	
  eggs	
  at	
  25°C	
  for	
  two	
  385	
  

hours.	
  The	
  number	
  of	
  eggs	
  present	
  on	
  the	
  plate	
  was	
  counted.	
  386	
  

	
  387	
  

Fainting	
  assays	
  388	
  

First-­‐day	
  adults	
  were	
  transferred	
  to	
  plates	
  with	
  two	
  to	
  three-­‐day-­‐old	
  lawns	
  of	
  OP50	
  and	
  left	
  389	
  

undisturbed	
  for	
  one	
  minute.	
  Animals	
  were	
  then	
  poked	
  either	
  on	
  the	
  head	
  (for	
  backward	
  movement)	
  or	
  on	
  390	
  

the	
  tail	
  (for	
  forward	
  movement),	
  and	
  we	
  counted	
  the	
  number	
  of	
  body	
  bends	
  before	
  the	
  animal	
  faints.	
  If	
  391	
  

the	
  animal	
  made	
  ten	
  body	
  bends,	
  the	
  assay	
  was	
  stopped	
  and	
  we	
  recorded	
  ten	
  as	
  the	
  number.	
  Thus,	
  392	
  

animals	
  that	
  never	
  faint	
  (for	
  example,	
  wild-­‐type)	
  are	
  scored	
  as	
  10	
  in	
  these	
  experiments.	
  Specifically	
  for	
  the	
  393	
  

experiment	
  described	
  in	
  Fig	
  6D	
  the	
  number	
  reported	
  was	
  the	
  percentage	
  of	
  animals	
  that	
  fainted	
  before	
  394	
  

making	
  10	
  body	
  bends.	
  	
  395	
  

	
  396	
  

Swimming	
  assays	
  397	
  

Single,	
  first-­‐day	
  adults	
  were	
  transferred	
  to	
  25	
  ul	
  of	
  M9	
  at	
  the	
  center	
  of	
  an	
  empty	
  NGM	
  plate	
  and	
  video	
  398	
  

recorded	
  for	
  30	
  sec.	
  The	
  swimming	
  behavior	
  was	
  analyzed	
  as	
  described	
  [38,48].	
  399	
  

	
  400	
  

Body	
  length	
  measurements	
  401	
  

First-­‐day	
  adults	
  were	
  mounted	
  on	
  2%	
  agarose	
  pads	
  and	
  anesthetized	
  in	
  M9	
  buffer	
  containing	
  50	
  mM	
  402	
  

sodium	
  azide	
  for	
  ten	
  minutes.	
  The	
  image	
  of	
  each	
  animal	
  was	
  obtained	
  using	
  a	
  Nikon	
  80i	
  wide-­‐field	
  403	
  

compound	
  microscope.	
  Body	
  size	
  was	
  measured	
  using	
  ImageJ	
  software.	
  404	
  

	
  405	
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Dopamine	
  resistance	
  assays	
  406	
  

We	
  used	
  a	
  method	
  similar	
  to	
  the	
  one	
  described	
  [75].	
  Specifically,	
  first-­‐day	
  adults	
  were	
  transferred	
  to	
  407	
  

plates	
  containing	
  dopamine	
  (2	
  mM,	
  5	
  mM,	
  10	
  mM,	
  15	
  mM,	
  20	
  mM,	
  40	
  mM)	
  and	
  incubated	
  for	
  20	
  min	
  at	
  408	
  

room	
  temperature.	
  Animals	
  were	
  then	
  poked	
  using	
  a	
  worm-­‐pick	
  and	
  the	
  number	
  of	
  body	
  bends	
  was	
  409	
  

counted,	
  stopping	
  the	
  assay	
  at	
  10	
  body	
  bends.	
  We	
  report	
  the	
  percent	
  of	
  animals	
  that	
  moved	
  10	
  body	
  410	
  

bends	
  without	
  stopping	
  (Percent	
  of	
  animals	
  moving).	
  A	
  body	
  bend	
  was	
  defined	
  as	
  the	
  movement	
  of	
  the	
  411	
  

worm	
  from	
  maximum	
  to	
  minimum	
  amplitude	
  of	
  the	
  sine	
  wave.	
  Dopamine	
  plates	
  were	
  prepared	
  fresh	
  just	
  412	
  

before	
  use,	
  as	
  described	
  [75].	
  413	
  

	
  414	
  

Imaging	
  415	
  

For	
  fluorescence	
  imaging,	
  first-­‐day	
  adult	
  animals	
  were	
  mounted	
  on	
  2%	
  agarose	
  pads	
  and	
  anesthetized	
  416	
  

with	
  50	
  mM	
  sodium	
  azide	
  for	
  ten	
  minutes	
  before	
  placing	
  the	
  cover	
  slip.	
  Images	
  were	
  obtained	
  using	
  an	
  417	
  

Olympus	
  confocal	
  microscope.	
  	
  418	
  

For	
  pictures	
  of	
  worms,	
  first-­‐day	
  adult	
  animals	
  were	
  placed	
  on	
  an	
  assay	
  plate	
  and	
  photographed	
  at	
  50	
  419	
  

or	
  60X	
  using	
  a	
  Nikon	
  SMZ18	
  dissecting	
  microscope	
  with	
  a	
  DS-­‐L3	
  camera	
  control	
  system.	
  The	
  images	
  were	
  420	
  

processed	
  using	
  ImageJ.	
  421	
  

	
  422	
  

Statistics	
  	
  423	
  

P	
  values	
  were	
  determined	
  using	
  GraphPad	
  Prism	
  5.0d	
  (GraphPad	
  Software).	
  Normally	
  distributed	
  data	
  424	
  

sets	
  requiring	
  multiple	
  comparisons	
  were	
  analyzed	
  by	
  a	
  one-­‐way	
  ANOVA	
  followed	
  by	
  a	
  Bonferroni	
  or	
  425	
  

Dunnett	
  test.	
  Normally	
  distributed	
  pairwise	
  data	
  comparisons	
  were	
  analyzed	
  by	
  two-­‐tailed	
  unpaired	
  t	
  426	
  

tests.	
  Non-­‐normally	
  distributed	
  data	
  sets	
  with	
  multiple	
  comparisons	
  were	
  analyzed	
  by	
  a	
  Kruskal-­‐Wallis	
  427	
  

nonparametric	
  ANOVA	
  followed	
  by	
  Dunn’s	
  test	
  to	
  examine	
  selected	
  comparisons.	
  Non-­‐normally	
  428	
  

distributed	
  pairwise	
  data	
  comparisons	
  were	
  analyzed	
  by	
  a	
  Mann-­‐Whitney	
  test.	
   	
  429	
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Figure	
  Captions	
  704	
  

Fig	
  1.	
  The	
  GRK-­‐2	
  kinase	
  regulates	
  locomotion	
  and	
  Gq	
  signaling.	
  	
  	
  705	
  

(A,B)	
  A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  suppresses	
  activated	
  Gq.	
  The	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐30(tg26)	
  (Gq*)	
  has	
  706	
  

hyperactive	
  locomotion	
  and	
  deep	
  body	
  bends.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  suppresses	
  both	
  the	
  deep	
  body	
  707	
  

bends	
  (A)	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  (B)	
  of	
  activated	
  Gq.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  708	
  

(C)	
  The	
  kinase	
  activity	
  of	
  GRK-­‐2	
  is	
  required	
  for	
  proper	
  locomotion.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  has	
  slow	
  709	
  

locomotion	
  that	
  is	
  rescued	
  by	
  expression	
  of	
  the	
  wild-­‐type	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  the	
  control	
  of	
  its	
  own	
  710	
  

promoter	
  GRK-­‐2(+),	
  but	
  is	
  not	
  rescued	
  by	
  expression	
  of	
  the	
  kinase	
  dead	
  GRK-­‐2[K220R].	
  (***,	
  P<0.001.	
  711	
  

Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  712	
  

(D) The	
  kinase	
  activity	
  of	
  GRK-­‐2	
  is	
  required	
  for	
  suppression	
  of	
  activated	
  Gq.	
  A	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  713	
  

suppresses	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  egl-­‐30(tg26)	
  (Gq*).	
  Expression	
  of	
  the	
  kinase	
  dead	
  GRK-­‐2[K220R]	
  714	
  

does	
  not	
  rescue	
  the	
  grk-­‐2	
  mutant	
  for	
  this	
  phenotype.	
  (**,	
  P<0.01.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  715	
  

	
  716	
  

Fig	
  2.	
  GRK-­‐2	
  regulation	
  of	
  locomotion	
  requires	
  GPCR-­‐phosphorylation	
  and	
  membrane	
  association.	
  717	
  

(A)	
  Domain	
  structure	
  of	
  GRK-­‐2.	
  GRK-­‐2	
  is	
  a	
  707	
  amino	
  acid	
  protein	
  with	
  three	
  well-­‐characterized	
  domains:	
  718	
  

the	
  RGS	
  homology	
  (RH)	
  domain,	
  the	
  kinase	
  domain	
  and	
  the	
  pleckstrin	
  homology	
  (PH)	
  domain.	
  The	
  protein	
  719	
  

structure	
  was	
  drawn	
  using	
  DOG	
  1.0.	
  720	
  

(B-­‐D)	
  Residues	
  required	
  for	
  GPCR	
  phosphorylation	
  are	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  locomotion.	
  The	
  D3K	
  721	
  

(transgene	
  yakEx77),	
  L4K	
  (transgene	
  yakEx78),	
  V7A/L8A	
  (transgene	
  yakEx79),	
  and	
  D10A	
  (transgene	
  722	
  

yakEx80)	
  mutations	
  are	
  predicted	
  to	
  block	
  GPCR	
  phosphorylation.	
  The	
  R195A	
  mutation	
  (transgene	
  723	
  

yakEx95)	
  disrupts	
  predicted	
  intramolecular	
  stabilizing	
  interactions	
  which	
  are	
  required	
  for	
  effective	
  724	
  

phosphorylation.	
  In	
  each	
  case,	
  expression	
  of	
  the	
  mutated	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  the	
  control	
  of	
  its	
  own	
  725	
  

promoter	
  did	
  not	
  restore	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  (ns,	
  P>0.05,	
  each	
  strain	
  compared	
  726	
  

to	
  grk-­‐2.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  	
  727	
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(E)	
  Residues	
  in	
  the	
  RH	
  domain	
  predicted	
  to	
  disrupt	
  Gq	
  binding	
  are	
  not	
  required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  728	
  

locomotion.	
  The	
  R106A	
  (transgene	
  yakEx57),	
  Y109I	
  (transgene	
  yakEx55),	
  and	
  D110A	
  (transgene	
  yakEx56)	
  729	
  

mutations	
  are	
  predicted	
  to	
  disrupt	
  Gq	
  binding.	
  In	
  each	
  case	
  expression	
  of	
  the	
  mutated	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  730	
  

the	
  control	
  of	
  the	
  grk-­‐2	
  promoter	
  significantly	
  rescued	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  (**,	
  731	
  

P<0.01;	
  ***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  732	
  

(F)	
  Residues	
  in	
  the	
  PH	
  domain	
  predicted	
  to	
  disrupt	
  GRK-­‐2	
  phospholipid	
  binding	
  or	
  binding	
  to	
  Gβγ	
  are	
  733	
  

required	
  for	
  GRK-­‐2	
  function	
  in	
  locomotion.	
  Mutation	
  K567E	
  (transgene	
  yakEx87)	
  is	
  predicted	
  to	
  disrupt	
  734	
  

GRK-­‐2	
  phospholipid	
  binding,	
  and	
  mutation	
  R587Q	
  (transgene	
  yakEx88)	
  is	
  predicted	
  to	
  disrupt	
  binding	
  to	
  735	
  

Gβγ.	
  In	
  both	
  cases,	
  expression	
  of	
  the	
  mutated	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  the	
  control	
  of	
  the	
  grk-­‐2	
  promoter	
  did	
  not	
  736	
  

restore	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants.	
  (**,	
  P<0.01.	
  ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  737	
  

	
  738	
  

Fig	
  3.	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons.	
  739	
  

(A) grk-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  control	
  locomotion.	
  The	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  was	
  expressed	
  in	
  grk-­‐740	
  

2(gk268)	
  mutants	
  under	
  a	
  pan-­‐neuronal	
  promoter	
  (Prab-­‐3,	
  transgene	
  yakEx44),	
  acetylcholine	
  neuron	
  741	
  

promoter	
  (Punc-­‐17,	
  transgene	
  yakEx45),	
  ventral	
  cord	
  acetylcholine	
  motor	
  neuron	
  promoter	
  (Pacr-­‐2,	
  742	
  

transgene	
  yakEx47),	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H,	
  transgene	
  yakEx51),	
  glutamate	
  743	
  

receptor	
  promoter	
  (Pglr-­‐1,	
  transgene	
  yakEx52),	
  and	
  ciliated	
  sensory	
  neuron	
  promoter	
  (Pxbx-­‐1,	
  transgene	
  744	
  

yakEx71).	
  Expression	
  driven	
  by	
  the	
  pan-­‐neuronal,	
  acetylcholine	
  neuron,	
  and	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  745	
  

promoters	
  rescued	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2	
  mutants.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐25).	
  	
  746	
  

(B,C)	
  GRK-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  positively	
  regulate	
  Gq.	
  A	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  suppresses	
  747	
  

the	
  deep	
  body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐30(tg26)	
  (Gq*).	
  748	
  

Expression	
  of	
  the	
  grk-­‐2cDNA	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H,	
  transgene	
  yakEx51)	
  749	
  

rescues	
  the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  (B)	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  (C)	
  of	
  activated	
  Gq.	
  750	
  

(***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  751	
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(D) grk-­‐2	
  is	
  expressed	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons.	
  Representative	
  images	
  of	
  a	
  z-­‐stack	
  projection	
  of	
  752	
  

animals	
  coexpressing	
  tagRFP	
  fused	
  to	
  the	
  GRK-­‐2	
  ORF	
  under	
  the	
  grk-­‐2	
  promoter	
  (grk-­‐2::tagRFP,	
  integration	
  753	
  

yakIs19)	
  and	
  GFP	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H::eGFP,	
  transgene	
  yakEx94).	
  754	
  

Scale	
  bar:	
  10	
  μm.	
  	
  755	
  

	
  756	
  

Fig	
  4.	
  Mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  suppress	
  grk-­‐2.	
  	
  757	
  

(A) Mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  suppress	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2	
  mutants.	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  758	
  

have	
  a	
  slow	
  locomotion	
  phenotype.	
  The	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutation	
  fully	
  suppresses	
  and	
  the	
  cat-­‐2(e1112)	
  759	
  

mutation	
  partially	
  suppresses	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutants	
  	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  760	
  

SEM;	
  n	
  =	
  32-­‐72).	
  	
  761	
  

(B,C)	
  A	
  dop-­‐3	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  grk-­‐2	
  mutant	
  suppression	
  of	
  activated	
  Gq.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  762	
  

mutation	
  suppresses	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐763	
  

30(tg26)	
  (Gq*).	
  The	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  (B)	
  764	
  

and	
  hyperactive	
  locomotion	
  (C)	
  of	
  Gq*.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  15-­‐20).	
  	
  765	
  

(D,E)	
  A	
  cat-­‐2	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  grk-­‐2	
  mutant	
  suppression	
  of	
  activated	
  Gq.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  766	
  

mutation	
  suppresses	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  and	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐767	
  

30(tg26)	
  (Gq*).The	
  cat-­‐2(e1112)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  (D)	
  768	
  

and	
  hyperactive	
  locomotion	
  (E)	
  of	
  Gq*.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  15-­‐20).	
  	
  769	
  

(F)	
  grk-­‐2	
  mutants	
  are	
  hypersensitive	
  to	
  dopamine	
  in	
  a	
  dop-­‐3-­‐dependent	
  manner.	
  Shown	
  is	
  the	
  percentage	
  770	
  

of	
  wild	
  type,	
  dop-­‐3(vs106),	
  grk-­‐2(gk268),	
  or	
  grk-­‐2(gk268);	
  dop-­‐3(vs106)	
  animals	
  that	
  moved	
  ten	
  body	
  771	
  

bends	
  after	
  a	
  20	
  min	
  exposure	
  to	
  the	
  indicated	
  concentrations	
  of	
  dopamine.	
  Every	
  data	
  point	
  represents	
  772	
  

the	
  mean	
  +/-­‐	
  SEM	
  for	
  two	
  trials	
  (15-­‐20	
  animals	
  per	
  experiment	
  and	
  strain).	
  773	
  

	
  774	
  

Fig	
  5.	
  GRK-­‐2	
  is	
  a	
  positive	
  regulator	
  of	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  775	
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(A) A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  enhances	
  the	
  weak	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  an	
  nlf-­‐1	
  mutant.	
  Representative	
  776	
  

images	
  of	
  wild-­‐type,	
  nlf-­‐1(tm3631),	
  and	
  grk-­‐2(gk268);	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  mutant	
  animals.	
  The	
  asterisk	
  shows	
  777	
  

the	
  characteristic	
  straight	
  posture	
  of	
  the	
  head	
  when	
  an	
  animal	
  faints.	
  	
  778	
  

(B) A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  enhances	
  the	
  weak	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  an	
  nlf-­‐1	
  mutant.	
  The	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  779	
  

mutant	
  is	
  a	
  weak	
  fainter.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  enhances	
  the	
  nlf-­‐1	
  mutant	
  so	
  that	
  the	
  double	
  is	
  a	
  780	
  

strong	
  fainter.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  The	
  number	
  shown	
  is	
  the	
  number	
  of	
  body	
  781	
  

bends	
  before	
  the	
  animal	
  faints.	
  If	
  the	
  animal	
  made	
  ten	
  body	
  bends	
  without	
  fainting,	
  the	
  assay	
  was	
  stopped	
  782	
  

and	
  we	
  recorded	
  ten	
  as	
  the	
  number	
  (see	
  Methods	
  for	
  details).	
  	
  783	
  

(C) The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  enhances	
  the	
  unc-­‐73(ox317)	
  mutant	
  so	
  that	
  the	
  double	
  mutant	
  is	
  a	
  strong	
  784	
  

fainter.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  has	
  no	
  effect	
  on	
  an	
  egl-­‐8(sa47)	
  mutant.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  785	
  

SEM;	
  n	
  =	
  15).	
  	
  786	
  

(D) The	
  egl-­‐10(md176)	
  mutation	
  enhances	
  the	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  mutant	
  so	
  that	
  the	
  double	
  mutant	
  is	
  a	
  strong	
  787	
  

fainter.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  25).	
  	
  788	
  

(E) 	
  Expression	
  of	
  activated	
  Go	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  inhibits	
  locomotion.	
  Animals	
  expressing	
  an	
  789	
  

activated	
  Go	
  mutant	
  (GOA-­‐1[Q205L])	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H::GOA-­‐1*,	
  790	
  

transgene	
  yakEx103)	
  move	
  more	
  slowly	
  than	
  wild	
  type	
  animals.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  17).	
  791	
  

(F) 	
  Expression	
  of	
  activated	
  Go	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  enhances	
  the	
  weak	
  forward	
  fainting	
  792	
  

phenotype	
  of	
  an	
  nlf-­‐1	
  mutant.	
  The	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  mutant	
  is	
  a	
  weak	
  fainter	
  in	
  forward	
  movement.	
  The	
  nlf-­‐793	
  

1(tm3631)	
  mutant	
  expressing	
  an	
  activated	
  Go	
  mutant	
  (GOA-­‐1[Q205L])	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  794	
  

promoter	
  (Punc-­‐17H::GOA-­‐1*;	
  transgene	
  yakEx103)	
  is	
  a	
  stronger	
  fainter	
  than	
  the	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  mutant.	
  795	
  

(***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  54).	
  796	
  

	
  797	
  

Fig	
  6.	
  Dopamine	
  negatively	
  regulates	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  798	
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(A) The	
  cat-­‐2(e1112)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  weak	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  the	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  799	
  

mutant.(***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  40).	
  800	
  

(B) The	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  weak	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  the	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  801	
  

mutant.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  40).	
  802	
  

(C) The	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutation	
  partially	
  suppresses	
  the	
  strong	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  the	
  grk-­‐803	
  

2(gk268);	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  double	
  mutant.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  40).	
  804	
  

(D) Exogenous	
  dopamine	
  causes	
  the	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  to	
  faint	
  in	
  a	
  dop-­‐3(vs106)	
  dependent	
  manner.	
  805	
  

Shown	
  is	
  the	
  percentage	
  of	
  animals	
  that	
  faint	
  within	
  a	
  period	
  of	
  ten	
  body	
  bends	
  when	
  moving	
  backwards	
  806	
  

after	
  exposure	
  to	
  2	
  mM	
  dopamine	
  for	
  20	
  min.	
  	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  2-­‐5	
  trials	
  of	
  14-­‐25	
  807	
  

animals	
  each).	
  808	
  

	
  809	
  

Fig	
  7.	
  Model	
  for	
  GRK-­‐2	
  and	
  dopamine	
  action	
  in	
  regulating	
  activity	
  of	
  the	
  NCA	
  channels.	
  810	
  

Schematic	
  representation	
  of	
  the	
  dopamine,	
  Gq	
  and	
  Go	
  signaling	
  pathways	
  [66,75].	
  Intact	
  arrows	
  indicate	
  811	
  

direct	
  actions	
  or	
  direct	
  physical	
  interactions.	
  Dashed	
  arrows	
  indicate	
  interactions	
  that	
  may	
  be	
  indirect.	
  Our	
  812	
  

results	
  suggest	
  that	
  dopamine	
  decreases	
  activity	
  of	
  the	
  NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channels	
  (shown	
  here	
  813	
  

collectively	
  as	
  “NCA”)	
  by	
  binding	
  to	
  DOP-­‐3	
  and	
  activating	
  Go	
  signaling.	
  GRK-­‐2	
  acts	
  as	
  a	
  kinase	
  for	
  the	
  D2-­‐814	
  

like	
  dopamine	
  receptor	
  DOP-­‐3	
  to	
  inhibit	
  DOP-­‐3,	
  and	
  thereby	
  inhibit	
  Go,	
  activate	
  Gq,	
  and	
  positively	
  regulate	
  815	
  

NCA-­‐1	
  and	
  NCA-­‐2	
  channel	
  activity.	
  	
   	
  816	
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Supporting	
  information	
  	
  817	
  

S1	
  Fig.	
  grk-­‐2	
  mutant	
  phenotypes.	
  	
  818	
  

(A)	
  The	
  grk-­‐2(yak18)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  of	
  the	
  activated	
  Gq	
  mutant	
  egl-­‐30(tg26)	
  819	
  

(Gq*).	
  820	
  

(B)	
  The	
  grk-­‐2(yak18)	
  mutant	
  has	
  slow	
  locomotion	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  15).	
  821	
  

(C)	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  has	
  an	
  egg-­‐laying	
  defect.	
  The	
  graph	
  shows	
  the	
  number	
  of	
  eggs	
  laid	
  by	
  5	
  822	
  

animals	
  in	
  a	
  2	
  h	
  period.	
  (**,	
  P<0.01.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  2	
  plates	
  of	
  5	
  animals	
  each).	
  	
  823	
  

(D)	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  animals	
  have	
  short	
  bodies.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  824	
  

(E)	
  A	
  dop-­‐3	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  the	
  restricted	
  exploration	
  behavior	
  of	
  grk-­‐2	
  mutants.	
  Shown	
  are	
  825	
  

images	
  of	
  tracks	
  of	
  five	
  wild-­‐type,	
  grk-­‐2(gk268),	
  and	
  grk-­‐2(gk268);	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutant	
  animals	
  that	
  were	
  826	
  

allowed	
  to	
  explore	
  a	
  bacterial	
  lawn	
  for	
  2	
  hours	
  at	
  room	
  temperature.	
  	
  827	
  

	
  828	
  

S2	
  Fig.	
  grk-­‐2	
  mutants	
  have	
  swimming	
  defects.	
  	
  829	
  

Shown	
  are	
  plots	
  of	
  bending	
  angle	
  (midpoint)	
  versus	
  time	
  for	
  representative	
  individual	
  animals.	
  The	
  two	
  830	
  

plots	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  animals	
  show	
  individuals	
  with	
  strong	
  and	
  weak	
  swimming	
  defects.	
  The	
  dop-­‐831	
  

3(vs106)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  swimming	
  defects	
  of	
  the	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant.	
  832	
  

	
  833	
  

S3	
  Fig.	
  Arrestin	
  mutants	
  do	
  not	
  have	
  locomotion	
  defects.	
  	
  834	
  

The	
  arr-­‐1(ok401)	
  mutant	
  has	
  no	
  locomotion	
  defect.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  	
  835	
  

	
  836	
  

S4	
  Fig.	
  A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  dgk-­‐1,	
  but	
  not	
  goa-­‐1	
  or	
  eat-­‐16	
  837	
  

mutants.	
  838	
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(A) A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  goa-­‐1	
  or	
  eat-­‐16	
  mutants.	
  The	
  eat-­‐16(sa609)	
  and	
  goa-­‐1(sa734)	
  839	
  

mutants	
  have	
  a	
  hyperactive	
  locomotion	
  phenotype.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  the	
  840	
  

hyperactive	
  locomotion	
  of	
  eat-­‐16(sa609)	
  or	
  goa-­‐1(sa734).	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  	
  841	
  

(B) A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  suppresses	
  a	
  dgk-­‐1	
  mutant.	
  The	
  dgk-­‐1(sy428)	
  mutant	
  has	
  a	
  hyperactive	
  locomotion	
  842	
  

phenotype.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  dgk-­‐1(sy428)	
  843	
  

mutant.	
  (***,	
  P<0.001.	
  ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  	
  844	
  

(C) grk-­‐2	
  requires	
  its	
  kinase	
  activity	
  to	
  suppress	
  the	
  dgk-­‐1	
  hyperactive	
  locomotion	
  phenotype.	
  The	
  grk-­‐845	
  

2(gk268)	
  mutation	
  suppresses	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  dgk-­‐1(sy428)	
  mutant.	
  Expression	
  of	
  the	
  846	
  

kinase	
  dead	
  GRK-­‐2[K220R]	
  mutant	
  under	
  its	
  own	
  promoter	
  (transgene	
  yakEx48)	
  does	
  not	
  rescue	
  the	
  grk-­‐2	
  847	
  

suppression	
  of	
  dgk-­‐1	
  hyperactivity.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  848	
  

(D) grk-­‐2	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  suppress	
  the	
  dgk-­‐1	
  hyperactive	
  locomotion	
  phenotype.	
  849	
  

Expression	
  of	
  the	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  under	
  a	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (transgene	
  yakEx51)	
  rescues	
  850	
  

the	
  grk-­‐2	
  suppression	
  of	
  the	
  hyperactive	
  locomotion	
  of	
  the	
  dgk-­‐1(sy428)	
  mutant.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  851	
  

=	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐20).	
  	
  852	
  

	
  853	
  

S5	
  Fig.	
  dop-­‐3	
  acts	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons	
  to	
  regulate	
  grk-­‐2	
  dependent	
  locomotion.	
  	
  854	
  

	
  (A)	
  The	
  dop-­‐3	
  suppression	
  of	
  grk-­‐2	
  is	
  rescued	
  by	
  dop-­‐3	
  expression	
  in	
  head	
  acetylcholine	
  neurons.	
  The	
  dop-­‐855	
  

3	
  cDNA	
  was	
  expressed	
  in	
  the	
  grk-­‐2(gk268);	
  dop-­‐3(vs106)	
  double	
  mutant	
  under	
  a	
  pan-­‐neuronal	
  promoter	
  856	
  

(Prab-­‐3,	
  transgene	
  yakEx112),	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17,	
  transgene	
  yakEx111),	
  head	
  857	
  

acetylcholine	
  neuron	
  promoter	
  (Punc-­‐17H,	
  transgene	
  yakEx110)	
  and	
  ventral	
  cord	
  acetylcholine	
  motor	
  858	
  

neuron	
  promoter	
  (Pacr-­‐2,	
  transgene	
  yakEx109).	
  Expression	
  of	
  dop-­‐3	
  driven	
  by	
  the	
  pan-­‐neuronal,	
  859	
  

acetylcholine	
  neuron,	
  and	
  head	
  acetylcholine	
  neuron	
  promoters	
  rescues	
  the	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutant	
  860	
  

suppression	
  of	
  the	
  slow	
  locomotion	
  of	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutant	
  animals.	
  (*,	
  P<0.05;	
  **,	
  P<0.01;	
  ***,	
  P<0.001;	
  861	
  

ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10-­‐33).	
  	
  862	
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   43	
  

(B)	
  A	
  dop-­‐1	
  mutation	
  does	
  not	
  affect	
  the	
  dop-­‐3	
  suppression	
  of	
  the	
  grk-­‐2	
  slow	
  locomotion	
  phenotype.	
  grk-­‐863	
  

2;	
  dop-­‐3	
  mutants	
  move	
  more	
  rapidly	
  than	
  the	
  grk-­‐2	
  mutant.	
  The	
  dop-­‐1(vs100)	
  mutation	
  does	
  not	
  affect	
  864	
  

grk-­‐2(gk268);	
  dop-­‐3(vs106)	
  locomotion.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  23-­‐34).	
  	
  865	
  

	
  866	
  

S6	
  Fig.	
  A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  partially	
  suppresses	
  activated	
  Rho	
  but	
  does	
  not	
  suppress	
  activated	
  NCA-­‐1.	
  867	
  

(A,B)	
  A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  partially	
  suppresses	
  activated	
  Rho.	
  Animals	
  expressing	
  activated	
  RHO-­‐1	
  [RHO-­‐868	
  

1[G14V])	
  under	
  an	
  acetylcholine	
  promoter	
  (Rho*,	
  transgene	
  nzIs29)	
  have	
  slow	
  locomotion	
  and	
  deep	
  body	
  869	
  

bends.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  partially	
  suppresses	
  both	
  the	
  deep	
  body	
  bends	
  (A)	
  and	
  slow	
  locomotion	
  870	
  

(B)	
  of	
  the	
  Rho*	
  animals.	
  (***,	
  P<0.001.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  871	
  

(C,D)	
  A	
  grk-­‐2	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  activated	
  NCA-­‐1.	
  The	
  activated	
  NCA-­‐1	
  mutant	
  (Nca*,	
  nca-­‐872	
  

1(ox352))	
  has	
  slow	
  locomotion	
  and	
  deep	
  body	
  bends.	
  The	
  grk-­‐2(gk268)	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  the	
  873	
  

deep	
  body	
  bends	
  (C)	
  or	
  the	
  slow	
  locomotion	
  (D)	
  of	
  Nca*.	
  To	
  measure	
  the	
  locomotion	
  of	
  the	
  slow	
  moving	
  874	
  

Nca*	
  animals,	
  we	
  used	
  a	
  radial	
  locomotion	
  assay	
  in	
  which	
  we	
  placed	
  animals	
  in	
  the	
  center	
  of	
  a	
  10	
  cm	
  plate	
  875	
  

and	
  measured	
  how	
  far	
  the	
  animals	
  had	
  moved	
  in	
  one	
  hour.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  10).	
  876	
  

	
  877	
  

S7	
  Fig.	
  Mutations	
  in	
  dop-­‐3	
  and	
  cat-­‐2	
  do	
  not	
  suppress	
  the	
  strong	
  fainter	
  phenotype	
  of	
  unc-­‐80	
  mutants.	
  878	
  

(A)	
  The	
  dop-­‐3(vs106)	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  the	
  strong	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  the	
  unc-­‐879	
  

80(ox330)	
  mutant.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  20).	
  880	
  

(B)	
  The	
  cat-­‐2(e1112)	
  mutation	
  does	
  not	
  suppress	
  the	
  strong	
  forward	
  fainting	
  phenotype	
  of	
  the	
  unc-­‐881	
  

80(ox330)	
  mutant.	
  (ns,	
  P>0.05.	
  Error	
  bars	
  =	
  SEM;	
  n	
  =	
  36-­‐38).	
  882	
  

	
  883	
  
S1	
  Table.	
  List	
  of	
  strains.	
  884	
  
	
  885	
  
S2	
  Table.	
  List	
  of	
  plasmids.	
  886	
  
	
  887	
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S1	
  Table.	
  List	
  of	
  strains	
  

N2:	
  Bristol	
  wild	
  strain	
  

CB1112:	
  cat-­‐2(e1112)	
  II	
  

CB4856:	
  Hawaiian	
  wild	
  strain	
  	
  

EG317:	
  unc-­‐73(ox317)	
  I	
  	
  

EG330:	
  unc-­‐80(ox330)	
  V	
  

EG352:	
  nca-­‐1(ox352)	
  IV	
  

EG4782:	
  nzIs29[Punc-­‐17::rho-­‐1(G14V),	
  unc-­‐122::gfp]	
  II	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

EG5504:	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  

FG7:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  

JT47:	
  egl-­‐8(sa47)	
  V	
  

JT609:	
  eat-­‐16(sa609)	
  I	
  

JT734:	
  goa-­‐1(sa734)	
  I	
  

LX645:	
  dop-­‐1(vs100)	
  X	
  

LX703:	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  

LX705:	
  dop-­‐1(vs100)	
  X	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  

MT8504:	
  egl-­‐10(md176)	
  V	
  

PS2627:	
  dgk-­‐1(sy428)	
  X	
  

RB660:	
  arr-­‐1(ok401)	
  X	
  	
  

XZ1151:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  

	
  

The	
  following	
  strains	
  were	
  produced	
  in	
  this	
  study:	
  

XZ18:	
  grk-­‐2(yak18)	
  III	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1089:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(yak18)	
  III	
  	
  	
  

XZ1527:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
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XZ1531:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  egl-­‐8(sa47)	
  V	
  	
  	
  	
  

XZ1532:	
  unc-­‐73(ox317)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  

XZ1544:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx44[Prab-­‐3::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐3::mCherry]	
  	
  

XZ1549:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx45[Punc-­‐17::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1551:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx47[Pacr-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  

XZ1552:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx48[GRK-­‐2[K220R],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1559:	
  nzIs29[Punc-­‐17::rho-­‐1(G14V),	
  unc-­‐122::gfp]	
  II	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  	
  	
  

XZ1560:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  nca-­‐1(ox352)	
  IV	
  	
  	
  	
  

XZ1561:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx51[Punc-­‐17H::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐3::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1562:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx52[Pglr-­‐1::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  

XZ1571:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx54[Pgrk-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::tagRFP,	
  Pmyo-­‐3::GFP]	
  

XZ1579:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx55[GRK-­‐2[Y109I],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  

XZ1581:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dgk-­‐1(sy428)	
  X	
  

XZ1582:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx57[GRK-­‐2[R106A],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  

XZ1583:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx56[GRK-­‐2[D110A],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  

XZ1641:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx71[Pxbx-­‐1::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON_GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1675:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx77[GRK-­‐2[D3K],	
  Pmyo-­‐2:mCherry]	
  

XZ1676:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx78[GRK-­‐2[L4K],	
  Pmyo-­‐2:mCherry]	
  	
  

XZ1684:	
  eat-­‐16(sa609)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  

XZ1691:	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  

XZ1692:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx79[GRK-­‐2[V7A/L8A],	
  Pmyo-­‐2:mCherry]	
  	
  	
  	
  

XZ1693:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx80[GRK-­‐2[D10A],	
  Pmyo-­‐2:mCherry]	
  	
  

XZ1694:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dgk-­‐1(sy428)	
  X	
  ;	
  yakEx51[Punc-­‐17H::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐

3::mCherry]	
  

XZ1695:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dgk-­‐1(sy428)	
  X	
  ;	
  yakEx48[GRK-­‐2[K220R],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
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XZ1713:	
  goa-­‐1(sa734)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1727:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx87[GRK-­‐2[K567E],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  

XZ1728:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx88[GRK-­‐2[R587Q],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  

XZ1766:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx95[GRK-­‐2[R195A],	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1767:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakIs19[Pgrk-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::tagRFP]	
  ;	
  yakEx94[Punc-­‐17H::eGFP::let-­‐858	
  3’UTR]	
  	
  	
  	
  

XZ1845:	
  yakEx103[Punc-­‐17H::GOA-­‐1[Q205L]::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1859:	
  egl-­‐10(md176)	
  V	
  ;	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  	
  

XZ1876:	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  ;	
  yakEx103[Punc-­‐17H::GOA-­‐1[Q205L]::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1903:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  	
  	
  

XZ1904:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  	
  	
  	
  

XZ1905:	
  cat-­‐2(e1112)	
  II	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  	
  

XZ1906:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  cat-­‐2(e1112)	
  II	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1909:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  ;	
  yakEx109[Pacr-­‐2::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐

2::mCherry]	
  	
  

XZ1910:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  ;	
  yakEx110[Punc-­‐17H::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐

2::mCherry]	
  	
  	
  	
  	
  

XZ1911:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  ;	
  yakEx111[Punc-­‐17::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐

2::mCherry]	
  

XZ1912:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  ;	
  yakEx112[Prab-­‐3::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐

2::mCherry]	
  	
  

XZ1925:	
  cat-­‐2(e1112)	
  II	
  ;	
  unc-­‐80(ox330)	
  V	
  	
  	
  

XZ1935:	
  cat-­‐2(e1112)	
  II	
  ;	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  	
  

XZ1936:	
  unc-­‐80(ox330)	
  V	
  ;	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  

XZ1940:	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  	
  	
  

XZ1941:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  nlf-­‐1(tm3631)	
  X	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  

.CC-BY-NC 4.0 International licenseunder a
not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made available 

The copyright holder for this preprint (which wasthis version posted December 30, 2016. ; https://doi.org/10.1101/097394doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/097394
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


XZ2007:	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  dop-­‐1(vs100)	
  X	
  dop-­‐3(vs106)	
  X	
  

XZ2028:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx48[GRK-­‐2(K220R),	
  Pmyo-­‐2::mCherry]	
  	
  	
  

XZ2029:	
  egl-­‐30(tg26)	
  I	
  ;	
  	
  grk-­‐2(gk268)	
  III	
  ;	
  yakEx51[Punc-­‐17H::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  	
  

3’UTR::OPERON::GFP,	
  Pmyo-­‐3::mCherry]	
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S2	
  Table.	
  List	
  of	
  plasmids	
  

Gateway	
  destination	
  vectors	
  

pCFJ150	
  	
   Gateway	
  destination	
  vector	
  for	
  insertion	
  at	
  chr	
  II	
  Mos	
  site	
  ttTi5605	
  

	
  

Gateway	
  entry	
  clones	
  

pADA180	
  	
   	
  	
  Punc-­‐17H	
  [4-­‐1]	
  (head	
  acetylcholine	
  neurons)	
  

p_C06E1.4_93	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pglr-­‐1	
  [4-­‐1]	
  (from	
  Open	
  Biosystems)	
  

pCFJ31	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pacr-­‐2	
  [4-­‐1]	
  

pCFJ326	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP	
  [2-­‐3]	
  

pCR185	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  GFP::unc-­‐54	
  3’UTR	
  [2-­‐3]	
  

pEGB05	
  	
   	
   	
  	
  Prab-­‐3	
  [4-­‐1]	
  

pET68	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  grk-­‐2	
  cDNA	
  [1-­‐2]	
  

pET89	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pgrk-­‐2	
  [4-­‐1]	
  

pET108	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pxbx-­‐1	
  [4-­‐1]	
  (425bp	
  promoter	
  sequence	
  upstream	
  of	
  the	
  ATG)	
  

pET134	
   	
   	
  	
  goa-­‐1[Q205L]	
  cDNA	
  [1-­‐2]	
  

pET139	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  dop-­‐3	
  cDNA	
  [1-­‐2]	
  

pGH1	
  	
   	
   	
  	
  Punc-­‐17	
  [4-­‐1]	
  

pGH107	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  tagRFP::let-­‐858	
  3’UTR	
  [2-­‐3]	
  

	
  

Gateway	
  expression	
  constructs	
  

pET79	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Prab-­‐3::grk-­‐2	
  cDNA:tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET81	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Punc-­‐17::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
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   2	
  

pET82	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Punc-­‐17H::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET83	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pacr-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET88	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pglr-­‐1::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET90	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pgrk-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::GFP_pCFJ150	
  

pET91	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pgrk-­‐2::grk-­‐2	
  cDNA::tagRFP_pCFJ150	
  

pET93	
   	
   	
  	
  Punc-­‐17H::eGFP::let-­‐858	
  3’UTR_pCFJ150	
  

pET109	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pxbx-­‐1::grk-­‐2	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET135	
   	
   	
  	
  Punc-­‐17H::GOA-­‐1[Q205L]::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET140	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Prab-­‐3::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET141	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pacr-­‐2::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET142	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Punc-­‐17::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

pET143	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Punc-­‐17H::dop-­‐3	
  cDNA::tbb-­‐2	
  3’UTR::OPERON::GFP_pCFJ150	
  

	
  

Plasmids	
  used	
  for	
  the	
  GRK-­‐2	
  structure-­‐function	
  analysis:	
  from	
  Wood	
  et	
  al.,	
  2012.	
  

pFG45	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2	
  

pFG46	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[D3K]	
  

pFG47	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[L4K]	
  

pFG48	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[V7A/L8A]	
  

pFG49	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[D10A]	
  

pFG84	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[R195A]	
  

pFG85	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[R106A]	
  

pFG86	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[Y109I]	
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   3	
  

pFG87	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[D110A]	
  

pFG88	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[K220R]	
  

pFG89	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[K567E]	
  

pFG90	
   	
   Pgrk-­‐2::GRK-­‐2[R587Q]	
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