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Figure S1. Sequence alignment of VFDs for representative GRMs in different species. The 

conserved residues are shaded. The critical amino residues for L‐glutamate binding are 

indicated by arrows. These residues, from N‐terminal to C‐terminal, are arginine (R), ser‐

ine (S), threonine (T), aspartate (D), tyrosine (Y), aspartate (D), and lysine (K). Red arrows 

indicate conserved  residues  in all  the species, and purple arrows  indicate residues not 

conserved in ascidians. The information for residues involved in L‐glutamate binding can 

be found on Uniprot (https://www.uniprot.org) and previous study [59]. 
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Figure S2. Tertiary structure prediction of S. clava Class C GPCRs by RoseTTAFold. Struc‐

tures were predicted by deep‐learning method using RoseTTAFold Public Server and vis‐

ualized  in  the Ribbon diagram,  in which  the ‐helices, ‐sheets, and  random coils are 
shown in blue, green, and yellow, respectively. The VFD of each receptor contains lobe 1 

(LB1) and lobe 2 (LB2). 
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Figure S3. Whole‐mount in situ hybridization of genes encoding S. clava Class C GPCRs in 

swimming larvae (negative controls with sense probe). Scale bar: 100M. 
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Figure S4. The original DNA gel images with densitometry readings related to Figure 6. (A) Whole 

DNA gel for RT‐PCR of Sc‐grm3 and Sc‐grm7a; (B) Whole DNA gel for RT‐PCR of Sc‐grm4 and Sc‐

18s; (C) Whole DNA gel for RT‐PCR of Sc‐grm7b; (D) Whole DNA gel for RT‐PCR of Sc‐gababr2‐like 

and Sc‐casr; (E) The intensity values and calculated ratios of bands in DNA gels, and relative expres‐

sion levels of S. clava Class C GPCR genes in different tissues. 

 


