
           1        1 0                  2 0          3 0                        4 0          5 0         6 0          7 0         8 0         9 0        1 0 0                                 

C. elegans |CAA94383.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    I                M     R   C F  T   F   C                                          . . . . . . . . . . . M F V G P H R C F L . . . I S L  V Y . . . . . T . L T V T . T S S A R L I L E . D . . . . . . . . . . . . . . T T V R S E E D S G P S  P V . L A D E P V G E V M E R   D M  H E . L S S H S R P N  R V E   A D   T  D A  R E  L K L F T P R R H T R H L R Q K Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

C. elegans |CCD63262.1|                                                                                   C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    I                     R   C F  N   F   C                                          . . . . . . . . . . . M L A N F K T A Y L . . . . S L  V L I L V L I S . L T D A H A S S W K S I L N S D K R M E T K Q H S L E S I F R V R R T Y I D E N E N  G S . H E L E M V H T I M D R   M L  H E . L R S H F A P N T R V E   K D   Q  D T  Q S  M K I F S R V P S R P V Q Q P E P T A P I P L Y T E N V Q T L D D F K E R R R R L

L. laeta |EY188575.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    L                L        C F  N      C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M M R A L F  A L V V F C L S . . . . . . . . . V V V H . . . . . . . . . . . . . . . . . . C S Y S E . . R S D E S  . . . G Y T E D Q E T K L K N   Q A  G E . L Y G E . . E D  Q N L  M K D   K  G F V V G  A E S  E I T A V L L E D . . . L L K E Q K . . . E . . . . K . . G G E . . . . .

L. intermedia |HO003697.1|                                                                                C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    L                L        C F  N      C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R G L M  A L V V I C L S . . . . . . . . . V V V R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S D D E S  . . . G Y T E D Q V T K L T N   K A  G E . L Y G E . . E S  R D L  M K D   K  G Y T V G  A E S  E I T A I L L E D . . . L L K D K N . . . E . . . . K . . E V K E E G E .

S. mimosarum |KFM80099.1|                                                                                  C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    L                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M I R V L G  L T F L T . . . . . . . . . . . . . . M I V N L H A Y P . . . . . . . . . . . P S F F K . . Y I A L G  R G . E Q N I Q N L A R L D R   E E  S N . I V R Q . . Q E  L V G   A K   A  P L  V S  V E T  V E Q H L Q H E . . . . V L A I A E . . . E . . . . I Q T S S K K K S W E

P. tepidariorum |aug3.g26668.t1|                                                                                                 C                 C   C                C                                                                                                                                                      L                I     R   C F  S   F   C    V                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V Y V V . . . . . . . . . . . L V V A E T S Q A G D . . . . . . . . . . . I T F F E . . F D R L G  R G . L Y D Q S K L A R L D R   E E  Y Q . V F R E . . E E  L Y K   K H   S  K M  Q E  V T S  T H E R H R N E . . . . L M E A S A . . . T . . . . L . . R C H I P E W I

D. magna |ABO43963.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    I                L     R   C F  T   F   C    L                                      M M A A A Q Q N G . . R Q S H S . . S Y S T Q S L L G  A T L L V V L L A V L P S Y P S S A M S A L S S G H H S . . . . . . . . . . . L S K R S . . F F D I N  K G . L Y D K S I F A R L D R   Q D  Y N . L Y R E . . P E  H T L   S E   T  P F  K A  L K V  L L E D Q D P D . . . . Y S E M I D . . . K . . . . I . . G R . . . . . .

S. gregaria |AAB16822.1|                                                                                      C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    I                L     R   C F  S   F   C    L                                      M H H Q K Q Q Q Q Q K Q Q G E A P C R H L Q W R L S G  V L C V L V V A S L V . . . . S T A A S S P L D P H H . . . . . . . . . . . . L A K R S . . F F D I Q  K G . V Y D K S I F A R L D R   E D  Y N . L F R E . . P Q  H S L   S D   K  P Y  K G  L Q A  L L I D E E E K . . . . F N Q M V E . . . I . . . . L . . G K K . . . . .

A. aegypti |AAY29661.1|                                                                                   C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    I                I     K   C F  S   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . M C S . . . . . . R N  A L S L A L I I A L V . . . . P L A A . V A L P H H S V . . . . . . . . . . . A K R S S . . F F D I E  K G . Q F N K A I F Y R L D R   E D  Y S . L F R E . . P Q  L S F   E G   G  E Y  L A  V E A  V L D E E T E K . . . . F M K W R E . . . M . . . . L . . G K K . . . . .

D. melanogaster |ABZ88142.1|                                                                                 C                 C   C                C                                                                                                                                                      I                I     K   C F  S   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S K R S N . . F F D L E  K G . I F N K T M F F R L D R   E D  Y Q . L F R E . . T S  H R L   Q E   G  P F  N A  I E A  Q L H E E M D K . . . . Y N E W R D . . . T . . . . L . . G R K . . . . .

I. scapularis |XP_002400720.1|                                                                                C                 C   C                C                                                                                  A                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . M S P S C P V H . . R R W L  A L L L V S G T . . . . . . . . . L V S H Q G A Q A R N . . . . . . . . . . . L H K R S . . F L E L G  R G . N F E Q S Y L A R L E R   E E  F G . L Y R E . . P Q  Y N I   A N   K  E N  D L  A D A  L L K D E M S D . . . . L R R M I N . . . Y . . . . V . . Y G . . . . . .

S. mimosarum |KFM60939.1|                                                                                 C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    I                V     R   C F  S   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K . . T S F F  P L F L F . . . . . . . . . . . . F T V F V L A S T S G . . . . . . . . . . . Q D I Q D . . F N D L H  M G . V Y D K D K F S Y V S R   D K  Y D . L F R E . . E E  R T L   S D   K  S N  K Q  V D A  V L Q D D Q L I . . . . L T Q I I E . . . E . . . . L . . H G F K S S N F

L. hesperus |GBCS01023657.1|                                                                                   C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A . . . Y W W  G L L L L N T L . . . . . . . . . A . I A L T A P S E H . . . . . . . . . . . E I K R S . . F A G L G  M G . V Y D K S K F A R L D R   E E  Y Q . L Y R E . . S D  H T M   A N   K  N F  T Q  V D A  L L Q K D Q Q R . . . . L D T M V D . . . E . . . . L . . Y G R R . . . .

P. tepidariorum |aug3.g7429.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                                                                                      V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M T . . . R L G F C L L F L A I L . . . . . . . . . F . R S F A A P P E T . . . . . . . . . . . E V K R S . . F S G L G  M G . V Y D K S K F A R L D R   E E  Y Q . L F R E . . S D  H T L   S N   K  S Y  T Q  V D A  L L E K D Q E R . . . . L D T M V E . . . E . . . . L . . Y G K K R . . .

L. hesperus |GBCS01023830.1|                                                                                   C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N . . . F V N  T S . . V L T G . . . . . . . . . L L L A T A L A D K A . . . . . . . . . . . V S K R G . . F A D L G  M G . V Y D K S K F A R L D R   E E  Y Q . L F R E . . A D  H I S   S N   K  D F  N K  V D A  L L R K D Q L S . . . . L D Y M V D . . . Q . . . . L . . Y G R K . . . .

L. hesperus |GBCS01020676.1|                                                                                   C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N . . . S L Y  V S V F I L I A . . . . . . . . . V Q L A D A N L E Q G . . . . . . . . . . . V R K R G . . F A D L G  M G . V Y D K S K F A R L D R   E E  F Q . L F R E . . S D  H T S   S N   K  D F  T Q  V D V  L L R K D Q Q R . . . . L D Y M V D . . . Q . . . . L . . Y G K K . . . .

P. tepidariorum |aug3.g7428.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K . . . Y I F  P S I F S V L F . . . . . . . . . I . A V A I T A E R D . . . . . . . . . . . V D K R G . . F S D L G  M G . V Y D K S K F A R L D R   E E  Y Q . L V R E . . S D  H T S   S N   K  D F  T Q  V D A  L L R K D R L Q . . . . L D Y M V D . . . Q . . . . L . . Y G K R R . . .

S. mimosarum |KFM72107.1|                                                                                 C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K  F C I T F F L C . . . . . . . . . F . A S S L A A T V D . . . . . . . . . . . H T K R S . . F S D L G  M G . V Y D R A K F A R L D R   E E  Y Q . L F K E . . S D  H T S   S N   K  N F  T Q  V D A  L L Q K D Q E R . . . . L D N M V E . . . Q . . . . L . . Y G . . . . . .

S. mimosarum |KFM72108.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                V     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R  S H I A F F L C . . . . . . . . . F . A S S L G A T V D . . . . . . . . . . . H I K R S . . F S D L G  M G . V Y D R A K F A R L D R   E E  Y Q . L F R E . . S D  H T S   S N   K  N F  T Q  V D A  L L R K D Q Q R . . . . L D N M V E . . . Q . . . . L . . Y G R . . . . .

S. mimosarum |KFM57205.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    I                I     R   C F  N      C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A . . . L L Q  L L C L F V . . . . . . . . . . . V A I S P N E S V Y L . . . . . . . . . . . P Q K R G . . F T D L G  M G . T Y N P H S Y A R L E A   E E  Y Q . L Y R V . . P D  F S K   S N   K  S Y R R N  T K A  L Y T D E E E N . . . . L E E M V R . . . M . . . . L . . F G K R R . . .

S. mimosarum|KFM57204.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    L                L     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A . . . S L R  L L C L F A . . . . . . . . . . . V A T F L N E S A H A . . . . . . . . . . . I D K R R . . F T D L G  M G . T Y E K S R F A R L E A   E E  F Q . L Y K E . . P D  Y V K   S N   N  G V  N K  V D A  L Y H N E K E D . . . . L Q R T V E . . . M . . . . I . . Y G K R K . . .

S. mimosarum|KFM57203.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  M                                                                    V                L     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  L L C L L A . . . . . . . . . . . V A V S V N E S A H V . . . . . . . . . . . L Q K R S . . F V Q L G  M G . M F D R S K F A R L D A   E E  Y E . L Y R E . . P D  H S L   S N   K  S Y  S K  V D A  L L T G E Q E E . . . . L D N T V R . . . Q . . . . L . . Y G K R K . . .

L. hesperus |GBCS01021229.1|                                                                                              C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    I                I     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A . . . L F K  L L C L F A . . . . . . . . . . . V A I S L N E S A H V . . . . . . . . . . . L Q K R S . . F V Q L G  M G . M F D R S K F A R L D A   E E  Y E . L F R E . . P D  H S M   S N   K  A Y  S K  I D A  L L S G E Q E E . . . . L D N S V R . . . Q . . . . L . . Y G K R K . . .

P. tepidariorum |aug3.g8822.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    I                I     R   C F  N   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M A . . . L L R  L L C L F A . . . . . . . . . . . I T I S L N E S A H V . . . . . . . . . . . L Q K R S . . F V Q L G  M G . M F D R S K F A R L D A   E E  Y E . L F R D . . P D  H S M   A N   K  S Y  S K  I D A  L L S G E Q E E . . . . L D N S V R . . . Q . . . . L . . Y G K R K . . .

P. tepidariorum |aug3.g11806.t1|                                                                                                 C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                M                     L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K I W  I L L S I . I G . . . . . . . . . L A . L C E I D . . . . . . . . . . . . . . . . P E A . . L K E S Q  E E S S I A E A E F N E K D Q   L R  F E . I F E N K . D F  R S S  S I R A A Q W A I G D G W G N I  K M M R R P V I P . . . I L I P F R . . . G N S Q H L L E G G S R G E G E

P. tepidariorum |aug3.g11807.t1|                                                                                                 C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                M     R   C F  S   Y   C    A                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K T C  V F L S I . I G . . . . . . . . . L V . L C A I D . . . . . . . . . . . . . . . . P E A . . L D E S D  E A . D F P E A D F N E K D V   Q K  F D . L Y E E N K A T  R S S   S Q   K  E F  D S  K R A  E Y F F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

T. agrestis |CAA11839.1|                                                                                     C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                        C F  N   Y   C                                          . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L Q L M I C  V L L P C F . . . . . . . . . . . . . . . F C . E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P . D E I  R A . R M T H K E F N Y K S N   N G  G D . . . . . . . . . Q V A A  E A E   R  D V  T A  H E A Q K G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

T. agrestis |CAA11840.1|                                                                                     C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                        C F  N   Y   C                                          . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L Q L M I C  V L L P C F . . . . . . . . . . . . . . . F C . E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P . D E I  R A . R M T N K E F T Y K S N   N N  G D . . . . . . . . . Q V A A  E A E   R  D V  T A  H E A Q K G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

T. agrestis |CAA11841.1|                                                                                     C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    V                        C F  N   Y   C                                          . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M K L Q L M I C  V L L P C F . . . . . . . . . . . . . . . F C . E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P . D E I  R A . R M T N K E F T Y K S N   N G  G D . . . . . . . . . Q V A A  E A E   R  D V  T A  H E A Q K G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

S. grossa |KF751524.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                V     R   C F  S   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M F K L I C  V F I A T I L S . . . . . . . . . I T . S A A D N E D E . . . . . . . . . . . L T M E D . . F L S Y E  N E . S M D I E E L K E K D K   S R  A N . L H K T . . Q S  I E R   L N   T  E Y  K N  E D N  Q T K E E E P E E . . . E T L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. geometricus |KF751515.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                A     K   C F  T   Y   C    L                                      . . . . . . . . . . . M P L E T E . C D S M L K L I C  V F L V T V L T . . . . . . . . . F V . V G E D T L D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P A E Y G  P S . D V D M A E L T E K N E   L R  E D . F H K E . . G V  F T L   T N   T  E Y  K N  V K D  E E A G K E T E E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. hesperus |GBCS01027203.1|                                                                                              C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    V                V     K   C F  T   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L K L I C  A F L V T V L T . . . . . . . . . L V . A G E D S L D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P A E Y G  A D . D I N Q E D L L K K N D   L Q  E D . L H K E . . G V  F S L   T N   T  Q Y  T N  V K D  E E A E K E P P E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. tredecimguttatus |AAY33774.1|                                                                                     C                 C   C                C                                                                                  I                                                                    I                V     K   C F  T   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M L K L I C  A F L V T V L T . . . . . . . . . L V . A G Q D S L D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P A E F G  A D . D V N Q A E L L K N N D   L Q  E D . L H K E . . G V  F S L   T N   T  E Y  Q H  V K D  E E A K K E P P E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

P. tepidariorum |aug3.g7397.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                  V                                                                    I                        C F  S   F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M R N L C L  V L T L T I F S . . . . . . . . . V V . V H S E E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M V E I G  P P . D Y S S E A F A A N L Q   E S  K Q . A I L K . . P G K E H F  S E N   T  V Y  I S  Q K L  K G E Y D E K D E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

S. grossa |KF751522.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  L                                                                                    M     R   C F     F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N V L H F  I L L M S V V S . . . . . . . . . V . . . F C I N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P E D I G  D D . S I T P E K F A E N D A K  V Q  K E . Q F E E . . T N  L E Q   E D   K G K F  R S  V D H  A G X Y D E K D D . . . V E A P P P . . . E . . . . . . . . . . . . . . .

S. grossa |KF751517.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  L                                                                    A                M     R   C Y     F   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L H F  I I L S V I V S . . . . . . . . . V . . . F C I E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P Q D I G  T G . I . S T A E F E E K D A   S K  E E . D Y S G . . N G  I D R   S D   S G P F  K S  V E L  N K G Y D E K D E . . . N V K P E W . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. geometricus |KF751514.1|                                                                                    C                 C   C                C                                                                                  V                                                                                    M     R   C F     Y   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N K L F F  V F L C L I I S . . . . . . . . . V . . . F A I G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P A D L G  T D . M . P Q A E F D E K N A N  E K  G N E E G F G . . E E  V S R   D K   T D N F  Q S  V D L  N K V Y E E K D V . . . P V P P E E . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. hesperus |GBCS01027296.1|                                                                                               C                 C   C                C                                                                                  V                                                                                    M     R   C F     Y   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L F F  A F L C L I I S . . . . . . . . . V . . . F A T T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P D E I G  T D . I . S Q A E F D E K N A N  I K  G E . E G F G . . E E  V K R   N K   T D N F  Q S  V D Q  N G V Y E E K D T . . . P P A K E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

L. tredecimguttatus |CAA44830.1|                                                                                        C                 C   C                C                                                                                  V                                                                                    M     R   C F     Y   C    L                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L F F  V F L C L I I S . . . . . . . . . V . . . F A I S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P A D I G  T D . I . S Q A D F D E K N N N  I K  G E . D G F G . . E E  V N R   D K   T D N F  Q S  V D L  N K V Y E E K D T . . . P P V Q E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

P. tepidariorum |aug3.g7398.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                                                                                      V                V     R   C F  T   F   C    V                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M S K L Y I T L I N M V I L . . . . . . . . . . V V . A L S L N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P D D P E  G P . E H D E I L F Q E N E K   N H  A S . L I P N . . T N  P G T   V N   K  L H  T A  E K I  K Q H I E E E A K . . . E S S K A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

P. tepidariorum |aug3.g7399.t1|                                                                                                  C                 C   C                C                                                                                  A                                                                    V                        C F     F   C    M                                      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N K L N S  L L L L G V F . . . . . . . . . . V A . T L A L S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P E D L N  P V . G F D S Q L F A N N E K   Q F  T D . E L K N . . E T T F E K  S K N   R E E F  T S  T K L  N K E Y F E V D D . . . V E E S P Q . . . E N D G F L . . . . . . . . . .

1 2 3 4 5 6

Signal peptide

CHH domain Phase 2 intron

Venom expressed (TPM>100 in P. tepidariorum, L. hesperus, S. mimosarum venom glands; abunduant in L. geometricus and S. grossa venom gland EST library; 

or known venom protein)

Undetermined venom expression (from a venom gland EST database with no abundance estimates)

Negligible/ No Venom Expression (TPM <2)

From animal that does not produce venom

Additional File 5: Alignment of CHH/ITP/latrodectin homologs shows that duplication and truncation events are associated 

with a shift to venom gland expression. All CHH/ITP/latrodectin sequences from P. tepidariorum with one exception 

(aug3.g11806) contain six conserved cysteine residues. The location of a conserved phase 2 intron interrupting the codon 

following the fourth conserved cysteine residue in each sequence is shown. Levels of venom expression for each sequence 

is marked by color coded bar on left, with key below. Signal peptides are shaded in green, while CHH domains are shaded purple.


