
Figure	1	-	figure	supplement	2.	Summary	of	amino	acid	variation	at	sites	implicated	in	cardenolide-sensitivity	in	ATP⍺1	in	surveyed	species
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Species specialists outgroups
Orthoptera 6 9
Gryllus	firmus . . . . . . . D . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Tetrix	japonica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Romalea	microptera . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Oedaleus	asiaticus . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Locusta	migratoria . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Aularches	miliaris . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Taphronota	calliparea . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Dictyophorus	griseus . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Chrotogonus	hemipterus . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Atractomorpha	acutipennis . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Sphenarium	purpurascens . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Ochrophlebia	cafra . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Zonocerus	elegans . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Poekilocerus	pictus	B . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Phymateus	leprosus	B . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Poekilocerus	pictus	A . . L . . T . . S S . . H . . . V . . . . . . . . . . . . . M . . . . . . . . . . .
Phymateus	leprosus	A . . L . . T . . S T E N H . . . V . . . . . . . . . . . . . M . . . . . M . . . . .
Mantodea 0 1
Mantis	religiosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Hemiptera 4 16
Bemisia	tabaci . . E S . I . . . . . . . . E . . . . . . . . . . . . . . . V . V . . . M . . . . .
Nilaparvata	lugens . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Rhodnius	prolixus . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Lygus	hesperus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Cimex	lectularius . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Boisea	trivittata . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Leptocoris	trivittatus . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Pyrrhocoris	apterus . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Dysdercus	cingulatus . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Dysdercus	fasciatus . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Macrocheraia	grandis . . E T . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Largus	californicus . . E T . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Largus	sp. . . E T . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Jalysus	sp . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . .
Metatropis	rufescens . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Ischnodemus	falicus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Gyndes	sp . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Geocoris	sp . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Oncopeltus	fasciatus	D . . . . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . .
Oncopeltus	fasciatus	C . . . . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . M . S . . . M . . . . .
Lygaeus	kalmii	C . . . . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . M . S . . . M . . . . .
Oncopeltus	fasciatus	B . . T S . E . . S S . . H . . . V . . . . . . . . . . . . N V . . . . . M . . . . .
Lygaeus	kalmii	B . . T S . E . . S S . . H . . . V . . . . . . . . . . . . N V . . . . . M . . . . .
Oncopeltus	fasciatus	A . . T S . . . . A S . N H . . . V . . . . . . . . . . . . N V . A . . . E . . . Q .
Lygaeus	kalmii	A . . T S . . . . A S . N H . . . V . . . . . . . . . . . . N V . A . . . M . . . Q .
Phthiraptera	 0 1
Pediculus	humanus	corporis . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . F
Hymenoptera 2 20
Neodiprion	lecontei . . . . . . . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Athalia	rosae . . . . . . . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Monophadnus	latus . . T . . L . . S N . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . . T . . . . .
Pachyprotasis	variegata . . . . . . . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Cephus	cinctus . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Diachasma	alloeum . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Microplitis	demolitor . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Ceratosolen	solmsi . . H . . S . D A N E . D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Copidosoma	floridanum . . . . . S D . . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Polistes	canadensis . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Polistes	dominula . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Harpegnathos	saltator . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Dinoponera	quadriceps . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Ooceraea	biroi . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Vollenhovia	emeryi . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Pogonomyrmex	barbatus . . L . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Monomorium	pharaonis . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Wasmannia	auropunctata . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Atta	cephalotes . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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Reference	sequence C Y Q A T V E E P A D D N Y D V I F G V A N L A T C A P F F I L T C D F L R K E R L

Acromyrmex	echinatior . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Apis	mellifera . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Apis	florea . . . . . S . D . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Coleoptera 5 18
Agrilus	planipennis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . .
Onthophagus	taurus . . . . . E D . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . R . . .
Tribolium	castaneum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Aethina	tumida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Dendroctonus	ponderosae . . . . . . . . . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Cyrtepistomus	castaneus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Hylobius	abietis . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Rhyssomatus	lineaticollis	A . . T . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Rhyssomatus	lineaticollis	B Y . . . . . . . . S . . Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Tetraopes	tetraophthalmus . . L . . . . . . S . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Monochamus	alternatus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Xylotrechus	quadripes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Megacyllene	robiniae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Megacyllene	caryae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Alticini	sp. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Plagiodera	versicolora . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Gastrophysa	viridula . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . - -
Calligrapha	philadelphica . . V . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Labidomera	clivicolis . . V . . A . . . N . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Leptinotarsa	decemlineata . . V . . . . . . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Basilepta	melanopus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Chrysochus	asclepiadeus . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . - - - - - - -
Chrysochus	auratus	A . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Chrysochus	cobaltinus	A . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Chrysochus	auratus	B . . V V . . . . A S . . H . . . L . . . . . . . . . . . . . M . . . . . M S . . . .
Chrysochus	cobaltinus	B . . V V . . . . A S . . H . . . L . . . . . . . . . . . . . M . . . . . M . . . . .
Diptera 7 30
Culex	quinquefasciatus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Aedes	aegypti . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Anopheles	gambiae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Liriomyza	eupatorii . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Liriomyza	sp. . . L . . T . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Liriomyza	asclepiadis . . . . . S . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . .
Chromatomyia	horticola . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Phytomyza	fallaciosa . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Phytomyza	hellebori	A . . H . . S . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . - - - - - - -
Phytomyza	hellebori	B . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . - - - - - - -
Phytomyza	ilicis . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Phytomyza	crassiseta . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Phytomyza	digitalis . . L . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Napomyza	scrophulariae . . L . . E . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Napomyza	lateralis . . L . . E . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Drosophila	mojavensis . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . F
Drosophila	hydei . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . F
Drosophila	virilis . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . F
Drosophila	willistoni . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . F
Drosophila	subobscura	QSN . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . T
Drosophila	subobscura	QSH . . . . . S . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - -
Drosophila	subobscura	VSH . . V . . S . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - -
Drosophila	guanche . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . F
Drosophila	obscura . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	miranda . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . F
Drosophila	pseudoobscura . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . F
Drosophila	persimilis . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . . . F
Drosophila	serrata . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	melanogaster . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	simulans . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	sechellia . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	erecta . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Drosophila	yakuba . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . F
Bactrocera	cucurbitae . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Bactrocera	oleae . . L . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Bactrocera	latifrons . . L . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Bactrocera	dorsalis . . L . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Stomoxys	calcitrans . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F
Musca	domestica . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F
Lucilia	bufonivora . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
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Lucilia	cuprina . . . . . S . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F
Lepidoptera 28 13
Plutella	xylostella . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Saucrobotys	futilalis . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . X - - - - - - -
Daphnis	nerii . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Bombyx	mori . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Empyreuma	pugione . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Olepa	ricini . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Lerina	incarnata . . L . . . . . . S . . . . . . L . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - -
Pygoctenucha	terminalis . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Syntomeida	epilais . . L . . E . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Lophocampa	caryae . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Euchaetes	egle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Cycnia	oregonensis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Cycnia	tenera . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Trichoplusia	ni . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Trichordestra	legitima . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Helicoverpa	armigera . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Bicyclus	anynana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Vanessa	tameamea . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Limenitis	archippus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mechanitis	polymnia . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . - - - -
Lycorea	halia . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Idea	leuconoe . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . - - - -
Euploea	phaenareta . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - -
Euploea	core	core . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . .
Ideopsis	juventa . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Parantica	aglea . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Amauris	tartarea . . L . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Danaus	genutia . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . - - - -
Danaus	gilippus . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Danaus	chrysippus . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Danaus	eresimus . . V . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Danaus	erippus . . V . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - -
Danaus	plexippus . . V . . . . . . S . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . .
Tirumala	septentrionis . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . - - - -
Tirumala	limniace . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V - - - - -
Tirumala	petiverana . . V . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . - - - -
Pieris	rapae . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Papilio	glaucus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Papilio	polytes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Papilio	machaon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Papilio	xuthus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .


