Figure S1. Complete alignment of Spit-Unil/2 products: nine EFl-a alleles cloned
from two Philaenus italosignus (Pil and Pi2) and two P. spumarius (Ps3 and Ps4)
specimens collected during this study in Tuscany(Italy). The homologous sequences
of the two alleles of P. spumarius PSPU 08 (GCA 018207615.1)and of the only allele
of P. italosignus (JF309079) currently available in the Genbank database, were
included for comparative purposes as PsRefl, PsRef2 and PiRefl, respectively. The
exon region of the EFl-a alleles is underlined meanwhile, within the intron region,
the positions of the P. italosignus specific gPCR assay primers, Pital 348F and
Pital 465R, are highlighted in black and gray, respectively. The “*” character
indicates positions that are fully conserved.

PiRef-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— TACT 55
Pil-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA- -~~~ AACT 55
Pil-2 AAACGTACCATTGAGAAGT TCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA-———— AACT 55
Pi2-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— TACT 55
Pi2-2 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— AACT 55
PsRef-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— TACT 55
PsRef-2 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA- -~~~ TACT 55
Ps3-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCGAGAAGTAAGTTGACTATAGCCTACT 60
Ps3-2 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTATAGCCTACT 60
Ps4-1 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— TACT 55
Ps4-2 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA--——— TACT 55
Ps4-3 AAACGTACCATTGAGAAGTTCGAGAAGGAAGCCCAAGAAGTAAGTTGACTA- -~~~ TACT 55
Ak khkhkkhhkhkkhkkhAkhkhkhkhAhkkhkkhkhrhkhhAhhkkhhrhkhkkhkhkhkkhhhkh *,hkhhhkhkkhkhrhkhhxhkhkx*x * k)
PiRef-1 AGCAGAATAAAATTTGAATCAACTCCTATAAAAGCGAGTAACATATAGG---CGTAATAT 112
Pil-1 AGCGGAATAAAATTTGAATCAACTCCTATAAAAGCGAGTAACATATATAGG-CCTAATAT 114
Pil-2 AGCGGAATAAAATTTGAATCAACTCCTATAAAAACGAGTAACATATATAGG-CCTAATAT 114
Pi2-1 AGCGGAATAAAATTTGAATCAACTCCTATAAAAGCGAGTAACATATAGG---CGTAATAT 112
Pi2-2 AGCGGAATAAAATTTGAATCAACTCCTATAAAAGCGAGTAACATATATAGG-CCTAATAT 114
PsRef-1 AGCGGAATAAAATTTAAATGAACTCCTATAAAAACGAGTAACATA-—————— TATAATAT 108
PsRef-2 AGCGGAATAAAATTTAAATGAACTCCTATAAAAACGAGTAACATA-—————— TATAATAT 108
Ps3-1 AGCGGAATAAAATTTAAATCAACTCCTATAAAAACGAGTAACATA-————————-—~ TAT 108
Ps3-2 AGCGGAATAAAATTTAAATCAACTCCTATAAAAACGAGTAACATA-——————————- TAT 108
Ps4-1 AGCGGAATAAAATTTAAATCAACTCCTATAAAAGCGAGTAACATA-—-———— TATTATAT 108
Ps4-2 AGCGGAATAAAATTTAAATGAACTCCTATAAAAACGAGTAACATATATAGCCTATAATAT 115
Ps4-3 AGCGGAATAAAATTTAAATGAACTCCTATAAAAACGAGTAACATATATAGCCTATAATAT 115
kkhkk KhAhkhkhkkhkkhAkhkhkkhkhkk khkk AhkkhkhkhkhkkhkhAkhkkhkkhAkhkk kAhkkhkkhkkhk Ak kk kK, * kK
PiRef-1 AATAGCTGATTTCACCCATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACTCGTGTAGGTTGT — 172
Pil-1 AACAGCTGATTTCACCCATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 174
Pil-2 AACAGCTGATTTCACCCATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 174
Pi2-1 AATAGCTGATTTCACCCATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACTCGTGTAGGTTGT — 172
Pi2-2 AACAGCTGATTTCACCCATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 174
PsRef-1 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 168
PsRef-2 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 168
Ps3-1 ATTAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGG 168
Ps3-2 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGG 168
Ps4-1 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 168
Ps4-2 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 175
Ps4-3 AATAGCTGATTTCACCAATCATCTGTAATACATAAACATAGCCTAACCCGTGTAGGTTGT 175
* khkkAkhkhkhkAhkkhkkhkhhk, *hhkdAkhAhkhkAhhAhAhkhkhAhhkkhhAhkhkhAhrhkkhkhhkhkkhhkh *hkhkkhkhhkhkxk%k
PiRef-1 AGTTCGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTAGATTTTTTTA 232
Pil-1 AGTTCGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTAGA-TTTTTTA 233
Pil-2 AGTTCGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTAGA-TTTTTTA 233
Pi2-1 AGTTCGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTAGATTTTTTTA 232
Pi2-2 AGTTCGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTAGA-TTTTTTA 233
PsRef-1 AGTTTGGGGTTATGTTTACAACTTCA-————————————————————————————— TTTT 198
PsRef-2 AGTTTGGGGTTATGTTTACAACTTCA-—————=——=——————————— - TTTT 198
Ps3-1 AGTTAGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAAATTCTTGTAAAGTTGA--TTTTTT 226
Ps3-2 AGTTAGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTAAAGTTGA--TTTTTT 226

Ps4-1 AGTTTGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTTGA--TTTTTT 226
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AGTTTGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTTGA-TTTTTTT
AGTTTGGGGTTATGTTTACAACTTCAATCGTTATAATTTCTTGTGAAGTTGA-TTTTTTT
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AAATTTGAGTTACAGAACTAATGTATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
AAATTTGAGTTACAGAACTAATGTATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
AAATTTGAGTTACAGAACTAATGTATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
AAATTTGAGTTACAGAACTAATGTATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
AAATTTGAGTTACAGAACTAATGTATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
TAATTTGAGTTAAAGAACTAATATATGCTATAATATGACGTTATATTTGCTTTTGAGGTT
TAATTTGGGTTAAAGAACTAATATATGCTATAATATGACGTTATATTTGCTTTTGAGGTT
TAATTTGAGTTACAGAACTAATATATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTAAGGTT
TAATTTGAGTTACAGAACTAATATATGCTATAATATGACGTTATATTTGC-TTTAAGGTT
TAATTTGAGTTAAAGAACTAATATATGCTATAATATGACGTTATATTTGCTTTTGAGGTT
TAATTTGAGTTACAGAACTAATATATGCTATAATATGATGTTATATTTGC-TTTGAGGTT
TAATTTGAGTTACAGAACTAATATATGCTATAATATGATGTTATATTTGC-TTTGAGGTT

KA kA k Ahkhk hhkkhkhkhkhhhkh KhhAkhkhkhAkhkhkhAkhkhhAkhhkd dhkkhhkhkhkhkhkhhrk *k*x *hxkx%

ATAAACTGTAGGCCTATGTAA-——————————————— TCA-TATATTTATTCAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAA-——————————————— TCAATATATTTATTCAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAA-——————————————— TCAATATATTTATTCAAAATTTA
ATAAACTGTAGECOIVUNEIW P — — — — — —— ——————— —— TCAATATATTTATTCAAALNNNNN
ATAAACTGTAGGCCTATGTAA-——————————————— TCAATATATTTATTCAAAATTTA

ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAACCTTTTATCATCAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAACCTTTTATCATCAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAACCTTTTATCATGAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAACCTTTTATCATGAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAACCTTTTATCGTCAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAATCTTTTATCATCAATATATTTATTTAAAATTTA
ATAAACTGTAGGCCTATGTAAATACAATCTTTTATCATCAATATATTTATTTAAAATTTA

KA KA A I AR AR I ARk Ak kA K ARk AAk kA khhA *AkkhhAkkhk

AAGA-GATCTATTCGTTTAACTTCGGAATTATTCATAGCCCTATATATTCGTAAAATAAT
AAGA-GATCTATTCGTTTAACTTCGGAATTATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGA-GATCTATTCGTTTAACTTCGGAATTATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGA-GATCTATTCGTTTAACTTCGGAATTATTCATAGCCCTATATATTCGTAAAATAAT
AAGA-GATCTATTCGTTTAACTTCGGAATTATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTGATCTATTCGTTTAGCTTTGGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTGATCTATTCGTTTAACTTTGGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTAATCTATTCGTTTAACTT-GGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTAATCTATTCGTTTAACTT-GGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTGATCTATTCGTTTAACTTCGGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTGATCTATTCGTTTAACTTCGGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT
AAGCTGATCTATTCGTTTAACTTCGGAAACATTCGTAGCCCTATATCTTCGTAAAATAAT

* kK kkkhkkkkhkhkhkkhkhkkhkkhkk kkk Kkhkkk khkkhkk hAhkkkhkhkhkkhkhkkhkkhkk khkkkkkhkkkkhkkk kK

TACTATTTCATTATTAATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCATTATTAATTTCTCCATTATAGAATA--ATTAATAACTTCCAAATTATTTG
TAATATTTCATTATTAATTTCTCCATTATAGAATA--ATTAATAACTTCCAAATTATTTG
TACTATTTCATTATTAATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCATTATTAATTTCTCCATTATAGAATA--ATTAATAACTTCCAAATTATTTG
TAATATTTCATTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCATTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCATTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCATTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTCG
TAATATTTCATTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCTTTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG
TAATATTTCTTTAGTCATTTCTCCATTATAGCCTAATATTAATAACTTCCAAATCATTTG

Kk kkkkhkkk kAkhkk ok KAkkAkkkAkkAkkAkhkAkkhkKk Kk * k khkAkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhk *kk Kk

ATCTATCAAAATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCACATAATAACC
ATCTATCAAAATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCACGTAATAACC
ATCTATCAAAATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCACGTAATAACC
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ATCTATCAAAATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCACATAATAACC
ATCTATCAAAATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCACGTAATAACC
ATCTATC--AATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGGTAGTATTTTTATCGCATAATAACC
ATCTATC--AATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGGTAGTATTTTTATCGCATAATAACC
ATCTATC--AATATGAAATAAAAAACAATTAAAAGATAGTATTTTTATCGCACAATAACC
ATCTATC--AATATGAAATAAAAAACAATTAAAAGATAGTATTTTTATCGCACAATAACC
ATCTATC--AATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCGCATAATAACC
ATCTATC--AATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGATAGTATTTTTATCGCATAATAACC
ATCTATC--AATATGAAAT-AAAAGCAATTAAAAGGTAGTATTTTTATTGCGTAATAACC

* ok k kK kK khkAhkkhkkhkhkhkk Kk Khhkkk kkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk KAk kAkkAkkAkkkkk * * ok k kK kK

TATGTAAATATAAAAGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTATTACTGTACA
TATGTAAATATAAAAGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTATTACTGTACA
TATGTAAATATAAAAGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTATTACTGTACA
TATGTAAATATAAAAGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTATTACTGTACA
TATGTAAATATAAAAGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTATTACTGTACA
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT - ————————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT-————————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT-——-——————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT---—-—————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT—————————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT - ————————
TATGTAAATATAAATGTTCAGCAAATAGGCCTACAGTTTTATAATCGTTAT-————————

KA AAKARAAA A A A A Ak hhkhAhhkhAhhkhAhhkAr kA r Ak A r A A rA A Ak A hk Ak k kA hkkx

CATTTATAGAGTTAAAAATCCCCGTCAGCATAGTTAGGTAGGAATAGATAAATATTCCTT
CATTTATAGAGTTAAAAATCCCCGTCAGCATAGTTAGGTAGGAATAGATAAATATTCCTT
CATTTATAGAGTTAAAAATCCCCGTCAGCATAGTTAGGTAGGAATAGATAAATATTCCTT
CATTTATAGAGTTAAAAATCCCCGTCAGCATAGTTAGGTAGGAATAGATAAATATTCCTT
CATTTATAGAGTTAAAAATCCCCGTCAGCATAGTTAGGTAGGAATAGATAAATATTCCTT
—————— TAGAGTTAAAAATCCCTGTCGGCGTAGTTAGGTAGGCCTAGATAAATATTCCTT
—————— TAGAGTTAAAAATCCCTGTCGGCGTAGTTAGGTAGGCCTAGATAAATATTCCTT
—————— TAGAGTTAAAAATCCCTGTCGGCATACTTAGGTAGGCCTAGATAAATATTCCTT
—————— TAGAGTTAAAAATCCCTGTCTGCATACTTAGGTAGGCCTAGATAAATATTCCTT

______ TAGAGTTAAAAATCCCIGTCGGCA-~---—---—-——-TAGATAAATATTCCTT
______ TAGAGTTAAAAATCCCTGTCGGCA---—-=-—==-—-——-TAGATAAATATTCCTT
—————— TAGAGTTAAAAATCCCTGTCGGCGTAGTTAGGTAGGCCTAGATAAATATTCCTT

khkkAkAkkhkhkkhkhkhkhkkkkhkhkhk *x*k k% R b b b b ab db db e b g

TAAGTTGTTTTTAAATTGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATTGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATTGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATTGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATTGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCAAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCAAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTAATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA
TAAGTTGTTTTTAAATAGTTTGTTTTTTAAATGATGTATTTCTGATTTGTATCTAATTAA

KAk kA khAkhkhkAkhkhkhAkhhk dhkAhhkAhhAhAkdhAkdkhhAdkhhAkhkhhAkhkhkhkhkhk, *khkhhkkhhhkk k *hhkkk%k
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Ps4-2 TCAGC 686
Ps4-3 TCAGC 700
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