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RESUMEN

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion representan a la fecha una manera practica y
eficiente para inferir hipotesis evolutivas robustas. Palyadini Guenée es una pequena tribu de polillas
neotropicales perteneciente a la familia Geometridae constituida por seis géneros, cuyas especies
presentan alas sorprendentemente coloridas. En este estudio, investigamos los patrones de evolucion y
la cantidad de senal filogenética de algunos caracteres de color presentes en las alas de los miembros de
la tribu. Para eso hicimos una inferencia filogenética robusta empleando como marcadores Elementos
Ultraconservados (UCEs) y en seguida mapeamos los caracteres de color sobre la topologia molecular
bajo una optimizacioén de caracteres ancestrales con el método de parsimonia. Nuestra matriz con 60%
de completitud contiene 754 loci de UCEs y 73 taxones (64 del grupo interno, 9 de los grupos
externos). Los dos métodos de inferencia filogenética utilizados, maxima verosimilitud y parsimonia,
generaron topologias casi idénticas con altos valores de soporte, con excepcion de un nodo con bajo
soporte dentro del género Opisthoxia Hiibner. Todos los géneros fueron recuperados como
monofiléticos, con excepcion al género tipo Palyas Guenée, lo cual fue recuperado como parafilético
con respecto a Ophthalmoblysis Scoble. Opisthoxia fue recuperado como hermano de Pityeja Walker y
ese clado por su vez como hermano de los otros dos géneros, Phrygionis Hiibner y Argyrotome Warren,
los cuales fueron recuperados como hermanos entre si. De acuerdo con nuestra topologia, la mayoria de
los caracteres de color resultaron ser homoplésicos a nivel de tribu, pero cinco de los siete caracteres
proporcionan sefial filogenética a nivel de género. Nuestros resultados enfatizan, una vez mas, que
ningin sistema de caracteres es infalible y que se necesita mas investigacion para llevar nuestra
comprension acerca de la evolucion de los patrones de color de las alas de polillas a un nivel
comparable al conocimiento que tenemos de las mariposas.



ABSTRACT

Next generation sequencing techniques currently represent a practical and efficient way to infer
robust evolutionary hypotheses. Palyadini Guenée is a small neotropical tribe of geometrid moths
composed of six genera that feature strikingly colorful wings. Here, we investigated patterns of
evolution and amount of phylogenetic signal contained in various color characters featured in the wings
of members of this tribe by (1) inferring a robust phylogenetic hypothesis using Ultraconserved
Elements (UCEs), and afterwards, (2) mapping the morphological characters onto the molecular
topology under a parsimonious ancestral character optimization. Our matrix, obtained with 60%
completeness, includes 754 UCE loci and 73 taxa (64 ingroup, 9 outgroup). Maximum likelihood and
parsimony generated largely identical topologies with strongly supported nodes, except for one node
inside the genus Opisthoxia Hiibner. Within Palyadini, all genera were recovered as monophyletic
except for its type genus Palyas Guenée, which was recovered as paraphyletic with respect to
Ophthalmoblysis Scoble. This Palyas + Ophthalmoblysis clade was found sister to the remaining
genera in the tribe. Opisthoxia was recovered sister to Pityeja Walker. This clade in turn is sister to the
remaining genera, Phrygionis Hiibner and Argyrotome Warren, which were grouped with high
bootstrap support. According to our topology, most wing color characters are reconstructed as
homoplastic, particularly at the tribe level, but five of seven provide evidence supporting common
ancestry at the genus level. Our results emphasize, once again, that no character system is infallible,
and that more research is necessary to take our understanding of the evolution of wing color in moths to
a level comparable to the knowledge we have of butterflies’.



INTRODUCCION

Los patrones observados en la naturaleza siempre han inspirado curiosidad en los cientificos,
los cuales buscan entender cudles procesos estdn involucrados en generarlos. Uno de los mejores
ejemplos de estos patrones en la biologia son los sorprendentes patrones de coloracion presentes en las
alas de las mariposas y polillas. Por mas de un siglo, las alas escamosas de estos insectos han llamado
la atencion de investigadores, quienes han buscado comprender el desarrollo y la evolucion de la
diversidad de colores y formas reflejadas en las alas de los lepidopteros (Braun, 1914; Schachat &
Goldstein, 2018). El orden Lepidoptera aparentemente surgié hace 215 millones de afios, durante el
Tridsico tardio (Wahlberg et al., 2013), pero estudios filogenéticos indican que su principal radiacion
ocurrid hace aproximadamente 98 millones de afios (Kawahara et al, 2019), conjuntamente con la
diversificacion de las angiospermas en el periodo Cretacico tardio. Dada esta antigua asociacion con las
plantas, no deberia sorprender la multitud de roles ecolédgicos que los lepiddpteros juegan en casi todos
los ecosistemas terrestres, ya sea como polinizadores, herbivoros y bioindicadores.

A la fecha, Lepidoptera cuenta con aproximadamente 160,000 especies descritas, pero
taxonomos del orden estiman que existe una cantidad similar atin por describir (Wahlberg et al., 2013).
Probablemente por su héabito diurno y por sus vividos patrones de coloracion, las mariposas han sido
historicamente mas estudiadas que los lepiddpteros nocturnos (polillas), por lo que casi todos los
aspectos acerca de su taxonomia, ecologia, desarrollo y evolucién han sido ampliamente explorados y
son mejor conocidos. Aunque los patrones de las alas de los lepidopteros parecen al principio mosaicos
caleidoscopicos de colores (McKenna et al., 2020), varios autores los han considerado como posibles
fuentes de senal filogenética e intentaron decodificarlos en homologias, proponiendo modelos que
identifican caracteres discretos conocidos como ‘pattern elements’ (Nijhout, 1991; Gawne & Nijhout,
2020).

El modelo mas ampliamente utilizado para el estudio de patrones de coloracion en Lepidoptera
fue propuesto en la década de 1920 y es denominado ‘Nymphalid Groundplan’ (NGP; Schwanwitsch,
1924; Siiffert, 1927) (Fig. 1). Aunque el NGP fue desarrollado con base en el patron de coloracion alar
de una sola familia de mariposas (Nymphalidae), este parece ser suficientemente flexible para explorar
los patrones de coloracion de diferentes grupos en el orden (Nijhout, 2001). Sin embargo, la eficiencia
del NGP para mapear y predecir patrones de color alar fuera de Papilionoidea (la superfamilia que
incluye todas las mariposas) ha sido cuestionada (Schachat & Goldstein, 2018; Schachat, 2019) y otros
modelos como el ‘Arctiid Archetype’ (Gawne & Nijhout, 2020) (Fig. 2), han sido sugeridos como una
mejor opcion para identificar caracteres de color homologos en polillas.

Entre los ‘pattern elements’ presentes en las alas de los lepidopteros, sin duda el mas explorado
de ellos son los ocelos (Stevens, 2005; Debat ef al., 2020), los cuales consisten en patrones circulares
formados por al menos dos anillos concéntricos o por apenas un disco de un solo color con una pupila
central (Monteiro, 2008). Los ocelos son uno de los ‘pattern elements’ del NGP, y su condiciéon en el
NGP (un ocelo por celda) ha sido tratada como la condicion generalizada (plesiomorfica) de los
ninfalidos (Nijhout, 1991). Es desde esta perspectiva que la variacion en la forma y en el nimero de
ocelos ha sido ampliamente estudiada en Papilionoidea, desde una variedad de enfoques, como el de la
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biologia del desarrollo (Brunetti et al., 2001; Brakefield, 2001; Schachat et al., 2015), ecologia
(Stevens, 2005) y filogenética (Kodandaramaiah, 2009; Garzon-Orduiia ef al. 2023).

A Stuffert, 1927 : B Schwanwitsch, 1924
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Figura 1. El modelo del Nymphalidae Groundplan (extraido de Schachat, 2019).
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Los ocelos también estan presentes en algunos grupos de polillas, como en especies de las
familias Saturniidae y Geometridae, y aunque los ocelos de mariposas y polillas suelen estar presentes
en posiciones no homoélogas (Monteiro et al., 2006), se ha demostrado que ellos comparten al menos
dos factores de transcripcion en comun, sugiriendo que los ocelos de mariposas y polillas podrian ser al
menos "homologos de proceso" (Monteiro, 2008).

Figura 2. El modelo del Arctiid Archetype (extraido de Gawne & Nijhout, 2020).

La historia de los caracteres de color de los lepidopteros ha sido una de extremos. Durante
siglos, los caracteres de color solian ser una de las principales fuentes de informacidon para la

taxonomia de Lepidoptera a nivel de especie (Darwin, 1880; Wallace, 1877; D'Abrera 1987), pero con
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el tiempo y con el reconocimiento de fenomenos no filogenéticos como el polifenismo estacional y el
mimetismo, las evidencias proporcionadas por otros tipos de caracteres, como genitalia y ADN,
levantan dudas sobre las asignaciones taxondémicas basadas solamente en patrones de color. En el siglo
XXI, el péndulo ha oscilado al otro extremo y, a priori, se esperaba que todos los caracteres de color
reflejaran homoplasia (Li ef al., 2019). Sin embargo, antes de condenar todos los caracteres de color
como homoplésicos basadndose principalmente en estudios hechos con mariposas, es necesario
determinar, mediante el estudio de otros grupos de polillas, cuanta sefial filogenética contienen los
caracteres de color y si esta sefial varia en diferentes niveles taxondmicos.

Geometridae

Geometridae Leach es la segunda familia de Lepidoptera mas rica en especies (Scoble, 1999),
con aproximadamente 24,000 especies descritas hasta la fecha (Murillo-Ramos et al., 2019). El nombre
Geometridae viene de la forma caracteristica como se mueven las orugas de esta familia, juntando y
separando su unico par de patas abdominales con el par de patas anales, como si estuvieran midiendo
una superficie, y por esta razon son popularmente conocidas como “orugas medidoras”. Este grupo esta
distribuido por todo el mundo excepto en la Antartida, pero la region Neotropical y en especial la
region tropical humeda de los Andes son considerados sus “hotspots” globales de diversidad (Brehm et
al., 2019). Los geométridos tienen dos sinapomorfias bien definidas, una es observable en el estado de
oruga y se refiere a la reduccion del nimero de propatas abdominales a apenas un par, mientras que la
segunda es observable en los adultos y se refiere a la posicidon particular del timpano, el cual esta
situado en la base del abdomen (Brehm ez al., 2019).

Debido a similitudes con relacion al tamafio, forma y patron de coloracion, se creia que las
polillas de la familia Geometridae eran el grupo hermano de las mariposas (Nijhout, 1994). De hecho,
cuando el NGP fue propuesto, algunos investigadores rapidamente lo emplearon para estudiar los
patrones de coloracion de geométridos (Henke, 1928; Siiffert, 1929) buscando identificar si los
elementos de coloracion caracteristicos de mariposas estaban o no presentes en Geometridae (Schachat,
2019). Sin embargo, con los avances en la sistematica de Lepidoptera, actualmente es claro que hay una
distancia filogenética significativa entre geométridos y mariposas (Kawahara et al., 2019), y por lo
tanto las similitudes entre esos dos grupos probablemente se deban a procesos de convergencia
evolutiva.

Actualmente se reconocen ocho subfamilias dentro de Geometridae (Murillo-Ramos et al,
2019). La subfamilia mas diversa es Ennominae, con mas de 10.000 especies descritas que estan
clasificadas en aproximadamente 1.110 géneros (Pitkin, 2002). El patrén de coloracion alar de los
enominos es bastante diverso, pero usualmente se caracteriza por ser finamente delimitado y continuo
entre las alas anteriores y posteriores (Skou & Sihvonen, 2015). La distribucion de Ennominae es
principalmente neotropical, siendo que un tercio de las especies se encuentran en esta region (Pitkin,
2002). En el estudio filogenético mas reciente de geométridos del nuevo mundo, Brehm et al., (2019)
identificaron cinco tribus exclusivamente neotropicales, siendo una de ellas la tribu Palyadini.



Palyadini

La tribu Palyadini Guenée estd constituida por especies morfologicamente llamativas que
presentan una amplia variacion en el patrén de coloracion. Las alas de estas polillas pueden ser
blancas, amarillas, cafés o grises, y se caracterizan por poseer escamas metalicas (doradas o
plateadas) que pueden estar dispuestas de manera esparcida u organizada en rayas, manchas o en
circulos concéntricos que en algunos casos forman ocelos (Scoble, 1995). La monofilia de la tribu
esta apoyada por dos apomorfias reconocidas en los adultos: la ausencia del sistema de
acoplamiento de las alas frenillo-retinaculum, y la expansion del 16bulo humeral del ala trasera (Fig.
3) (Scoble, 1995). Ademas de estas apomorfias, existen también otras modificaciones morfoldgicas
en la genitalia masculina que caracterizan a los machos de Palyadini (Scoble, 1995): el uncus es
curvo y no esta dividido, el gnathos se reduce a una banda estrecha esclerotizada o a una estructura
membranosa mas amplia, las valvas son simples y estan cubiertas por numerosas setas (Fig. 4)
(Scoble, 1995). Los caracteres de la genitalia femenina son muy variables y no hay una
modificacion particular que caracterice a la tribu.

Figura 3. Representacion de las alas de Palyadini, sin el sistema de acoplamiento
frenillo-retinaculum, y con la expansion del lobulo humeral en el ala trasera (extraido de
Scoble, 1995).

Historia taxonomica de Palyadini

La historia de Palyadini empieza con la de la familia Palyadae, la cual fue propuesta por
Guene¢ (1857) conteniendo los siguientes géneros: Eumelea Ducan, Ophthalmophora Gueneé,



Byssodes Guenke y Palyas Gueneé, siendo este ultimo el género tipo (Scoble, 1995). En 1896,
Hulst identifico que las especies del género Palyas, asi como las espécies de otro género,
Phrygionis Hiibner, no tenian presente el sistema de frenillo-retinaculum, y debido a esa
caracteristica algin tiempo después Warren los trasladd a la tribu Baptini Forbes (Marconato, 2014).
En 1937 Debauche dividié el género Argyrotome Warren en dos subgéneros Argyrotome and
Parargyrotome Debauche. Solamente casi 60 afios después, Holloway (1993, 1996) reconocid
Palyadini como una tribu aparte de Baptini, sacando definitivamente el género asiatico Eumelea de
la tribu (Marconato, 2014).

Figura 4. Representacion de la genitalia masculina de Palyadini, con el uncus curvo y no
dividido, el gnathos reducido a una estructura membranosa mas amplia y con las valvas simples
y cubiertas por numerosas setas (extraido de Scoble, 1995).

A lo largo de la historia taxondémica de Palyadini, Scoble propuso cambios muy
relevantes. En 1994 hizo una revision y sinonimizd los géneros Byssodes Guenée y Ratiaria
Walker con Phrygionis, y también sinonimiz6 Aplorama Warren y Callurapteryx Warren con el
género Pityeja Walker. En 1995, Scoble también sinonimiz6 a Ophthalmophora con Opisthoxia
Hiibner y cre6 el género Ophthalmoblysis Scoble. Finalmente, en la mas reciente revision de la
tribu hecha por Pitkin (2002), Palyadini estd constituido por seis géneros: Palyas, Phrygionis,
Pityeja, Argyrotome, Opisthoxia 'y Ophthalmoblysis.

De acuerdo con Scoble (1994, 1995) y Pitkin (2002) existen apomorfias que apoyan la
monofilia de cinco de los seis géneros de Palyadini, aunque esto no ha sido puesto a prueba en
un contexto filogenético. En el género Argyrotome, un ocelo prominente en el ala anterior y la
juxta con una expansion posterior estrecha son los caracteres apomorficos. En Ophthalmoblysis,
la apomorfia propuesta es un ocelo posicionado entre las venas M1 y M3 del ala posterior. En
Opisthoxia, 1la apomorfia también es un ocelo presente en el ala posterior, pero en este género el
ocelo estd posicionado entre las venas Rs y M1. Dos especies de Opisthoxia (O. miletia y O.



virginalis) no presentan ocelo, pero tienen la parte anterior de la juxta bilobulada, una
caracteristica que también parece ser apomorfica para Opisthoxia (Pitkin, 2002). En Phrygionis,
la presencia de tres bandas transversales bordeadas por escamas amarillas en el ala anterior, y la
juxta con una prolongacién posterior generalmente bifurcada se han propuesto como condiciones
apomorficas (Scoble, 1994). Por ultimo, tres apomorfias caracterizan al género Pityeja: bandas
del ala anterior bordeadas de negro, presencia de una linea obscura entre las venas M1 y M3 del
ala posterior, y presencia de una mancha en la celda CuA1-CuA2. El nico género que hasta el
momento no tiene ninguna apomorfia propuesta es Palyas; sin embargo, sus especies pueden ser
identificadas de manera general por presentar una mancha amorfa de escamas metalicas en el ala
anterior, en la misma posicion que el ocelo de Argyrotome (Scoble, 1995), que justamente
coincide con la posicion del ‘discal spot’ del NGP.

De los géneros de Palyadini, Opisthoxia es el mas diverso de ellos (Scoble, 1999). Con
mas de 80 especies descritas, este género presenta una amplia variacién en los patrones de
coloracion alar. La gran diversidad en el patron de coloracion alar presente en las especies de
Opisthoxia, sumado al pobre estudio de su morfologia interna, representan retos para esclarecer
la sistematica del género. A pesar de esta variacion, es posible reconocer grupos de especies
dentro de Opisthoxia los cuales comparten patrones de coloracion alar muy similares. Scoble
(1995) reconoci6 el primer grupo de especies en Opisthoxia, y lo denominé como “grupo
metargyria”, soportado por similitudes tanto en el patrén de coloracion como en estructuras de la
genitalia. El grupo metargyria incluye a las especies O. metargyria, O. miletia, O. saturniaria.
La formulacién de grupos de especies es una manera practica de organizar coherentemente la
diversidad morfoldgica dentro de un género. Con este fin, es indispensable revisar con detalle la
morfologia tanto externa como interna, y buscar si hay patrones que permitan sugerir otros
grupos de especies.

Planteamiento del problema

A pesar de que se han realizado algunos trabajos taxonomicos en Palyadini (Scoble,
1994; Scoble, 1995; Pitkin, 2002) y que algunos de sus integrantes han sido incluidos en
hipotesis filogenéticas de alto nivel (Brehm et al., 2019), hasta la fecha no hay ningin estudio
filogenético exclusivo para la tribu. En el trabajo mas reciente de geométridos del nuevo mundo,
Brehm et al. (2019) anadieron, entre los demas taxones, siete especies de Palyadini en un analisis
filogenético basado en 11 marcadores moleculares. Sin embargo, los resultados obtenidos por
dicho estudio dejaron algunas preguntas por responder acerca de la clasificacion de Palyadini. El
clado que agrupo a las siete especies de Palyadini no fue recuperado de manera robusta (bajos
valores de soporte), las relaciones entre los géneros no estuvieron bien soportadas, y las
longitudes de varias ramas eran considerablemente cortas.



El grupo hermano de Palyadini también es una pregunta que aun sigue abierta. En el
trabajo de Brehm et al. (2019), la tribu Plutodini fue recuperada como hermana de Palyadini,
pero con bajo soporte. Sin embargo, anteriormente Pitkin (2002) y Scoble (1995), mencionaron
que otras tribus como Baptini o Caberini podrian ser posiblemente hermanas a Palyadini, debido
a similitudes en las genitalias. Por lo tanto, llevar a cabo estudios filogenéticos con un muestreo
de taxones mas completo y con un mayor niumero de caracteres es fundamental para proponer
hipdtesis robustas acerca de las relaciones de Palyadini y con ello plantear hipotesis sobre la
evolucion de la diversidad de patrones de coloracion en el grupo.

A diferencia del pasado, cuando las inferencias evolutivas se basaban en arboles
filogenéticos generados con apenas algunos fragmentos de ADN (p. ej., Brower, 1996), la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) hoy nos brinda acceso a millones de pares de bases v,
por lo tanto, la oportunidad de hacer inferencias basadas en hipotesis filogenéticas robustas.
Entre estas nuevas estrategias de secuenciacion, el enriquecimiento blanco (‘farget enrichment’)
de elementos ultraconservados (UCEs) es una opcion adecuada por varias razones: es posible
trabajar a escalas evolutivas superficiales y profundas ya que tiene una alta tasa de €éxito con
cantidades de ADN inicial degradado y/o pequeiias, el protocolo de laboratorio es rapido y las
herramientas bioinformaticas son transparentes en comparacion con otros protocolos de NGS
(Zhang et al., 2019).

En ese proyecto utilizamos UCEs para proponer por primera vez una hipdtesis
filogendmica para Palyadini, con el fin de examinar la evolucion de algunos caracteres de color
seleccionados (ej.: ocelos) y, al mismo tiempo, determinar si estos caracteres de color
proporcionan o no seial filogenética. Con la hipotesis filogenética obtenida, ademas de mapear
los caracteres de color, también serd puesto a prueba la existencia de otros grupos de especies en
Opisthoxia ademas del “grupo Metargyria”.



OBJETIVOS
Objetivo general

Inferir las relaciones filogenéticas dentro de la tribu Palyadini empleando UCEs, para
examinar la evolucidn de caracteres de coloracion alar.

Objetivos particulares

A partir de la hipdtesis filogenética obtenida:

1) Verificar si los caracteres de color seleccionados presentan sefial filogenética.

2) Poner a prueba la monofilia de los grupos de especies en Opisthoxia (Metargyria y
Argenticincta).

3) Poner a prueba posibles grupos hermanos de Palyadini.
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Abstract

Next generation sequencing techniques currently represent a practical and efficient way
to infer robust evolutionary hypotheses. Palyadini is a small neotropical tribe of geometrid moths
composed of six genera that feature strikingly colorful wings. Here, we investigated patterns of
evolution and amount of phylogenetic signal contained in various color characters featured in the
wings of members of this tribe by (1) inferring a robust phylogenetic hypothesis using
Ultraconserved Elements (UCEs), and afterwards, (2) mapping the morphological characters onto
the molecular topology under a parsimonious ancestral character optimization. Our matrix,
obtained with 60% completeness, includes 754 UCE loci and 73 taxa (64 ingroup, 9 outgroup).
Maximum likelihood and parsimony generated largely identical topologies with strongly supported
nodes, except for one node inside the genus Opisthoxia. According to our topology, most wing
color characters are reconstructed as homoplastic, particularly at the tribe level, but four of seven
provide evidence supporting common ancestry at the genus level. Our results emphasize, once
again, that no character system is infallible, and that more research is necessary to take our
understanding of the evolution of wing color in moths to a level comparable to the knowledge we
have of butterflies’.

Significance Statement

Lepidoptera systematists traditionally look at wing color characters with suspicion,
preferring genitalia or DNA, as more-trusted sources. Palyadini is a diverse clade, whose colorful
wings feature eyespots, one of the most enigmatic color elements in animals. A robust
phylogenetic hypothesis allowed us to reveal unexpected patterns of change in the wing color
characters featured by its members. Color characters in Palyadini exhibit contrasting patterns of
phylogenetic signal, depending on the taxonomic level; putative homologues provided by these
characters may be trusted to reflect common ancestry at the genus level, but not at the tribal
level, where all are homoplastic. These inferences are clues about the mechanisms generating
biodiversity and represent fertile ground from which new questions may be formulated.

Main Text
Introduction

After centuries, the diversity of wing color patterns in Lepidoptera is still a topic of general
fascination, attracting the curiosity of laypeople and specialists, inspiring arts, religious beliefs and
science (1). Although lepidopteran wing patterns seem at first like kaleidoscopic mosaics of colors
(2), multiple authors independently have regarded them as potential sources of phylogenetic
signal and attempted to decode these patterns into homologies, by proposing standardized
models that identify discrete units later called pattern elements (3, 4). The Nymphalid Ground
Plan (NGP) (5, 6) is the most popular of these models and although it was developed based on
only one family of butterflies (Nymphalidae), it has been used subsequently to study the color
patterns of many other lepidopteran families as well (7, 8). Recently though, the efficiency of the
NGP to map and predict color patterns outside Papilionoidea (the superfamily that includes all
butterflies) has been called into question (7, 8) and other models, such as the Arctiid Archetype
(4), have been suggested as a better choice for identifying homologous pattern elements in some
groups of moths.

One of the most studied pattern elements of Lepidoptera wings are eyespots (9, 10),
which is defined as “a roughly circular pattern on the wing, with at least two concentric rings or
with a single-color disc and a central pupil” (11). Eyespots are conspicuous pattern elements of
the NGP, and their condition in the NGP (one eyespot per vein cell) has been treated as the
generalized (plesiomorphic) condition of nymphalids (3). It is from this perspective that variation in
eyespot shape and number have been extensively studied in Papilionoidea, from a variety of
approaches, such as evo-devo (12, 13, 14), ecology (9) and phylogenetics (15, 16).

Eyespots are also featured in other groups of moths, such as silk moths (Saturniidae),
and loopers (Geometridae), and although butterfly and moth eyespots usually occur in
non-homologous positions (17), it has been shown that they share at least two transcription
factors in common, suggesting they are at least “process homologous” (11).
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At the core of studies looking at color patterns in different clades is the question of
whether similar looking pattern elements are homologous (7), which is to say that a given element
has been present in the group since it diverged from a common ancestor. The history of color
characters in Lepidoptera has been one of extremes. For centuries, color characters used to be
one of the main sources of information in Lepidoptera species-level taxonomy (18, 19, 20), but
with time and after the recognition of non-phylogenetic phenomena such as seasonal
polyphenism and mimicry, the evidence provided by other character systems, such as genitalia
and DNA, cast doubt on taxonomic assignments based on color patterns. By the 21" century, the
pendulum had swung to the other extreme, and all color characters were a priori expected to
reflect homoplasy (21). However, before condemning all color characters as homoplastic based
mostly on the study of butterflies, it is necessary to determine, by studying other groups of moths,
how much phylogenetic signal color characters contain and whether this signal varies at different
taxonomic levels.

Unlike in the past when evolutionary inferences were based on phylogenetic trees
generated with a handful of DNA fragments (22), next generation sequencing (NGS) today
provides us to access to millions of base pairs, and thus with the opportunity to make inferences
based on robust phylogenetic hypothesis. Among these new sequencing strategies, target
enrichment of ultraconserved elements (UCEs) is a suitable option for several reasons: it is
possible to work at shallow and deep evolutionary scales since it has a high success rate with
degraded or with small amounts of initial DNA, the wet lab protocol is fast and the bioinformatic
tools are transparent in comparison to others NGS protocols (23).

Here we used UCEs to propose for the first time a phylogenomic hypothesis for a moth
tribe with striking diversity of wing color patterns (Figure 1), in order to examine the evolution of
selected color characters and, concomitantly, to determine how much phylogenetic signal these
color characters provide. The tribe in question is Palyadini, an exclusively neotropical clade that
belongs to the family Geometridae, which was formerly considered to be closely related to
butterflies, due to similarities in wing color, size, and shape (24). One of the synapomorphies of
Palyadini is the loss of the frenulum-retinaculum wing coupling system present in most ditrysian
Lepidoptera (25), but also absent among butterflies, which in the past reinforced the idea that the
two groups were closely related. However, a close relationship between Geometridae and
Papilionoidea has no longer been supported by Lepidopteran morphology and phylogenetics (26,
27, 28).

Currently, Palyadini is composed of 135 species (29) arranged in six genera (Fig. 1) (25,
30): Argyrotome Warren, Ophthalmoblysis Scoble, Opisthoxia Hibner, Palyas Guenée, Pityeja
Herrich-Schaffer and Phrygionis Hibner. More than 60% of Palyadini’s species diversity belongs
to Opisthoxia, a fact that is reflected in the wing color pattern diversity of this genus. Scoble
(1995) hinted at the existence of some species groups in Opisthoxia (Metargyria and
Argenticincta groups) based on wing color similarity, but these hypotheses have not been tested
in a phylogenetic context yet.

Results

UCE performance

UCE capture was successful for all specimens regardless of their year of collection. The
number of recovered UCE loci per taxon, ranging from 427 to 973 loci, is provided in the
Supplementary Material 1. We did not find a strong correlation between the year of collection and
the number of UCE loci recovered (R?=0.078), and in fact, the oldest voucher (119 years old) was
not the sample with the fewest number of loci (Supplement Material 2).

Phylogenetic relationships

The ML analysis recovered the same fully resolved topologies for all matrices regardless
of their completeness value. The trees differed in their UFBoot values for some nodes, but all
trees were overall highly supported. The 60% matrix generated the most highly supported tree,
with just one node with UFBoot value < 95 (Figure 2). The 50% and 70% completeness
topologies had eight and four nodes with UFBoot < 95, respectively. The parsimony analysis with
the 60% completeness matrix recovered two most parsimonious trees. The strict consensus
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topology was identical to the topology obtained under ML, with the exception of one unresolved
node within Phrygionis (Supplementary Material 3).

Since the four topologies described above were largely similar, the description of the
following results will be based on the ML phylogram recovered by the 60% completeness matrix.
Palyadini was corroborated as monophyletic and sister to Plutodini, a relationship supported with
the highest bootstrap support (UFBoot=100). Within Palyadini, all genera were recovered as
monophyletic except for its type genus Palyas, which was recovered as paraphyletic with respect
to Ophthalmoblysis (UFBoot=99). This Palyas + Ophthalmoblysis clade was found sister to the
remaining genera in the tribe (UFBoot=100). Opisthoxia was recovered sister to Pityeja
(UFBoot=99) and this clade in turn is sister to the remaining genera, Phrygionis and Argyrotome
(UFBoot=97), which were grouped with high bootstrap support (UFBoot=96). The 60%
completeness matrix is available as the Supplementary Material 4.

Character mapping

According to the ancestral character optimization (Figures 3 and 4), the presence of a
prominent Discal Cell eyespot (character 1) is apomorphic in Argyrofome (Fig. 3D), while diffuse
eyespots evolved twice independently. On the other hand, the presence of the Rs-M1 eyespot
(character 2) is apomorphic in Opisthoxia and thus has a single origin in the tribe (Fig. 3E).
Therefore its absence in O. miletia Druce is inferred as a loss. The M1-M3 eyespot (character 3)
evolved three times in Palyadini. This eyespot is present in all species of Ophthalmoblysis but it
also evolved twice in Opisthoxia (Fig. 3F). The M3-Cu1 eyespot (character 4) evolved twice in
Opisthoxia and is also present in the outgroup genus Tasta Guenée (Caberini) (Fig. 3G). The
Cu1-Cu2 (character 5) eyespot evolved twice independently in Opisthoxia (Fig. 4A).
Regarding the color patterns proposed by Scoble (1995), species of Opisthoxia featuring the
Argenticincta color pattern (character 6), were grouped in a single clade (Fig. 4B). On the other
hand, the Metargyria color pattern (character 7) evolved three times independently in the tribe
(Fig. 4C): once in Opisthoxia, recovering the “Metargyria group” as monophyletic, once in a
lineage of Phrygionis and a third time in Pityeja. Finally, our results also suggest that a species
not mentioned by Scoble, Opisthoxia hybridata Warren, also belongs in the Metargyria group (Fig.
4C).

Discussion

Museomics and Palyadini Systematics

This study represents the first empirical use of the lepidopteran UCE probes designed by
Faircloth et al, (31) for Geometridae, and concomitantly, provides the first phylogenetic
hypothesis for Palyadini with a broad taxon sampling. Choosing UCEs as a source of characters
facilitated the phylogenomic inference in two ways. First, UCE protocols allowed the inclusion of
old museum specimens (23), which largely fail under traditional sequencing techniques, such as
Sanger. In this study 75% of the specimens came from museum collections, s of which were
older than 30 years (being some of them more than 100 years old), whereas only 25% were fresh
material. Older samples were as efficient as fresh ones in recovering high numbers of UCE loci,
and therefore other variables besides age must be influencing DNA quality (e.g., killing agents,
method of collection, relaxation and/or preservation post mortem).

Second, the amount of data we were able to recover using UCEs was essential to enable
us to generate a robust phylogeny for the tribe. Branch support is the most notable difference
between ours and the previous study of New World Geometrid moths based on Sanger
sequencing (32) that included seven samples of Palyadini. All but two nodes in their topology
featured branch support below 50%, and not surprisingly the topological differences between ours
and the Brehm et al. (32) tree were precisely on those weakly supported nodes. The main
topological differences are the relative relationships of two genera: Palyas and Ophthalmoblysis.
In Brehm et al. (32), Palyas was recovered as sister to Opisthoxia + Pityeja and Ophthalmoblysis
as sister to this clade. In contrast, we recovered the genus Palyas paraphyletic with respect to
Ophthalmoblysis, and this “Palyas” + Ophthalmoblysis clade as sister to the remaining genera
grouped as two sister clades: Argyrotome + Phrygionis and Opisthoxia + Pityeja (Fig. 2).
Although our taxon sampling of Palyas is limited, our results suggest that the tribe’s type genus is
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in need of taxonomic revision. Aside from the paraphyly found by the UCE data, the species
chosen for this study form two different lineages that differ in color patterns and especially in wing
shape.

Regarding the relationship of Palyadini to the outgroups, Plutodini was recovered as
more closely related to Palyadini than Caberini and Baptini, as found previously by Brehm et al.
(32). Hence, the genitalic similarity among Caberini, Baptini and Palyadini, pointed out by Scoble
(25) and Pitkin (30), seems to be a result of plesiomorphy or convergence (in the case of
Caberini). The sister relationship between Palyadini and Plutodini suggests that the presence of
metallic scales is not a synapomorphy for Palyadini, since they are also present in the type genus
of this outgroup tribe, Plutodes. Some of the color patterns in Tasta resemble some Palyadini
species in extraordinary fashion, but according to our topology, this similarity is also due to
homoplasy.

Contrasting patterns of phylogenetic signal in wing color characters in Palyadini

Historically, the usage of color characters to infer phylogenetic relationships has been
controversial in systematics. The existence of mimicry in Lepidoptera represents a challenge to
select characters that truly reflect phylogenetic signal and not convergence (22). The
morphological characters here explored in Palyadini teach us however, that color patterns should
not be ignored a priori, given that at the genus level some of them do provide phylogenetic signal.
Before discussing the eyespots, it is important to emphasize why we treat each of them here as a
discrete character. In the NGP, the eyespots are all treated as serially homologous to one another
and subjected to the same developmental pathways (3). However, since Palyadini are not
nymphalids and their color patterns do not correspond to this model, it is not plausible to assume
homology between the pattern elements of NGP and those found in Geometridae in general (8),
even if they could be “process homologous” at a cellular level, as well as phenotypically similar.

Treating each eyespot as a discrete character gave us more information about the
evolution of them in the tribe. The presence of the Discal Cell eyespot in the forewing is clearly
apomorphic for Argyrotome. The Rs-M1 eyespot is informative as well, and it is a synapomorphy
of the most diverse genus in the tribe, Opisthoxia. On the other hand, the phylogenetic signal
provided by the other three eyespots is more challenging to evaluate, since they are found in
multiple parts of the tree: the M1-M3 eyespot is present in all species of Ophthalmoblysis, but it
also evolved twice in Opisthoxia; the M3-Cu1 evolved twice in Opisthoxia and is also present in
the outgroup genus Tasta; likewise the Cu1-Cu2 eyespot also evolved twice independently in
Opisthoxia. Therefore, just the first three of the five eyespots are informative, at genus level.

The other two characters, the Argenticincta and the Metargyria patterns, clearly provide
phylogenetic signal within Opisthoxia, since both recovered monophyletic species groups (Fig.
4B, 4C). Our results corroborate Scoble’s (1995) hypothesis regarding the monophyly of the
Metargyria species group. However, our results also indicate that another species of Opisthoxia,
not mentioned by Scoble, O. hybridata, also belongs to it. This result implies that the description
of the wing color pattern of the Metargyria group within Opisthoxia should be either expanded to
include species with grayish brown wings, such as those in O. hybridata, or reduced, by removing
the background wing color as part of its definition. We note that there are other color components
that define this pattern that were not mentioned by Scoble. Namely, the yellowish anal part of the
hind wing, plus the presence of one to three black spots. In sum, the Metargyria color pattern
could be defined as: white or grayish brown wings with diagonal bands, and hindwing’s anal part
covered by yellow scales plus the presence of one to three black spots over this area.

Tracing the presence of the Metargyria pattern outside Opisthoxia, allowed us to infer that
this color pattern is homoplastic at various levels and to extraordinary degrees. Inside Palyadini,
the Metargyria pattern is found in one lineage in Phrygionis (P. platinata (Guenée) Fig. 4C1) and
in one species of Pityeja (P. nazada (Druce) Fig. 4C2) (aside of course, Opisthoxia metargyria
Fig. 4C3). Outside Palyadini we found that there are several examples of distantly related groups
featuring a strikingly similar color pattern. Within Geometridae this color pattern is found in
members of the genus Ourapteryx Leach (Fig. 4C4 features O. clara (Butler)), a large and rather
homogenous clade of paleotropical species and also in species in the genus Myrteta Walker (Fig.
4C5 features M. angelica Butler), an oriental group in the tribe Caberini. The Metargyria color
pattern is also found in at least two genera of Uraniidae, Geometridae’s sister family, in Epiplema
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himala Butler, a southeast Asian species (Fig 4C6), and in Aorista alodia (Dognin 1892), a
neotropical species (Fig. 4C7), that is likely to be sympatric with any of the Palyadini species
featuring this color pattern. Some species in the neotropical genus Therinia Hubner, a small
group of Saturniidae moths (Fig. 4C8 features T. transversaria Druce) also features this color
pattern. Finally, and most unexpectedly, this pattern is also found in some butterfly species
(featured in Fig. 4C9 is the African map butterfly Cyrestis camillus Fabricius). This is just a small
sample of similar-looking species we are aware of, but it could be possible that other instances
exist, and that are under the radar for us, so to speak. This remarkable convergence of the
Metargyria pattern involving different groups of moths, almost all resting with their wings spread in
nature, indicates that this pattern probably confers an evolutionary advantage for these species.

The knowledge about the processes that lead to evolutionary convergence in Lepidoptera
is far from complete (49). The diversity of wing colors in Palyadini demonstrate that moths’
genomes contain sufficient genetic diversity upon which evolutionary forces such as genetic drift,
and sexual and natural selection have been able to operate for millions of years. It is the difficult
task of evolutionary biologists and population geneticists to tease apart the effect of these forces
and to explain the patterns our study has revealed.

Materials and Methods

Taxon sampling

Our taxon sampling comprised a total of 73 specimens, 64 belonging to the ingroup and
nine to the outgroup (Supplementary Material 5). For some species, we included up to four
specimens to confirm their conspecificity. We included representatives of all genera currently
placed in Palyadini, making a special effort to include as many species of Opisthoxia as possible.
We sequenced 31 specimens assigned to 27 species of Opisthoxia, corresponding to 31% of its
current species diversity. We also included seven species (12 specimens) of Argyrotome, six
species (13 specimens) of Phrygionis, three species of Palyas, three species of Ophthalmoblysis
and the two recognized species of Pityeja. We selected outgroup species from the following four
tribes in Ennominae: Baptini, Caberini, Plutodini and Boarmini. The first two tribes have
previously been suggested to be closely related to Palyadini based on genitalia characters (25,
30). Plutodini was selected following the results of a recent molecular phylogenetic study of New
Word geometrid moths (32) which recovered the tribe as sister to Palyadini. Finally, the tribe
Boarmini is not closely related to Palyadini (32), thus it was used as a functional outgroup to root
the tree (33).

All the examined specimens were dry pinned, with the year of collection ranging from
2022 to 1904. The vouchers are deposited in the following collections: Coleccién Nacional de
Insectos (CNIN) in the Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autébnoma de México
(IB-UNAM); Colegao taxondmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DCBU) of
the Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCar); Colegdo de Lepidoptera do Museu de
Zoologia (ZUEC-LEP) of the Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP); Cornell University
Insect Collection (CUIC); Florida Museum of Natural History (FLMNH); Colecciéon de Entomologia
de la Universidad Javeriana (UJ) and University of Guelph Insect Collection (DEBU). A list of the
specimens, their taxonomic classification, collection data, collection voucher, in which collection
they are deposited in, DNA voucher, and GenBank accession number are provided in
Supplementary Material 5. Photos of each specimen compared with its respective type are
available in the Supplementary Material 1.

DNA extraction, UCE data preparation and sequencing

Genomic DNA extraction, library preparation and target enrichment were conducted at
the Laboratorio de Biologia Molecular de Zoologia which is part of the Laboratorio Nacional de
Biodiversidad (LANABIO) at the Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México
(IBUNAM). Genomic DNA was extracted from tissue of two to three legs using the DNeasy Blood
& Tissue Kit 250 (Qiagen). We followed the manufacturer’s protocol, except for the final elution,
which was made with less volume (50 to 60ul) than that recommended by Qiagen, to reach a
higher concentration of DNA. DNA yield was quantified using a Qubit 4 (Life Technologies) and
we used aliquots of 2 to 150 ng in a volume of 100 ul of ultrapure water as input DNA. Further,
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DNA was sheared with cycles of 15 seconds on and 90 seconds off in a BioRuptor® Pico
sonicator to reach fragments between 400-600 base pairs (bp). Genomic libraries were prepared
following the protocol by Branstetter et al. (34), using a Kapa HyperPrep kit (Roche) and
dual-indexing primers iTru5 and iTru7 (35).

For library UCE enrichment we pooled 6 to10 libraries at equimolar concentrations and
followed the Standard Protocol from MyBaits (version 5.02) available on hitps://arborbiosci.com.
We used the Lepidoptera bait set 1.3kv1 (Arbor Biosciences) designed by Faircloth (31) that
targets 1,381 UCE loci. The enriched libraries were sent to Admera Health (New Jersey, EEUU)
and sequencing was conducted on an lllumina HiSeq 2500 instrument (2x150 rapid run; lllumina
Inc. San Diego, CA).

UCE data processing

Raw reads were cleaned and trimmed using lllumiprocessor wrapper version 2.10 (36),
which is available in the software PHYLUCE version 1.7.1 (37). Cleaned reads were then
uploaded to the platform Galaxy (https://usegalaxy.org/) to assemble the data using rnaSPAdes
version 3.9.0.3 (38), employing a k-mer size of 55. UCE loci were extracted from the assembled
contigs in PHYLUCE version 1.7.1 (37) using a minimum coverage of 70%. Extracted UCE loci
were aligned with MAFFT version 7.130 (39) and the resulting alignments were filtered with
Gblocks version 0.91b (40, 41) using the stringency settings (b1 0.5; b2 0.5; b312; b4 7). Finally,
we constructed three matrices with 50%, 60% and 70% of completeness that recovered 909, 754
and 486 UCE loci, respectively (Supplementary Material 6). All the raw data will be available on
the NCBI Sequence Read Archive (Accession numbers will be released after acceptance).

Phylogenomic inferences

We partitioned the data using the SWSC-EN algorithm (42), which divides each UCE
locus in three parts, an ultraconserved core and two variable flanking regions. Phylogenomic
analyses were carried out for the 50%, 60% and 70% completeness matrixes mentioned above
under maximum likelihood (ML) in IQ-TREEZ2 (43) and with parsimony in TNT version 1.6 (44) for
the 60% completeness matrix. Model selection and branch support for ML were both conducted
in IQTREE2. Selection among models used the option TESTMERGEONLY, which implements the
greedy algorithm of PartitionFinder (45) to select the best-fit partitioning scheme by merging
partitions to increase model fit. Support for the ML topology was estimated by running 5000
ultrafast bootstrap (UFBoot) replicates (46). In TNT, searches were conducted using the
PhylogenomicSearch.run script (47), with a traditional search and level of searching strength of
10. Gaps were treated as missing character states, and all character states were equally
weighted. Support for the parsimony tree was calculated by running 1000 jackknife resampling
replicates and calculating relative Bremer supports (hold=3000; subopt=200), both ran in TNT.

Character mapping

We selected seven color characters coded from the dorsal wing surface to examine wing
pattern evolution in Palyadini (Figure 3A-C). Five of them are eyespots, each one located in a
distinct position of the wing, and therefore were treated as independent characters: 1) Discal Cell
eyespot (Fig. 3A), present on the forewing of some species of Argyrotome, on top of the cross
vein of the discal cell. Among the 14 recognized species of this genus, ten exhibit a prominent
eyespot, while four of them just possess a diffuse spot. Therefore, here we code this character as
multistate being (0) absence, (1) presence of a prominent eyespot and (2) presence of a diffuse
eyespot. 2) Rs-M1 eyespot (Fig. 3A), present on the hindwing of all but two species of
Opisthoxia, 3) M1-M3 eyespot (Fig. 3A), present on the hindwing in all species of
Ophthalmoblysis, 4) M3-Cu1 eyespot (Fig. 3A), present on the hindwing in some species of
Opisthoxia, 5) Cu1-Cu2 eyespot (Fig. 3A), featured on the hindwing of some species of
Opisthoxia as well. 6) Argenticincta pattern (Fig. 3C), this color pattern was proposed by Scoble
(1995) for some species of Opisthoxia, based on the pattern of the species O. argenticincta and
is defined as the “presence of a conspicuous off-white costa on the forewing and a white band
across the base of the hindwing, which is apparently integrated with a white edging sometimes
present on the anal margin of the forewing” (Scoble, 1995 pp. 51). Finally, 7) Metargyria pattern
(Fig. 3B) is a color pattern also proposed by Scoble (1995) for Opisthoxia, based on the pattern of

17


https://arborbiosci.com/wp-content/uploads/2022/03/myBaits_v5.02_Manual.pdf
https://usegalaxy.org/

the species O. metargyria Walker, defined as “white wings with greyish transverse bands or lines”
(Scoble, 1995, pp. 54).

While character 1 was treated as multistate with three character states, characters 2 to 7
were binary with (0) as absent and (1) as present. All seven characters were optimized on our
preferred topology using the parsimony ancestral states function in Mesquite version 3.70 (48).
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Figure legends

Figure 1. Representative species of Palyadini in nature to describe the diversity of wing color
patterns. (A) Ophthalmoblysis sp., (B) Ophisthoxia miletia Druce, (C) Pityeja histrionaria
Herrich-Schaffer, (D) Phrygionis polita Cramer, (E) Palyas micaceraria Guenée, (F) Phrygionis
platinata platinata Guenée, (G) Pityeja nazada Druce, (H) Opisthoxia molpadia Druce, (I)
Opisthoxia metargyria Walker , (J) Opisthoxia asopis Druce, (K) Palyas aura Cramer, (L)
Opisthoxia trimaculata Warren, (M) Opisthoxia conjuncta Herbulot, (N) Argyrotome melae Druce,
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(O) Phrygionis privignaria Guenée. The photos are publicly available on the platform
<https.//www.inaturalist.org/>.

Figure 2. Topology obtained under Maximum Likelihood with a 60% completeness matrix. Red
dots indicate the nodes with Ultra-fast Bootstrap below 100. This is our preferred topology (see
text for details). The names of the featured species are underlined in the tree. Source of photos:
inaturalist.org and boldsystems.org.

Figure 3. Wing color characters of Palyadini examined in this study. (A) Characters 1-5:
Eyespots, (B) Character 6: Argenticincta pattern, (C) Character 7: Metargyria pattern. And the
most parsimonious ancestral character state reconstruction obtained in Mesquite for color
characters 1-4: (D) Discal cell eyespot, featured species: Argyrotome alba Druce, (E) R3-M1
eyespot, featured species: Opisthoxia consequa Warren, (F) M1-M3 eyespot, featured species: 1.
Ophthalmoblysis sp., 2. Opisthoxia trimaculata Warren, (G) M3-Cu1 eyespot, featured species
Opisthoxia contrariata Warren. Source of photos: inaturalist.org and boldsystems.org.

Figure 4. Most parsimonious ancestral character state optimizations obtained in Mesquite for
color characters 5-7. (A) Cu1-Cu2 eyespot, featured species: Opisthoxia danaeata (Walker), (B)
Argenticincta pattern, featured species: 1. Opisthoxia eusiraria (Oberthlr), 2. Opisthoxia
claudiaria Schaus, (C) Metargyria pattern, featured species: 1. Phrygionis platinata Guenée, 2.
Pityeja nazada Druce, 3. Opisthoxia metargyria (Walker). Non-Palyadini taxa: 4. Ourapteryx
clara (Butler) (Geometridae), 5. Myrteta angelica Butler, 6. Epiplema himala Butler (Uraniidae), 7.
Aorista alodia Dognin (Uraniidae), 8. Therinia transversaria Druce (Saturniidae), 9. Cyrestis
camillus Fabricius (Nymphalidae). Source of photos: inaturalist.org and boldsystems.org.
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DISCUSION
Museomica y Sistematica de Palyadini

Este estudio representa el primer uso empirico de las sondas de UCEs para
lepidopteros disefiadas por Faircloth et al. (2017) para Geometridae y, al mismo tiempo,
proporciona la primera hipotesis filogenética para Palyadini con un amplio muestreo
taxonomico. La eleccion de los UCEs como marcadores facilito la inferencia
filogendmica principalmente de dos maneras. En primer lugar, la naturaleza de los UCEs
permite la inclusion de especimenes antiguos provenientes de museos y colecciones
(Zhang et al., 2019), los cuales en gran medida fallan con las técnicas de secuenciacion
tradicionales, como Sanger. En este estudio, el 75% de los especimenes provinieron de
colecciones, siendo que un tercio de ellos tenian mas de 30 afos, y otros incluso tenian
mas de 100 afios, mientras que sélo el 25% fueron ejemplares recolectados recientemente
(<20 anos). El desempeno de los UCEs fue tal que las muestras mas antiguas fueron tan
eficientes como las nuevas en recuperar un gran numero de loci UCEs. Tal resultado
indica que quizas otras variables diferentes a la edad de las muestras deben influir en la
calidad del ADN gendmico (e.j., agentes para sacrificar los ejemplares, método de
recolecta, relajacion y/o preservacion post mortem).

En segundo lugar, la cantidad de datos recuperados utilizando los UCEs como
marcadores fue esencial para permitir generar una filogenia robusta para la tribu. El
soporte de las ramas es la diferencia mas notable entre esta investigacion y el estudio
anterior de los geométridos del Nuevo Mundo basado en secuenciacion Sanger (Brehm et
al., 2019), el cual incluyo6 siete muestras de Palyadini. La mayoria de los nodos referentes
a las relaciones de Palyadini en el trabajo de Brehm et al. (2019) tienen valores de
soporte bajos (UFBoot<50) y, no sorprendentemente, las diferencias topologicas entre
nuestro y el trabajo de Brehm et al. (2019) residen precisamente en estos nodos
débilmente soportados. Las principales diferencias topologicas residen en las relaciones
relativas a dos géneros: Palyas y Ophthalmoblysis. En Brehm et al. (2019), Palyas fue
recuperado como hermano de Opisthoxia + Pityeja'y Ophthalmoblysis como hermano de
este clado. Por otro lado, en nuestra topologia Palyas fue recuperado como parafilético
con respecto a Ophthalmoblysis, y este clado “Palyas” + Ophthalmoblysis como hermano
de los géneros restantes agrupados como dos clados hermanos: Argyrotome + Phrygionis
y Opisthoxia + Pityeja. Aunque nuestro muestreo en relacion con el género Palyas fue
incompleto, nuestros resultados sugieren que el género tipo de la tribu necesita una
revision taxonomica. Esto porque a parte de la parafilia encontrada por la topologia, las
especies elegidas para este estudio forman dos linajes diferentes que se diferencian
nitidamente en los patrones de color y especialmente en la forma de las alas.

Con respecto a la relacion de Palyadini con los grupos externos, Plutodini fue
recuperado mas estrechamente relacionado con Palyadini que Caberini y Baptini, lo que
coincide con los resultados de Brehm ef al. (2019). Por lo tanto, la similitud de las
genitalias entre Caberini, Baptini y Palyadini, sefialada por Scoble (1995) y Pitkin (2002),
parece ser una plesiomorfia, resultado de un proceso de convergencia evolutiva. La
relacion entre Palyadini y Plutodini sugiere que la presencia de escamas metélicas no es
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una sinapomorfia para Palyadini, ya que también estan presentes en el género tipo de
Plutodini, Plutodes Guenée. Algunos de los patrones de color en 7asta Walker (Caberini)
se parecen extraordinariamente a algunas especies de Palyadini, pero segiin nuestra
topologia, esta similitud también refleja homoplasia.

Patrones contrastantes de senales filogenéticas en caracteres de color alar en Palyadini

Histéricamente, el uso de caracteres de color para inferir relaciones filogenéticas
ha sido un tema controvertido en Sistematica. La existencia de mimetismo en
Lepidoptera representa un desafio para seleccionar caracteres que verdaderamente
reflejen senal filogenética y no convergencia (Brower, 1996). Sin embargo, los caracteres
morfoldgicos aqui explorados en Palyadini nos ensefian que los patrones de color no
deben ser ignorados a priori, dado que a nivel de género algunos de ellos si proporcionan
senal filogenética. Antes de discutir acerca de los ocelos, es importante enfatizar por qué
los tratamos cada uno como un caracter discreto. En el NGP, los ocelos son tratados como
homologia seriada y, por lo tanto, se asume que estdn sometidos a las mismas vias de
desarrollo (Nijhout, 1991). Sin embargo, dado que Palyadini no pertenece a la familia
Nymphalidae, sus patrones de color no corresponden a este modelo, y por lo tanto no es
plausible asumir homologia entre los ‘pattern elements’ del NGP y los encontrados en
Geometridae en general (Schachat, 2019), aunque sean ‘homologos de proceso’ a nivel
celular o fenotipicamente similares.

De hecho, tratar cada ocelo como un caracter discreto nos dio mas informacion
acerca de la evolucion de ellos en la tribu. La presencia del ocelo en la celda distal de las
alas anteriores es claramente una apomorfia para Argyrotome. El ocelo Rs-M1 también es
informativo y es una sinapomorfia del género mas diverso de la tribu, Opisthoxia. Por
otro lado, la sefial filogenética proporcionada por los otros tres ocelos es mas dificil de
evaluar, ya que se encuentran en multiples partes del arbol: el ocelo M1-M3 esta presente
en todas las especies de Opthalmoblysis y por lo tanto es informativo a nivel de género,
pero también evolucion6 independentemente dos veces en Opistoxia; el ocelo M3-Cul
evoluciond dos veces en Opisthoxia y también esta presente en el grupo externo Tasta;
asimismo, el ocelo Cul-Cu2 también evolucion6 dos veces de forma independiente en
Opisthoxia. Por lo tanto, tres de los cinco ocelos son informativos, a nivel de género.

Los otros dos caracteres, los patrones de color Argenticincta y Metargyria,
claramente proporcionan sefal filogenética dentro de Opisthoxia, ya que ambos
recuperaron grupos monofiléticos (Fig. 4B, 4C). Nuestros resultados corroboran la
hipotesis de Scoble (1995) sobre la monofilia del grupo Metargyria en Opisthoxia. Sin
embargo, nuestros resultados también indican que otra especie, no mencionada por
Scoble, O. hybridata Warren, también pertenece a ese grupo. Tal resultado implica que la
descripcion del patron de color que define el grupo Metargyria deberia ampliarse para
incluir especies con alas de color marron grisaceo, como las de O. hybridata, o reducirse,
eliminando el color de fondo del ala como parte de su definicion. Observamos que hay
otros componentes de color que definen este patron que Scoble no menciond: la parte
anal del ala posterior amarilla, ademas de la presencia de uno a tres puntos negros. En
resumen, el patrén de color de Metargyria podria definirse como: alas blancas o marron
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grisdceo con bandas diagonales y la parte anal del ala posterior cubierta por escamas
amarillas, sumado con la presencia de uno a tres puntos negros sobre esta zona.

Rastrear la presencia del patron Metargyria afuera de Opisthoxia nos permitid
inferir que este patron de color es homoplastico en varios niveles y en grados
extraordinarios. Dentro de Palyadini, el patron Metargyria se encuentra en un linaje de
Phrygionis (P. platinata Fig. 4C1) y en una especie de Pityeja (P. nazada Fig. 4C2).
Fuera de Palyadini encontramos que hay varios ejemplos de grupos lejanamente
relacionados que presentan un patron de color sorprendentemente similar (Fig. 4C).
Dentro de Geometridae, este patréon de color se encuentra en miembros del género
Ourapteryx Leach (Fig. 4C4 presenta O. clara Butler 1880), un clado grande y bastante
homogéneo de especies paleotropicales y también en especies del género Myrteta Walker
(Fig. 4C5 presenta M. angelica Butler 1881), un grupo oriental de la tribu Caberini. El
patron de color Metargyria también se encuentra en al menos dos géneros de Uraniidae,
la familia hermana de Geometridae, en Epiplema himala (Butler 1880), una especie del
sudeste asiatico (Fig. 4C6), y en Aorista alodia (Dognin 1892), una especie neotropical
(Fig. 4C7), que probablemente sea simpatrido con cualquiera de las especies de Palyadini
que presentan este patrén de color. Algunas especies del género neotropical Therinia
Hiibner, un pequeio grupo de polillas Saturniidae (la Fig. 4C8 presenta 7. transversaria)
también presenta este patron de color. Finalmente, y de forma mas inesperada, este patron
también se encuentra en algunas especies de mariposas (Fig. 4C9). Esto es solo una
pequefia muestra de especies con apariencia similar, seguramente existen otros casos,
pero mencionarlos esta fuera del objetivo de este estudio. Esta notable convergencia del
patron Metargyria, involucrando diferentes grupos de polillas que descansan con las alas
extendidas en la naturaleza, indica que este patron posiblemente confiere una ventaja
evolutiva a estas especies.

El conocimiento sobre los procesos que conducen a la convergencia evolutiva en
Lepidoptera esta lejos de ser completamente comprendido (ej., Pinna et al., 2021). La
diversidad de colores de las alas en Palyadini demuestra que los genomas de las polillas
contienen suficiente diversidad genética sobre la cual fuerzas evolutivas como la deriva
genética, la seleccion sexual y natural han podido operar durante millones de anos. Les
queda a los bidlogos evolutivos y genetistas de poblaciones la tarea de separar el efecto
de estas fuerzas para en ultimas explicar los patrones que nuestro estudio ha revelado.

CONCLUSIONES

e La captura de los UCEs fue eficiente para todos los taxa, independientemente de
sus edades, indicando que estos marcadores son una buena opcion para hacer
museomica.

e Obtuvimos una hipotesis filogenética robusta que corrobora la monofilia de
Palyadini, asi como de sus géneros, con excepcion del género tipo Palyas, lo cual
fue recuperado como parafilético con respecto a Ophthalmoblysis. La tribu
Plutodini fue recuperada como hermana de Palyadini.

e Cinco de los siete caracteres de color presentaron sefial filogenética, indicando
que de manera general los caracteres de color no deben ser jusgados a priori como
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homoplasicos, ya que algunos son informativos y brindan informacion acerca de
las relaciones filogenéticas.

e [a notable convergencia del patron Metargyria involucrando diferentes grupos de
polillas que descansan con las alas extendidas en la naturaleza, indica que este
patron muy probablemente confiere una ventaja evolutiva a estas especies.
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Table S5. List of the specimens, their taxonomic classification, DNA voucher, collection voucher,
in which collection they are deposited in, collection data and GenBank accession numbers (which
will be provided upon acceptance). The “-” means that there were no collection vouchers
previously assigned. Collection acronyms: Coleccién Nacional de Insectos (CNIN) in the Instituto
de Biologia of the Universidad Nacional Auténoma de México; Cole¢do taxondmica do
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DCBU) of the Universidade Federal de Sao
Carlos; Colecéo de Lepidoptera do Museu de Zoologia (ZUEC-LEP) of the Universidade Estadual
de Campinas; Cornell University Insect Collection (CUIC); Florida Museum of Natural History
(FLMNH); Coleccién de Entomologia de la Universidad Javeriana (UJ) and University of Guelph

Insect Collection (DEBU).

Tribe Genus Species epithet DNA Vi Caoll Coll Collection data
Palyadini Argyrotome alba (Druce) FLAJ9O - CNIN Mexico Quo. Tilaco 12X/2005 Col. A. Tbarra Virzquez
Palyadini Argyrotome arcuata Debauche FLAJ46 1088 DCBU Fazenda Sonho do Vovd, Juguitiba, SP, 23.04.1988
oo o - BRASIL: SP §. André. 900m Paranapiacaba 23°47'S 46
2
Palyadini Argyrotome aff. arcuata Debauche FLAJIO2 11281 GEO 124 ZUEC LEP “18'W 13-14 xii 2001 V.0, Becker Col
Palyadini Argyrotome paraguayaria Schaus FLAJS9 1 DCBU Sio Schastido, SP, 01,09.2021
Palyadini Argyrotome paraguayaria Schaus FLAJGI 3 DCBU Siio Schastido, SP, 10.11.2021
Palyadini Argyrotome mexicaria Schaus FLAI9 ONIN “'“‘“‘"": ipas, Gomez Farias Rancho el Ciclo, 30-IX-82.
2 N, r Mexico S L R Xiitilita. 14-15 Septiembre 2012, 1. P.
Palyadini Argyrotome mexicaria Schaus FLAJ9S CNIN Laciette & T. M. Pé
Palyadini Argyrotome mira (Oberthiir) FLAJI36 CUIC000056004 cuic Phuthéoit, 1§ Jeho:1953 Sta. Catackud (Rewdl) C;
Biezanko leg.
Colombia: Cundinamarca, Nilo. Via Quinini, 4°20'43"N
Palyadini Argyvrotome mira (Oberthiir) FLAI9I CNIN T4*30°40"W 1405msnm Julio 7, 2019. Trampa de luz.
Leg A. Ardia & J. Noricga
Pucblo Rico, § jge 5.9km
Palyadini Argyrotome mira (Oberthilr) FLAIT6 LEP190306PU) w WhN de Pucblo Rico. N 05.23016°W 76.08364°, 2-7
Scpt 2018. 1136m. G. Fagua & L. Prada
COLOMBIA: Cundinamarca, Nilo. Vila Quinini,
Palyadini Argyrotome prospectata (Snellen) FLAJ94 CNIN A720043°N 74°30°40"W 1405msnm Julio 7, 2019, Trampa
de luz. Leg. A. Ardia & J. Noricga
. tenebrosa tenebrosa = S Chaquimayo, S. Peru, 2500-3000 fi., 8.10/10H. & C.
Palyadini Argyrotome Wi FLAJLAL CUICOD0055959 cuIc Watkina 1121
Veracruz, Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas. [8*
Palyadini Ophthalmoblysis  ibarrai Garzon-Ordufia FLAJS2 LEP190261CNIN CNIN 35°14"N 95°4°26"W 160m. 27-30.1X.2019, trampa de
luz. Leg. I Garzdn-Ordufia & A. Ibarma
Palyadini Ophthalmobly Hans (Warren) FLAJ34 673 DCRU Fazenda Sonho do Vowd, Juguitiba, SF, 13.11.1988
Paly Oph blysis . FLAJ3S 696 DCBU Fazenda Sonho do Vové, Juquitiba, SP, 20.04, 1988
Palyadini Opisthoxia archidiaria (Oberthiir) FLAJ29 545 DCBU Estagiio Ecologica Jatal, Luiz Antonio, SP, 16.04.2015
Mexico, Daxaca. KM60, Carretera Tuxtepec-Caxaca.
Palyadini Opisthoxia aff. cabima (Schaus) FLAJOR CNIN LEP 066055 CNIN Elev. 650m. 17T"39'49"N96"24'20"W. Coll. A. Ibarma. |
X1.1998
MEXICO. Veracruz. Estaciém de Biologia Los Tuxtlas
Palyadini Cpisthoxia aff. cabima (Schaus) FLAII0O CNIN 1835 14"NOS*4'26"W 160m. IX.27-30.2019. Trampa de
luz. Leg. Garzin-Orduiia & A. Ibarra
o e , " Parque E ga, Capetinga Oeste, Santa
P O aff. i (Schaus) FLAJ22 1033 DCBU Rita do Passa Quatro, SP, 10,07.2006
Paly Opixth afft i (Schaus) FLAJG2 114 DCBU Sio Schastifio, SP, 31.10.2021
Palyadi Opisth yphiaria (Oberthiir) FLAJI® o914 DCBU Fazenda Canchim, Sho Carlos, SP, 03.02.1984
MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
o . Martin Berriozabal 10,8723N -93.3257W. Oct 10-12-
Palyading Opisthoxia asopis (Druce) FLAJSO CNIN 2021 Leg. U Garzdn-Ordufla, FR Jocle, C Martinez & G
Moreno
Palyadini Cipisthaxia bella (Butler) FLAJ99 CNIN V.O.Becker. Est. Biol. Los Tuxtlas. Ver. 15-VI-1981
Palyadini Opisthoxia bella (Butler) FLAJS4 - CNIN Arca de noé, Chiapas, 14-16/0ct/2021
Palyadini Opisthoxia bracteara (Butler) FLAJ26 1034 DCBU Serma do Japi, Jundiai, SP, 26.07.2012
MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
3. ; . Martin Berriozabal 10.8723N -93.3257W. Oct 10-12-
Palyadini Opisthoxia cassandra Dyar FLAJIS! CNIN 2021 Leg. U G Ondufia, FR Jocle, € Martinez & G
Moreno
Palyadini Opisthoxia ceres (Oberthiir) FLAILT 677 DCBU Fazenda Sonho do Vovb, Juquitiba, SP, 19,04, 1988
Palyadini Opisthoxia clavdiaria Schaus FLAJIIS CUICD00055927 cuic Sapucay Paraguay 7.X11.04 W. Foster
Palyadi Opisth Warren FLAJG3 115 DCBU Sio Schastifio, SP, 12.06.2021
Palyadini Opisthoxia contrariata Warren FLAJI3I CUICO00056049 cuic R. Cristal Mayu Chapare, BOLIV. Aug. 28 1949 1000-
2000M. Luis E. )
i . carinnaides Thierry- v
Palyadini Opisthaxia Micg FLAJINT? CUICO00055945 cuic Zanderi] 1, Bovnn Para Diat, SURINAM April 20, 1927
Palyadini Cpisthoxia croesaria (Schaus) FLAJ3T 676 DCBU Fazenda Sonho do Vovd, Juquitiba, SP, 20.04.1988
Palyadini Opisthoxia danaeata (Walker) FLAJ2T 1031 DCBU g‘f’;“‘l‘;"l“’““‘“ do IRGE, DF, Kmo, BR251,
COLOMBIA: Cundinamarca, Nilo. Vila Quinini,
Paly Opisith (Oberthiir) FLAJ9T CNIN 4°20°43"N 74°30°40"W 1405msnm Julio 7, 2019. Trampa

de luz. Leg. A. Ardia & J, Noriega

GenBank Acession No.
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Palyadini Opisthaxia metargyria Walker
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Palyadini Opisthaxia phrynearia (Schaus)
Palyad Opisth lubaea Dyar
B - N - saturnigria saturniaria
Palyadini Opisthoxia i
Palyadini Opisthoxia sp.
Palyadim Opisthoxia trimaculata (Warren)
Palyadini Opisthaxia uncinata {Schaus)
Palyadini Palyas awra Cramer
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- pallicosta (Felder &
Palyadini Palyas R hofer)
Palyadini Phrygionis auriferaria Hulst
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Palyadini Phrygionis (Druce)
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Palyadini Phrygionis (G )
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Palyadini Phrygionis polita (Cramer)
Palyadini Phrygionis privignaria (Guenée)
Palyadini Phrygionis privignaria (Guenée)
Palyadim Phrygionis privignaria (Guenée)
Palyadini Phrygionis privignaria (Guenéce)
histrionaria (Herrich &
Palyadini Piyeja Schilffer)
Palyadini Pityefa nazada (Druce)
Cabenni Aplogampha lafayi (Dognin)
Baptini Lomographa candida Schaus
Baptini Lomographa candida Schaus
Baptini Tasta micaceata (Walker)
Baptini Tasta micaceata (Walker)
Plutodini Plutodes costatus Butler
Plutodini Plutodes costatus Butler
Baanaikal Iid defectaria Guenbe
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LEP190302PUJ
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CUIC00005603 1

CUICO00055882

LEP190303PUJ

CUICO00055963
CUICO00055954

6670

2009-36

CUIC000056062

627
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Hn2

LEP190304PUJ

19

LEP190363
CUIC000055932

BC ZSM Lep 12067

BC ZSM Lep 18720

BC ZSM Lep 39867

BC ZSM Lep 57729

u

u

cuic

DCBU

CNIN

CNIN

cuic
cuic

FLMNH

Cuic

DEBU

DEBU

DEBU

DEBU

Scrra do Japi, Jundiai, SP, 27.03.2012

Costa Rica, San Ramén, Reserva Albento Breres, 2017,
Colector: Liliana Prada.

Rissralda, Pueblo Rico, Montezuma Ecolodge 5.9km
WBN de Pucblo Rico. N 05.23016°W 76,08364°, 2-7
Scpt 2018. 1136m. G. Fagua & L. Prada
Joinville, 9 Agosto 1953 Sta_ Catarina (Brasil) C.
Biczanko leg.

MEXICO Chispas, Campamento Trepatroncos, San
Martin Berniozabal 10.8723N -93.325TW. Oct 10-12-
2021 Leg. U Garzon-Ordufia, FR Jocle, C Martinez & G
Moreno

Barro Colorado Is., C.Z. 22-24 Nov.1944 R H. Amett, Jr.
MEXICO Chiapas, Campamenio Trepatroncos, San
Martin Berriozabal 10.8723N -93.325TW. Oct 10-12-
2021 Leg U Garzdn-Orduiia, FR Joele, C Martinez & G
Moreno
Cundinamarca, Reserva Chicaque, Quebrada El Carmen.
4.617°N 74.3124°W. 02/ago/2016. 2250m D. Cualla
MX: Chiapas: Berriozibal, Reserva "La Per”,
Trepatroncos campamentos, 16,8717, -93.327° 23-26-
VIII-2022, Elev. 1100m coll. 1 Garzén, TA Matson, FR
Joele, & 1) Dombroskie

Fazenda Canchim, Sio Carlos, SP, 15.09.1987

MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
Martin Berriozabal 10.8723N -93.3257W. Oct 10-12-
2021 Leg. U Garzdn-Ordufia, FR Jocle, C Martinez & G
Moreno

MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
Martin Berriozabal 10.8723N -93.328TW. Oct 10-12-
2021 Leg. U Garzdn-Ordufia, FR Jocle, C Martinez & G

Moreno
Moengo, Boven Cottioa R. SURYNAM May 13, 1927
Below R R. Solimdes BRAZIL § Sept '20

Putumayo
Comell U. Exped Lot 607 Sub 172

MEXICO: Veracruz. Estacion Biologia Tropical Los
Tuxtlas 18°35°14°N 95°426™W 160m. ix 27-30 2019,
trampa de luz. Leg Garzon-Ordufia & A_ Tharra

End of Pompano Avenue, North of Watsons Hammack,
Big Pine Key, Monroe Co., FL. 6/11/2012. Collected by
David Fine

FL: Collier Co. Outside W. Entrance Jane's Scenic Drive
26-1V-95 UVBL. R. A. Belmont
GUADELOUPE: Sentier du Matouba 16.048 -61.690: 12
vi 2019: KA Austin, J. J. Dombroskie: UV LED light
644m; JD45872

Mexico Oax Juan Cuatzospan 18°32'27.13"N
96°44'46.88"0 10 Julio 2010 1700msnm. Col. A. Ibarma
V.

Fazenda Jacutinga, Sdo Carlos, SP, 13.08.1987

BRASIL: SP Capiio Bonito Intervales 900m 24°16'S 48
*24'W 5.7 xii.2001 V.0.Becker Col

Sho Schastillo, SP, 08.06.2021

Risaralda, Pucblo Rico, Montezuma Ecolodge 5.9%km

WhN de Pucblo Rico. N 05.23016°W 76.08364°. 2.7

Sept 2018, 1136m. G. Fagua & L. Prada

Estagio Ecologica Jatai, Luiz Antonio, SP, 22.01.2015

VENEZUELA: Ar. Rancho Grande June 12, 1967 RW
Poole, 1100m

Estagio Ecologica Jatai, Luiz Antonio, SP, 19.12.2014

MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
Mantin Berriozabal 10.8723N -93.3257W. Oct 10-12-
2021 Leg. U Garzdn-Ordufia, FR Jocle, C Martinez & G
Moreno

Siio Schastidio, SP, 12.11.2021

Mexico Oax Juan Cuatrospan 18°32'27.13°N
96"44'46.88"0 10 Julio 2010 1700msnm. Col. A. Ibarra
V.

A. Ibarra Matatess de Juarez Oax. 16, [X. 1982

Arca de noé, Chiapas, 14-16/0ct/2021

R. Cristal Mayu Chapare, BOLL 9 X 1949 1000-2000m
Luis E. Pena-G

MEXICO: Querétaro. Km E car. Agua Zarca - Neblinas
elv.1150m, 21*15'14"N 99°4'58"W Coll Vences & Ibarra,
23 V1 1998 CNIN LEP064363

MEXICO Chiapas, Campamento Trepatroncos, San
Martin Berriozabal 10,8723N -93.3257W. Oct 10-12-
2021 Leg. U Garzdn-Orduiia, FR Jocle, C Martinez & G
Moreno

Indoncsia, Simatera Utara, Sumatra sept., Tapanuli
sclatan, Sipirok 3, 16km NE Sipirok, 1.68333, 99.35,
1300m, 21-Aug-1995, Leg. Sommerer
Philippines, Central Luzon, Aurora; Luzon or., Sierra
Madre, 15km W Dibulo, 16.55, 122.217, 650m, 27-Sep-
2008, Leg. ). Lourens
Bhutan, Mongar, Thebong, 27.2833, 91.3333, 2273m,
26-0ct-2009, Leg. Berverkhov

Kachin, road Pan Wah/Phemaw, 25.7311,
9340!&12&001. 30-Sep-2010, Leg. Langer Loeffler,
Naumann
MEX. Hustulco. Parque Nacional Huatulco, 13.1X.2021

Leg FR Jocle 37



Table $6. Summary statistics of different completeness datasets. Gaps were not included as
missing data.

e | ool | $rucleokies | [aimery | Wnlesba | Loomienai | Low e
50% 909 15,887,839 136,787 27% 399.93 119-1,051
60% 754 14,069,046 114,267 23% 409.20 119-1,051
70% 486 10,355,315 76,193 18% 439.73 143-1,051
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Dataset S1 (separate file). Dataset with photos of each specimen compared with its respective
type (when available). The number of recovered UCE loci per specimen is provided.

Dataset S4 (separate file). 60% completeness matrix.
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