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Ectoparasitos branquiais de Brycon (Pisces: Bryconinae):

especializacdo das estruturas de fixacao

Resumo

A geometria morfométrica é uma técnica muito util para revelar as diferencas
morfologicas das estruturas esclerotizadas dos monogenéticos. Primeiramente, este
trabalho investigou a variacdo morfoldgica das ancoras de monogenéticos em diferentes
hospedeiros e bacias hidrograficas. Para isso, as espécies de monogenéticos foram
coletados de trés diferentes espécies de peixes do género Brycon. Para acessar as
variaces morfologicas foi utilizado a geometria morfométrica, uma técnica que
preserva a geometria da estrutura anatdbmica durante a analise, permite comparacoes
estatisticas das formas e facilita representacdes gréaficas por formas referenciais. Os
resultados demonstraram que fatores intrinsecos do hospedeiro e seu ambiente podem
influenciar no tamanho e forma do haptor dos monogenéticos. As variagdes
intraespecificas demonstram o potencial de adaptabilidade dos monogenéticos,
permitindo, deste modo, explorar diferentes espécies de hospedeiros. O ultimo capitulo
trata-se do registro de sete espécies de monogenéticos e descricdo de uma nova espécie
de monogenético parasitando branquias da piraputanga, Brycon hilarii do rio Cuiaba,
estado do Mato Grosso. Foram registradas as espécies Anacanthorus elegans, A.
kruidenieri, A. spiralocirrus, A. bryconi, Jainus amazonensis, Trinibaculum
braziliensis, Tereancistrum kerri, aléem da descricdo de Annulotrematoides sp. n. As
principais caracteristicas que permitem classificar Annulotrematoides sp. n. como uma
nova espécie sdo o formato das barras e 6rgao copulador masculino que se apresenta
diferente das demais espécies do género e a presenca de ancoras dorsais em formato de
calice.

Palavras-chaves: Geometria morfométrica, Monogenea, Brycon, agua doce



Gills ectoparasites of Brycon ((Pisces: Bryconinae): Specialization

of the attaching structures.

Abstract

The morphometric geometry is a very useful technique to reveal the morphological
differences of sclerotized structures monogeneans. First, this study investigated the
morphological variation of monogeneans anchors in different hosts and hydrographic
basins. The species of monogeneans were collected from three different fish species of
the genus Brycon. To access the morphological variations was used geometric
morphometric, a technique that preserves the geometry of the anatomical structure
during analysis enables statistical comparisons of shapes and facilitates graphical
representations by reference forms. The results showed that intrinsic factors of the host
and its environment can influence the size and shape of the haptor monogeneans. The
intraspecies variation demonstrates the potential for adaptability of monogenetic,
allowing thus explore different host species. The last chapter is the record of seven
species of monogeneans and description of a new species of monogenetic parasitizing
the gills piraputanga, Brycon hilarii Cuiabd river, Mato Grosso. The species
Anacanthorus elegans, A. kruidenieri, A. spiralocirrus, A. bryconi, Jainus amazonensis
Trinibaculum braziliensis Tereancistrum kerri, were recorded for the first time, beyond
the description of Annulotrematoides sp. n. The main features for classifying
Annulotrematoides sp. n. as a new species are the hamuli shape and male copulatory
organ that looks different from the other species of the genus.

Keywords: Geometric morphometrics, Monogenea, Brycon, freshwater.
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1. Introducéo

A morfometria € um ramo da ciéncia que pode ser definida como um estudo
estatistico das mudancas na forma e no tamanho dos organismos (MONTEIRO e REIS
1999). Por ser uma metodologia que informa como essas varidveis se relacionam entre
si (SLICE, 2007) diversas disciplinas demonstram interesse em quantificar as variagoes
morfoldgicas, como taxonomia (mensurar as diferencas entre espécies), ecologia
(diferentes pressdes ambientais podem influenciar nas caracteristicas morfoldgicas) e
genética (mensurar a herdabilidade de caracteres morfologicas) (PERES-NETO, 1995).

A morfometria pode ser resumida como um estudo quantitativo da forma. Os
dados morfométricos utilizados nas andlises sdo obtidos por meio de marcos
anatdmicos, que sdo 0S pontos nos quais as estruturas bioldgicas sdo amostradas,
permitindo identificar as variacdes de forma entre elas nos diferentes exemplares em
estudo (BOOKSTEIN, 1997). Esses marcos caracterizam-se como pontos de
correspondéncia presentes em cada objeto, que coincidem entre e dentro das populacdes
(DRYDEN e MARDIA, 1998).

A morfometria é dividida em dois tipos de analises: a morfometria tradicional e
a geométrica. A morfometria tradicional estuda a variacdo e covariagdo de medidas de
distancias lineares entre marcos anatémicos homologos (distancias ou angulos das
estruturas) (ROHLF e MARCUS, 1993).

O uso de caracteres morfométricos tradicionais esta relacionado a obtencdo de
medidas longitudinais ao eixo do corpo, armazenando grande quantidade de
informacdes repetitivas em uma mesma regido, enquanto o caractere na direcdo obliqua
encontra-se ausente. As medidas concentram-se em uma mesma regido, produzindo uma
cobertura desigual da forma do corpo (BOOKSTEIN et al., 1985).

Uma alternativa para a morfometria tradicional é a Geometria Morfométrica
(GM), que tem como objetivo descrever e localizar as regides onde ocorrem as
mudangas, reconstruindo e reconstituindo graficamente tais mudancas na forma
(MONTEIRO e REIS, 1999). A GM representa uma ferramenta importante em analises
taxondmicas e sistematicas, apresentando vantagens em comparagdo a morfometria
tradicional, visto que permite melhor aproximacdo para medidas de variacdo de forma
entre organismos e a relacdo dessas variagdes com o ambiente (VIGNON e SASAL,
2010).



A GM tem sido usada em analises morfoldgicas em inUmeros organismos
(ADAMS et al., 2004), tais como tartarugas (CLAUDE et al., 2003), peixes (VAN
STEENBERGE et al., 2015) e roedores (ASTUA et al., 2015). Pode-se destacar
trabalhos com monogenéticos, que sdo parasitos conhecidos pelo corpo flexivel e pelas
estruturas esclerotizadas utilizadas para a fixacdo no hospedeiro (haptor).

A evolucdo morfoldgica do haptor é frequentemente considerada como resultado
de um processo adaptativo ao hospedeiro e/ou ao ambiente, o que se reflete na filogenia
parasitaria (VIGNON e SASAL, 2010). Devido a essas caracteristicas adaptativas, 0s
monogenéticos sdo considerados um excelente modelo para questdes ecoldgicas e
evolucionistas, tais como riqueza de espécie, especificidade ao hospedeiro, estruturas da
comunidade e interagdes coevolutivas dos hospedeiros e parasitos (HOBERG e
KLASSEN, 2002; HUYSE et al., 2005).

O uso da GM representa uma nova abordagem analitica na compreensdo da
variabilidade morfoldgica das estruturas esclerotizadas do haptor para monogenéticos.
Pesquisas recentes tém aplicado a GM aos monogenéticos buscando responder questdes
envolvendo plasticidade fenotipica das estruturas do haptor (MARINIELLO et al.,
2004; OLSTAD et al., 2009), ecologia e evolugdo (POISOT e DESDEVISES, 2010).

Apds esta contextualizacdo, o presente trabalho utilizou a GM para acessar as
variagcbes da forma das ancoras do parasito em diferentes hospedeiros e ambientes.
Dessa maneira testou-se, no primeiro capitulo, as seguintes hipoteses: i) os parasitos de
uma mesma bacia hidrografica e da mesma espécie de hospedeiro apresentam ancoras
com formas similares, visto que estdo submetidos as mesmas pressdes seletivas
referentes a0 micro e macroambiente; ii) monogenéticos com maior variagdo
morfométrica nas ancoras infestam nimero superior de espécies de peixes. No segundo
capitulo foi apresentada a fauna parasitaria de Brycon hilarii, um peixe natural do

Pantanal, com a descri¢do de uma nova espécie de monogenético.
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Comparacao morfologica de ancoras de monogenéticos de peixes de agua doce por
meio da Geometria morfométrica

Resumo:

Este trabalho investigou que: i) os parasitos de uma mesma bacia hidrogréfica e da
mesma espécie de hospedeiro apresentam ancoras com formas similares, visto que estéo
submetidos as mesmas pressdes seletivas referentes ao micro e macroambiente; ii)
monogenéticos com maior variagdo morfomeétrica nas ancoras infestam ndmero superior
de espécies de peixes. Para isso, as espécies de monogenéticos foram coletados de trés
diferentes espécies de peixes do género Brycon. Para acessar as variagbes morfologicas
foi utilizado a geometria morfométrica, uma técnica que preserva a geometria da
estrutura anatdbmica durante a andlise, permite comparacdes estatisticas das formas e
facilita representacdes graficas por formas referenciais. Os resultados demonstraram que
fatores intrinsecos do hospedeiro e seu ambiente podem influenciar no tamanho e forma
dos escleritos haptorial dos monogenéticos. As variacGes intraespecificas demonstram o
potencial de adaptabilidade dos monogenéticos, permitindo, deste modo, explorar

diferentes espécies de hospedeiros.

Palavras-chave: Morfometria, Monogenea, ambiente dulcicola, plasticidade fenotipica,
Brycon

Abstract:

This study investigated that: i) the parasites of the same hydrographic basin and the
same host species have anchors with similar shape, as they are subject to the same
selective pressures for the micro and macro environment; ii) monogenetics with greater
variation in morphometric anchors infest larger number of fish species. For this species
monogeneans were collected from three different fish species of the genus Brycon. To
access the morphological variations was used morphometric geometry, a technique that
preserves the geometry of the anatomical structure during analysis enables statistical
comparisons of shapes and facilitates graphical representations by reference forms. The
results showed that intrinsic factors of the host and its environment can influence the
size and shape of the haptorial sclerites monogenetics. The intraspecies variation
demonstrates the potential for adaptability of monogenetic, allowing thus explore

different host species.



Keywords: Morphometry, Monogenea, freshwater environment, phenotypic plasticity,
Brycon.

2.1 Introducéo
A ecomorfologia € um importante mecanismo para visualizar as variacfes

morfoldgicas de uma determinada populacdo natural, inferir nas causas ecologicas e
evolutivas (Costa et al., 2004) e entender como 0s organismos respondem as pressoes
ambientais. Os resultados dessa linha de pesquisa podem ajudar a compreender quais
adaptacdes evolutivas atravessaram fronteiras filogenéticas com o objetivo de ampliar o
fitness (Thompson, 2005), contextualizando as convergéncias morfoldgicas de
diferentes organismos (Bush, 2009).

Neste contexto sdo comumente utilizadas as analises morfométricas — técnicas
desenvolvidas para quantificar a variagdo morfologica dos organismos. Dentre estas
metodologias a mais utilizada é a morfometria tradicional, onde medidas lineares como
comprimento, angulos e proporcGes das estruturas morfoldgicas sdo utilizadas em
analises estatisticas (Adams et al., 2004). Os resultados desta abordagem permitem
visualizar as diferencas morfologicas por relacdes estatisticas ou por graficos de
dispersao (Rohlf e Marcus, 1993).

Outra metodologia preconizada para essas analises € a geometria morfométrica,
um método baseado em marcos anatdbmicos (landmarks). Estes marcos sdo pontos
demarcados ao longo de estruturas bioldgicas e que servem de referéncias as formas
destas estruturas, facilitando os processos de amostragem, identificacdo e as possiveis
explicacbes sobre os processos bioldgicos (Rohlf e Marcus, 1993). Esta abordagem
apresenta algumas vantagens sobre o método tradicional, pois 1) preserva a geometria
da estrutura anatdbmica durante toda a andlise, 2) permite comparagdes estatisticas das
formas, 3) facilita representaces graficas por formas referenciais — reproducdes que
resultam da média das estruturas de todos os espécimes — o0 que permite o estudo da
evolucdo na variacdo destas (Vignon e Sasal, 2010) e 4) apresenta uma grande robustez
estatistica, ou seja, uma grande resisténcia diante dos desvios das suposicdes feitas
(Rohlf e Marcus, 1993).

Tendo em vista as vantagens que esta metodologia oferece, o presente trabalho
quantificou as diferencas morfoldgicas intra e interespecificas entre as morfologias das
ancoras de espécies de monogenéticos encontradas em trés especies de peixes coletadas

em diferentes rios do Brasil. A aplicagdo desta técnica na comparacao entre diferentes



espécies de monogenéticos justifica-se pelo desenvolvimento de diferentes 6rgdos de
fixacdo especializados, cuja funcdo € otimizar a exploracdo dos hospedeiros
(Whittington e Kearn, 1991; Simkova et al., 2001; Bush, 2009). Por apresentarem alto
nivel de especializacdo dos 6rgdos de fixacdo, muitos pesquisadores tém focado em
comparacfes de variagcbes morfologicas entre espécies parasitarias (Chisholm e
Whittington, 1998; Cribb, Chisholm e Bray, 2002; Vignon, Parsille e Vanhove, 2011).

Monogenéticos sdo ectoparasitos de peixes que tém ciclo de vida monoxénico e
possuem, como caracteristica morfoldgica principal, estruturas esclerotizadas para se
fixar em seus hospedeiros. Outra caracteristica dos monogenéticos é a alta
especificidade dos 6rgaos de fixacdo, cuja convergéncia adaptativa moldou as estruturas
do haptor as branquias de seus hospedeiros (Poulin, 1992). Nesse sentido, a evolugéo
morfoldgica das estruturas do haptor e a especificidade ao hospedeiro podem ser
consideradas resultado de processos adaptativos ao hospedeiro e ao ambiente (Morand
et al., 2002; Simkova e Morand, 2008). Geralmente estes parasitos ocorrem em apenas
uma espécie de hospedeiro, entretanto, podem estar relacionados a géneros e familias de
hospedeiros (Poulin, 1992).

A subfamilia Bryconinae inclui 43 espécies nominais, dos quais 41 sdo do
género Brycon (Lima, 2003), um importante grupo presente em quase todas as bacias
hidrogréficas brasileiras, com varios exemplos usados na inddstria da aquicultura
(Gomes et al., 2000). Entre estas espécies Bryconinae destacamos Brycon orbigynianus
Gunther, 1869, Brycon melanopterus Cope, 1872, e Brycon hilarii Cuvier e
Valenciennes, 1849, trés espécies que apresentam comprimento semelhante (cerca de 35
cm) e sobreposicdo no espectro de alimentacdo, com o comportamento onivoro,
alimentando-se de frutas, sementes e artrépodes (Santos et al., 2006).

O uso da geometria morfométrica permite acessar as variacbes da forma das
ancoras do parasito em diferentes hospedeiros e ambientes. Dessa maneira testou-se as
seguintes hipéteses: i) os parasitos de uma mesma bacia hidrografica e da mesma
espécie de hospedeiro apresentam ancoras com formas similares, visto que estdo
submetidos as mesmas pressdes seletivas referentes ao micro e macroambiente; ii)
monogenéticos com maior variagdo morfométrica nas ancoras infestam uma gama

superior de espécies de peixes.



2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Coletas de dados
Os espécimes de Brycon melanopterus foram capturados no Rio Solimdes

(3°18'46.3"S 60°05'56.6"0), AM, em setembro de 2013, B. hilarii no Rio Cuiaba
(15°38'37.9"S 56°04'17.4"0), MS, em novembro de 2014 e os de B. orbignyanus no Rio
Parana (22°49'55.3"S 53°33'59.9"0), PR, durante o ano de 2010 (Figura 1). As
branquias, fixadas em formol 5%, foram examinadas no Laboratorio de
Ictioparasitologia do Nupélia (Nucleo de Pesquisas em Limnologia Ictiologia e
Aquicultura, UEM). Os monogenéticos foram coletados com ajuda de microscépio
estereoscopico e posteriormente foram montadas laminas em meio Hoyer para estudar

as estruturas esclerotizadas (Kritisky et al., 1986).
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Figura 1 — Mapa hidrogréafico do Brasil com os pontos de coleta dos peixes.
2.2.2 Geometria morfométrica
Para realizar a geometria morfométrica, foram utilizadas as ancoras, pois essas

estruturas ndo estdo sujeitas a grandes variagdes devido & contracdo ou ao achatamento

durante a fixacdo (Lim e Gibson, 2009). Fotos dos espécimes de monogenéticos foram



capturadas usando microscopio Axionplan 2 com camera acoplada. As fotos foram
utilizadas para digitalizar os marcos anatdmicos em duas dimens@es, usando o programa
TPSDig 2 (Rohlf, 2006). Em cada ancora oito marcos anatdmicos (1-8) foram inseridos
nos pontos principais das estruturas (Figura 2). Para uma descri¢do mais acurada da
morfologia das ancoras, foram adicionados oito semimarcos anatdmicos (I-V1I1), pois as
curvas das raizes, da lamina e da ponta podem apresentar diferencas bioldgicas
significativas, particularmente quando se avalia diferencas intraindividuais (Vignon e
Sasal, 2010). Os dados obtidos com a digitalizag&o consistem de coordenadas no plano
Cartesiano (x e y) dos 16 marcos (marcos anatdmicos e semi marcos anatbmicos).

Todos os dados dos marcos anatdbmicos foram sobrepostos por Quadrados
Minimos de Procrustes (Rohlf, 1990), um método que rotaciona, translada e
proporcionaliza as coordenadas dos marcos anatdbmicos em uma configuragéo referéncia
(ou média) e permite quantificar as diferencas morfoldgicas entre o0s parasitos
estudados. O tamanho geométrico de cada espécime foi estimado pelo tamanho do
centroide, o qual representa o centro geométrico da ancora, determinado pelas médias
dos valores de posi¢do no plano cartesiano (configuracao referéncia) de todos os marcos
anatdmicos das ancoras (Bookstein, 1991). O procedimento de Procrustes permite o
tratamento do tamanho e da forma como dois componentes independentes, entdo as
coordenadas das configuragdes sobrepostas sdo consideradas como dados crus para
analises estatisticas futuras (Claude et al., 2003).

Para analisar como a forma e o tamanho variam dentro e entre 0S grupos
parasitarios, uma analise de componentes principais (PCA) foi construida com as
coordenadas rotacionadas, transladadas e proporcionalizadas pelo Procrustes.

Para reduzir possiveis erros de digitalizacdo dos marcos anatdmicos, todas as
fotografias e digitalizacdes das ancoras foram processadas duas vezes, em momentos
diferentes, transformando as duas repeticbes em dados para analises estatisticas

posteriores (Claude et al., 2003; Llopis-Belenguer et al., 2015).
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Figura 2. A: Ancora dorsal de A. bryconi; B: Ancora ventral de A. bryconi; C: Ancora dorsal de Annutrematoides sp.
n.; D: Ancora ventral de Annulotrematoides sp. n.; E: Ancora dorsal de J. amazonensis; F: Ancora dorsal de T.
braziliensis; G: Ancora ventral de T. braziliensis. 1-8: representam a ordem dos marcos anatdmicos. 1-VIII
representam a ordem das curvas.

2.2.3 Teste de pressupostos
Inicialmente, € necessario verificar a magnitude de diferencas dentro dos grupos

relativas as diferencas inter-grupais. Se as variacdes dentro dos grupos forem altas, o
teste das hipdteses fica impossibilitado. No presente trabalho os grupos foram definidos
como parasitos de uma mesma espécie infestando a mesma espécie de hospedeiro na
mesma bacia hidrografica. Deste modo a variacdo do tamanho e da forma das ancoras
dentro dos grupos foi comparada a variacdo entre 0s grupos (parasitos de uma mesma
espécie, mas de diferentes hospedeiros e bacias hidrogréficas). A comparacdo entre 0s
tamanhos foi feita por meio de uma analise de variancia (ANOVA) unifatorial, e a
comparacdo entre as formas das ancoras foi feita por meio de uma analise multivariada
da variancia unifatorial (MANOVA). Em ambas as analises se considerou a espécie a
fonte de variacdo.

Os erros de medidas das formas das ancoras foram estimados de todas as
réplicas por Procrustes ANOVA unifatorial, considerando individuos como fonte de
variacdo (Klingenberg e Mclintyre, 1998). Este método consiste no calculo da soma dos
quadrados dos médios de cada coordenada divididos pelos graus de liberdade relevantes
para cada efeito (Claude et al., 2003).



2.2.4 Analises estatisticas
Como a variagdo dentro dos grupos foi menor que a variagao entre 0s grupos, as

hipdteses do presente trabalho puderam ser testadas. Para verificar se os parasitos de
uma mesma bacia hidrogréfica e da mesma espécie de hospedeiro apresentaram ancoras
com formas e tamanhos diferentes, foi utilizada uma MANOVA, levando em conta a
espécie do parasito como fonte de variacéo.

Para verificar a similaridade entre os tamanhos e as formas das ancoras das
populacdes de diferentes rios e hospedeiros foi calculada a distancia de Mahalanobis
entre os centroides.

Para verificar qual espécie de monogenético apresentou maior variacao
morfométrica utilizou-se o valor da estatistica F e os residuos, ambos obtidos na
MANOVA. Maiores valores destes indices sdo associados a maior variagdo
morfométrica (Rodriguez-Gonzélez et al., 2015).

Para cada espécie foi computada uma configuracdo média (referéncia) das
superposicdes dos individuos pertencente a essa espécie, incluindo as réplicas.

As sobreposi¢Oes dos marcos anatdmicos e a PCA foram feitas no programa R
versdo 3.2.2, utilizando o pacote "geomorph". O célculo da distancia de Mahalanobis foi

realizado utilizando o programa R versdo 3.2.2 e 0 pacote "MASS".

2.3 Resultados
Trinta espécimes de B. melanopterus foram coletados no rio Solimdes, em

fevereiro de 2012. Vinte e cinco individuos de B. hilarii foram coletadas no rio Cuiaba
em novembro de 2014. Trinta e um individuos de B. orbygnianus foram coletados no rio

Parana em marco de 2010.

Tabela I. Espécies de hospedeiros, locais de coleta, espécies de parasitos e quantidade de parasitos
utilizada no trabalho.

Espécies de hospedeiros | Locais de coleta Monogenea Numero de parasitos
Annulotrematoides bryconi 43
Brycon melanopterus Rio Solimdes Jainus amazonensis 34
Trinibaculum braziliensis 38
Annulotrematoides bryconi 36
o . L Annulotrematoides sp. n. 40
Brycon hilarii Rio Cuiab4 . .
Jainus amazonensis 40
Trinibaculum braziliensis 42
Brycon orbignyanus Rio Parana Jainus amazonensis 37

A MANOVA realizada no teste de pressupostos demonstrou que a variagdo de

forma da ancora dentre 0os monogenéticos parasitando a mesma espécie de hospedeiro



na mesma bacia hidrogréafica foi significativamente menor (F) do que a variacéo entre

0s grupos (mesma espécie em diferentes hospedeiros e bacias hidrogréaficas) (Tabela I1).

Tabela I1. Manova indicando a variagao intraespecifica e interespecifica da forma das ancoras dos
monogenéticos.

G.L. | Pillai | F Aprox. ngL?Ir.n deng.l. Pr (>F) IrEnrerocl)isggg
Annulotrematoides bryconi
Ancora ventral 72 |45556| 1,6991 5256 5184 | <2,2e-16*** 0,13
Residuo 73
Ancora dorsal 76 |47,195| 1,6171 5852 5776 | <2,2e-16*** 0,23
Residuo 77
Annulotrematoides. sp. n.
Ancora ventral 31 23,474 | 3,0213 992 961 <2,2e-16*** 0,16
Residuo 32
Ancora dorsal 39 [27,266| 2,2656 | 1560 1521 | <2,2e-16%** 0,11
Residuo 40
Jainus amazonensis
Ancora dorsal 110 |68,526 | 1,6374 | 12210 | 12100 | <2,2e-16*** 0,16
Residuo 111
Trinibaculum braziliensis
Ancora ventral 78 49,993 1,7624 6162 6084 | <2,2e-16*** 0,25
Residuo 79
Ancora dorsal 63 [42,319| 2,0143 4032 3969 | <2,2e-16*** 0,09
Residuo 64

Valores de significancia: 0 ***' 0.001 "**' 0.01 *'0.05".'0.1"'"'1
G.L.=grau de liberdade; F Aprox.=valor aproximado da estatistica F; num g.l.=numerador do grau de liberdade; den
g.l.=denominador do grau de liberdade; Pr=nivel de probabilidade.

De maneira semelhante, a ANOVA realizada no teste de pressupostos
demonstrou que a variacao de tamanho da ancora dentre os monogenéticos parasitando
a mesma espécie de hospedeiro na mesma bacia hidrogréfica foi significativamente
menor do que a variagdo entre os grupos (mesma espécie em diferentes hospedeiros e

bacias hidrograficas) (Tabela I1).

Tabela I11. Anova representando a variagao intraespecifica e interespecifica do tamanho da ancora dos
monogenéticos.

Procrustes Anova Erros de medicdes
Monogenea | g.l. ‘ S.Q. ‘ M.S. ‘ValorF‘ Pr(>F)
Annutrematoides bryconi
4552780
39819

63233
545

Ancora ventral | 72 115.9 |<2e-16*** 0.01

Residuo 73




Ancora dorsal | 76 | 2407034
Residuo 77 | 63619
Annulotrematoides. sp. n.
Ancora ventral | 31 | 246323
Residuo 32 | 3638
Ancora dorsal | 39 | 317740
Residuo 40 | 11156
Jainus amazonensis
Ancora dorsal |110 | 7689282
Residuo 111 | 28238
Trinibaculum braziliensis
Ancora ventral | 78 | 4862742
Residuo 79 | 19827
Ancora dorsal | 63 | 446981
Residuo 64 | 6828

31672
826

7946
114
8147
279

69903
254

62343
251
7095
107

38.33

69.89

23.21

274.8

248.4

66.5

<2e-16***

<2e-16***

<2e-16***

<2e-16***

<2e-16***

<2e-16***

0.05

0.02

0.06

0.007

0.008

0.02

Niveis de significancia: 0 "***' 0.001 **'0.01 ' 0.05'.'0.1"''1
g.1.=Grau de liberdade; S.Q.=Soma dos quadrados; M.S.=Média da soma dos

Pr.=nivel de probabilidade.

quadrados; Valor de F estatistica;



2.3.1 Principais diferencas morfoldgicas encontradas nos parasitos
As principais diferencas apresentadas nas ancoras dos monogenéticos analisados

estdo concentradas na raiz superficial, profunda e na lamina.
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Figura 3. A: Gréafico demonstrando a variagdo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 55,6%) das ancoras dorsais de A. bryconi; C: Analise do segundo
componente principal (PC2 11,1%) das &ncoras dorsais de A. bryconi; D: Comparagdo do tamanho das

ancoras entre 0s rios; E: Comparacao do tamanho das ancoras entre os hospedeiros.

A PCA construida com as coordenadas proporcionalizadas demonstrou como a
forma e o tamanho das ancoras dos monogenéticos variaram dentro e entre 0S grupos
parasitarios. Os resultados de Annulotrematoides bryconi indicaram que a variancia do
tamanho das ancoras (indicada pela Coordenada Principal 1, no eixo x) explicou 55,6%
do total da variancia das ancoras dorsais. Neste caso, as principais variagdes estdo nos
marcos 3, 4, 6 e 7. Ainda com relacdo as ancoras dorsais, PC2 indicou que a forma
destas explicou 11,1% do total da variancia, sendo as principais diferencas presentes nos
marcos 1 e 8 (Figura 3). O tamanho das ancoras ventrais explicou 43% do total das
variagOes, enquanto a forma das ancoras ventrais explicou 17,3% do total das variagdes
(Figura 4).
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Figura 4. A: Gréafico demonstrando a variagéo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 43%) das ancoras ventrais de A. bryconi; C: Analise do segundo
componente principal (PC2 17,3%) das ancoras dorsais de A. bryconi; D: Comparacdo do tamanho das

ancoras entre os rios; E: Comparacdo do tamanho das ancoras entre os hospedeiros.

Os resultados da PC1 de Annulotrematoides sp. n. indicaram que PC1 explicou
44,5%, enquanto PC2 explicou 13,3% do total de variacdo das ancoras dorsais. Neste
caso, as principais diferengas estavam concentradas nas curvas 4 e 7 (Figura 5). Quanto
as ancoras ventrais as principais variacfes estavam nas curvas 3 e 4, e PC1 explicou
36,2%, enquanto a PC2 explicou 14,1% do total das variagdes das ancoras ventrais
(Figura 6).
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Figura 5. A: Gréafico demonstrando a variacdo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 44,5%) das ancoras dorsais de Annutrematoides sp. n.; C: Analise do
segundo componente principal (PC2 13,3%) das ancoras dorsais de Annutrematoides sp. n.; D: Boxplot do

tamanho da ancora dorsal no o rio Cuiab4; E: Boxplot do tamanho da &ncora dorsal no hospedeiro B.
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Figura 6. A: Gréafico demonstrando a variacéo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 36,2%) das ancoras ventrais de Annutrematoides sp. n.; C: Analise
do segundo componente principal (PC2 14,1%) das ancoras dorsais de Annutrematoides sp. n.; D: Boxplot
do tamanho da &ncora dorsal no o rio Cuiab4; E: Boxplot do tamanho da &ncora dorsal no hospedeiro B.
hilarii.

Com relacdo ao monogenético Jainus amazonensis, a PC1 explicou 27,2% do
total da variancia, enquanto a PC2 explicou 17,7% do total da variancia. As principais
diferencas estavam nas curvas 1, 3, 5, 6 e 8. (Figura 7). Nesta espécie, a ancora ventral
apresenta um prolongamento que se deformou durante a fixacdo, dificultando a
digitalizacéo e fornecendo dados pouco confidveis. Por esse motivo, estas ancoras nao

foram utilizadas no presente trabalho.



|
N . II
O 8 8 g )
a 2 - A UPksisas
;. B o]
0.04 002 0.00 002 004 0.06 02 01 00 01 02 01 00 01
PC1
% 8 1 n 81 1
g : © . H
- 5 ) — 38 | H
S — ci
c 8 c 8
« & . «C & -
n e 1 o i
®§1 — 8 & :
© Q o] o
O & - ]
=t —— _ 27 e =
% g | i [ ;
> @ 27
£ T =7 ;
D = i
g 8 e E
Ponto de coleta Espécies de hospedeiros

Figura 7. A: Gréafico demonstrando a variacéo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 27,2%) das ancoras dorsais de Jainus amazonensis; C: Analise do
segundo componente principal (PC2 17,7%) das ancoras dorsais de Jainus amazonensis; D: Comparacao
do tamanho das &ncoras entre os rios; E: Comparacdo do tamanho das ancoras entre os hospedeiros.

A PCA com as coordenadas de Trinibaculum braziliensis indicaram que a PC1
explicou 36,2% do total de variacdo, enquanto a PC2 explicou 14,1% do total de
variacdo das ancoras dorsais. As principais diferengas estavam nas curvas 1, 2, 7 e 8
(Figura 8). A PC1 teve 28,3% de explicacdo e a PC2 teve 20% de explicacdo. As

principais diferencas estavam nas curvas 1, 3, 6 e 8 (Figura 9).
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Figura 8. A: Gréafico demonstrando a variacéo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 36,2%) das ancoras dorsais de T. braziliensis; C: Analise do
segundo componente principal (PC2 14,1%) das ancoras dorsais de T. braziliensis; D: Comparagéo do
tamanho das ancoras entre os rios; E: Comparacdo do tamanho das ancoras entre 0s hospedeiros.
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Figura 9. A: Gréafico demonstrando a variacdo de tamanho (eixo x) e forma (eixo y); B: Analise do
primeiro componente principal (PC1 28,3%) das &ncoras ventrais de T. braziliensis; C: Analise do
segundo componente principal (PC2 20%) das &ncoras ventrais de T. braziliensis; D: Comparagéo do
tamanho das &ncoras entre os rios; E: Comparacéo do tamanho das ancoras entre 0os hospedeiros.

2.3.2 Diferencas entre a forma dos parasitos entre hospedeiros e rios
Os resultados da Manova indicaram que todos os grupos de monogenéticos

analisados no presente estudo foram morfologicamente diferentes (F=136.79; p<0,001).



Em outras palavras, ndo houveram espécies cujas ancoras fossem morfologicamente
similares.

As variagdes morfoldgicas encontradas em cada espécie de parasito demonstram
que hé diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, levando em conta a
espécie de hospedeiro como fonte de variacdo (Tabela 1V). Os espécimes de parasito de
uma espécie de hospedeiro variaram morfologicamente de outros parasitos de outras

espécies de hospedeiros.

Tabela V. Manova indicando as diferengas entre as espécies de parasitos encontrados em diferentes
hospedeiros.

g.l. | Pillai |Aprox F|numg.l. |Deng.l. Pr (>F)
A. bryconi 1 |0.56713| 9.1712 9 63 1.005e-08***
Residuo 71
J. amazonensis | 2 1.062 | 9.2456 24 196 <2.2e-16***
Residuo 108
T. braziliensis | 1 |0.52518 | 6.5357 11 65 3.351e-07***
Residuo 75

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **'0.01'*'0.05".'0.1'"'1
g.l., grau de liberdade; Aprox F, valor aproximado da estatistica F; num g.l., numerador do grau de liberdade; den g.1.,
denominador do grau de liberdade; Pr, nivel de probabilidade.

As variacdes morfologicas encontradas em cada espécie de parasito demonstram
que héa diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, levando em conta as
bacias hidrogréficas como fonte de variacdo (Tabela V). Em outras palavras, os
espécimes de parasito de um rio variaram morfologicamente de outros parasitos de

outros rios.

Tabela V. Manova indicando as diferencgas entre as espécies de parasitos coletados em diferentes rios.

g.l.| Pillai |Aprox F|numg.l. |Deng.l Pr (>F)
Parana x Solimdes | 1 |0.74996 | 14.497 12 58 2.435e-13***
Residuo 69
Parand x Cuiaba | 1 |0.55292| 6.596 12 64 1.659e-07***
Residuo 75
Cuiab4 x Solimdes | 1 |0.71273| 12.612 12 61 2.064e-12**
Residuo 72

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **'0.01'*'0.05"'.'0.1'"'1
g.l., grau de liberdade; Aprox F, valor aproximado da estatistica F; num g.l., numerador do grau de liberdade; den g.l.,
denominador do grau de liberdade; Pr, nivel de probabilidade.

2.3.3 Similaridades entre os parasitos da espécie Jainus amazonensis
O célculo da distancia de Mahalanobis considerou apenas a espéecie presente nas

trés bacias hidrograficas — Jainus amazonensis — e demonstrou que 0S espécimes

oriundos do rio Cuiaba e Parana apresentaram um valor similar. Isso indica que os



espécimes dessas bacias hidrograficas apresentam maior similaridade morfologica entre

si, se comparado com espécimes oriundos do rio Solimdes (Tabela 6).

Tabela 6. Distancia de Mahalanobis indicando as similaridades morfoldgicas entre espécimes de Jainus
amazonensis coletados em diferentes rios.

Solimdes | Cuiaba
Cuiaba |15.13165
Parand |16.44764 | 8.72247

2.4 Discussao
Os parasitos sdo influenciados por diferentes fontes de heterogeneidade

ambiental: 0 macroambiente (representado pelos aspectos abioticos do ecossistema em
que o hospedeiro vive), 0 microambiente (representado pelas caracteristicas bioticas do
préprio hospedeiro), além das interacdes entre esses fatores (Thomas et al. 2002). Estas
distincGes ambientais podem induzir diferencas intra e interespecificas nas populacdes
de parasitos, podendo induzir, ou ndo, a convergéncia adaptativa entre a morfologia dos
parasitos de diferentes hospedeiros e rios (Buchmann e Lindenstrem, 2002).

Estas diferencas morfoldgicas de diferentes espécies podem ser exploradas por
diferentes técnicas, dentre elas a geometria morfométrica (Vignon e Sasal, 2010).
Apesar de apresentar algumas vantagens sobre as técnicas tradicionais, ainda é uma
ferramenta pouco explorada para analisar as diferencas morfoldgicas dos parasitos
monogenéticos de peixes (Vignon e Sasal, 2010), sendo este o primeiro trabalho onde a
técnica de geometria morfométrica é aplicada em monogenéticos de agua doce. No
presente estudo foi demonstrado como esta ferramenta pode ser Gtil para analisar as
diferencas morfoldgicas de monogenéticos entre seus macro e micro habitats. Os dados
mostram que as medidas baseadas nas ancoras apresentaram diferencas morfoldgicas

em suas ancoras, tanto dentro dos grupos como entre 0s grupos.

2.4.1 Tamanho das ancoras dos monogenéticos
A principal fun¢do do haptor é fixar o parasito na branquia do hospedeiro,

portanto essa estrutura deve ser adaptada tanto ao formato das branquias do peixe
quanto ao ecossistema em que o hospedeiro habita (Poulin, 2002). As variagdes
morfoldgicas no haptor ja foram registradas em espécies marinhas de monogenéticos
(Vignon, 2011), onde verificou-se que 0 padrdo de respostas as pressdes ambientais, em

relacdo ao tamanho e forma, pode variar até mesmo entre espécies correlacionadas. Os



resultados deste trabalho mostram claramente que o habitat do hospedeiro (macro-
habitat) e as caracteristicas dos hospedeiros (micro-habitat) podem ser consideradas
fontes significativas que influenciaram no tamanho das ancoras dos monogenéticos.

A temperatura ja foi evidenciada como um fator abiético que pode influenciar o
tamanho das ancoras dos monogenéticos, apresentando uma correlacdo negativa com a
temperatura, pois a baixa temperatura cria um ambiente desfavoravel para o crescimento
das ancoras (Mo 1991; Dmitrieva e Dmitrov, 2002; Déavidova, Jarkovsky e Gelnar,
2005). Apesar destes trabalhos terem sido realizados em monogenéticos marinhos,
acredita-se que um padrdo de resposta semelhante foi observado no presente trabalho.
As maiores ancoras observadas neste trabalho encontraram-se no rio Solimdes, seguido
do rio Cuiab4 e o menor tamanho foi observado no rio Parana e, segundo a Agéncia
Nacional das Aguas (ANA, 2014), as maiores temperaturas seguem este padrio - o rio
Solimdes com uma temperatura mais alta, seguido do rio Cuiaba e do rio Parana, este
Gltimo com temperaturas médias mais baixas.

Outro fator que pode influenciar no tamanho das ancoras é o tamanho do peixe.
Diversos trabalhos demonstram que o tamanho do parasito pode ser dependente do
comprimento do hospedeiro (Morand et al. 1996; Morand et al., 2000; Sasal et al.,
1999). A hipotese mais aceita € que hospedeiros maiores fornecem mais recursos e
espaco, resultando em um maior crescimento do parasito (Sasal et al., 1999). Além
disso, peixes maiores sdo mais ativos e podem habitar ambientes com maior correnteza
(Hughes, 1966). Ja em relacdo aos monogenéticos as ancoras maiores seriam uma
resposta que lhes permitiria uma fixacdo mais forte as branquias dos peixes (Sasal et al.,
1999).

2.4.2 Variacao na forma das ancoras
As diferencas mais significativas observadas neste trabalho se relacionaram a

forma da lamina e da raiz das ancoras. Existe a hipétese de que a forma do haptor dos
monogenéticos esta mais relacionado a adaptacdo ao hospedeiro do que a proximidade
filogenética dos parasitos (Simkova et al., 2001; Simkova et al., 2006; Whinttington e
Kearn, 2011). Nesse sentido, espera-se que monogenéticos infestando o mesmo peixe de
um determinado rio possuam alguma semelhanca morfoldgica, pois estdo sob a mesma
pressdo seletiva. Entretanto, os resultados deste trabalho refutaram esta afirmacéo, pois
observou-se que 0s parasitos de um peixe do mesmo rio ndo apresentaram

convergéncias morfoldgicas, apesar de encontrarem-se sob as mesmas pressdes



seletivas. Por exemplo, Jainus amazonensis infestando Brycon melanopterus do rio
Solimdes ndo apresentou caracteres morfolégicos comuns com Trinibaculum
braziliensis e Annulotrematoides bryconi. Estes resultados sdo algo surpreendentes, pois
demonstram que a morfologia dos parasitos ndo apresentou convergéncia adaptativa em
resposta ao micro-habitat. A falta de trabalhos que analisem a morfologia dos
monogenéticos de dgua doce por meio da morfometria geométrica é um empecilho para
comparag0es de resultados.

Uma outra hipotese sugere que a proximidade filogenética dos hospedeiros
promova uma semelhanca entre as estruturas morfoldgicas dos monogenéticos (Morand
et al., 2002), ideia corroborada pelos resultados aqui apresentados. Estudos sobre a
filogenia de Brycon spp. revelaram que as espécies B. hilarii e B. orbignyanus sdo mais
préximos filogeneticamente do que com B. melanopterus (Hilsdorf et al., 2008; Antunes
et al., 2010; Abe et al., 2014). Essa similaridade filogenética entre os peixes se refletiu
na fauna parasitaria. Apesar de parasitos de uma mesma espécie infestando diferentes
espécies de peixe terem apresentado morfologias diferentes, a distancia de Mahalanobis
indicou que os parasitos dos peixes dos rios Cuiaba e Parand foram mais semelhantes
entre si do que com os parasitos do rio Solimdes, seguindo a filogenia dos hospedeiros.

Nesse sentido, a morfologia dos hospedeiros — um reflexo da filogenia — pode
ser o principal fator responsavel pela evolucdo morfoldgica do haptor (Morand et al.
2002), apesar de outros fatores ecoldgicos, como temperatura e corrente da agua nao
serem descartados como influentes na morfologia do haptor dos monogenéticos.

Com base nos resultados obtidos, pode-se sugerir um processo de coespeciacdo
dos parasitos com 0s hospedeiros como explicacdo para este resultado, ja que os
parasitos da espécie J. amazonensis seguiu a filogenia dos hospedeiros. Huyse et al.
(2003) demonstraram, em um estudo filogenético, que diversas espécies de
Gyrodactylus acompanharam o processo de especiacdo dos seus hospedeiros. Como a
separac¢do geografica de populagdes de hospedeiros submete 0s peixes e seus parasitos a
novas condicbes macro ambientais, resultando em alteracbes morfoldgicas
caracteristicas do processo de coespeciacdo (Bentz et al., 2001). Entretanto, Desdevises
et al. (2002) ressaltam que esta hipdtese ndo pode ser aplicada a todas as espécies de
monogenéticos, 0 que pode ser esclarecido com trabalhos futuros de filogenia que

envolvam biologia molecular e morfometria.



2.4.3 Plasticidade morfoldgica e especificidade ao hospedeiro
A especificidade do hospedeiro é expressada como o numero de espécies de

hospedeiros conhecidos no qual uma espécie de parasito pode ocorrer (Poulin, 1998).
Individuos que infestam apenas uma espécie de hospedeiro sdo chamados de
especialistas, enquanto um parasito que infesta duas ou mais espécies de hospedeiros é
chamado de generalista (Humphery-Smith, 1989). Entretanto, os fatores que levam um
parasito ser especialista ou generalista ndo sdo bem compreendidos (Simkova et al.,
2001).

A variagdo dentro da mesma espécie pode alterar seu nivel de especificidade aos
hospedeiros, pois um parasito que apresenta alta variacdo morfologica intraespecifica
pode utilizar um maior nimero de espécies de hospedeiros (Kaci-Chaouchi, Verneau e
Desdevises, 2008). Baixos valores dos residuos da ANOVA tém sido relacionados a
menores variabilidades morfoldgicas e, consequentemente, a maiores niveis de
especificidade do parasito ao hospedeiro (Simkova et al., 2001; Rodriguez-Gonzalez et
al., 2015), pois o tamanho e a forma se encaixariam melhor com as caracteristicas do
microambiente (gimkové et al., 2001; Mancheva et al., 2009).

Esta relacdo entre variagdo morfoldgica e especiacdo, observada pelos valores
dos residuos da ANOVA, foi corroborada no presente estudo. Jainus amazonensis
apresentou a maior variacdo morfoldgica no tamanho e na forma das ancoras, além de
apresentar o maior valor de residuo, um reflexo da baixa especificidade deste
monogenético. Este parasito foi registrado em cinco espécies diferentes de hospedeiros
(B. amazonicus, B. cephalus, B. melanopterus, B. orbignyanus e B. hilarii), enquanto
Annulotrematoides sp. n., espécie que apresentou o menor residuo de ANOVA, foi
registrado apenas em um hospedeiro (B. hilarii). A variabilidade morfol6gica
intraespecifica permitiu ao parasito explorar um nUmero maior de espécies de
hospedeiros.

A especificidade do parasito esta conectada a especializa¢do das estruturas de
fixacdo (Simkova et al., 2006); quanto menor for o nimero de hospedeiros do parasito,
maior serd a especializacdo das estruturas de fixacdo. Olstad et al. (2009) demonstraram
que quando Gyrodactylus salaris muda de hospedeiro, h4 mudanca na morfologia das
estruturas esclerotizadas devido as condi¢fes desfavoraveis do novo hospedeiro.
Parasitos generalistas possuem grandes variaces morfologicas pelo fato de que as
espécies de hospedeiros usadas inserem diferentes pressdes ambientais na morfologia

dos parasitos (Kaci-Chaouchi, Verneau e Desdevises, 2008).



2.5 Concluséo
A geometria morfométrica é uma técnica muito Util para revelar as diferencas

morfoldgicas das estruturas esclerotizadas dos monogenéticos. Os fatores intrinsecos do
hospedeiro e seu ambiente podem influenciar no tamanho e forma do haptor dos
monogenéticos. Entretanto, tendo como referéncia apenas 0s nossos resultados, ndo foi
possivel concluir quais fatores tém maior influéncia nos parasitos.

Este estudo sugere que a adaptacdo morfoldgica das ancoras representa uma
importante caracteristica para a especializacdo ao hospedeiro, sendo que a maior
variabilidade na forma da &ncora permite ao parasito explorar um maior nimero de
espécies. Monogenéticos parecem ter um grande potencial para se adaptar a variadas
condicbes ambientais e a diferentes hospedeiros. As variacdes intraespecificas
demonstram o potencial de adaptabilidade dos monogenéticos, permitindo, deste modo,
explorar diferentes espécies de hospedeiros. Estudos futuros com parasitos de peixes de
agua de doce sdo importantes para verificar se ha um padrao tipico desse ambiente, pois
os trabalhos publicados com o mesmo enfoque referiam-se a monogenéticos de peixes

marinhos.
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Title: Immediately after the running head give the title of the article (in all caps), names of authors, and
address of the first author. Include the e-mail address, in italics, of the corresponding author only. The
manuscript title and authors names should be in bold type, and the same font size (preferably 12 pts) as
the text. All other information should be in roman type, but not in bold font. Titles should be short and
descriptive. Avoid “empty words” such as

-preliminary studies on ... and biology or ecology of .... Do not use author and date citations with scientific
names in

the title. In the title only, numbers less than 11 are spelled out; numbers indicating papers in a series will
not be accepted. Present addresses and addresses for remaining authors, if different from that of the first
author, are given as footnotes, and are to follow the figure legend(s). Footnote designations are as follows:
* 1 1 8 UL # 1, *, TT. (See examples at end of guidelines.) Please note that while author names are in
bold font, symbols denoting footnotes are not.

Abstract: The abstract must not exceed 400 words. The abstract should be factual (as opposed to
indicative) and should outline the objective, methods used, conclusions, and significance of the study. The
abstract is headed with

the word abstract in capital letters, ending with a colon. Text is run in after the colon, is not subdivided into
paragraphs, and does not contain literature citations.
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Introduction: The introduction should immediately (no space) follow the abstract and should be un-
headed. The introduction should establish the context of the paper by stating the general field of interest,
presenting findings of others that will be challenged or developed, and specifying the specific question or
hypothesis to be addressed. Accounts of previous work should be limited to the minimum information
necessary to give an appropriate perspective. Do not use extra spacing between paragraphs in the
Introduction, or throughout the text. The Introduction must include a short rationale (50-100 words)
explaining why the work is important.

Materials and methods: This section should give sufficient information to permit repetition of the study by
others. Methods and apparatus used should be indicated, but specific brand names and models need to
be mentioned only if significant. The source, e.g., city and state (if in the U.S.A.), both spelled in full, of
special equipment or chemicals should also be given. If the source is outside the U.S.A., then the city and
country should be given. Previously published or standard techniques are to be referenced, but not
detailed. Generic descriptions should be given for unusual compounds used.

The primary heading for this section should be typed in all bold capital letters, starting at the left- hand
margin of the page. The heading is unnumbered and ends without punctuation. Second-level headings in
bold type should be on a separate line beginning at the left-hand margin. The initial letter of the first word
is the only capital letter except as needed for proper nouns. These headings are unnumbered and end
without punctuation. Third-level headings are indented for a paragraph, italicized, and end with a colon,
also italicized. The initial letter of the first word is the only capital letter, except capitals needed for proper
nouns. Text runs in immediately following this heading. Further subdivision should not be needed. If the
materials and methods section is short, it should not be subdivided; it is unnecessary to provide headings,
beyond the primary head, for a series of subsections comprising single paragraphs.

Results: This section should contain a concise account of the new information. Tables and figures are to
be used as appropriate, but information presented in them should not be repeated in the text. Avoid
detailing methods and interpreting results in this section. The results section can be subdivided and
headed as for the materials and

methods section.

Discussion: An interpretation and explanation of the relationship of the results to existing knowledge
should appear in the discussion section. Emphasis should be placed on the important new findings, and
new hypotheses should be identified clearly. Conclusions must be supported by fact and data. Headings
and subdivisions, if needed, in this section are as described for the materials and methods section.

Acknowledgments: These should be concise. Ethics require that colleagues be consulted before being
acknowledged for their assistance in the study. The heading for this section is as for the primary head
described for the materials and methods section. Subdivisions are not used in this section.

Literature cited: Citations are arranged alphabetically. All references cited in the text must appear in the
literature-cited section, and all items in this section must be cited in the text. Citation of unpublished
studies or reports is not permitted, i.e., a volume and page number must be available for serials and a
publisher, city, state, and full pagination for books. Abstracts not subjected to peer review may not be cited
in the text or in the Literature cited section. Work may be cited as “in press” only when the paper has been
accepted for publication. If absolutely necessary, a statement may be documented in the text of the paper
by “pers. comm.”. The citation is indicated in the style: (X. Y. Smith, pers. comm.). Personal
communications do not appear in the literature-cited section.

Style in the text:

Allen (1989) (Allen, 1989)

(Allen and Smith, 1989) (Allen et al., 1989) (Jones, 1987; Allen, 1989)—chronological

(Jones, 1987; Allen, 1989; Smith, 1989)—chronological and alphabetical within year

(Jones, 1987, 1988a, 1988b, 1989)

Multiple authors with the same year of publication: As long as the first author, and the year are the same,
you can now use the letter designators to distinguish between publications.

Style in the Literature cited section (note that indentations are no longer required): Journal article, 1 author
Nollen, P. M. 1990. Chemosensitivity of Philophthalmus megalurus (Trematoda) miracidia. Journal of
Parasitology 76: 439-440.

Journal article, 2 authors
Edwards, D. D., and A. O. Bush. 1989. Helminth communities in avocets: Importance of the compound
community. Journal of Parasitology 75: 225-238.

Book
Schmidt, G. D., and L. S. Roberts. 1989. Foundations of parasitology, 4th ed. Times Mirror/Mosby
College Publishing Company, St. Louis, Missouri, 750 p.

Chapter in edited book



Nesheim, M. C. 1989. Ascariasis and human nutrition. In Ascariasis and its prevention and control. D. W.
T. Crompton, M. C. Nesbemi, and Z. S. Pawlowski (eds.). Taylor and Francis, London, U.K., p. 87-100.

Thesis or dissertation
Monks, W . S. 1987. Relationship between the density of Moniliformis moniliformis and distribution within
the definitive host population. M.S. Thesis. University of Nebraska-Lincoln, Lincoln, Nebraska, 64 p.

Number of authors

If there are more than 10 authors, then include names of the first 10, followed by et al.

Note that abbreviations are not used for titles or serial publications and spaces appear between initials.
The Literature cited section has a primary heading as described for materials and methods.

Footnotes: Footnotes are used only for the title page of regular articles to indicate authors‘ addresses.
Those for tables are typed directly under the table to which they pertain. Footnotes appear at the end of
the manuscript directly after the figure legends (see example at end of guidelines).

Tables: Tables are used only to present data that cannot be incorporated conveniently into the text.
Ordinarily, values from statistical tests are not published as tables; tests employed and probability
accepted for significance can be stated in the materials and methods section with significant differences
indicated in tables by footnotes or in the text by a statement.

Tables must be designed to fit in 1 or 2 columns. Only rarely may they be designed to fit the height of a
printed

page. Generally, if the width does not fit the height of a typed page, the table is too wide. Tables may be
continued on following pages to accommodate length, but pages cannot be photoreduced, single- spaced,
oversized, or otherwise modified to contain additional material.

Tables are numbered with Roman numerals in a continuous series and so referenced, in sequence, in the
text.

Captions are typed above the data on the same page. Species names are spelled out in full (and italicized)
the first time used in each caption. All columns in a table must have headings, with the first le tter of the
first word and proper nouns capitalized, e.g., Number sampled, % Recaptured.

Horizontal lines should be avoided in the body of the table; vertical lines are not permitted. If symbols are
necessary, the table must be prepared as a line drawing and treated as a figure. Use of letters and
numbers as superscripts or subscripts is not permitted. Table footnotes must be used in the sequence that
follows: *, 1, %, §, ||, #,

1, **, 11 and they should not be superscripted or subscripted.

Figures: All figure captions are to appear consecutively after the Literature cited section. Do not place
figure captions on the same page as the figures. Each figure or plate of figures must have a caption. The
caption is written

in paragraph style, beginning with the word “Figure.” Captions are typed in roman, except when italic type
is required, e.g., a genus and species. For plates, a summary statement should precede the specific
explanation of each figure. Avoid repeating information for each figure that can be placed in the summary
statement. Genus and species names are spelled out in full the first time used in each caption. The caption
must contain an explanation of all abbreviations used on the figures and indicate the value of lines or scale
bars used to show size. Moreover, size should not be indicated by magnification in the caption because
the figure might not be printed at the size calculated.

Figures & Plates

Plates should be submitted composed of one or more figures ready for final publication. Please note that
all

figures should be submitted as separate files and not as part of the text. Figure legends should not be
placed on the plate; they should be at the end of the manuscript file directly after the literature cited
section. With the initial submission for review, each plate must conform to Journal specifications for
publication. Plates must be sized to 1 column (88 mm) or 2 columns (182 mm) width, and must be no
longer than 210 mm in height to leave sufficient room beneath for a figure legend (in case of very long
figure legends, plates must be adjusted to allow for the legend). When composing plates, sizing of
individual figures should be proportional to information content of the individual figure. Plates are to be
arranged fully rectangular, without surrounding outlines or empty white space (with the exception of PDF
files), with a ~0.5—1 mm white line at final print size between all abutted images in plates. Plates must be
submitted in any one of the following styles: black and white line art, grayscale, or color. Plates must be
submitted as JPG (quality level >9), TIF, PDF, or EPS files; DOC, DOCX, XLS, XLSX, PPT, PPTX, GIF, or
PNG files are not acceptable. Plates submitted as black and white line art, including line drawings, black
and white graphs, and charts, must have a minimum resolution of 1200 dpi and must be submitted in
bitmap mode (not to be confused with the BMP file format). Plates submitted as grayscale (halftone)
photographs, charts, or graphs must have a minimum resolution of 300 dpi and must be submitted in
grayscale mode, not color mode (RGB or CMYK). Plates submitted as color photographs, charts, or
graphs, must have a minimum resolution of 450 dpi and must be submitted in CMYK color mode. If color



figures are submitted, please note that the cost of printing a color plate is $500, and is $75 for a version
online. This is the responsibility of the authors.

Letters of labels, labels and values of axes in graphs, or other elements must be legible when printed at
final

print size. Please print each figure prior to submission and critically evaluate legibility. All black text must
be crisp and pure black, not pixelated or gray, or possess fuzzy edges. All letters and numbers appearing
on a plate must be in a sans-serif font (e.g., Helvetica, Ariel, Geneva, Gills-Sans, Lucida, or Verdana). All
species binomena, such as those on phylogenetic trees or in graphs, must be italicized. Non-scientific
names, for example, “sp.,” locality, strain, GenBank accession number, or reference label, must not be
italicized. All figures in a plate are to be identified with a figure number or capital letter in the upper or
lower left-hand corner, applied directly within the figure and without an added background, shadowing,
outline, circle, period, or parentheses. At final print size, font height for numbers/letters identifying figures
must be at least 4 mm and not more than 6 mm high. The font size used for labeling structures in the
figures must be at most two-thirds of the size of the numbers/letters used for identifying the figure.

If possible, scale bars should be situated at the lower right-hand corner of the figure. Scale bars should be
no thicker than ~0.5-1 mm at printed size and normally would be at least 10 mm long and no longer than
one-half the width of the figure being scaled. Scale bars (including those for substitutions on phylogenetic
trees) may be labeled directly on the figure with their dimensions, bearing in mind that scale bars as
generated by microscopic devices typically do not meet Journal standards for resolution or font
specifications; alternatively, they may be defined in the figure legends. Separate figures in a plate may not
share a single scale bar, except in the special circumstance in which all figures in the plate share the
same scale.

Prior to review, the Graphics Associate Editor will examine the submitted paper to be certain that all
figures conform to Journal specifications as described above. The Graphics Associate Editor will also
evaluate the level of professional quality relative to what is expected for final publication. Manuscripts with
figures that do not conform to Journal standards will be returned promptly to the author(s) for revision.
PLEASE NOTE: Re-sampling poor resolution images to a larger size does not improve resolution.
Resubmitted

manuscripts that have merely re-sampled images to a larger size will be returned to the author.

Special instructions for taxonomic (systematics) papers

Taxonomic papers have a distinct style that must be adhered to in preparing a manuscript. Single species
descriptions will NOT be considered for publication except under circumstances where the contribution is
presented so as to be of broad interest with impact on larger syntheses or critical issues and/or where
higher-level classifications are incorporated simultaneously with the single species description.

A taxonomic paper should follow instructions given for a regular article, i.e., the title page, abstract,
introduction, and materials and methods. In taxonomic papers, however, the results section is replaced by
a section headed DESCRIPTION (or REDESCRIPTION, as the case may be), beginning at the left-hand
margin and the DESCRIPTION is followed in the next line by the italicized scientific name in bold type; it
begins at the left- hand margin. Synonyms and reference to figures follow, each as a separate line at the
left-hand margin (these are not in bold font). The text of the Description follows as a new paragraph
beginning with Diagnosis. The DESCRIPTION section must be written using a telegraphic style, i.e., do
not employ prepositions, start sentences with the subject, and refrain from using verbs except as
absolutely necessary.

This DESCRIPTION is followed by a Taxonomic summary section, headed as described for second-level
headings in the instructions for the materials and methods section. The Taxonomic summary section
comprises a listing of the type host, other hosts, site, locality, and specimens deposited. Each of these
topics is italicized, ends with a colon that is also italicized, but not indented.

The Host subsection must include the full scientific name of the host, the authority’'s name, and an
indication if

Symbiotype specimens were deposited in a vertebrate museum along with accession numbers. The
Locality should include map coordinates (e.g., 95°5'11"N, 48°3'15"W) as well as the name of the locality,
e.g., ocean, river, etc., and the geopolitical region. Prevalence and density data are included when known.
Museum accession numbers for appropriate type material (new taxa) and for voucher specimens (surveys)
are required; the accession number of the museum must be preceded by the acronym of the appropriate
museum. It is highly recommended that authors deposit one, or more, type or voucher specimens in the
U.S. National Parasite Collection, Beltsville, Maryland. Appropriate photographic material should be
deposited for descriptions of coccidia. Frozen tissues must also include accession numbers if deposited in
a museum. In the case of phylogenetic studies involving, or based upon, molecular sequence data, novel
nucleotide, or protein sequence data must be deposited an appropriate public database (e.g. NCBI
Nucleotide or Protein database), and accession numbers must be obtained and added to the manuscript
no later than the proof stage.

The Taxonomic summary is followed by a Remarks section, headed as described for second level
headings in the instructions for the materials and methods section. The Remarks section must include
comparisons to all similar taxa so as to definitively distinguish new taxa from existing taxa; the section
heading is typed in bold font and begins at the left margin.

The final section of a taxonomic paper should be the DISCUSSION, which includes a thoughtful dialogue



regarding important considerations of phylogenetic position, molecular survey information, etc. It should be
a synthesis section, placing the new findings in a phylogenetic and/or ecological context as appropriate.
Short Communications

Manuscripts are to be organized in the following format and sequence with all pages, numbered
consecutively.

Title page: Short Communications do not have a running head, but should be identified as such on the title
page, i.e., RH: SHORT COMMUNICATION. On first page, give the title of the note in bold type and
capitalize the first letter of all principal words. On a separate line, give the names of the authors, also in
bold type, and capitalize only the authors' initials and first letter of the last name. The addresses currently
are run in after the last author's name, with a comma in bold type separating the names and beginning
address. Follow with addresses of the authors in roman type, joined by semicolons, matched to authors
other than the first one by symbols like those used for regular articles. Begin all lines at the left-hand
margin. To identify the corresponding author use the following: Correspondence should be sent to: followed
by an email address in italic type; this is the person with whom the editor will correspond and to who page
proofs will be sent.

Abstract: An abstract is to be provided as described for regular articles.

Text: The text of a short communication is written without sections and without extra spacing between
paragraphs. Acknowledgments may be given, without heading, as the last paragraph. Literature is cited in
the text as described for articles. A brief rationale explaining the importance of the work (50-100 words)
should appear in the first introductory paragraph after the Abstract.

Literature cited, tables, figure captions, and figures: These items are in the form and sequence described
for articles.

Review articles

Invited review articles should be submitted using the format described for articles, except that other
section names may be used in place of the materials and methods, results, and discussion sections.
Headings should be restricted to major headings and no more than 2 sublevels. Use of tabular data or
figures from the work of others must be consistent with copyright law, and it is the responsibility of the
author to supply appropriate permissions when the manuscript is submitted.

Critical comments
Manuscripts are to be organized in the following format and sequence with all pages, beginning with the
titte page, numbered consecutively.

CRITICAL COMMENT...
Title: Starting at the left-hand margin, give the title of the article in bold type and capitalized. Immediately
following title, give the name of the author(s) in bold type.

Names and addresses of authors: These follow the title. The style is as described for Regular Articles.

Text: The text is written without subdivision. Literature citations are made as for articles. Acknowledgments
may be included as an un-headed final paragraph.

Literature cited: If citations have been used in the text, the Literature cited section is as described for
articles.

Tables, figure captions, and figures: When present, these are as described for articles.

Book reviews
Manuscripts are organized in the following format and sequence with all pages, beginning with that for the
titte, numbered consecutively.

Title: Give the title of the book being reviewed, and other critical information, in the following style:
Toxoplasmosis of Animals and Man, by J. P. Dubey and C. P. Beattie. CRC Press, Boca Raton, Florida.
1988. 220 p. ISBN Number. Hardcover $124.95.

Note that, unlike in the Literature cited section, the first letters of principal words are capitalized. The words
“edited

by are substituted for ‘by* when appropriate. The book title, etc., should begin at the left-hand margin.

Text: Begin as a new paragraph immediately following the book title. The text usually is not subdivided. If
literature must be cited, a headed Literature cited section follows the text in the style described for articles.
Figures and tables should not be used.



Name and address of author: This information follows the text or, if present, the Literature cited section.
The reviewer‘s name should be in bold type; the address should follow, but not in bold type.

General points of style

Scientific names: The full binomen is written out at the first use of a species name in the abstract, text,
figure legends and tables. At subsequent use, the genus is abbreviated by use of the first letter, except at
the beginning of a sentence where it is written out and in any situation where abbreviations would cause
confusion. Genera and

species should be italicized, not underlined, throughout the manuscript. Author and date citations for
scientific names need not be used in non-systematic papers. In systematic papers, author and date
citations are used the first time a species is mentioned in the abstract and the text, but not subsequently
except as described for tables and figures. Use must be according to the International Code of Zoological
Nomenclature (or the relevant taxonomic code if the organism is a plant, bacteria, or virus) and should be
consistent for all parasite and host species mentioned. Author and date citations used only as authorities
for scientific names do not appear in the Literature cited section.

Authors are reminded that names of taxa are not names of organisms, e.g., Fasciola is the name of a
genus (a

group of related species) and as such it does not lay eggs, ingest cells, possess a sucker, etc. These are
properties of organisms. Taxonomic names should not be used as adjectives.

Ecological terms: The terms prevalence, incidence, intensity, mean intensity, density, relative density,
abundance, infrapopulation, suprapopulation, site, niche, and habitat are to be used as recommended by
the ASP Ad Hoc Committee on the Use of Ecological Terms in Parasitology (1982, Journal of Parasitology
68: 131-133); also

see Bush et al. (1997, Journal of Parasitology 83: 575-583) for an expanded and updated treatment of
ecological terminology.

Mathematical and chemical notations: Authors should write mathematical equations so that they can be
setin 1 line of type. When 1 unit appears in a denominator, use the solidus, e.g., g/mz; for 2 or more units
in a denominator, use negative exponents, e.g., g-m-2-day1. Manuscripts submitted to the Journal of
Parasitology should conform to the same conventions as those used for chemical and
biochemical/molecular nomenclature.

All chemical structures not accommodated by a single line of type must be drafted and reproduced as
figures.

Use of numbers: In the text, numbers should be Arabic numerals except when beginning a sentence.
Naked decimals are not permitted in the text, tables, legends, or on figures, i.e., 0.1, not .1. Numbers
greater than 999 must have commas. Metric units are to be used in all articles. The 24-hour system is
used to indicate time, e.g., 1500 hr.

Miscellaneous: Unless stated otherwise, U.S.A. is understood for locations, including addresses of
authors, and is not stated.

Words and abbreviations in Latin and other non-English languages, except for genus and species names,
are

not italicized. American spelling supersedes British, Australian, Indian, or other spelling.

No and none are treated as singular, e.g., no worm was found. If this form is not satisfactory, avoid use of
the words.

The suffix -like is hyphenated only in combination with a name in italic type or to avoid a triple |. Many
appropriate studies involve killing of animals, but authors will not say that they sacrificed animals.

Abbreviations such as mo, yr, wk are used when a number is present. Otherwise they are spelled out in
full, e.g., 10-yr-old, 6 wk.

Degree symbols are not used with temperatures. They are only used with latitude/longitude and angles.

Supplemental materials: You can refer to supplemental material in your article but please understand that
the supplemental material is not printed with your article. It will be posted online and linked to your article
on the journal website. When including supplemental material you should label the supplemental files
separately in PeerTrack.

Acronyms and abbreviations: At first use, acronyms are placed in parentheses following the name written
out in full. At subsequent use, the acronym alone is used. An acronym may begin a sentence. Sentences
may not begin with an abbreviation, and abbreviations are as recommended in the Council of Science
Editors (CSE) style manual. The Journal uses all International System of Measurement (SI) metric unit
abbreviations. Common CSE and Sl abbreviations include the following (the same abbreviation is used for
plural form):

wk (week)

hr (hour; use 0—2400 hr for time)



sec (second) min (minute)

mo (month)

day (not abbreviated) n. sp. (new species) n. gen. (new genus)
L (liter; but ml formilliliter) RH (relative humidity)

p.o. (per 0s)

s.c. (subcutaneous)

i.pl. (intrapleural)

i.p. (intraperitoneal)

PI (post-inoculation, or post-infection)

p. (page)

ad lib. (ad libitum) U.S.A. (as a noun) U.S. (as an adjective)
sp. gr. (specific gravity)

t-test

U-test

P (probability)

X (arithmetic mean)

r (correlation coefficient)

n (sample size)

SD (standard deviation of the mean) SE (standard error of the mean)
df (degrees of freedom) NS (not significant)Basic Sl units

Meter m Kilogram kg Second sec
Ampere A Volt V Mole mol
Prefixes for Sl units

Factor Prefix Symbol

107" deci d

1072 centi c

107 milli m

10°® micro u

107° nano n

107 pico p

10 deca da

10? hecto h

10° kilo k

10° mega M

10° giga G

10" tera T

Animal care and use

The ASP conforms to the “U.S. Government Principles for the Utilization and Care of Vertebrate
Animals Used in Testing, Research and Training.” W ork involving vertebrate animals reported in any
paper submitted to the Journal of Parasitology must have been conducted within the following guidelines
adapted from a statement by The American Association for Laboratory Animal Science (1989, Laboratory
Animal Science 39: 267).

1) The transportation, care, and use of animals for research and teaching must conform to the appropriate
national guidelines (in the U.S.A., the Animal W elfare Act) and other applicable laws, guidelines, and
policies. Authors should refer to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (U.S. DHEW
Publication Number [NIH] 86—

23, as revised in 1985 or subsequently).

2) Experiments using animals should be designed and conducted with full consideration given for their
relevance to human or animal health, the acquisition of knowledge, or the welfare of society.

3) Animal species selected for experimentation must be appropriate for the results expected, and the
number used should be the minimum justified by sound statistical analysis.

4) All experimental and maintenance procedures require the avoidance of creating conditions that would
lead to animal discomfort, distress, or pain, consistent with sound scientific practices.

5) If animals are to be subjected to momentary distress or pain, appropriate anesthesia must be
employed. Painful experiments must not be conducted on anaesthetized animals that have been
paralyzed by chemicals or other procedures.

6) Animals used in experiments that cause chronic pain or distress must be killed as soon as the
experiments are concluded.

7) Veterinary care for laboratory animals is essential. Animals maintained in the laboratory must be kept in
conditions appropriate for that species and under conditions that contribute to their health and comfort.

8) All persons using laboratory animals should be well trained for the conduct of experiments on living
animals.

9) W hen exceptions to these principles are required, decisions regarding animal use must be made by the
appropriate institutional animal care and use committee.

10) The use of animals obtained from natural populations must be in accordance with regulations and
policies of appropriate federal or state agencies.

Page charges and redactory fees
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The first 3 pages of each published manuscript are without charge. The charge for pages in excess of 3
are $45 per published page for articles with at least 1 author who is a member, and $75 per published
page for articles with no authors who are members. Nonmembers intending to publish in the Journal of
Parasitology are encouraged to become members of the Society. The current annual dues are $85.00
(students $50.00 hardcopy and online, and online only $20.00).

Authors are allowed up to 5 alterations free of charge. Each subsequent alteration costs $5.00. Authors
are reminded that added or removed characters may necessitate other corrections.

Plates not intended for color printing should be submitted in back and white or half tones. For color plates,
authors should provide appropriate instructions as to whether they should be reproduced in color in the
on-line version only, or both the on-line and printed versions. Please note that the cost of a color plate is
$500 for printed copy, and $75 for an online version only, and is the responsibility of the authors. Charges
are subject to change without notice.

Return of materials

Papers not conforming to the Journal standards and formatting guidelines, including standards for figures,
will be immediately returned to the author for appropriate modification prior to being subjected to the
review process. Such papers will be treated as a new submission when the properly modified revision is
received. Manuscripts are accepted only with the understanding that the work was conducted in
compliance with all relevant laws and within the ASP policy on animal care and use, a separate statement
regarding animal care and use is not printed as a part of each paper. Likewise, use of the word euthanasia
is redundant.

Papers are not dedicated to individuals. Dedication is only at the direction of the ASP Council and it is in
the form of an entire issue.

Revising manuscripts

When manuscripts are returned for revision, a cover letter from the editor provides directions that must be
followed carefully. A point-by-point statement of what has been revised and a brief rebuttal of those
criticisms not addressed should be provided. All suggestions of the reviewers and the Associate Editor and
editor must be addressed individually. Reviewers are usually kept anonymous and assigned numbers to
retain anonymity. The revised manuscript and the author's comments may be reviewed again (by the
same referee[s]), subject to the discretion of the editor.

Retain a complete and exact copy of the manuscript, tables, and figures for reference.

If figures do not need to be changed, you can save time by letting them carry through on your revision. If
you simply replace figures that have already passed the graphics editor, they will need to be checked
again.

Correcting proof and ordering reprints

Authors are responsible for the accuracy of their proofs and, therefore, what ultimately is printed in the
Journal. Corrected proofs must be returned to the editor promptly, ideally on the same day as
received. Proofs are sent by e-mail and corrections can be sent by e-mail to Dr. Michael Sukhdeo at:

journalofparasitology@gmail.com. Proofs are to be corrected, not—Tevised—Additions usuatty are
disallowed except to correct errors made in typesetting and by the editor. Correction of errors made by the
author may be billed to the author at the rate of $5.00 each. Queries on the proof are to be answered by
“yes" or “no;”; and if there is no change to be made you should write “OK as set”

The Journal of Parasitology now uses EzReprint, a user-friendly, automated online system for purchasing
article

reprints. Prior to publication of the issue, you will receive an e-mail with a unique URL (SmartLink) and
information about the reprint order process. Clicking on the SmartLink will take you directly to a web portal
where you may place your reprint order. The email will be sent to you from reprints@authorbilling.com.
You may want to add this to your "safe senders" list to ensure that you receive the message.
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EXAMPLE FOR REGULAR ARTICLE
The following presents a sample layout of the way in which your manuscript should appear for a Regular Atrticle.

RH: NADLER ET AL. - GENETICS OF GEOGRAPHIC VARIATION IN A. SUUM (not to exceed 60 characters and
spaces) GENETIC STRUCTURE OF MIDWESTERN ASCARIS SUUM POPULATIONS: A COMPARISON OF
ISOZYME AND RAPD MARKERS

Steven A. Nadler, Rachel L. Lindquist*, and Thomas J. Near

Department of Biological Sciences, Northern lllinois University, DeKalb, lllinois 60115. Correspondence should be sent to:
snadler@ucdavis.edu (the e-mail address is of the corresponding author ONLY)

ABSTRACT: Isozyme and random amplified polymorphic DNA (RAPD) markers were used to characterize the genetics
of geographic variation among population samples of Ascaris suum. ...

Molecular markers are of great potential utility for revealing intraspecific variation among parasite populations. (Note:
This was the first sentence of the Introduction; it is not preceded by a heading.) By studying the genotypes or haplotypes
of individuals ... MATERIALS AND METHODS

Ascaris suum adults were collected from the intestines of pigs at a local meat processing plant ...

RESULTS Isozyme data

Six of the 13 loci surveyed showed evidence of polymorphism; however, only 3 of the 6 variable loci showed sufficient
enzymatic activity and resolution on gels to score. ...

RAPD data and comparative analysis of markers

Of the 29 RAPD primers surveyed, 9 yielded amplification products that met both subjective. ...

DISCUSSION Isozyme data

Geographic variation: Relatively few studies have focused on the genetics of geographic variation among populations of
parasitic helminths. In part, this is due to ... Polymorphisms: A paradigm of parasite population structure is that parasitic
organisms are characterized by small populations with high levels of inbreeding ...

Genetic drift

Genetic drift among A. suum infrapopulations may be promoted by their small effective population size and founder
effects. The overall sex ratio ...
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Figure 1. Random amplified polymorphic DNA fingerprints for 11 Ascaris suum individuals ...

Figures 2—4. Isozymes and infrapopulations. (2) Gels showing the genetic make-up of .... (3) Comparison of 4
infrapopulations ....(4) Isozymes from Ascaris suum ....
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NEW AFRICAN SPECIES OF ECHINOBOTHRIUM (CESTODA: DIPHYLLIDEA) AND IMPLICATIONS FOR THE
IDENTITIES OF THEIR SKATE HOSTS
J. N. Caira, N. Rodriguez, and M. Pickering

Department of Ecology & Evolutionary Biology, 75 N. Eagleville Road, University of Connecticut, Storrs, Connecticut
06269-3043. Correspondence should be sent to: janine.caira@uconn.edu

ABSTRACT: Two new species of diphyllidean cestodes of the genus Echinobothrium, each hosted by a different skate
species in the Raja miraletus complex, are described. Echinobothrium mercedesae n. sp. is ...

In their recent reconfiguration of diphyllidean genera to conform to the phylogenetic relationships of the order, Caira et al.
(2013) ...

MATERIALS AND METHODS

The following skates were examined for cestodes; names follow Naylor et al. (2012). Six specimens of Raja cf. miraletus
1 (5 females 45.5-50 cm in total length [TL] and 1 male 49 cm TL) collected at depths ranging from 46-79.9m ...
DESCRIPTION

Echinobothrium mercedesae n. sp.

(Figs. 1-5, 11-16)

Description (based on whole mounts of 13 mature worms and 2 worms observed with SEM): Worms euapolytic, 1,086—
1,284 (1,165 + 77; 13) long by 144-219 (189 + 20; 13) wide ...

Taxonomic summary

Type and only known host: Raja cf. miraletus 2 (sensu Naylor et al., 2012). Type and only locality: Soumbédioune,
Senegal (14°40'42"N, 17°27'42"W). Site of infection: Spiral intestine.

Prevalence of infection: One of 6 skates examined (16.7%); ...

Specimens deposited: Holotype (MNHN No. XXXXX) and 4 paratypes (MNHN No. XXXXX); 4 paratypes (LRP Nos.
XXXX); ...

Etymology: This species honors ...
Remarks

Echinobothrium mercedesae n. sp. differs from all but 8 of its 29 valid congeners (see Kuchta and Caira, 2010; lvanov
and

Caira, 2012; Caira et al., 2013) in number ....

Echinobothrium yiae n. sp.

(Figs. 6-10; 17-22)

Description (based on whole mounts of 8 immature, 4 mature, and 2 gravid worms; 2 scoleces observed with SEM):
Worms apolytic, 978-2,009 (1,344 + 392; 6) long by 206-600 (348 + 179; 6) wide at level of terminal proglottid, with 4-6

(5 £ 1; 6) proglottids. Scolex ...
Taxonomic summary

Type and only known host: Raja cf. miraletus 1 sensu Naylor et al. (2012).
Type locality: Coast of South Africa, 33°48'42"S, 26°38'24"E at a depth of 80 m.
Additional localities: None.

Site of infection: Spiral intestine.

Prevalence of infection: Two of 6 skates examined (33.3%); ...

Etymology: This species is named ...

Specimens deposited: Holotype (SAMCTA No. XXXXX) and 4 paratypes (SAMCTA Nos. XXXXX); ...
Remarks

With respect to the 29 valid species of Echinobothrium sensu stricto recognized by Caira et al. (2013), Echinobothrium
yiae n. sp. differs from ...
DISCUSSION

Our results conform to those of Caira et al. (2013) with respect to diphyllideans parasitizing skates of the family Rajidae

47


mailto:janine.caira@uconn.edu

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Tim Ruhnke, Ken Barber, Claire Healy, Carrie Fyler, and Joseph Mega for assisting with the collection of
material in

Senegal. Kirsten Jensen assisted ...
LITERATURE CITED

(See examples for REGULAR ARTICLE.) (Figure legends will follow.)
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The following represents a sample layout of the way in which your manuscript should appear for a Short
Communication.
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ABSTRACT: This report examines the phylogenetic relationships of Tetrabothrium spp. ...

The various species of Tetrabothrium are examined within an evolutionary context (this constitutes the first sentence of
the text).

If you wish to acknowledge, add without a title as an indented sentence immediately following the last paragraph of the
Short

Communication.
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Monogenéticos branquiais de Brycon hilarii (Valenciennes, 1950)
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monogenéticos e descricdo de uma nova espécie de Annulotrematoides
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Monogenéticos branquiais de Brycon hilarii (Valenciennes, 1950) (Osteichthyes:
Characidae) do Rio Cuiabd: registro da fauna de monogenéticos e descricao de

uma nova espécie de Annulotrematoides

Resumo:

Neste artigo sdo registradas oito espécies de monogenéticos parasitando branquias da
piraputanga, Brycon hilarii do rio Cuiabd, estado do Mato Grosso, sendo uma delas
considerada espécie nova para a ciéncia. Os hospedeiros foram coletados em novembro
de 2014. Foram registradas as espécies Anacanthorus elegans, A. kruidenieri, A.
spiralocirrus, A. bryconi, Jainus amazonensis, Trinibaculum braziliensis,
Tereancistrum kerri, além da descricdo de Annulotrematoides sp. n. As principais
caracteristicas que permitem classificar Annulotrematoides sp. n. como uma nova
espécie sdo o formato das barras e érgao copulador masculino que se apresenta diferente
das demais espécies do género, e a presenca de ancoras dorsais em formato de célice.
Palavras-chave: Monogenea, Piraputanga, Dactylogyridae, Ectoparasito, Rio Cuiaba

Abstract:

In this article are recorded eight species of monogenetic parasitizing the gills
piraputanga, Brycon hilarii from Cuiaba river, Mato Grosso. The hosts were collected in
November 2014. Parasites were quantified, identified and preserved according to the
literature. The species Anacanthorus elegans, A. kruidenieri, A. spiralocirrus, A.
bryconi, Jainus amazonensis, Trinibaculum braziliensis, Tereancistrum kerri, were
recorded for the first time in this fish, besides the description of Annulotrematoides sp.
n. The main features for classifying Annulotrematoides sp. n. as a new species are the
bars shape and male copulatory organ that looks different from the other species of the
genus and the presence of dorsal anchors cup format.

Keywords: Monogenea, Piraputanga, Dactylogyridae, ectoparasite, Cuiaba river

3.1 Introdugéo
Ha diversos registros de monogenéticos parasitando o género Brycon, como,

Annulotrematoides bryconi, Jainus amazonensis, Anacanthorus brevis, A. elegans, A.
kruidenieri, A. spiralocirrus, A. brevicirrus, A. franciscanus, Tereancistrum Kkerri,
Trinibaculum brazilensis, Rhinoxenus anaclaudiae. Entretanto, ndo ha nenhum registro

de monogenéticos parasitando Brycon hilarii (Valenciennes, 1950) (Sin. Brycon
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microlepis Perugia, 1897), sendo este o primeiro registro da fauna de monogenéticos
para B. hilarii.

B. hilarii € um peixe omnivoro da subfamilia Bryconinae (Britski et al., 1999).
Conhecido popularmente como piraputanga, € uma espécie endémica da Bacia do Alto
Paraguai (Rezende, 2003). O consumo de sua carne € especialmente apreciada na cidade
de Cuiab4, capital do estado do Mato Grosso (Milanin et al., 2010), caracterizando-se
como uma importante fonte de renda para o comércio local.

Ha registros de poucos trabalhos cientificos publicados utilizando essa espécie
de peixe como ferramenta de pesquisa. Na area da parasitologia pode-se destacar o
registro de Thynnascaris sp. por Rego e Vicente (1988), a descricdo de Myxobolus
brycon por Azevedo et al. (2011) e a descricdo de Myxobolus oliveirai por Milanin et
al. (2010). Neste estudo, foi descrita a fauna ectoparasitaria de monogenéticos

branquiais e a proposta uma nova espécie de Annuletrematoides.

3.2 Materiais e metodos
Foram coletados e analisados 25 espécimes de B. hilarii do rio Cuiaba

(15°38'37.9"S 56°04'17.4"0) no estado do Mato Grosso (Figura 1) no més de novembro
de 2014. As branquias foram fixadas em formol 5% e analisadas posteriormente em
microscopio estereoscopio para a observacdo de monogenéticos. Os espécimes foram
montados em meio Hoyer para identificacdo e estudo das estruturas esclerotizadas
(Kritisky et al., 1986). As medidas sdo apresentadas todas em micrometros, com valor
médio seguido da amplitude e nimero (n) de espécimes medidos apresentados em
parénteses.

As ilustragdes da nova espécie foram realizadas com o auxilio de tubo de
desenho acoplado ao microscépio Nikon YS 2 A enumeracdo dos pares de ganchos
marginais do haptor se baseia em Mendoza-Franco et al. 1999. A prevaléncia (P),
intensidade média (IM) e abundancia média (AM) de infestacdo dos parasitos foram
registradas. A terminologia ecoldgica segue Bush et al. 1997. Os peixes foram
identificados por técnicos do Nupélia e exemplares testemunhos foram depositados na
colecdo ictiologica do Nupélia, UEM. Os holétipos e os voucher espécimes foram
depositados na Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Rio de

Janeiro, Brasil.
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Figura 1. Mapa hidrogréfico do Brasil com o ponto de coleta de Brycon hilarii.

3.3 Resultados

Abundancia, prevaléncia e intensidade media.

Todos os peixes analisados estavam parasitados com pelo menos uma espécie de

monogenético. A tabela 1 mostra os valores de prevaléncia, intensidade e abundancia

média.

Tabela 1. Nimero de peixes infestados (NI), Numero de parasitos coletados (NP), Prevaléncia (P %),
Intensidade Média (IM), Abundancia Média (AM) dos parasitos de Brycon hilarii coletados no Rio

Cuiaba no més de novembro de 2014.

Parasito NI NP P(%) IM AM
Monogenea
Anacanthorus elegans 25 78 100 3,12 3,12
Anacanthorus kruidenieri 21 26 84 1,23 1,04
Anacanthorus spiralocirrus 4 10 56 2,5 0,4
Annulotrematoides bryconi 25 266 100 10,64 10,64
Annulotrematoides sp. n. 21 56 84 2,66 2,24
Jainus amazonensis 25 571 100 22,84 22,84
Trinibaculum braziliensis 25 802 100 32,08 32,08
Tereancistrum kerri 4 7 16 1,75 0,28
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Descricdo da nova espécie de monogenético

Annulotrematoides sp n.

Hospedeiro: Brycon hilarii (Characiformes, Characidae)
Prevaléncia: 84%

Intensidade média: 2,66

Sitio de infestacdo: Branquias

Localidade: Rio Cuiaba

Espécimes representativos depositados: CHIOC XXXX
Espécimes examinados: (CHIOC XXX)

Etimologia: O nome especifico, Annulotrematoides eirasi € em homenagem ao
pesquisador Jorge da Costa Eiras em reconhecimento a sua contribuicdo a

ictioparasitologia.

Corpo fusiforme com 387,3 (332-489,7, n=18) de comprimento e 140,6 (107,9—
182,6, n=17) de largura, tegumento com constricdes formando anéis. Lébulos cefalicos
desenvolvidos e glandulas cefalicas aparente. Faringe esférica 25 (21,2-30,6, n=12) de
diametro. Haptor subhexagonal com 44,2 (30-60, n=20) de comprimento e 105,5 (76—
124, n=20) de largura. Ancoras dorsais e ventrais bem distintas uma da outra. Ancora
ventral com a base bem desenvolvida com 30 (25,5-33,1, n=25) de comprimento e base
com 15,7 (12,7-19,5, n=25) de largura. Lamina terminada em ponta com diversos sulcos
longitudinais e filamentos da ancora iniciando na regido proximal e terminando na
regido intermédia da lamina. Ancora dorsal com 31,1 (28-34,8, n=30) de comprimento e
21,2 (17-24,6, n=30) de largura. Base da ancora maior do que a lamina, lamina
terminada em ponta com diversos sulcos longitudinais e filamentos da ancora iniciando
na regido proximal e terminando na regido intermédia da lamina. Ganchos par 1 com
17,7 (11,9-21,2, n=21), ganchos par 5 com 14,7 (12,7-17,8, n=15) e ganchos pares 2, 3,
4,6 e7com 25,1 (21,2-29,7, n=29) de comprimento. Barra ventral longa com elevagéo
na regido medial com elevagdo mais estreita do que as extremidades e 64,3 (56,1-88,4,
n=27) de comprimento. Barra dorsal longa e similar com a barra ventral, mas na regido
medial a barra ventral apresenta pequenas ondulagdes e possui 67 (54,4-83,3, n=24) de
comprimento. Orgo copulatério masculino em forma de tubo com a base levemente

achatada. Peca acessoria em forma de haste, com a base ligada a base do cirro e a ponta
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da peca acessoria situa-se proxima a ponta do cirro. Testiculo dorsal ao germario.
Vesicula seminal desenvolvida, situada abaixo do complexo copulatério. Dois
reservatorios prostatico situados abaixo da vesicula seminal. Vagina sinistral
subesférica, com canal longo e estreito terminando em um receptaculo seminal.
Vitelaria densa e lateral em relacdo ao ovario. Ndo foi possivel visualizar os cecos

intestinais e vasos deferentes.

100 um

Figura 2. Annulotrematoides sp. n. de Brycon hilarii. Desenho composto (vista ventral). Escala
de 100pm.
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Figura 3. Annulotrematoides sp n. de Brycon hilarii. a. complexo copulatério — vista ventral; b.
ancora dorsal; c. ancora ventral; d. barra ventral; e. barra dorsal; f. gancho par 1; g. gancho par
5; h. gancho pares 2, 3, 4 e 6. Escala de 50um.

3.4 Discusséo
Este é o primeiro registro sobre a fauna de monogenéticos da piraputanga, B.

hilarii. O presente estudo registrou a ocorréncia de oito espécies de monogenéticos
parasitando B. hilarri do rio Cuiaba, Brasil. Dentre as espécies de monogenéticos
encontradas, uma espécie foi considerada nova espécie para a ciéncia. As espécies A.
spiralocirrus, J. amazonensis, T. kerri e T. braziliensis foram registradas por Andrade e
Malta (2006) parasitando B. amazonicus de um canal de igarapé no Estado do
Amazonas, Brasil. Cugliana et. al. (2003) registraram a espécie A. bryconi em B.
cephalus de uma piscicultura em Pirassununga, Brasil. O resultado do presente trabalho
demonstrou que B. hilarii possui mais espécies de monogenéticos do que as outras
espécies de Brycon spp., demostrando que espécies de peixes co-genéricas podem

dividir espécie de parasitos.
Annulotrematoides sp. n.

A principal caracteristica que permite classificar a nova espécie no género
Annulotrematoides é a constricdo ao longo do tegumento do corpo do parasito (Kritsky
e Boeger, 1995). Até o presente trabalho, ha quatro espécies de Annulotrematoides

descritas: A. amazonicus (Kritsky e Boeger, 1995) em Psectrogaster rutiloides, A.
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parisellei e A. glossophallus (Cohen et. al., 2012) em Salminus brasiliensi, A. bryconi
(Cugliana, Cordeiro e Luque, 2003) em B. cephalus.

As estruturas esclerotizadas e o complexo copulatério masculino diferem
significativamente em relacdo as outras espécies. As ancoras dorsais em formato de
calice e com a base mais desenvolvida do que a lamina séo caracteristicas bem marcante
para a nova espécie. As ancoras ventrais sdo semelhantes as ancoras ventrais de A.
parisellei. A glandula anexa do 6rgdo copulatério masculino se assemelha & glandula do
orgdo copulatorio masculino de A. glossophallus, mas a peca acessoria da nova espécie
ndo apresenta uma extensao como em A. glossophallus. A barra dorsal e ventral é maior
da espécie nova é maior e ndo tem semelhangas com as outras espécies. Os ganchos de
A. hilarii sp. n. sdo semelhantes na forma dos ganchos de A. bryconi, mas o gancho par

1 é maior do que o gancho par 5 diferenciando de A. bryconi.
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embriologia e histologia, morfofisiologia, genética, microbiologia, parasitologia e zoologia.

3. Os autores se obrigam a declarar a cesséo de direitos autorais e que seu manuscrito € um trabalho original, e que néo esta
sendo submetido, em parte ou no seu todo, a andlise para publicagdo em outro meio de divulgacéo cientifica sob pena de
exclusdo. Esta declaracdo encontra-se disponivel no endereco:
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciBiolSci/about/submissions.

4. Os dados, ideias, opinides e conceitos emitidos nos artigos, bem como a exatiddo das referéncias, séo de inteira
responsabilidade do(s) autor(es). A eventual citagdo de produtos e marcas comerciais ndo significa recomendagéo de seu uso
por parte do Conselho Editorial da revista.

5. Os relatos deverao basear-se nas técnicas mais avancadas e apropriadas a pesquisa. Quando apropriado, devera ser
atestado que a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Biosseguranga da instituicéo.

6. Os artigos submetidos deverdo ser em inglés.

7. Os artigos serdo avaliados por, no minimo, trés consultores da area de conhecimento da pesquisa, de institui¢des de
ensino e/ou pesquisa nacionais e estrangeiras, de comprovada produgdo cientifica. Ap6s as devidas corregoes e possiveis
sugestdes, 0 artigo sera aceito se tiver dois pareceres favoraveis e rejeitado quando dois pareceres forem desfavoraveis.

8. O conflito de interesses pode ser de natureza pessoal, comercial, politica, académica ou financeira. Conflitos de interesses
podem ocorrer quando autores, revisores ou editores possuem interesses que podem influenciar na elaboracéo ou avaliagdo
de manuscritos. Ao submeter o manuscrito, 0s autores séo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros ou de
outra natureza que possam ter influenciado o trabalho. Os autores devem identificar no manuscrito todo o apoio financeiro
obtido para a execucao do trabalho e outras conexdes pessoais referentes a realizagdo do mesmo. O revisor deve informar
aos editores quaisquer conflitos de interesse que poderiam influenciar sobre a analise do manuscrito, e deve declarar-se ndo
qualificado para revisa-lo.

9. Os artigos deverao ser submetidos pela internet, acessando o Portal ACTA, no endere¢o http://www.uem.br/acta.

10. A revisdo de portugués (Resumo) e a revisdo de lingua estrangeira serdo de responsabilidade e custeados pelos autores
dos artigos ja aceitos para publicagdo, mediante comprovacéao emitida pelos revisores credenciados.
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11. Estéo listadas abaixo a formatacéo e outras convengdes que deverdo ser seguidas:

a) No processo de submisséo, deverdo ser inseridos 0s nomes completos dos autores (no maximo seis), seus endere¢os
institucionais e o e-maildo autor indicado para correspondéncia. Mais de seis autores serdo aceitos desde que devidamente
justificado. Neste caso a contribuigdo de cada um dos autores devera ser apresentada em uma declaracéo especifica para esta
finalidade. Nesta justificativa deve-se considerar 0s seguintes aspectos: participacdo na elaboracéo do projeto ou analise e
interpretacdo dos dados; redacéo ou reviséo critica do artigo e aprovacéo da versdo final a ser publicado.

b) Os artigos deverao ser subdivididos com os seguintes subtitulos: Resumo, Palavras-chave, Abstract, Keywords,
Introdugdo, Material e métodos, Resultados e/ou Discussdo, Conclusdo, Agradecimentos (opcional) e Referéncias. Esses
itens deverdo ser em caixa alta e em negrito e ndo deverdo ser numerados.

c) O titulo, com no maximo vinte palavras, em portugués e inglés, devera ser preciso. Também devera ser fornecido um
titulo resumido com, no méaximo, seis palavras.

d) O resumo (bem como o abstract), ndo excedendo 200 palavras, devera conter informagdes sucintas sobre o objetivo da
pesquisa, 0s materiais experimentais, os métodos empregados, os resultados e a conclusdo. Até seis palavras-chave que ndo
estejam citadas no titulo deverdo ser acrescentadas ao final tanto do resumo como do abstract.

e) Os artigos ndo deverdo exceder 15 paginas digitadas, incluindo figuras, tabelas e referéncias. Deverao ser escritos em
espaco 1,5 linhas e ter suas péginas e linhas numeradas. O trabalho deverd ser editado no MS-Word, ou compativel,
utilizando Times New Roman fonte 12.

f) O trabalho devera ser formatado em A4 e as margens inferior, superior, direita e esquerda deverdo ser de2,5 cm.

g) O arquivo contendo o trabalho que devera ser anexado (transferido), durante a submissdo, ndo podera ultrapassar o
tamanho de 5 MB, nem poderd conter qualquer tipo de identificagdo de autoria, inclusive na opgao propriedades do Word.

h) Tabelas, figuras e gréaficos deverdo ser inseridos no texto, logo ap6s a sua citagdo. As tabelas deverdo ter
preferencialmente 7,65 oul6 cm de largura. Os gréficos ndo deverdo ter molduras externas, linhas internas ou mesmo cor de
fundo. Para os gréficos de barra, usar padrdes de preenchimento diferentes (horizontal, vertical, listras diagonais e multiplos
pontos).

i) As figuras (fotos, pranchas, mapas, desenhos ou esquemas) deverdo ter o tamanho maximo de 16 x 23 cm, incluindo-se o
espago necessario para a legenda. Graficos e figuras que possam ser publicados em uma Unica coluna (7,65 cm) serdo
reduzidos. Dessa forma, serd necessario atentar para o tamanho de nimeros ou letras, para que continuem visiveis apds a
reducdo. O tipo de fonte utilizado devera ser Times New Roman, tamanho 8 pt. Gréficos e figuras confeccionados em
planilhas eletronicas devem vir acompanhados do arquivo com a planilha original. Deve-se utilizar escala de barras para
indicar tamanho, a qual deverd, sempre que possivel, estar situada a esquerda da figura; o canto inferior direito deve ser
reservado para o nimero da(s) figura(s).

J) As figuras digitalizadas deverdo ter no minimo 300 dpi de resolucéo, gravadas em formato jpg ou png. N&o serdo aceitas
figuras que ultrapassem o tamanho estabelecido ou que apresentem qualidade gréafica ruim. llustragdes em cores serdo
aceitas.

k) Devera ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas.

1) As equacOes deverdo ser editadas, utilizando o software Math Type ou inseridas como figura jpg ou png.

m) As variaveis deverao ser identificadas ap6s a equacéo.

n) Artigos de revisdo poderdo ser publicados mediante convite do Conselho Editorial ou Editor-Chefe da Eduem.

0) A revista recomenda que oitenta por cento (80%) das referéncias sejam de artigos listados na base 1SI Web of
Knowledge e/ou Scopus com menos de 10 anos. N&o serdo aceitas nas referéncias citagdes de dissertagdes, teses,
monografias, anais, resumos, resumos expandidos, jornais, magazines, boletins técnicos e documentos eletronicos.

p) As citagOes deverdo seguir os exemplos abaixo, que se baseiam na norma da American Psychological Association (APA).
Para citacdo no texto, usar o sobrenome e ano: Oleksiak (2008) ou (Oleksiak, 2008); para dois autores: Silva e Diniz Filho
(2008) ou (Silva & Diniz, 2008); para trés a cinco autores (1.2 citagdo): Andrade, Santos, Oliveira, Cerqueira e Meireles
(2008) ou (Andrade, Santos, Oliveira, Cerqueira & Meireles, 2008) e, nas citagdes subsequentes, Andrade et al. (2008) ou
(Andrade et al., 2008); para seis ou mais autores, citar apenas o primeiro seguido de et al.: Cardozo et al. (2007) ou (Cardozo
etal., 2007).

MODELOS DE REFERENCIAS
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Deverdo ser organizadas em ordem alfabética, alinhamento justificado, conforme os exemplos seguintes, que se baseiam na
norma da American Psychological Association (APA). Listar todos os autores do trabalho. Os titulos dos periodicos deverao
ser completos e ndo abreviados e em italico, sem o local de publicacéo.

ARTIGOS
Um autor

Oleksiak, M. F. (2008). Changes in genexpression due to chronic exposure to environmental pollutants. Aquatic Toxicology,
90(3), 161-171.

Dois autores

Silva, M. M. F. P., & Diniz, J. A. F., Fo. (2008). Extinction of mammalian populations in conservation units of the Brazilian
Cerrado by inbreeding depression in stochastic environments. Genetics and Molecular Biology, 31(3), 800-803.

Até sete autores (devem-se indicar todos os autores separados por virgula, exceto o Gltimo que deve ser separado por
virgula seguido de &)

Santana, N.F., Thomaz, T.A., & Roberto, M.C. (2015). Relationship between bacterial density and abiotic factors at
different sediment depths of lakes in the Upper Parana River floodplain. Acta Scientiarum. Biological Science, 37(1), 1-8.
doi:10.4025/actascibiolsci.v37i1.22240

Oito ou mais autores (devem-se indicar 0s seis primeiros, inserir reticencias e acrescentar o Gltimo autor)

Cardozo, K. H. M., Guaratini, T., Barros, M. P., Falcéo, V. R., Tonon, A. P., Lopes, N. P., ... Pinto, E. (2007). Metabolites
from algae With economical impact. Comparative Biochemistry and Physiology Part C — Toxicology and Pharmacology,
146(102), 60-78.

LIVROS

Haynie, D. T. (2001). Biological thermodynamics. Cambridge, UK: Cambridge University Press. Foster, R. G. & Kreitzman,
L. (2005). Rhythms of life: the biological clocks that control the daily live of every living thing. Yale, US: Yale University
Press.

Agostinho, A. A., Gomes, L. C., & Pelicice, F. M. (2007). Impactos dos represamentos. In A. A. Agostinho, L. C. Gomes, F.
M. Pelicice (Ed.). Ecologia e manejo de recursos pesqueiros em reservatdrios do Brasil (p. 107-152). Maringa, PR: Eduem.

Prazo médio entre submissao e publicacdo dos artigos publicados em 2015: 9,6 meses.

Condicdes para submisséo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da submissdo em relagéo a todos
os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

A contribuicdo é original e inédita e ndo esta sendo avaliada por outra revista.

Os manuscritos deverdo ser submetidos em inglés.

3. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word, Open Office ou RTF (desde que ndo ultrapasse
5MB).

4. Todos os enderecos de paginas da Internet, incluidas no texto (Ex: http://www.eduem.uem.br) estéo ativos e
prontos para clicar.

5. O texto estd em espaco 1,5; usa uma fonte de 12-pontos Times New Roman; emprega italico ao invés de
sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final. No maximo
15 péginas.

6. O texto segue os padrdes de estilo e quisitos bibliograficos em Diretrizes para Autores, na se¢do Sobre a Revista.
7. Aidentificagdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opg¢éo propriedades do Word, garantindo
desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagéo por pares (ex.: artigos), conforme

instrucOes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo por Pares Cega.
8. TODOS OS CONTATOS MANTIDOS ENTRE O AUTOR E EDITORA DEVE MENCIONAR
INICIALMENTE O NUMERO DO MANUSCRITO INSERIDO NO SISTEMA

N

Declaracéo de Direito Autoral
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DECLARAGAO DE ORIGINALIDADE E DIREITOS AUTORAIS

Declaro que o presente artigo € original, ndo tendo sido submetido a publicacdo em qualquer outro periédico nacional ou
internacional, quer seja em parte ou em sua totalidade.

Os direitos autorais pertencem exclusivamente aos autores. Os direitos de licenciamento utilizados pelo periédico é a licenca
Creative Commons Attribution 3.0 (CC BY 3.0): sdo permitidos o compartilhamento (cépia e distribuicdo do material em
qualger meio ou formato) e adaptacdo (remix, transformac&o e criagdo de material a partir do contetido assim licenciado para
quaisquer fins, inclusive comerciais.

Recomenda-se a leitura desse link para maiores informagdes sobre o tema: fornecimento de créditos e referéncias de forma
correta, entre outros detalhes cruciais para uso adequado do material licenciado.

Politica de Privacidade

Os nomes e endere¢os informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos prestados por esta publicacéo,
ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.
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