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encontram em anexo (Anexo 1)

O artigo serd submetido para a revista Animal Biology, dentro das normas de submissdo da revista,

exceto numeracdo das linhas, apresentacdo das figuras e tabelas, o idioma sera traduzido
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Resumo

As interagdes bioldgicas t€ém um papel importante na regulagdo e manuten¢do das populagdes
naturais. Assim como a maioria destas interagdes, o parasitismo pode ser influenciado pelo ambiente,
com as mudancas causadas pelas atividades antropicas podem afetar profundamente o equilibrio das
assembleias dos organismos hospedeiros. Diante disto, nosso trabalho procurou descrever, a
composi¢ao e riqueza dos hemoparasitos de anuros presentes em dois ambientes, inseridos no Bioma
Amazonico, no leste do Pard, Brasil. Caracterizamos os grupos de hemoparasitos mais frequentes, e
se o tipo de infeccdo hemoparasitaria esta relacionada com habitat do anuro (arboricola ou terrestre).
Coletamos 128 anuros nos dois ambientes, em duas expedi¢des realizadas nos periodos de abril de
2016 e 2017, que correspondem a estagdo de chuva na regido. No laboratorio foram realizados
esfregagos sanguineos e imprint do figado para identificacdo do parasito. No total foram registrados
sete taxons distintos de hemoparasitos em 55 anuros (43%). Nas areas de plantacdo haviam mais
espécimes infectados e com infecgdes mistas que em areas de floresta. Parasitos do género
Trypanosoma foram os mais frequentes, ocorrendo em 67% dos anuros infectados nos dois ambientes,
com a identificagdo de seis grupos morfoldgicos distintos, encontrados principalmente em anuros
terrestres. Foram identificados dois grupos distintos de Hemogregarinas em seis espécimes de anuros
mais parasitados, encontradas principalmente nos de habito terrestre. Registramos a presenca de um
parasito do Filo Apicomplexa ndo identificado em espécimes de Trachycephalus typhonius, que
provavelmente se trata de um taxon novo e serd estudado a posteriori.

Palavras chave

Anfibios; Neotropical; parasitos; parasitismo; plantagao de dendezeiro.



Abstract

Biological interactions play an important role by maintaining and regulating natural populations. As
most interactions, parasitism may be influenced by the environment, with anthropogenic changes
caused by humans strongly affecting the equilibrium in biological assemblages of their hosts. Herein,
we described and analyzed the hemoparasites richness and composition in anurans from oil palm
crops and surrounding forest fragments in the eastern Amazon, Brazil. In addition, we analyzed which
hemoparasites are most frequent and whether the type of infection is related with anurans habits
(terrestrial or arboreal). We collected 128 anurans in both environments (forest and oil palm
plantations) during rainy season, in April 2016 and 2017. In the laboratory, we collected blood
samples from each individual, and carried out smear and imprint methods of their livers to identify
the parasites. We found seven hemoparasites groups in 55 individuals (43%) in both habitats. In oil
palm plantations, there were more infected specimens and more mixed infections than in forests.
Parasites of the genus Trypanosoma were the most frequent, found in 67% of infected anurans in both
environments. Besides, we identified six distinct morphological groups, mainly in terrestrial anurans.
We found two distinct Haemogregarines groups in six anurans, most terrestrial. In addition, we found
an Apicomplexa parasite in specimens of Trachycephalus typhonius, which is probably a new taxon
and will be studied a posteriori.

Key words

Amphibians; Neotropical; parasites; parasitism; palm oil plantation.
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Introducio

As interagdes ecoldgicas tém como papel principal a regulacao das populagdes nos ambientes
naturais. Assim como a maioria destas interagdes, o parasitismo pode ser influenciado pelo ambiente
(Ferreira, 1973; Von Zuben, 1997), afetando o desenvolvimento das infecgdes € o provavel
surgimento de doencas (Ferreira et al., 2012), causadas por uma ampla diversidade de patdgenos, p.e.,
bactérias, fungos, helmintos e protozodarios (Blaustein & Kiesecker, 2002; Luz & Faccini, 2013), os
quais podem ser transmitidos de forma direta entre os hospedeiros ou através de vetores biologicos

(Telford Jr, 2016).

Existe uma forte relagdo entre os parasitos, seus hospedeiros e o ambiente externo,
constituindo o sistema parasitario (Ferreira, 1973; Ferreira et al., 2012). As alteracdes do habitat
podem levar a uma elevacao na carga parasitaria (Hudson et al., 2006; Froeschke et al., 2013; Cable
et al., 2017) que debilitam, de alguma forma, seus hospedeiros. Esta associacdo de fatores pode levar
a uma diminui¢do de recursos importantes para o hospedeiro, afetando a sua capacidade de predacao
e reproducdo (Von Zuben, 1997; Moretti, 2011). Por isso, os parasitos desempenham um importante
papel nos ecossistemas (Hudson et al., 2006), influenciando a vida de seus hospedeiros, tanto a nivel
de individuo quanto de populagdes, e atuando na selecao natural (Marcogliese et al., 2009; Thompson

et al., 2010; Goater et al., 2013).

Os anuros sao um dos grupos de vertebrados mais diversos no mundo, com cerca de 6.930
espécies conhecidas at¢ o momento (Frost, 2018), dentre as quais 1.039 ocorrem no Brasil (SBH,
2016). Estes animais sdo considerados bioindicadores de qualidade ambiental por apresentarem
especificidades fisiologicas e comportamentais, além de forte ligagdo com o meio aquatico,
principalmente no periodo reprodutivo (Hyne et al., 2009). Estdo expostos a diversas pressoes
ambientais e antropogénicas, que podem levar a declinios populacionais (Eterovick et al., 2005).
Algumas doengas podem causar extingdes locais de espécies (Silvano & Segalla, 2005), a exemplo

do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), patéogeno responsavel pela quitridiomicose
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anfibiana, causador do desaparecimento de populagdes em varias partes do mundo (Valencia-Aguilar
etal., 2015). A conversdo do habitat e o estresse causados pelas mudangas ambientais pode aumentar
a exposicdo a patdgenos e/ou seus vetores, podendo causar a elevacdo das parasitemias e a

manifestagdes clinicas do parasitismo nos anuros (Marcogliese et al., 2009).

Por viverem em diversos habitats terrestres e aquaticos, os anuros sao mais suscetiveis a
vetores hematofagos e, consequentemente, a infecgdes por hemoparasitos (Bardsley & Harmsen,
1973; Barta & Desser, 1984). Diversos trabalhos descrevem uma ampla variedade de protozodarios
sanguineos que conseguem infectar os anuros (Desser & Yekutiel, 1986; Leal et al., 2009;
Netherlands et al., 2015). Estes patdgenos precisam, obrigatoriamente, ser transmitidos por vetores
hemato6fagos (e.g. dipteros, carrapatos, € sanguessugas entre outros) que conseguem interagir com
estes animais. Porém, pouco ainda ¢ conhecido sobre o ciclo biologico dessa interacao (Borkent,

2008).

Entre os hemoparasitos encontrados com maior frequéncia em anuros (Wosniak et al., 1994),
estdo os protozoarios do Filo Apicomplexa, principalmente os pertencentes ao grupo das
haemogregarinas pertencente a subordem Adeleina (Levine et al., 1980), e os flagelados do género
Trypanosoma (Filo Euglenozoa) (Honigberg, 1963; Leal et al., 2009), os quais podem acometer seus
hospedeiros em infecgdes simples ou mistas (Woo & Bogart, 1984). Os principais vetores
invertebrados destes parasitos sdo mosquitos, flebotomineos, moscas tse-tse, triatomineos, piolhos,
pulgas e acaros (Smith, 1996). Membros da familia Trypanosomatidae podem ser encontrados
parasitando plantas, animais invertebrados e vertebrados de praticamente todas as ordens,
apresentando assim uma ampla distribui¢do mundial (Vikerman, 1976; Moreira et al., 2004).

Perturbacdes como o desmatamento para plantacdo em larga escala, sdo exemplos de
transformagdes no habitat que afetam drasticamente a populagdes de anuros amazonicos. Essas
alteragdes no habitat podem afetar diretamente os anuros e sua relagdo com os parasitos. A

monocultura de dendezeiro (Elaeis guineensis) ¢ altamente rentdvel e vem crescendo em varias partes
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do mundo, e consequentemente modificando o ambiente e afetando a biodiversidade (Bengtsson et
al., 2000; Koh & Wilcove, 2008). No Brasil, a plantacdo de dendezeiro estd concentrada na regido
norte e estudos mostram o quanto esse tipo de cultivo vem afetando os diversos grupos da fauna
(Correa et al., 2015; Cunha et al., 2015; Mendes-Oliveira et al., 2017).

A area onde foi desenvolvido esse trabalho esta localizada no municipio de Tailandia-Para,
que tem como principal atividade a cultura de dendezeiro, e preserva fragmentos de floresta de terra
firme em contato com a plantagdo. Desta forma, o objetivo deste estudo foi descrever a composicao
de hemoparasitos de anuros presentes na area de monocultura de dendezeiro e nos fragmentos
florestais adjacentes. Além disto, procuramos responder as seguintes perguntas: i) Existe diferenca
na composi¢ao e riqueza de hemoparasitos nas assembleias de anuros nos ambientes de floresta e
plantacdo?; ii) Quais os taxons de hemoparasitos que predominam nos diferentes ambientes; iii)

Anuros de habitos arboricola ou terrestre apresentam diferencas na composi¢ao de hemoparasitos?

Material e métodos

Area de Estudo

O estudo foi realizado em fragmentos florestais preservados e plantagcdo de dendezeiro (Elaeis
guineensis), em propriedade particular do Grupo AGROPALMA, localizados no municipio de
Tailandia, Estado do Par4, na regido da Amazodnia Oriental, norte do Brasil (2°13°00°°S a 2°43°00°°S
€ 48°54°00°°W a 48°28°00°°W) (Fig. 1). A area florestada preservada ¢ composta predominantemente
por floresta ombrofila de terra-firme, com arvores de até 30 m de altura e sub-bosque composto por
arvores de menor porte e lianas, totalizando aproximadamente 64000 ha. S3o encontrados corpos
d’agua permanentes de até 20 m de largura no interior das areas florestadas, além da formagdo de
pogas tempordrias no periodo de chuvas. A area de floresta estd em contado com a plantacdo de

dendezeiro (Elaeis guineensis), que ocupa 39000 ha de toda a area de estudo.
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A precipitacdo anual média ¢ de 2344 mm, com estagdo chuvosa ocorrendo entre dezembro e

maio, e um periodo de pluviosidade reduzida entre junho e novembro, alcangando médias maximas
de até 427 mm em marg¢o, ¢ médias minimas de até¢ 54 mm em setembro (Albuquerque et al., 2010).
A temperatura média anual do ar para a regido ¢ de aproximadamente 26°C, e a umidade relativa

média anual do ar ¢ em torno de 85% (Oliveira et al., 2000).

BRASIL
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Figura 1: Mapa da area de estudo (Agropalma), pontos em verde sdo referentes as areas de floresta
preservada e em amarelo as areas de plantagao de dendezeiro.

Coleta de Dados

Os anuros foram coletados, na vigéncia da licenga do SISBIO de nimero: 8716-1 (processo:
12420-2), nos dois ambientes durante duas expedicdes realizadas no més de abril de 2016 ¢ 2017,
que corresponde a estacdo chuvosa da regido. Em cada area foram estabelecidas parcelas de 30 x

70m, 12 em floresta e 10 em plantagdo, todas cortadas por corpos d’agua permanente ou temporario,
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e distantes no minimo 1 km. A coleta de anuros foi por busca ativa e visual, vistoriando-se todos os
micro-habitats disponiveis, como serrapilheira, superficie de folhas, troncos, ocos de arvores e corpos
d’agua. Cada parcela foi vistoriada tanto no periodo diurno (14h as 17h) quanto noturno (19h as 22h)

por trés coletores, afim de capturar o maior nimero de espécies possivel

Os anuros foram capturados, levados ao laboratorio e eutanasiados através de aplicagdo de
xilocaina na regido toraxica, seguindo protocolo pré-estabelecido pela portaria do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (CFMV) n°1000 de maio de 2012, que trata da eutanasia de animais. Em
seguida realizamos uma incisdo ventral em cada um dos espécimes coletados para a retirada de
amostras de sangue direto do coragdao, com as quais foram realizados esfregacos sanguineos. A partir
do figado foram realizados imprints em laminas de vidro os quais foram deixados secar a temperatura
ambiente. As amostras foram utilizadas para a confirmag¢ao da presenca de parasito. Posteriormente,
os anuros foram fixados em solucdo formalina a 10% e ap6s 48 horas preservados em alcool 70%.
Todos individuos coletados foram depositados na Cole¢do temporaria de Herpetologia da
Universidade Federal do Para. Para cada espécime coletado foi preenchida uma ficha de campo

contendo dados como: numero de campo, espécie, parcela, micro-habitat, habito, dentre outras.

As laminas com os esfregacos e imprints foram fixadas utilizando metanol frio por um minuto.
Posteriormente, foram coradas por 30 minutos, utilizando Giemsa diluido em 4gua tamponada e
analisadas através da observagdo com objetiva 100X em microscopio Olympus BX41. As imagens
foram capturadas com uma Camera CCD (AxioCam MR monocromatica) acoplada a um microscopio
Zeiss Axiophot controlado pelo software Axiovision 3.0. A caracterizagdo de hemoparasitos foi
realizada através da analise morfologica de cada amostra parasitada. Em seis espécimes de anuros
mais parasitados por hemogregarinas, foi calculado a area, comprimento e largura do parasito assim
como de seu nucleo, afim de caracterizar possiveis diferentes morfotipos. Para esta andlise foram
realizadas medi¢des das hemogregarinas nas células coradas utilizando o programa Imagel

(www.imagej.nih.gov). J& para os parasitos do género 7rypanosoma foram avaliadas a morfologia de
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cada imagem capturada, por trés observadores. A classificacdo seguiu Diamond (1965), e cinco
grupos foram observados: Grupo A: Corpo achatado e em forma de folha (Fig.4: 1,2); Grupo B:
Corpo, em visdo frontal, achatado, mas ndo em forma de folha; lateralmente apresenta regido anterior
larga, a partir do cinetoplasto, que vai se estreitando posteriormente (Fig.4: 3); Grupo C: Corpo
robusto; frontalmente comprimido e ovoide; lateralmente robusto, eliptico, cerca de duas vezes mais
comprido do que largo (Fig.4: 4); Grupo D: Corpo alongado, extremidades estreitas; D1: Cinetoplasto
mais proximo do nucleo do que da extremidade posterior (Fig.4: 5); D2: Cinetoplasto mais proximo
da extremidade posterior do que do nucleo (Fig.4: 6); Grupo F: Corpo esférico (Fig.4: 7,8). Os demais
hemoparasitos encontrados com menor ocorréncia foram caracterizados com ajuda de especialistas e

Telford (2016).

Analise de Dados

Para verificar se existem diferencas na quantidade de hemoparasitas nas assembleias de anuros
em areas de fragmento de floresta preservada e plantagdo de dendezeiro, realizamos uma
PERMANOVA (Zar, 2010), em que as areas de floresta e de plantacdo foram usadas como variaveis
categéricas, € como varidvel numérica a prevaléncia dos hemoparasitos em cada ambiente.
Realizando uma Anaélise de Coordenadas Principais (PCoA) para visualizagdo dos dados no grafico.
Uma ordenacao foi realizada com os dados de morfometria das hemogregarinas de seis espécimes de
anuros, com dados de area, comprimento e largura dos parasitos e area, comprimento e largura do
nucleo dos parasitos, através de uma Analise de Componentes Principais (PCA), para verificar

ocorréncia de mais de um morfotipo de haemogregarina parasitando os anuros.

Resultados

Composicio e riqueza de anuros e seus hemoparasitos:
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Foram realizados esfregacos sanguineos de 128 anuros de 28 espécies, 22 espécies em
fragmentos florestais preservados e 14 espécies em planta¢do de dendezeiro. A abundancia de anuros
coletados foram semelhantes nos dois ambientes, 65 espécimes de anuros na floresta preservada e 63
espécimes em plantagdo de dendezeiro. Do total de anuros registrados nos dois ambientes, 55/128
(43%) estavam parasitados, sendo que, na floresta apresentaram 22/65 (17%) individuos parasitados
e na plantacdo apresentaram 33/63 (26%) espécimes com hemoparasitos. Foram registrados os
seguintes hemoparasitos: tripanossomas 38/55 (69%) (Fig.2: E-J); hemogregarinas 20/55 (36%)
(Fig.2: A-D); inclusdes bacterianas ou virais 9/55 (16%) (Fig.2: O-P); Dactylosomas 5/55 (1%)
(Fig.2: N); Microfilarias 4/55 (0,07%) (Fig.2: K), Plasmodios 2/55 (0,03%) (Fig.2: M) e Apicomplexa
ndo identificado 2/55 (0,03%) (Fig.2: L) (Tabela 1). Observamos infeccdo mista em 21/55 (38%)
espécimes de anuros do total parasitados, 13/55 (24%) anuros na plantacdo e 8/55 (14%) na floresta

(Tabela 1).
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Figura 2. Hemoparasitos encontrados nos anuros analisados. (A-D) hemogregarinas; (E-J)
tripanossomas; (K) Microfilaria; (L) Apicomplexa nado identificado; (M) Plasmodio; (N)

Dactylosoma; (O-P) Inclusdo bacteriana ou viral. Barras de escala = 10 pm.

Tabela 1: Anuros infectados por hemoparasitos em fragmentos florestais preservados e plantacao de
dendezeiro, Municipio de Tailandia, Para, Brasil. Legenda: ApiNI = Apicomplexa ndo identificado;
Dac = Dactylosoma; Hem = Hemogregarina; Incl = Inclusao Bacteriana ou Viral; Mic = Microfilaria;

Plas = Plasmodio; Tryp = Trypanosoma.

Ambiente Espécie Arboricola Terrestre Hemoparasitas/ anuros

pﬂ:::j;?la Dendropsophus minutus X Tryp
Boana geographica X Mic; Tryp
Boana multifasciata X Dac; Incl; Mic; Tryp
Leptodactylus fuscus X Incl; Tryp
Leptodactylus pentadactylus X Hem; Plas; Tryp
Osteocephalus oophagus X Tryp
Phyllomedusa bicolor X Tryp
Pithecopus hypochondrialis X Tryp
Rhinella margaritifera X Tryp
Rhinella mirandaribeiroi X Tryp
Trachycephalus typhonius X Incl; Tryp; ApiNI

Total 11 7 4

Plantagﬁ? de Boana multifasciata X Dac; Hem; Mic; Tryp

dendezeiro
Leptodactylus fuscus X Hem; Incl; Tryp
Leptodactylus macrosternum X Dac; Hem; Incl; Tryp
Leptodactylus mystaceus X Hem; Incl; Tryp
Leptodactylus paraenses X Hem; Tryp
Physalaemus ephippifer X Tryp
Pithecopus hypochondrialis X Hem
Rhinella marina X Hem; Incl; Plas
Rhinella mirandaribeiroi X Tryp
Scinax gr. ruber X Hem; Mic; Tryp
Trachycephalus typhonius X Hem; Tryp; ApiNI

Total 11 4 7

A assembleia de anuros de plantagcdo de dendezeiro apresentou mais espécimes infectados que

a assembleia de anuros na floresta, uma vez que a probabilidade do acaso explicar a variagao

observada foi muito baixa (PERMANOVA: Pseudo F= 2.3408; p=0.006). A analise de coordenadas
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principais mostrou que os eixos I e II explicaram 34,88% da ordenacdo dos dados. Podemos observar
através do grafico a separacdo da composi¢do dos espécimes de anuros parasitados, nos dois

ambientes estudados (floresta e palma) (Fig. 3).
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Figura 3. Anélise de coordenadas principais PCoA da anurofauna parasitada em fragmentos florestais
preservados e plantacao de dendezeiro, Municipio de Tailandia, Pard, Brasil.

Distribuicio dos hemoparasitos por habitat do hospedeiro

Foram registradas 16 espécies de anuros de habito arboricola (68 espécimes) e 12 espécies de
anuros terrestres (60 espécimes). Foram identificados seis tdxons de hemoparasitos em 25 individuos
de anuros arboricolas, apresentando seis infec¢des mistas. Os hemoparasitas mais frequentes nos
anuros arboricolas foram os tripanossomas em oito espécies a exemplo de Boana geographica, Boana
multifasciata, Dendropsophus minutus e Scinax gr. ruber em 14/25 (60%) (Tabela 2), seguido de

Microfilarias em Boana geographica, Boana multifasciata e Scinax gr. ruber. Trachycephalus



21
typhonius apresentou um Apicomplexa ndo identificado. J4 os anuros terrestres apresentaram cinco
grupos de hemoparasitos, com 15 espécimes apresentando infec¢des mistas, metade dos 30 espécimes
parasitados. As espécies de anuros terrestres também tiveram maior predominio de tripanossomas em
24/30 (80%) espécimes, ocorrendo coinfec¢des dos grupos caracterizados em sete deles, e a
ocorréncia de Plasmodio nas espécies de Leptodactylus pentadactylus e Rhinella marina, em

infec¢oes mistas (Tabela 1).

Caracterizaciao dos hemoparasitos: tripanossomas e hemogregarinas

Os hemoparasitos do género Trypanosoma e as hemogregarinas, foram caracterizados pela
morfologia e terem sido os mais frequentes encontrados nos anuros dos dois ambientes estudados.

Segue:

Tripanossomas:

A caracterizacdo morfologica dos Tripanossomas foi realizada segundo Diamond (1965).
Foram identificados seis grupos dos sete propostos pelo autor (Tabela 2), o que sugere uma alta
diversidade de espécies do protozoario. A maioria dos flagelados observados 18/38 (47%) poderam
ser classificados no Grupo A, os quais apresentam o corpo celular achatado e em forma de folha
(Fig.4:1-2), seguido do Grupo D1 13/38 (34%), como parasitos de corpo alongado, com cinetoplasto

mais proximo do nucleo que da extremidade posterior (Fig.4:5) (Tabela 2).

Em ambos os ambientes (floresta preservada e plantagdo de dendezeiro), os espécimes de
anuros terrestres, 47% do total (n=128), foram os mais infectados por parasitos do género
Trypanosoma (n=23). Quando consideramos apenas os espécimes parasitados em ambos ambientes
(n=55), 69% apresentaram trypanossomatideos no sangue periférico (38/55) (Tabela 2), dos quais,
32% (12/38) apresentaram infec¢des mistas por mais de um morfotipo. O nimero de infec¢des mistas

por Tripanossomas na plantagao de dendezeiro (n=8) duplicou em relagdo as encontradas na area de
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floresta preservada (n=4). Quando analisamos os ambientes de forma separada, na area de floresta
preservada, 17 espécimes de anuros apresentaram tripanosomas em sangue periférico, a maioria dos
individuos parasitados (n=10) correspondiam a espécies de habito arboricola (Dendropsophus
minutus, Boana geographica, B. multifasciata, Osteocephalus oophagus, Phyllomedusa bicolor,
Pithecopus hypochondrialis e Trachycephalus typhonius) (Tabela 2). Ja na area de plantagado, dos 21
espécimes de anuros parasitados por tripanosomas, a maioria (n=16) correspondia a anuros de habito
terrestre  (Leptodactylus  fuscus, Leptodactylus macrosternum, Leptodactylus mystaceus,

Leptodactylus paraensis, Physalaemus ephippifer e Rhinella mirandaribeiroi) (Tabela 2).
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Figura 4. Caracterizacdo dos parasitos do género 7Trypanosoma encontrados em anuros dos
fragmentos florestais preservados e plantacao de dendezeiro, Municipio de Tailandia, Pard, Brasil.
Segue: 1-2: Grupo A; 3) Grupo B; 4: Grupo C; 5: Grupo D1; 6: Grupo D2; 7-8: Grupo F. Barras de
escala = 10 um.

Tabela 2: Anuros infectados por parasitos do género Trypanosoma em fragmentos florestais
preservados e plantacao de dendezeiro, Municipio de Tailandia, Pard, Brasil.

Espécimes/Ambiente Habito Grupos de tripanossomas

Floresta preservada

Dendropsophus minutus Arboricola D2
Boana multifasciata Arboricola A
Boana geographica Arboricola A; F
Boana geographica Arboricola A; D1
Boana geographica Arboricola D1
Leptodactylus fuscus Terrestre D2
Leptodactylus pentadactylus Terrestre D1
Leptodactylus pentadactylus Terrestre A; DI1; D2; F
Leptodactylus pentadactylus Terrestre D1
Leptodactylus pentadactylus Terrestre D1
Osteocephalus oophagus Arboricola A
Phyllomedusa bicolor Arboricola A; C
Pithecopus hypochondrialis Arboricola A
Rhinella mirandaribeiroi Terrestre F
Rhinella margaritifera Terrestre F
Trachycephalus typhonius Arboricola A
Trachycephalus typhonius Arboricola A

Plantacio de dendezeiro
Boana multifasciata Arboricola D2
Leptodactylus fuscus Terrestre B; D1; D2

Leptodactylus fuscus Terrestre A; DI1; D2
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Leptodactylus fuscus Terrestre A; F
Leptodactylus macrosternum Terrestre A; D1; D2
Leptodactylus macrosternum Terrestre A
Leptodactylus macrosternum Terrestre D2
Leptodactylus macrosternum Terrestre DI1; F
Leptodactylus macrosternum Terrestre F
Leptodactylus macrosternum Terrestre A
Leptodactylus macrosternum Terrestre D1; D2
Leptodactylus macrosternum Terrestre A
Leptodactylus mystaceus Terrestre A
Leptodactylus paraenses Terrestre F
Physalaemus ephippifer Terrestre C
Rhinella mirandaribeiroi Terrestre D2
Rhinella mirandaribeiroi Terrestre D2
Scinax gr. ruber Arboricola A; D1
Scinax gr. ruber Arboricola A; DI
Trachycephalus typhonius Arboricola D2
Total =38

Hemogregarinas:

O grupo das hemogregarinas foi o segundo mais frequente (Fig.6), em 20/55 (36%) dos
espécimes parasitados, também principalmente em anuros de habito terrestre. De seis espécimes
analisados que estavam muito parasitados, quatro foram encontrados na floresta (L. pentadactylus) e
dois espécimes (L. macrosternum e L. paraensis, respectivamente) nas areas de plantacdo de
dendezeiro. O resultado da analise de componente principal (PCA), onde em seus dois primeiros €ixos
explicaram 51.4% da varia¢dao dos dados métricos, no primeiro eixo foi explicado uma variagdo de

34,4% dos dados. No eixo | a varidvel que mais contribuiu positivamente foi o comprimento do
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parasita. O eixo 2 explicou 17% da variagdo dos dados e a variavel que mais contribuiu para a
formagao do eixo foi Largura do Ntcleo. Foram observados dois agrupamentos, onde o agrupamento
com menos individuos no grafico tem influéncia direta das variaveis (Area e Comprimento do
Nucleo) com medidas menores, enquanto que o outro grupo possui valores inversamente
proporcionais, com medidas maiores dessas variaveis. Isso indica que existem duas possiveis
morfometrias distintas de hemogregarinas, com a diferenca que um espécime localizado em ambiente
de plantagao de dendezeiro (Palma3) correspondendo ao L. macrosternum s6 apresentou um tipo de
morfometria, com medidas maiores, principalmente quanto a drea e comprimento do nucleo das
hemogregarinas (Fig. 5). Além desse resultado, observamos que existem varias morfologias

diferentes, e analises moleculares devem ser realizadas a posteriori para a identificagdo mais acurada.
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Figura 5. Analise de Componentes Principais (PCA) para a ordenacao de seis amostras de espécimes
de anuros parasitados por hemogregarinas. Legendas: Florestal: L. pentadactylus; Floresta2: L.
pentadactylus; Palma3: L. macrosternum; Palma4: L. paraensis; FlorestaS: L. pentadactylus;
Floresta6: L. pentadactylus.
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Figura 6. Imagens de hemogregarinas encontradas em sangue periférico de anuros dos fragmentos
florestais preservados e plantagdo de dendezeiro, Municipio de Tailandia, Para, Brasil: A; B; C; D;
E; F. Barras de escala = 10 um.
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Discussao
A regido Neotropical apresenta a maior diversidade de anuros do mundo (Duellman, 1988,
1999; Buckley & Jetz, 2007). Associados a esses animais, estdo inumeras espécies e formas de
microrganismos ainda pouco explorados cientificamente. No presente trabalho, verificamos a
ocorréncia de hemoparasitos de anuros presentes em areas de monocultura de dendezeiro e areas de

floresta preservada.

Verificamos que apesar dos ambientes serem estruturalmente diferentes, os sete grupos
taxondmicos de hemoparasitos observados foram encontrados tanto na area de floresta, quanto na
plantacdo de dendezeiro. Uma possivel explicagdo, pode ser a proximidade dos fragmentos florestais
com a matriz de dendezeiro, o que pode auxiliar na circulacao dos hospedeiros anuros e seus vetores
infectados entre as 4reas. Em um estudo realizado na Africa do Sul, a diversidade de hemoparasitos
era maior em areas preservadas, diminuindo nas regides mais antropizadas (Netherlands et al., 2015).
No entanto, no mencionado estudo, as areas de coleta de anuros infectados apresentavam uma

distancia significativa, estando localizadas em regides geograficas diferentes.

Quando consideramos as assembleias de anuros de ambos os ambientes, constatamos que
metade dos anuros coletados estavam infectados por algum tipo de hemoparasito, em infec¢des
simples ou mistas intracelulares ou extracelulares. Esta alta prevaléncia de parasitos difere do
encontrado por Leal et al. (2009) em areas de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul onde, dos 40 espécimes
de anuros coletados, 20% estavam infectados por algum tipo de hemoparasito. Da mesma forma,
Netherlands et al. (2015) descreveu uma taxa de infeccdo de 20% em 436 anuros coletados na regiao
norte da Africa do Sul. Porém em ambos trabalhos, os fragmentos encontravam-se distantes ¢ com

niveis de antropizacao distintos.

Comparamos os habitats especificos em cada um dos ambientes estudados, e observamos que,
dos anuros de habitat terrestre em ambiente de plantacdo, 64% (n=22/34) apresentam pelo menos um

parasito em sangue periférico, quando comparado aos anuros terrestres em ambiente de floresta
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(30,7%, n=8/26). Da mesma forma, o numero de infec¢des mistas, foi maior na area de dendezeiro.
Por outro lado, a quantidade de anuros infectados de habitat arboricola foi similar entre os dois
ambientes (dendezeiro=37,9%; floresta=35,8%). O nimero elevado de anuros infectados em areas de
plantagio contrastam com os resultados obtidos em um estudo realizado na Africa do Sul, onde a
diversidade de parasitos em anuros infectados diminuia em areas com maior grau de antropizacao

(Netherlands et al., 2015).

Com relagdo aos hemoparasitos encontrados nos anuros, o grupo dos tripanossomatideos foi
0 que apresentou maior prevaléncia em ambas as areas estudadas. Estes protozoarios sdo comumente
encontrados no sangue de anuros em diferentes partes do mundo (Bardsley & Harmsen, 1973), tendo
uma ampla diversidade de vetores hematofagos (Smith, 1996). Do total de 17 espécies de anuros
parasitadas nos dois ambientes (floresta preservada e plantagdo de dendezeiro), esse grupo de
parasitos esteve presente em 16 delas, exceto em Rhinella marina. No entanto, Attias et al. (2016)

demonstraram que essa espécie também ¢ suscetivel a infeccao.

Parasitos do género Trypanosoma apresentaram uma ampla diversidade morfologica em
infec¢des de anuros. Ainda, uma unica espécie de tripanossoma pode apresentar um alto polimorfismo
quando infecta diferentes espécies de anuros (Scorza & Boyer, 1958). Estas mudangas morfologicas
podem ser atribuidas a expressao diferencial de um mesmo genoma ou a infec¢@o por varias linhagens
do mesmo parasito (Ferreira, 2007). No entanto, apesar das limitacdes metodologicas observamos
alta diversidade morfoldgica, que baseado em Diamond (1965), nos permitiu identificar sete
diferentes morfotipos de tripanosomatideos, assim como outros estudos se basearam (Desser, 2001;
Zickus, 2002). Os nossos resultados mostraram que a maioria das infec¢des por tripanossomas
correspondiam a parasitos do morfotipo A e D1, o que pode indicar uma ampla distribuicdo das
espécies destes protozoarios em ambas as dreas estudadas. Zickus e colaboradores (2002)

conseguiram identificar quatro morfotipos de um parasito que foi atribuido a Trypanosoma



30
rotatorium, onde todos os tipos morfologicos observados em sangue periférico de anuros da Litudnia

apresentavam a mesma prevaléncia (Zickus, 2002).

Quando comparamos as infecgdes por esse grupo em ambiente de floresta com as de ambiente
de plantagao, podemos observar que a maioria das infec¢des mistas (com mais de um morfotipo de
tripanossoma por anuro), sao principalmente encontradas em areas de plantagdo. Este achado pode
indicar que os anuros de area modificada podem estar mais suscetiveis a interacdo com 0s vetores
hemat6fagos destes parasitos (Borkent, 2008; Bernal & Pinto, 2016). Um efeito similar pode ser
observado na transmissao de patdgenos na populagdo humana, onde a mudanga de fatores climéaticos
e um elevado nivel de antropizagdo pode alterar a transmissao de doencas vinculadas por vetores
(Cable et al., 2017). Por esse motivo, tanto a transmissao, quanto a ocorréncia de parasitos podem ter
uma elevag¢ao ou diminui¢do devido as inumeras atividades humanas. Assim King et al. (2010)
sugeriram que parasitos de anfibios sdo indicadores de saude do ecossistema e biodiversidade animal,
agindo como indicador para conservagao, ja que como observado por Marcogliese (2005) a
composi¢do e diversidade da comunidade dos parasitos podem variar e indicar o estresse geral do

ambiente.

Da mesma forma, as infec¢des por hemogregarinas, segundo grupo de protozodrios mais
frequente, que caracterizamos em dois morfotipos a partir da analise morfometrica realizada de seis
espécimes de anuros mais parasitados. Estes hemoparasitos foram principalmente encontrados na area
de dendezeiro, onde 15 individuos (45%) estavam infectados. Na area de floresta encontramos apenas
cinco espécimes (23%) referentes a espécie L. pentadactylus infectados com hemogregarinas. Estes
achados diferem de estudos no continente africano, onde as hemogregarinas sdo o grupo de parasitos
mais prevalente em anuros quando comparado com os demais protozodrios sanguineos (Readel &

Goldberg, 2010; Netherlands et al., 2015).

Ambientes mais simples e homogéneos tem uma perda significativa da biodiversidade

original. A plantagdo de dendezeiro pode abrigar uma diversidade muito menor de anuros quando
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comparado com um ambiente preservado (Correa et al., 2015). Baseado nisso, o presente estudo
conseguiu comprovar que, além da diminui¢do da diversidade de hospedeiros anuros, a assembleia
na area de plantacdo mostra uma prevaléncia maior de animais infectados por hemoparasitos,
indicando que estes individuos estariam mais expostos a estresses pela mudanca do ambiente

(McMahon et al., 2017) e a vetores que podem transmitir estes patégenos (Ferguson & Smith, 2012).

Um parasito intracelular ndo identificado foi encontrado na espécie de Trachycephalus
typhonius, espécie arboricola, que apesar de nao ter sido analisado a parasitemia, foi possivel perceber
altas taxas de infeccdo nos dois espécimes parasitados, muito similar com o parasito também nao
caracterizado por Desser (2001). O achado de um novo parasito do Filo Apicomplexa, nao
identificado até o momento, assim como a presenca de microfilarias em sangue periférico de anuros
motiva o desenvolvimento de novas pesquisas destinadas ao entendimento da importancia destes

parasitos em areas de floresta preservada e regides mais antropizadas.

Conclusao

Areas de floresta preservada conseguem manter uma maior diversidade de micro-habitats,
assim como a fauna presente neles. Por outro lado, a utilizagdo de solo para monocultura
comprovadamente consegue modificar este panorama, diminuindo a diversidade de organismos. Este
fato pode levar a um desequilibrio na transmissdo de patogenos, alterando de forma significativa a
sobrevida de hospedeiros suscetiveis. A partir dos nossos resultados constatamos que os anuros
encontrados em um ambiente de plantacdo de dendezeiro estdo mais expostos a infec¢des parasitarias,
quando comparados com anuros de area de floresta preservada, principalmente as espécies de habito
terrestre. Nos dois ambientes o parasitismo por protozodrios do género Trypanosoma foi o
predominante, seguido da infec¢do por hemogregarinas. A observacdo morfoldgica nos permitiu
deduzir que existe uma alta diversidade dentro dos hemoparasitos encontrados em ambos os

ambientes estudados. Estudos futuros utilizando técnicas moleculares e genéticas, assim como a
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caracterizacdo dos seus possiveis vetores permitirdo definir o grau de alteragdo na transmissao de

patogenos nos anuros de ambientes alterados.
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APENDICES

Apéndice 1: Com todas informagdes dos anuros encontrados, parasitados e ndo parasitados. Siglas: Apicomplexa ndo identificado= ApiNI;
Dactylosoma= Dac; Hemogregarina= Hem; Inclusdo Bacteriana ou Viral= Incl; Microfilaria= Mic; Trypanosoma= Try.

Espécies Prevaléncia
Floresta Palma
Arboricolas N ApiNI Dac Hem Incl Mic Plas Try ApiNI  Dac Hem Incl Mic Plas Try
Dendropsophus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
leucophylatus
Dendropsophus 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
minutus
Boana 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cinerascens
Boana 7 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0
geographica
Boana 16 0 1 0 3 1 0 1 0 1 3 0 1 0 1
multifasciata
Osteocephalus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
leprieurii
Osteocephalus 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

oophagus
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Phyllomedusa
bicolor

Pithecopus
hypochondrialis

Scinax
boesemani

Scinax x-
signatus

Scinax
nebulosus

Scinax gr. ruber

Sphaenorhynch
us lacteus

Trachycephalus
typhonius

Vitreorana
oyapiensis

Total
Terrestres

Leptodactylus
fuscus

Leptodactylus
macrosternum

10

68

12

10




Leptodactylus 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0

mystaceus
Leptodactylus 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
paraensis
Leptodactylus 7 0 0 5 0 0 1 3 0 0 0 0 0
pentadactylus
Leptodactylus 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
petersii
Leptodactylus 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sp.
Physalaemus 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ephippifer
Rhaebo guttatus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhinella 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
margaritifera
Rhinella marina 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Rhinella 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
mirandaribeiroi
Total 60 0 0 6 2 0 1 8 0 3 8 5 0

Apéndice 2: Informacdes dos espécimes com infecgdes simples e mistas nas areas de floresta e plantagao de palma.

NO

Tombo Especimes parasitados Hemoparasitas Floresta Palma  Habitat

AGRO023 Leptodactylus macrosternum hemogregarina e tripanosomatideo X Terrestre




AGROO017
AGROO053

AGROOI8
AGRO040
AGROO078
AGRO020
AGRO036
AGRO060
AGROO065
AGRO066

AGRO084
AGROO085

AGRO126
AGROI121
AGRO202
AGRO123
AGRO152

AGRO230
AGROI151
AGRO160
AGRO213

AGRO214

Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus paraenses
Leptodactylus pentadactylus
Scinax gr. ruber
Scinax gr. ruber
Boana multifasciata
Boana geographica
Boana geographica
Boana geographica
Osteocephalus oophagus
Physalaemus ephippifer
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus fuscus

Leptodactylus macrosternum
Leptodactylus macrosternum

Leptodactylus macrosternum

Leptodactylus macrosternum

hemogregarina e tripanosomatideo
hemogregarina e tripanosomatideo
hemogregarina, plasmodio e tripanosomatideo
hemogregarina
hemogregarina e tripanosomatideo
tripanosomatideo e microfilaria

tripanosomatideo
tripanosomatideo
tripanosomatideo

tripanosomatideo

microfilaria

tripanosomatideo

tripanosomatideo
inclusdo bacteriana ou viral e tripanosomatideo
inclusdo bacteriana ou viral e tripanosomatideo
tripanosomatideo
tripanosomatideo

hemogregarina

tripanosomatideo
tripanosomatideo
hemogregarina

hemogregarina, Dactylosoma e tripanosomatideo

<X

XooXox X

b

<X

MR XX X X X

Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola

Arboricola

Arboricola

Arboricola

Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre

Terrestre

Terrestre
Terrestre

Terrestre

Terrestre

42



AGRO215
AGRO216

AGRO220
AGRO221
AGRO229
AGRO200

AGRO177
AGRO149
AGROI161

AGRO185

AGRO128
AGRO218
AGRO148
AGRO203
AGRO167
AGRO157
AGRO226
AGRO237
AGRO204
AGRO217
AGRO136
AGRO138
AGRO162

Leptodactylus macrosternum

Leptodactylus macrosternum
Leptodactylus macrosternum

Leptodactylus macrosternum
Leptodactylus macrosternum
Rhinella margaritifera
Rhinella marina

Rhinella mirandaribeiroi
Rhinella mirandaribeiroi

Rhinella mirandaribeiroi
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus paraensis
Leptodactylus pentadactylus
Phyllomedusa bicolor
Boana geographica
Pithecopus hypochondrialis
Pithecopus hypochondrialis
Dendropsophus minutus
Scinax gr. ruber
Trachycephalus typhonius
Trachycephalus typhonius
Trachycephalus typhonius

hemogregarina e Dactylosoma

tripanosomatideo

Dactylosoma, inclusao bacteriana ou viral e
tripanosomatideo

Inclusdo bacteriana ou viral e tripanosomatideo
hemogregarina e tripanosomatideo
tripanosomatideo

hemogregarina, inclusdo bacteriana ou viral e plasmddio

tripanosomatideo
tripanosomatideo

tripanosomatideo
inclusdo bacteriana ou viral e tripanosomatideo
hemogregarina e tripanosomatideo
tripanosomatideo
hemogregarina
tripanosomatideo
tripanosomatideo
hemogregarina
tripanosomatideo
tripanosomatideo
hemogregarina
Apicomplexa nao reconhecido e tripanosomatideo
inclusdo bacteriana ou viral e tripanosomatideo

tripanosomatideo

<X

<o X Mo X X X

<X

Terrestre

Terrestre
Terrestre

Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre

Terrestre
Terrestre

Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre
Terrestre
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola
Arboricola

Arboricola

43



AGRO224 Trachycephalus typhonius Apicomplexa nao reconhecido X Arboricola
AGRO238 Trachycephalus typhonius Hemogregarina X Arboricola
AGRO178 Boana multifasciata inclusdo bacteriana ou viral X Arboricola
AGRO181 Boana multifasciata Dactylosoma e microfilaria X Arboricola
AGRO212 Boana multifasciata inclusdo bacteriana ou viral X Arboricola
AGRO222 Boana multifasciata hemogregarina e Dactylosoma X Arboricola
AGRO223 Boana multifasciata Hemogregarina X Arboricola
AGRO231 Boana multifasciata hemogregarina e microfilaria X Arboricola
AGRO236 Boana multifasciata tripanosomatideo X Arboricola

Total 22 33

Infecgcdes mistas 21 8 13

44
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Animal Biology

brill.com/ab

Instructions for Authors

Scope

Animal Biology (AB) publishes high quality papers and focuses on integration of the various disciplines within
the broad field of zoology. These disciplines include behaviour, developmental biology, ecology, endocrinology,
evolutionary biology, genomics, morphology, neurobiology, physiology, systematics and theoretical biology.
Purely descriptive papers will not be considered for publication. Animal Biology is the official journal of the
Royal Dutch Zoological Society since its foundation in 1872. The journal was initially called Archives
Neéerlandaises de Zoologie, which was changed in 1952 to the Netherlands Journal of Zoology, the current

name was established in 2003.

Ethical and Legal Conditions

Pleasenote that submission of an article for publication in any of BRILL’s journals implies that you have read and
agreed to Brill’s Ethical and Legal Conditions. The Ethical and Legal Conditions can be found here:

brill.com/downloads/conditions.pdf.
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Animal Ethics

Submission ofamanuscriptimplies thatany experimental research thatis reported has been performed withthe
approval oftheethicscommittee ofthe institutionwherethe workwas carried out. Research carriedouton

humans mustbe incompliance withthe Helsinki Declaration,andany experimental researchonanimals

mustfollownationallegislationandinternationallyrecognized guidelines. A statementtothiseffectmust
appearintheMethodssectionofthemanuscript,includingthename of thebody which gaveapproval, witha
referencenumber whereappropriate. Manuscripts will be returnedtotheauthor withoutreviewifthe

editorial office considersthattheresearchhasnotbeen carried out within an ethical framework.

Online Submission

Authors should submit their manuscript online via the Editorial Manager (EM) online submission system at:

editorialmanager.com/ab.

First-timeusersofEMneedtoregisterfirst. Gotothewebsiteandclickonthe"RegisterNow" linkinthe login
menu. Enter the information requested.

Whenyouregister,selecte-mail as your preferred method of contact. Upon successful registration, you will
receiveane-mailmessagecontainingyour UsernameandPassword.Ifyoushouldforgetyour Usernameand

Password, click onthe "Send Username/Password" link in the loginsection, and enter your firstname, last name
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and email address exactly as you had entered it when you registered. Your access codes will then be e-mailed

to you.



Prior to submission, authors are strongly encouraged to read the ‘Instructions for Authors’. When submitting via
the website, you will be guided stepwise through the creation and uploading of the variousfiles. A revised
documentisuploaded the same way as the initial submission. The system automatically generates an electronic
(PDF) proof, whichis thenused forreviewing purposes. All correspondence, including the editor’s request for
revision and final decision, is sent by e-mail.

Thegeneral processofonlinesubmissionisexplainedinthe“Author'sManual”, whichisavailable online. In

brief, during the online submission you should be prepared to enter the following information:

e Article Type (Original article/Review)
o Title
e Authors(Firstnames, initials of middlenamesandlastnames - inthatorder - ofall authors)
e Abstract(max.250words)Keywords (Alphabetically ordered, max. 6)
e Additional Information:
o Confirmthatthemanuscriptwascheckedbyaqualifiednative Englishspeaker
o Confirmthatthearticleconformstothejournal’sstyle guide andinstructions
o Indicate whether your manuscript includes colour figures
o Indicatewhetheryouhaveanimageavailableforconsiderationasjournalcover

e Comments (thiscanalsobeuploadedasacover letter file). Here you canalso indicate whether you want

to share the link of your manuscript’s evaluations in Peerage of Science (peerageofscience.org).

e Suggest Reviewers (min. 2)

e Oppose Reviewers(optional)
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o Attach Files (Manuscript, Cover letter, Table, Figure, Supplementary material, Suggested cover image)

Contact Address

Editorial inquiries, proposals and suggested special issue topics should be sentto the Editor-in-Chief, Dr. Joris M.
Koene, DepartmentofEcology, Faculty of Earthand Life Sciences, VU University, Amsterdam, the

Netherlands,editor@animal-biology.com.Forquestionsaboutthe Editorial Managersystem,authors can also

contact the Brill EM Support Department at: em@brill.com.

Submission Requirements

Language
ContributionstoAnimal Biology shouldbewrittenin English. Spelling (Britishor American)shouldbe
consistentthroughout. Thejournal office does not offer extensive English-language editing services. If authors are

unsure of correct Englishusage, they are responsible for getting theirmanuscript proofread -
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prior to submission - by a person proficient in English. Manuscripts in which English grammar and/or styleare

difficulttounderstand will be returned to the author forrevision before scientificreview.

Length
Contributionsshould,asarule,notexceed 12 printed pages (ca.20 double-spaced manuscriptpages with standard

typeface), including figures and tables. Longer papers are sometimes allowed but only if extra space is offered by

the Editor-in-Chief.

Manuscript Requirements

General
Manuscripts submitted for publication should be typewritten, using a standard Roman font, with double spacing
andbroadmargins. Thepagesandlinesmustbenumbered continuous, startingonthetitle page. Thetitlepage
should contain: fulltitle,name(s)ofauthor(s) (firstname fully written, only using capitals for the first letter),
name(s) and address(es) of the institute(s) where the study was carried out. Authornamesshouldbeseparatedby
commasandbetweenthelasttwonamesby ‘&’ (ampersand symbol); references to the authors’ institutes and
addresses (if more than one) should be indicated with superscripted numbers next tothe authors as well as
preceding the institute’s name inascending order. The institutes where the work has been done should be indicated
under the authors, first letters of major wordsincapitals. Pleasemakesurethatthe fullcontactdetailsofthe
correspondingauthors(name, postaladdressande-mailaddress)towhomdecisions, proofsandaPDF file of

thepapershouldbe directed are included, and mark the corresponding author with an asterisk (*). E.g., John

Smith!"" and lohn R. Doe;]’ 2 lcentre for Zoological Science, Nnstitute for Integrative Biology.
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Authors are strongly encouraged to consult arecent issue of Animal Biology to familiarize themselves withstyle

andlay-outofthejournal. Asummaryofstylerequirements followsbelow.

Title
Only use a capital letter for the first letter of the title and any words, such as genus and family names, that require

a capital.

Abstract and Keywords
Manuscripts should be preceded by an abstract containing asummary of the aims, the results inwords (please avoid
using numbers and values) and the conclusions of the study. The abstract should not exceed250words,andshould

befollowedbyalistofkeywords(alphabetically ordered, max. 6), separated bysemicolons.
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Headings
Mainsectionheadingsshouldbeinbold(Abstract, Introduction, Materialandmethods, Results, Discussion,
Acknowledgements, Referencesorothervariants,ifappropriate). Use capitalsonlyforthe firstletterofthe
headingandfirstlettersofpropernames,separatedbywhitelines fromtext.
Subheadings are in italic type, aligned left, with capitals only for the first letter of the subheading and first letters
of proper names, followed by an empty line.
Sub-subheadings should be indented and in italic type, with capitals only for first letter of the sub- subheadingand
firstlettersofpropernames, followedbyaperiodandthetextonthesameline. Headings should not be

numbered in any way.

Statistics
Meansshouldbereportedwiththeirstandarderrors/standarddeviations(andmediansand interquartile
ranges/confidence limits) and their associated sample sizes. Give full details of statistical analysis either in the text
orin tables or figure legends. This information should include the type of test, thedatatowhichitwasapplied, the
valueoftherelevantstatistic,thesamplesizeand/ordegreesof freedom,andtheprobabilitylevel (useitalics
for F,P,Nandothervariables). Forexample:
ANOVA: F2,22=8.79,P=0.012 (note thetwo degrees of freedom in the subscript to F)
Pairedttest:112=1.89, P=0.06 (note thedegrees of freedomare here inthe subscript) Chi-
square test: X2 =0.20,N=12,P=0.92
Spearmanrankcorrelation:7g=0.97,N=25,P<0.001
Mann-Whitney Utest: U=95,N=27,P<0.05

Post hoc significance should preferably be indicated with small letters a, b, c, etc.
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Italics

Theuse ofitalics otherthanin scientific names, (sub) headings, and variables, as well as spacing oftext and phrases,

should be avoided.

Figures and Tables
Donotrepresentresultsbothinafigureandatable. Instead, choose the mosteffectiveway for displaying your
data. The words “figure, fig., figs., table, tables” should be put inthe text in lower case, exceptatthebeginningofa
sentenceandatthebeginningofalegendorheading. Theyshouldbe numbered in the order as they appear in

the text.

Tables
Tables mustbe numbered consecutively in Arabic numerals. They should carry aheading line above the table and a
legend text below the table briefly stating the nature of the facts assembled. Abbreviations and/or symbols included

inthe table need to be listed below the table in alphabetical order, separated
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bysemi-colons(e.g.,““Abbreviationsandsymbols: Ap,appendix; No,number;arrow, lumen; *, P<0.05”). Each

table must be on a separate manuscript page.

Figures
Authors are responsible for taking care of reproduction fees, ifany, see point 6 of the legal conditions listed above.
Full-colour figures are accepted and can be included in the digital version of the final paper. There isno chargefor
fullcolourimagesorfiguresineithertheprintorelectronicedition. Uponacceptanceofthe paper, authors are
encouraged to submit a high quality photograph of the animal(s) on which the work was conducted, for
consideration as a cover image for the issue.
Figuresshouldbeuploadedasseparate sourcefilesas .jpeg, or.tif (not.pdf). Figures mustbenumbered
consecutively in Arabic numerals in the order as they appear in the text. When a figure has several parts orpanels,
these shouldbe labelled with capital letters A, B, C, etc. (smalllettersa, b, ¢, etc. arereserved for indicating
significant differences, see above).
Figuresmustbein final form for printing. Small figures should be apt for reproductionat 6 cmwidth. Figures
needingalarge size shouldnotexceedawidthof12.5 cm, oralength of 18 cm; enough space shouldbeleftbelow
eachfigureforthecaption. Lines,letteringandsymbolsshouldbesuitableforthe required reduction. Lettering and
labels should be in Arial font. The quality of the figure must be suitable forprinting-theresolutionshouldbea
minimumof300dpiandminimally600dpiforlineart. The imageitselfmustbesharp,andanytextinthetfigure
shouldbelegible(atleastfontsize8orlargerwhen printed in its final size, see dimensions above).
Figure captions should be added on aseparate sheet at the end of the main text. Abbreviations and/or symbols
includedinthefigureneedtobelistedalphabetically, separatedbysemi-colons(e.g., “Abbreviationsand

symbols: Ap,appendix; No,number;arrow, lumen; *, P<0.05).
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Footnotes

Footnotes and abbreviations should be avoided as much as possible.

Supplementary Material /Data Files
To support and enhance your manuscript, Animal Biology accepts electronic supplementary material, including
supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound or video clips, large appendices, data
tables and other items that cannot be included in the article PDF itself. Authors should submitthe materialin
electronic formattogether withthe other manuscript filesandsupplya conciseanddescriptivecaptionforeach
file.Inordertoensurethatyoursubmittedmaterialisdirectly usable, please provide the data in one of the broadly
accepted file formats for video, audio, etc. and limit the filesize (e.g., for video: max. 3 GB). Supplementary files

supplied willbe published online at FigShare (www.figshare.com),towhichreferenceismadeinthepublished

articleonBrill Online Booksand Journals, and vice versa.
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For these text files, text should be preceded by a centred title header including the following on separate lines:

- Animal Biology (Times New Roman, italics, 9 pt)

- Article title (Times New Roman, bold, 14 pt)

- Firstname+initial +familynameofeachauthor, withseveralauthorsseparatedbycommasandthe lastone
precededby‘“‘and”(TimesNewRoman,bold, 10pt) Theheading"Supplementarymaterial" (right-aligned,
Times New Roman, bold, 12 pt) should then be followed by the supplementary text, tables and figures. Maintext
shouldbesingle spaced, concise, justified-aligned, in fonttype Times New Roman at size 12 pt. The supplementary

file should be submitted in DOC(X) format and will be published online in PDF format.

Text Citations

Referencesinthetextshouldbecitedinchronologicalorderandinthefollowingform: White& Kinney (1974)
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