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RESUMO

O parasitismo representa uma das interac6es ecoldgicas mais comuns e diversificadas
no reino Animalia, tendo evoluido independentemente em multiplos filos. A classe
Pentastomida, do filo Artrépoda destaca-se entre 0s grupos exclusivamente parasitarios,
composta por endoparasitos obrigatorios de vertebrados, geralmente associados ao trato
respiratorio de répteis. Os representantes do género Raillietiella sdo amplamente distribuidos
e pouco estudados, com diversas espécies descritas apenas a partir de poucos exemplares e
com base em caracteristicas morfologicas nem sempre suficientes para sua correta
identificacdo. Raillietiella gigliolii ¢ uma dessas espécies, conhecida por parasitar anfisbenas
do género Amphisbaena e por apresentar historico taxondmico conturbado, frequentemente
confundida com R. furcocerca devido a escassez de dados morfoldgicos e a dificuldade de
obtencgéo de hospedeiros. Com os avancos da biologia molecular, a taxonomia integrativa ,
que alia dados morfologicos e genéticos, tem se mostrado uma ferramenta eficaz para a
identificacdo precisa de parasitos, especialmente em grupos com alta convergéncia evolutiva
e variacdo morfoldgica associada ao hospedeiro. Entre os marcadores moleculares, 0 DNA
barcode, baseado na amplificacdo de um fragmento do gene mitocondrial citocromo C
oxidase subunidade I (COIl), tem se consolidado como um método eficiente, pratico e de
baixo custo para a identificacdo espécie-especifica. Neste trabalho, analisamos a morfologia
detalhada de 32 espécimes de Raillietiella gigliolii, depositados na cole¢do Colecédo
Parasitologica do Laboratdrio de Zoologia da URCA (nimeros LZ-URCA 021-023; 1207-
1235 e LZ URCA 1626 e 1626 ), obtidos ao longo de duas décadas de pesquisas em
herpetofauna e parasitologia. Paralelamente, conduzimos a primeira caracterizacao
molecular da espécie, utilizando o gene COIl e gerando sequéncias inéditas que passam a
compor a base de dados genéticos do grupo. Nossos resultados confirmam a identidade de
R. gigliolii como uma espécie distinta, com morfologia compativel com descri¢Oes anteriores
e com um perfil genético Unico entre os pentastomideos listados até 0 momento. Ao integrar
os dados morfoldgicos e moleculares, o presente estudo contribui significativamente para o
conhecimento sistematico e filogenético dos Pentastomida, especialmente daqueles
associados a hospedeiros fossoriais como as anfisbenas. Além disso, nossos achados
reforcam a importancia de colecdes cientificas e do uso de abordagens integrativas para a
resolucéo de problemas taxonémico em parasitas cripticos ou pouco acessiveis.

Palavras-chave: DNA barcode; Biodiversidade de parasitas; Parasitas respiratorios;

Filogenia molecular; Anfisbenas.
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ABSTRACT

Parasitism represents one of the most common and diverse ecological interactions within the
Animalia kingdom, having evolved independently across multiple phyla. The class
Pentastomida, within the phylum Arthropoda, stands out among the exclusively parasitic
groups. It comprises obligate endoparasites of vertebrates, typically associated with the
respiratory tract of reptiles. Members of the genus Raillietiella are widely distributed yet poorly
studied, with several species described based on only a few specimens and on morphological
features that are not always sufficient for accurate identification. Raillietiella gigliolii is one
such species, known to parasitise amphisbaenians of the genus Amphisbaena and to have a
convoluted taxonomic history, often confused with R. furcocerca due to the scarcity of
morphological data and the difficulty in obtaining hosts. With the advancement of molecular
biology, integrative taxonomy — which combines morphological and genetic data — has
proven to be an effective tool for the precise identification of parasites, especially in groups
characterised by high evolutionary convergence and host-associated morphological variation.
Among molecular markers, DNA barcoding, which relies on the amplification of a fragment of
the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene, has become an efficient,
practical, and cost-effective method for species-specific identification. In this study, we
examined the detailed morphology of 32 specimens of Raillietiella gigliolii, deposited in the
Parasitological Collection of the Zoology Laboratory at URCA (catalogue numbers LZ-URCA
021-023; 1207-1235; and LZ-URCA 1626 and 1626), obtained over two decades of research
in herpetofauna and parasitology. In parallel, we conducted the first molecular characterisation
of the species, using the COI gene and generating novel sequences that now contribute to the
genetic database of the group. Our results confirm the identity of R. gigliolii as a distinct
species, with a morphology consistent with previous descriptions and a unique genetic profile
among pentastomid species recorded to date. By integrating morphological and molecular data,
this study makes a significant contribution to the systematic and phylogenetic understanding of
Pentastomida, particularly those associated with fossorial hosts such as amphisbaenians.
Furthermore, our findings highlight the importance of scientific collections and the use of
integrative approaches in resolving taxonomic issues involving cryptic or scarcely accessible
parasites.

Keywords: DNA barcode; Parasite biodiversity; Respiratory parasites; Molecular phylogeny;

Amphisbaenians.
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INTRODUCAO

O parasitismo é um dos estilos de vida mais prevalentes entre 0s organismos e representa
uma das diversas formas de interacdo ecoldgica. Tradicionalmente, é definido como a relacéo
em que um animal ou planta vive sobre ou no interior de outro organismo, do qual retira
diretamente os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (GOATER; GOATER; ESCH, 2014).
No entanto, definicGes modernas passaram a considerar também o aspecto energético dessa
interacdo. De acordo com Rey (2008), parasito € um organismo que apresenta alguma
deficiéncia metabdlica e depende de um hospedeiro, metabolicamente mais complexo, para
obter 0s recursos necessarios a sua sobrevivéncia. Além disso, segundo Relyea e Ricklefs
(2021), o parasitismo é uma forma particular de predacdo. Diferentemente da predacao classica,
que leva a morte imediata da presa com seu consumo completo, no parasitismo o hospedeiro
ndo é morto imediatamente, e o parasito — geralmente muito menor — consome apenas fluidos,
tecidos ou partes de 6rgdos do hospedeiro (RELYEA; RICKLEFS, 2021).

Essa forma de interacdo ecoldgica evoluiu de maneira independente pelo menos 223
vezes dentro de Animalia (WEINSTEIN; KURIS, 2016), sendo a maioria desses eventos
registrada Arthropoda. Fora desse grupo, outros filos também apresentam um nimero
significativo de linhagens parasiticas evoluidas de maneira independente, como Nematoda (18
linhagens), Platyhelminthes (13 linhagens), Mollusca (10 linhagens), Annelida (nove
linhagens) e na Classe Crustacea (20 linhagens) (WEINSTEIN; KURIS, 2016). Embora uma
ampla variedade de especializacBes tenha contribuido para o surgimento do estilo de vida
parasitario, muitas dessas adaptac6es sdo consideradas mal adaptativas (POULIN, 2011). Dessa
forma, devido ao nimero limitado de combinac@es viaveis, essas linhagens, filogeneticamente
distantes, tendem a convergir para modos de vida semelhantes, tornando-se ecto ou
endoparasitos (POULIN; RANDHAWA, 2015).

O termo ectoparasito refere-se a organismos que colonizam a superficie externa do corpo do
hospedeiro, distribuindo-se sobre sua pele ou revestimento externo (ANDERSON; CHABAUD;
WILLMOTT, 2009). Por outro lado, endoparasitos sdo0 mais comuns e caracterizam-se por viver no
interior do hospedeiro, com destaque para os helmintos e pentastomideos (GOATER; GOATER,;
ESCH, 2014). Pentastomida Diesing, 1836, uma Classe de Crustacea, € composta por animais
endoparasitos com aparéncia semelhante a de vermes (BRUSCA; GIRIBET; MOORE, 2023).
O nome do grupo deriva de uma interpretacdo morfologica equivocada feita nas primeiras
observacOes, quando se acreditava que esses organismos possuiam cinco bocas (DAJEM,;
MORSY; ALSHEHRI; EL-KOTT et al., 2021). No entanto, estudos posteriores revelaram que
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esses parasitos apresentam, na verdade, uma Unica boca acompanhada de dois pares de ganchos
especializados, utilizados para fixagdo nos tecidos do trato respiratério dos hospedeiros (AL,
RILEY; SELF, 1984), o que lhes confere habitos hematdfagos (CHRISTOFFERSEN; DE
ASSIS, 2013). Atualmente, sdo conhecidas cerca de 131 espécies, distribuidas em duas ordens
— Cephalobaenida Heymons, 1922 e Porocephalida Heymons, 1922 — que, por sua vez,
compreendem sete familias: Cephalobaenidae, Linguatulidae, Porocephalidae, Reighardiidae,
Sebekidae, Subtriquetridae e Raillietiellidae (DAJEM; MORSY; ALSHEHRI; EL-KOTT etal.,
2021).

A familia Raillietiellidae € composta por um Unico género, Raillietiella Sambon, Vaney
e Sambon, 1910, que retine aproximadamente 45 espécies (CHRISTOFFERSEN; DE ASSIS,
2013). No Brasil, sdo conhecidas as seguintes espécies: Raillietiella freitasi Motta & Gomes,
1968, R. furcocerca Diesing, 1863, R. mottae Almeida, Freire & Lopes, 2008 e Raillietiella
gigliolii Hett, 1924 (CHRISTOFFERSEN; DE ASSIS, 2013). Esses parasitas desenvolvem-se
principalmente nos pulmdes de répteis e apresentam, em geral, tamanho inferior a 25 mm. Seu
aparelho bucal é perfurante e rodeado por ganchos especializados, que auxiliam na fixacao aos
tecidos do hospedeiro e facilitam a alimentacdo através da succdo de sangue (KELEHEAR;
SPRATT; DUBEY; BROWN et al., 2011).

Inicialmente, Raillietiella gigliolii foi descrita erroneamente como R. furcocerca, pois
Diesing (1836) incluiu em seu material tanto pentastomideos de serpentes quanto espécimes
provenientes de anfisbenas. Posteriormente, Hett (1924), ao analisar o material coletado por
Giglioli (1923), descreveu com base em fémeas a nova espécie, R. gigliolii. Segundo esse
estudo, R. gigliolii é uma espécie de pequeno porte (<26 mm), com cefalotdrax
proporcionalmente grande, abdémen delgado (<1 mm) e duas papilas pequenas, porém visiveis,
localizadas acima da boca, caracteristicas que se mostram menos proeminentes em espécies de
Raillietiella de maior tamanho (HETT, 1924).

Posteriormente, Ali (1984), em sua revisdo do género Raillietiella com material
proveniente de anfisbenas de Trinidad (Caribe), descreveu o primeiro macho de R. gigliolii
(Figura 1A), encerrando a antiga imprecisdo na identificacdo dessa espécie em relagdo a R.
furcocerca. Embora o macho apresentasse a maioria das caracteristicas tipicas dos
Raillietiellideos, destacava-se por possuir uma espicula copulatéria distinta e muito curvada,
como uma trombeta (Figura 1B), além de apresentar menos anéis corporais do que 0s
pentastomideos encontrados em serpentes.

Em sua nova revisdo taxondmica e sistematica do género Raillietiella, Ali (1984)

separou R. gigliolii do grupo de pentastomideos associados a serpentes, reunindo-0 em um novo
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grupo juntamente com R. schoutedeni Fain, 1960, também parasita de uma espécie de anfisbena
da Republica Democrética do Congo, na Africa. Embora o proprio Fain, 1960 tenha sugerido
que as duas espécies sdo bastante similares, R. schoutedeni distingue-se por apresentar ganchos
de maior tamanho (ALI; RILEY; SELF, 1985).

macho de Raillietiella giglioli (A) regido anterior,
cefalotorax; (B) espiculas copulatorias em formato de “trombetas”, caracteristica diagndstica
da espécie. Fotos WOA.

O primeiro registro de R. gigliolii o Brasil foi o por Almeida (2006), apds encontrar trés
espécimes machos do parasito infectando o trato respiratorio de Amphisbaena alba Linnaeus,
1758. Em seguida, o parasita foi novamente registrado em A. alba e, pela primeira vez, em
Amphisbaena vermicularis Wagler, 1824. Embora ambos os hospedeiros apresentassem dietas
bastante sobrepostas, apenas A. alba mostrou prevaléncia superior a 50% (ALMEIDA; SALES;
SANTANA; VIEIRA et al., 2009). Até o momento, R. gigliolii parece ser especifico de
Amphisbaena, isso pode ser explicado pelo fato desses animais serem bastante distintos tanto
de maneira morfoldgica como ecoldgica dos demais grupos pertencentes a Squamata (VITT;
CALDWELL, 2013). E de se esperar que os pentastomideos desses hospedeiros sejam
igualmente Unicos como sugerido por (ALI; RILEY; SELF, 1984; 1985).

Os anfisbenideos foram originalmente classificados como lagartos, mas atualmente sao
reconhecidos como um grupo separado dentro da ordem Squamata, ocupando uma posi¢éo
paralela a dos lagartos e das serpentes (VITT; CALDWELL, 2013). Sdo conhecidos(COLLI;
ZAMBONI, 1999). (ALI; RILEY; SELF, 1984; 1985; ALMEIDA; SALES; SANTANA,
VIEIRA et al., 2009).

Pouco se conhece sobre a ecologia das anfisbenas e esse fato se deve aos hébitos

relictuais desses animais, que por viverem no subsolo torna a captura dificil e seus estudos
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escassos (COLLI; ZAMBONI, 1999). Condicdes especificas sdo necessarias para que as
anfisbenas emergem a superficie, como durante periodos de chuva ou ap6s a aracao do solo, o
que contribui para que esses animais sejam considerados de dificil observacao e relativamente
raros (COLLI; ZAMBONI, 1999).

A espécie A. alba (Figura 2A) é um animal de grande porte (méax. 810 mm), Unica por
ndo possuir um plano de autonomia caudal, uma vez que suas vértebras ndo apresentam plano
de fratura e os aneis caudais tém largura aproximadamente igual da cloaca a ponta caudal,
permitindo sua rapida diferenciacdo (GANS, 1962). Por sua vez, a A. vermicularis (Figura 2B)
€ uma espécie de médio porte (max. 370 mm), cuja cauda representa cerca de 12% do
comprimento total do corpo, e assim como alba, podem eventualmente forragear acima do solo
(GUEDES; COSTA; MOURA, 2020).

Figura 2: (A); (B). Ambos espécimes sdo proveniente da Chapada do Araripe, Nordeste do
Brasil. (Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al., 2012).

Observacdes in situ de espécimes de anfisbenas sdo naturalmente raras, devido ao seu
habito fossorial e comportamento discreto, o que dificulta a deteccdo direta desses animais em
seu ambiente natural (GUEDES; COSTA; MOURA, 2020). Essa limitagdo impde desafios
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significativos para o estudo da biologia, ecologia e comportamento dessas espécies, resultando
em lacunas no conhecimento sobre aspectos fundamentais de sua histéria natural (VITT,;
CALDWELL, 2013). Consequentemente, as pesquisas envolvendo os pentastomidas
associados as anfisbenas também sdo escassas, em muitos casos, 0s parasitos analisados provém
de espécimes preservados em colecgdes cientificas, uma vez que a obtencao de hospedeiros em
quantidade suficiente, bem preservados e em contextos ecoldgicos variados é limitada (SILVA,
OLIVEIRA; BRANDAOQ; FIGUEIREDO CHAVES et al., 2024).

Essa escassez de observacdes e de amostras frescas disponiveis ndo apenas limita o
conhecimento sobre a biologia das anfisbenas, como também repercute diretamente nos estudos
parasitoldgicos a elas associados. A dificuldade em acessar hospedeiros em condicdes ideais
compromete a coleta sistematica de parasitos, restringindo a analise morfoldgica a poucos
exemplares, muitas vezes deteriorados ou mal preservados (SILVA; OLIVEIRA; BRANDAO;
FIGUEIREDO CHAVES et al., 2024). Essa limitacao reforca a dependéncia de dados obtidos
a partir de colec¢des cientificas, ao mesmo tempo em que evidencia a necessidade de abordagens
metodoldgicas mais robustas para a identificacdo taxonémica de pentastomideos,
especialmente diante da alta variabilidade intraespecifica e da sobreposicdo morfoldgica entre
espécies proximas (RILEY, 1986; KELEHEAR; SPRATT; DUBEY; BROWN et al., 2011).

Ao longo do tempo, a descri¢do e identificacdo de pentastomideos tem se baseado
principalmente em caracteristicas morfoldgicas, como a forma dos pares de ganchos retréteis,
das espiculas copulatérias dos machos, da estrutura bucal e o nimero de anéis corporais
(RILEY, 1986). No entanto, esse enfoque morfoldgico tem levado a frequentes erros de
identificacdo, como no caso de R. gigliolii, muitas vezes decorrentes da limitacdo no nimero
de espécimes analisados, do mau estado de conservacdao dos exemplares ou dos métodos de
fixacdo utilizados (KELEHEAR; SPRATT; DUBEY; BROWN et al., 2011). Outro exemplo
marcante envolve a confusdo entre R. indica Gedoelst, 1921 e R. frenatus Ali, Riley e Self,
1981, ambos registrados nos pulmdes de Rhinella marina Linnaeus, 1758 (sapo-cururu).
Inicialmente considerados espécies distintas com base em critérios morfologicos, anélises
moleculares posteriores revelaram que se tratava, na verdade, de uma Unica espécie,
identificada como R. frenatus (KELEHEAR; SPRATT; DUBEY; BROWN et al., 2011).

Recentemente, técnicas moleculares tém sido incorporadas as anélises morfolégicas
(taxonomia integrativa), proporcionando descricbes mais precisas e contribuindo para a
resolucdo de antigas controvérsias taxonémicas no grupo (KELEHEAR; SPRATT; DUBEY;
BROWN et al., 2011). Em estudos com Raillietiella, pesquisadores tém empregado ferramentas

genéticas para elucidar suas relacdes filogenéticas e refinar a identificacdo das espécies.
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O estudo de Mallatt (2006), utilizou sequéncias quase completas dos genes 28S e 18S
rRNA para investigar a filogenia dos Ecdysozoéarios, especialmente os artropodes, com a
incluséo de mais de 80 taxons. Foram aplicadas analises de maxima verossimilhanca, inferéncia
bayesiana, parcimoénia e outros métodos estatisticos. Os resultados indicaram que Hexapoda é
composto por Insecta e Entognatha, sendo este ultimo dividido em colémbolos, proturanos e
dipluros. O grupo irm&o dos hex&podes é Branchiopoda, e ndo Malacostraca, reforcando a ideia
de que hexadpodes estdo inseridos no clado parafilético Pancrustacea. O estudo também
posicionou os pentastomideos, dentre eles, Raillietiella sp. como um grupo basal dentro dos
crustaceos.

Posteriormente, R. orientalis (Hett, 1954) foi identificada por meio de uma abordagem
integrativa que combinou dados morfoldgicos e o sequenciamento do marcador molecular da
subunidade 1 do gene mitocondrial citocromo C oxidase (COI), em exemplares coletados de
serpentes hospedeiras (KELEHEAR; SPRATT; O’MEALLY,; SHINE, 2014; MILLER,;
KINSELLA; SNOW; HAYES et al., 2018). De forma complementar, R. aegypti Ali etal., 1982,
parasita de Eumeces schneiderii (Daudin, 1802), também foi analisada molecularmente,
revelando que os dados obtidos a partir do gene 18S rDNA estavam em conformidade com as
caracteristicas morfoldgicas observadas, reforcando a eficacia das abordagens integradas
(DAJEM; MORSY; ALSHEHRI; EL-KOTT et al., 2021).

O estudo mais recente, conduzido por Silva (2024), também emprega a taxonomia
integrativa, utilizando amplificacdo por PCR para o marcador do gene mitocondrial COI.
Paralelo a analise molecular, analises morfoldgicas foram utilizadas para redescrever R. mottae,
parasita de lagartos.

A caracteristica distintiva de R. mottae sdo as espiculas copulatérias do macho, que
apresenta uma projecdo em forma de botdo, estendendo-se da base até a curvatura interna
(SILVA; OLIVEIRA; BRANDAO; FIGUEIREDO CHAVES et al., 2024). A pesquisa de Silva
(2024) evidenciou variagdes nos morfotipos das fémeas em diferentes hospedeiros, enquanto
0s machos mantiveram uma morfologia bastante constante. Embora as anélises morfoldgicas
tenham inicialmente sugerido a possibilidade de duas espécies distintas entre os raillietiellideos,
os resultados reforcaram a importancia das abordagens tradicionais na identificacdo
taxonémica, sobretudo diante das variagdes morfologicas que podem ocorrer em um mesmo
parasito associado a diferentes hospedeiros. A analise molecular, por sua vez, revelou que 0s
parasitos provenientes de diferentes hospedeiros apresentavam exatamente a mesma sequéncia
de nucleotideos, confirmando tratar-se de uma Unica espécie, R. mottae. Esses achados

destacam o papel fundamental das ferramentas moleculares como suporte a taxonomia classica
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de pentastomideos.

Baseado nessas informacGes, hoje a descricdo e identificacdo de pentastomideos é
indicado que seja usado a taxonomia integrativa, com utilizacdo de dados moleculares, além
dos dados morfoldgicos. Uma das maneiras € o uso do barcode.O DNA Barcode é um método
de identificacdo molecular espécie-especifico que utiliza a sequéncia de um fragmento do gene
mitocondrial da subunidade | do citocromo oxidase (COIl), exigindo apenas uma pequena
amostra bioldgica e destacando-se por sua rapidez, praticidade, eficiéncia e baixo custo, o que
0 torna atualmente a principal ferramenta para identificacdo de material bioldgico (FREITAS,
2024).

Sendo assim, nosso trabalho busca redescrever R. gigliolii com base em sua morfologia
usando o material do Laboratorio de Zoologia da Universidade Regional do Cariri (URCA),
fruto de 20 anos de pesquisa. Além disso, nos fornecemos a primeira caracterizacdo molecular
para essa espécie utilizando o gene mitocondrial da subunidade 1 da citocromo c oxidase (COl)
para a identificacdo de tdxons (VALENTINI; POMPANON; TABERLET, 2009). Dessa forma,
nosso estudo permitird comparacdo entre os raillietiellideos que possuam registro moleculares
depositados no Genbank ( banco de dados de sequéncias genéticas), fornecendo melhor

compreensdo filogenética para esse grupo de parasitas.
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Abstract
This study provides a comprehensive analysis of the morphology and genetics of

Raillietiella gigliolii, an endoparasitic pentastomid found in amphisbaenians. The
research was based on specimens deposited in the Universidade Regional do Cariri
(URCA), as well as newly collected individuals from the Brazilian Caatinga. Detailed
morphological descriptions were carried out, including measurements of the hooks,
cephalothorax, tail, buccal cadre, and the copulatory spicule in males. In parallel, the first
molecular characterisation of this species was performed, targeting the mitochondrial
COl gene (barcode region). All specimens exhibited consistent morphotypes, particularly
in the shape of the hooks, with no observable variation between males and females, nor
between individuals parasitising different hosts (Amphisbaena alba and A. vermicularis).

Molecular analyses revealed a well-supported monophyletic clade, with no detectable
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genetic divergence among individuals, confirming both the morphological stability and
genetic delimitation of the species. These findings support the recognition of R. gigliolii
as a clearly delineated species, currently restricted to amphisbaenians, which does not
exhibit significant morphological variability, in contrast to other congeners.

Keywords: DNA barcoding; Parasite biodiversity; Respiratory parasites; Molecular

phylogeny

Introduction

The class Pentastomida, belonging to the subphylum Crustacea, comprises
endoparasitic organisms with a vermiform morphology (Brusca et al. 2023;
Christoffersen and De Assis 2013). These parasites possess a single mouth associated
with two pairs of specialised chitinous hooks, which are used for attachment to the tissues
of their host’s respiratory tract (Ali and Riley 1983). This structure is directly related to
their haematophagous habit, enabling them to feed on the host’s body fluids
(Christoffersen and De Assis 2013).

Among pentastomids, the family Raillietiellidae comprises a single genus,
Raillietiella Sambon, Vaney & Sambon (1910), which includes approximately 45 species
(Christoffersen and De Assis 2013). In Brazil, the following species are known:
Raillietiella freitasi Motta & Gomes, 1968, R. furcocerca Diesing, 1863, R. mottae
Almeida, Freire & Lopes, 2008, and R. gigliolii Hett, 1924 (Christoffersen and De Assis
2013). The latter is a small-sized species (less than 26 mm), characterised by a
proportionally large cephalothorax, a slender abdomen (less than 1 mm wide), and two
small but distinct papillae located above the oral opening — morphological traits that
tend to be less conspicuous in larger species of the genus Raillietiella (Hett 1924).

Initially, it was described as R. furcocerca by Diesing (1836), whose sampling
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included pentastomids from both snakes and amphisbaenians. Later, Hett revised the
material collected by Giglioli (1923) and formally described the species based on female
specimens. The first description of a male R. gigliolii was provided by Ali et al. (1984),
during his revision of the genus Raillietiella, based on specimens collected from
Amphisbaena alba Linnaeus, 1758, in Trinidad (Caribe). In this analysis, a distinctive
feature of the species was identified: a markedly curved copulatory spicule, with a
trumpet-like shape, which allowed the long-standing taxonomic confusion between R.
furcocerca and R. gigliolii to be resolved.

The first record of R. gigliolii in Brazil was made by Rego (1983), who provided
a detailed morphological description of specimens parasitising A. alba, significantly
contributing to the understanding of the species morphology and systematics in the
country. Subsequently, in the Northeast region, Almeida et al. (2006) identified three
male specimens of R. gigliolii in the respiratory tract of A. alba, representing the first
record of the species in that region. In later studies, the species was again recorded in A.
alba and, for the first time, in Amphisbaena vermicularis Wagler, 1824 (Almeida et al.
2009). To date, R. gigliolii appears to be restricted to the genus Amphisbaena, possibly
due to the marked morphological and ecological differences these reptiles exhibit in
comparison to other members of the order Squamata (Vitt & Caldwell, 2013). In this
context, it is plausible to assume that the pentastomids associated with these hosts also
possess particular biological traits, as previously suggested by Ali et al. (1984; 1985).

From this perspective, identification based solely on morphological characteristics
may lead to taxonomic errors in the description of parasites (Kelehear et al. 2011). A
recent example is provided by Silva et al. (2024), who observed different female
morphotypes of R. mottae parasitising distinct hosts. Initially, based only on traditional

taxonomy, these morphological variations suggested the presence of different species.
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However, molecular analyses revealed that all specimens shared exactly the same
nucleotide sequence, confirming that they belong to a single species.

Thus, the present study aims to characterise specimens of R. gigliolii through
morphological and molecular analyses. Comparison with available molecular sequences
from other members of the group will contribute to a more accurate phylogenetic
understanding of the raillietiellids.

Materials And Methods
Morphometry

The hosts whose pulmonary parasites were subsequently deposited in a scientific
collection were collected from two localities in the Northeast of Brazil: a remnant area of
Atlantic Forest (07°10" S, 35°05" W; datum WGS84), in the municipality of Cruz do
Espirito Santo, state of Paraiba; and a Humid Forest area (07°16' S, 39°26' W; datum
WGS84), located on the slopes of the Chapada do Araripe, in the municipality of Crato,
state of Ceara. In turn, the hosts used in the molecular analyses were collected in the
district of Zé Gomes, municipality of Exu, state of Pernambuco (07°29'20.7" S,
39°34'10.0" W; datum WGS84), also in the Northeast region of Brazil.

For the morphometry, all specimens of R. gigliolii deposited in the collection of
the Zoology Laboratory at the Universidade Regional do Cariri (LZ-URCA), in the state
of Cear4, Brazil, were analysed. This collection, built over 20 years of scientific research,
stands out for housing one of the largest pentastomid collections in Latin America.

The pentastomids were mounted on temporary slides using Hoyer’s medium, and
the following morphological variables were recorded: body length and width, as well as
measurements of the buccal structure, cephalothorax, and tail. The dimensions of the
anterior and posterior hooks were also measured (AB, length of the barb; and BC, total

hook length). For each morphological characteristic, means and standard deviations were
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calculated. The hook measurements followed the protocol described by Ali et al. (1984,
1985) and Kelehear et al. (2011), in which AB corresponds to the distance from the tip of
the hook to the anterior inner surface of the hook’s arm, while BC refers to the distance
from the anterior portion of the hook’s arm to the outermost point of the posterior base.
The shape of the hooks (rhomboid or pointed) and the measurements of the copulatory
spicules in male specimens were also assessed.

The identification of the specimens as belonging to the species R. gigliolii was
based on a direct comparison of their morphological features with the descriptions
provided by Rego (1983) and Ali et al. (1984, 1985). In traditional descriptions, the male
spicules are long, strongly curved, and exhibit a distinctive trumpet-shaped distal end—a
diagnostic feature of the species. Also notable are two small but clearly visible papillae
above the oral opening, which are typically less apparent in larger Raillietiella species.
The pronounced size difference between the hooks, with the posterior hooks being larger
than the anterior, further supports the identification, as this is another characteristic trait
of the species (Rego, 1983; Ali et al. 1984; 1985).

All measurements, expressed in micrometres (um), were taken using a Zeiss Axio
Imager M2 microscope coupled with an image analysis system (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Kdnigsallee 9-21).

Sample preparation for molecular procedures

With the aim of finding suitable pentastomids for molecular characterisation, all
amphisbaenians from Caatinga areas in the Northeast of Brazil, provided by the collection
of the Laboratory of Biology and Ecology of Wild Animals at the Universidade Federal
do Cariri — UFCA, were used.

The individuals were dissected; the respiratory tracts were completely removed

and carefully examined under a stereoscopic microscope. All pentastomids found were
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collected and stored in glass vials containing 95% ethanol, with the aim of subsequent
DNA extraction, amplification, and sequencing.

All molecular procedures were carried out at the Termitology Laboratory of the
Universidade Federal da Paraiba, under controlled room temperature ranging between
20 °C and 22 °C. To prevent contamination of the genetic material with host blood, the
cephalothorax of the parasites was carefully separated prior to extraction. The specimens,
previously preserved in absolute ethanol, were left to rest for 15 minutes to allow
complete evaporation of residual ethanol before the commencement of laboratory
procedures.

DNA extraction, PCR and sequencing

The whole-genome DNA of three specimens was extracted using Zymo Research
Quick-DNA/RNA viral MagBead. PCR amplifications were performed for the cytochrome
¢ oxidase subunit 1 mitochondrial gene (COI) wusing BF2 (5-GCH
CCHGAYATRGCHTTYCC-3') and BR2 (5-TCDGGRTGNCCRAARAAYCA-3’)
described by Elbrecht and Leese (Elbrecht and Leese 2017). All PCRs consisted of 25 pl
reagent mixture containing: 10xreaction buffer (Promega); 25 mM MgClz; 2 mM dNTPs;
2 mM primers and GoTag® G2 Hot Start Poly- merase (Promega); 2 ul template DNA.
The PCR cycling program was run as follows: initial denaturation step with 3 min at
95 °C, 35 cycles of denaturation for 30 s at 95 °C, annealing for 45s at 50 °C and
extension for 1 min at 72 °C, and final extension for 5 min at 72 °C. PCR products were
bidirectionally sequenced in ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

We used GENEIOUS v. 9.1.3 (Kearse et al. 2012) to check the sequence quality
of the strands by comparison to their respective chromatograms and to assemble and edit
if necessary. Sequences of Raillietiella present in GenBank were incorporated into

analyses for genetic regions. In the phylogenetic analysis, we aligned sequences using
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MAFFT v. 7.017 (Katoh et al. 2002), a module implemented in GENEIOUS v. 9.1.3. We
constructed maximum likelihood (ML) trees with RAXML v. 8.2.12 (Stamatakis 2014)
using GTR GAMMA | model and 10000 bootstrap (BP) replicates. The GTR+I+G
evolutionary model was used for the phylogenetic analyzes because it is the most
comprehensive evolutionary model and includes all other evolutionary models (Abadi et
al. 2019). Our sequences were deposited in GenBank under accession PQ6353833-
PQ6353835.
Results

We examined 34 specimens of R. gigliolii (Figure 1) deposited in the LZ-URCA
Collection, of which 17 were recorded from the host A. alba and 14 from A. vermicularis.
Detailed morphometric measurements of males, adult females, and juvenile females,
along with the corresponding values reported by Rego (1983) and Ali et al. (1984), are
presented in the comparative table (Table 1). The eggs (Figure 2) had an average size of
85 um in length and 52.5 um in width. The copulatory spicule of the male, which is

trumpet-shaped and highlighted in Figure 3, had an length of 472 pum.

Figure 1: Cephalothorax of a female Raillietiella gigliolii from Amphisbaena alba, housed in the
LZ-URCA Collection.
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Table 1- Morphometric comparison between Raillietiella gigliolii from this study and data
from Rego (1983) and Ali et al. (1984).

Characteristic Males (n= 16) Juvenile females  Adult females (n=12) Males (n=1) Females (n=4) Males (n=2)
This study (n=6) This study This study Alietal. (1984) Alietal. (1984) Rego (1983)
Body length 1740 + 210 2110 + 360 19660 + 3.520 8500 13000 — 22.000 9800
Body width - - - 800 800 — 1100 840
Number of rings - - - 26 - =50
Cephalothorax 300 + 15,3 438.3+20.4 1061.4 £ 92.7 - - 900 x 1020
Buccal complex 74+£65x57+5 58+£6.0x63+6.5 132+10.5x 106 £9 - - 190 x 80
Anterior hook AB 51.2+4.6 335+£3.2 326.2+25.8 105 158 160
Anterior hook BC 743+6 65.8 £ 5.7 622.2 £ 40.2 157 277 10
Posterior hook AB 81.9+59 49.3+47 482.3+37.5 128 198 — 207 180
Posterior hook BC 138.1+11.2 1105+ 9.6 782.4 +44.8 178 326 — 336 120
Tail 249.1+19.4 116.7£10.1 269.8 £ 22.6 - - -
Copulatory stylet 472 £ 35 - — 840 — —

All measurements are expressed in micrometres (um). Values presented as & correspond to the mean followed by one standard
deviation (1 SD). Abbreviations: n= number of individuals; L = Length; W = Width; AB and BC = hook segments (see

methodology); SD = Standard deviation.

Figure 2: Detail of the maximum width of the abdomen showing the uterus full of eggs of the
adult female of Raillietiella,gigliolii.

Figure 3: Details of the ventral region of a male Raillietiella gigliolii. (A) Anterior region,
cephalothorax; (B) copulatory spicules with a “trumpet-shaped” appearance, a diagnostic feature
of the species.
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In addition to these measurable characteristics, the R. gigliolii specimens exhibited
a similar morphotype, evidenced by the apparent absence of body rings, a trapezoidal
cephalothorax wider than the abdomen, and well-developed, pointed anterior and
posterior hooks. Well-defined apical and dorsal papillae were also observed. In males,
the presence of strongly curved copulatory spicules, shaped similarly to a trumpet, stood
out, reinforcing the consistent morphological pattern of the species.

The specimens exhibited similar morphotypes regarding the shape of the hooks

(Figure 4), which remained consistent both between male and female individuals and

among specimens parasitising different hosts, specifically A. alba and A. vermicularis.

Figure 4: Anterior hook (A) and posterior hook (B) of Raillietiella gigliolii, from the same
individual, showing their respective AB and BC measurements and pointed shape.

For the molecular analysis, specimens from eleven amphisbaenians belonging to
different species were dissected. Among these, eight individuals were of the species
Leposternon polystegum (Duméril, 1851), two of A. alba, and one of A. vermicularis. The
presence of pentastomids was recorded in only one A. alba specimen. Eight pentastomid
specimens were extracted from the parasitised host and were previously analysed
morphologically following the criteria established by Ali et al. (1985), which confirmed
their identification as R. gigliolii. However, only three of these specimens were suitable

for molecular analysis. The exclusion of the remaining samples was primarily due to
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DNA degradation, possibly caused by prolonged preservation in ethanol or insufficient
quality of the biological material for efficient extraction. The genetic sequences obtained
from these three individuals were duly deposited in GenBank under the accession

numbers PQ635383, PQ635384, and PQ635385.
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Figure 5. Maximum likelihood phylogenetic tree based on mitochondrial COI gene sequences
for representatives of the genus Raillietiella.

Discussion
According to Alietal. (1984), R. gigliolii was initially grouped with pentastomids
parasitising snakes. However, following a thorough taxonomic revision based on

morphological and ecological data, this species was reclassified into group IV, which
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consists exclusively of pentastomids parasitising amphisbaenians (Ali et al. 1985). This
new classification more accurately reflects the evolutionary and ecological peculiarities
of R. gigliolii, which proves to be highly specialised, with stable morphology and low
phenotypic plasticity, as evidenced by the specimens analysed in this study (Ali et al.
1985; Christoffersen & Assis, 2013).

Unlike pentastomids that parasitise lizards, many of which exhibit marked
morphological variability, including differences in hook shape (Kelehear et al. 2011;
Silva et al. 2024), R. gigliolii is, to date, represented by a single known morphotype. In
all specimens analysed, both anterior and posterior hooks display a sharp, well-defined
shape, with no perceptible structural variation.

Nevertheless, the differences in hook measurements observed between this study
and those reported by Rego (1983) and Ali et al. (1984) are understandable (see Table 1).
Morphometric variation in these appendages has already been documented in
pentastomids and is influenced by factors such as host species and host body size
(Kelehear et al., 2011; Silva et al., 2024). For example, Kelehear et al. (2011) examined
34 specimens of R. frenatus from Rhinella marina and Hemidactylus frenatus, reporting
substantial variation in hook size. Similarly, Silva et al. (2024) showed, based on
approximately 50 individuals of R. mottae collected from different lizard species, that
about 36% of the variation in hook size was linearly related to host size.

The results obtained also reinforce the systematic framework proposed by
Christoffersen & Assis (2013), demonstrating that R. gigliolii exhibits a conserved and
homogeneous morphology consistent with the morphological criteria they established.
According to these authors, characteristics such as the morphology of the hooks, the
structure of the cephalothorax, the pattern of body segmentation, and the shape of the

copulatory spicules are fundamental for species delimitation within the genus



33

Raillietiella. In the present study, the analysed specimens of R. gigliolii displayed hooks
with uniform shape and size, a well-defined and structurally similar cephalothorax,
regular body segmentation, and copulatory spicules with characteristic shape, aligning
fully with the parameters set out by Christoffersen & Assis (2013).

Several studies over the years have reported misidentifications of species within
the genus Raillietiella, primarily due to the plasticity of certain morphological
characteristics. For example, in Kelehear et al. (2011), R. indica Gedoelst, 1921 and R.
frenata Ali, Riley & Self, 1981, both recorded in the lungs of the cane toad (Rhinella
marina Linnaeus, 1758), were initially classified as distinct species based on
morphological differences. However, subsequent molecular analyses demonstrated that
they were a single species, confirmed as R. frenata. Similarly, Silva (2024) observed
variations in the morphotype of female R. mottae from different hosts, initially raising the
hypothesis of two distinct species. Through PCR amplification of the mitochondrial COI
gene (barcode), combined with a detailed morphological reassessment, the authors
confirmed that they were the same species, leading to the redescriptions of R. mottae.

To date, R. gigliolii appears to be specific to A. alba and A. vermicularis (Almeida
et al. 2006; Almeida et al. 2009), as specimens of R. gigliolii analysed in this study were
found only in these two hosts, showing no morphological divergence and demonstrating
that it is a valid species. This structural uniformity reinforces the cohesion of the group
and supports the taxonomic delimitation of R. gigliolii as a well-defined morphospecies
(Vitt and Caldwell 2013).

The complete nucleotide identity among the three sequences analysed in this study
reinforces the effectiveness of the COIl gene as a reliable tool for the taxonomy of
pentastomids (Elbrecht and Leese 2017). This delimitation corresponds to the process of

biodiversity identification at the species level (Carstens et al. 2013), which, besides being
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fundamental for the compilation of an inventory with species names, also provides
valuable information for various fields of biology, such as evolutionary biology,
conservation, and biogeography (Dayrat 2005). Such a finding supports a more precise
taxonomic identification based on consistent morphological characters and reinforces the
importance of the integrative approach in systematics, demonstrating its usefulness both
for species with high morphological variability and for those with conserved morphology,
as is the case with R. gigliolii (Elbrecht and Leese 2017). Moreover, it corroborates other
studies that employed the same marker and found its high resolution in the specific
identification of parasitic helminths (Hebert et al. 2003).

The maximum likelihood phylogenetic analysis, based on mitochondrial COI
gene sequences, demonstrated complete genetic identity among the R. gigliolii
specimens, which formed a monophyletic clade with maximum statistical support. The
three sequences analysed showed 100% nucleotide similarity, with no detectable genetic
divergence, indicating high genetic stability and further supporting the clear taxonomic
delimitation of the species. In this context, it is worth noting that DNA barcoding adopts
a threshold of approximately 2% genetic divergence as the standard criterion for species
distinction (Hebert et al., 2003). To ensure the effectiveness of this method, it is essential
to establish and maintain reference databases that compile genetically validated and
accurately identified sequences, enabling precise comparisons between organisms
(Ekrem et al. 2007; Monchamp et al. 2023).

The results obtained contribute to the understanding of the evolution and
systematics of the group by indicating that R. gigliolii does not exhibit morphotype
variability, unlike what is observed in other species of the genus (Kelehear et al. 2011,
Silva et al. 2024). This absence of variation is significant, considering that morphological

plasticity can obscure true taxonomic boundaries when only morphological traits are
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used, as discussed by Almeida (2009) regarding morphological variations in Raillietiella
from different geographic regions.

Despite the strong foundation provided by the molecular analyses, it was not
possible to include genetic data from pentastomid samples originating from A.
vermicularis. Although the R. gigliolii specimens found in A. alba and A. vermicularis
exhibit similar morphology, no parasites were recovered from A. vermicularis individuals
for molecular analysis. This absence may be related to the difficulty in sampling these
hosts, which have relict fossorial habits and predominantly live underground, making
their collection challenging and contributing to the scarcity of records (Colli and Zamboni
1999). Therefore, future studies are necessary to confirm, based on molecular evidence,

whether the parasites infecting both hosts indeed belong to the same species.
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unidades de conservacdo e cavernas, ndao contemplados na autorizacdo ou na licenga permanente, deve ser imediatamente
anotada em campo especifico do documento.

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* ldentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.



Anexo 2:
Escopo

O Journal of Helminthology publica artigos originais, artigos de revisao e comunicacgdes curtas
sobre todos os aspectos da helmintologia pura e aplicada, particularmente aqueles parasitas
helminticos de importancia para a saude ambiental, médica ou veterinaria. A partir de 1° de
junho de 2024, o periddico ndo considerard mais artigos focados em taxons de helmintos de
vida livre, a menos que estes sejam diretamente relevantes para o estudo de helmintos parasitas.
Artigos de pesquisa sobre ecologia e evolucdo de helmintos em hospedeiros selvagens,
incluindo parasitas de plantas e insetos, também sdo publicados, juntamente com artigos
taxondmicos que contribuam para a sistematica de um grupo. O periddico sera de interesse para
académicos e pesquisadores envolvidos nas areas de parasitologia humana e veterinaria, saude
publica, microbiologia, ecologia, epidemiologia e bioquimica.

Categorias de artigos

O Editor aceita contribuicdes originais, criativas e de alta qualidade, adequadas ao publico
internacional da revista. A novidade e a importancia dos artigos submetidos devem ser
explicitadas na Introducéo.

Todos os estudos empiricos devem incluir analises estatisticas claras e apropriadas dos dados,
seguindo as melhores praticas para conduzir andlises e relatar resultados na area de estudo.

Além disso, para artigos taxondmicos que descrevem novas espécies de helmintos, agora
exigimos dados morfoldgicos e genéticos, de acordo com os principios da taxonomia
integrativa. Para artigos que investigam as propriedades anti-helminticas de extratos vegetais
Ou outros compostos novos, agora exigimos evidéncias que vao além dos simples efeitos in
vitro na sobrevivéncia de vermes ou ovos, como a caracteriza¢do quimica dos compostos
ativos, a elucidacdo de seu modo de agdo e/ou testes in vivo de sua eficécia e toxicidade.

N&o ha cobranca por pégina para artigos publicados no Journal of Helminthology .

A revista aceita as seguintes contribuigdes:

Artigos de Pesquisa

Esta categoria € destinada a estudos em grande escala e com duragéo apropriada.

Avaliagdes

O Journal of Helminthology publicara revisdes académicas e abrangentes que resumem e
avaliam criticamente a pesquisa na area, abordando e identificando implicagdes futuras.
Revisbes podem ser solicitadas pelo Editor, mas também podem ser submetidas. Os autores que
desejam submeter artigos nesta categoria devem entrar em contato com o Editor antes de fazé-

lo.

Comunicac0es curtas



Esta categoria destina-se a relatos curtos e definitivos de desenvolvimentos interessantes com
potencial para aplicacdo mais ampla e exploracdo mais aprofundada. Os manuscritos devem ser
formatados como artigos completos, mas devem conter, de preferéncia, no maximo uma de
cada figura e tabela. As referéncias devem ser restritas ao essencial e o artigo ndo deve ocupar
mais de quatro paginas do periddico.

Comentarios

Os artigos desta se¢do oferecem aos leitores do Journal of Helminthology uma cobertura
focada e perspicaz de questBes atuais de grande interesse. Artigos deste tipo serdo convidados,
mas também poderdo ser submetidos. Os autores que desejarem submeter artigos para esta
secdo devem consultar o Editor.

A aceitacdo ou rejeicdo do comentario fica a critério do Editor, e os comentarios serdo revisados
por pares. Além disso, o Editor pode solicitar ou permitir uma resposta ao comentario.

Envio on-line

Todos 0os manuscritos devem ser enviados on-line em:
http://www.editorialmanager.com/joh

Apdbs o envio do seu manuscrito, vocé recebera um e-mail confirmando o recebimento e
informando o nimero de referéncia do manuscrito. VVocé deve citar o nimero de referéncia do
seu manuscrito em toda a correspondéncia relacionada a ele.

Certifique-se de que seu manuscrito seja enviado nos formatos de arquivo corretos e usando 0s
estilos de periddicos corretos. Observe especialmente as seguintes instrugdes:

O manuscrito enviado deve ser salvo como um arquivo DOC (ndo DOCX) ou um arquivo RTF.
O arquivo do manuscrito deve incluir titulo, autores, endereco de e-mail do autor
correspondente, resumo (250 palavras), texto principal, referéncias e legendas para tabelas e
figuras.

Todas as figuras devem ser enviadas em formato TIF como arquivos separados e salvas no
tamanho final e na resolucdo adequada. Figuras coloridas devem ser salvas como CMYK (né&o
RGB). Arquivos grandes podem ser enviados como arquivos ZIP.

As tabelas devem ser inseridas no final do documento principal e ndo fornecidas como arquivos
separados.

A numeracéo de linhas e paginas do arquivo do manuscrito € obrigatoria

Uma carta de apresentacao deve ser fornecida no envio inicial. Ela pode ser enviada como um
arquivo separado.

Anexadas ao Resumo, devem ser incluidas de 3 a 10 palavras-chave relevantes e adequadas
para indexacdo. Nada mais deve aparecer na pagina de resumo.

A carta de apresentacdo deve conter uma declaracdo de que o manuscrito € uma contribuigédo
original que ndo foi publicada em nenhum outro lugar substancialmente no mesmo formato,
que néo esta atualmente sob consideracdo em nenhum outro lugar e que foi obtida permissao
para qualquer material protegido por direitos autorais utilizado. VVocé tera a oportunidade,
durante a submissdo, de sugerir revisores preferidos, embora os revisores sugeridos nao sejam
necessariamente utilizados. Caso tenha alguma duvida sobre o processo de submissdo, entre em
contato com a redacéo pelo e-mail: jhelm@cambridge.org .



IDs ORCID

O Journal of Helminthology agora exige que todos os autores correspondentes se identifiquem
usando o ORCID ao submeter um manuscrito ao periodico. A adesdo ao ORCID é rapida,
gratuita e vocé ndo precisa ter uma afiliacdo atual. O ORCID fornece um identificador Gnico
para pesquisadores e, por meio da integracdo em fluxos de trabalho de pesquisa essenciais,
como publicacdes e pedidos de financiamento, oferece os seguintes beneficios:

Capacidade de descoberta: 0 ORCID aumenta a capacidade de descoberta de suas publicacdes,
permitindo sistemas de publicacdo mais inteligentes e ajudando os leitores a encontrar com
seguranca o trabalho de sua autoria.

Conveniéncia: A medida que mais organizagdes usam o ORCID, fornecer seu ID ou usa-lo para
registrar-se em servicos vinculara automaticamente as atividades ao seu perfil ORCID e evitara
que vocé tenha que digitar as informagdes diversas vezes.

Acompanhamento: seu perfil ORCID é um lugar interessante para registrar e exibir (se vocé
escolher) informagGes validadas sobre suas atividades de pesquisa.

Se vocé ainda ndo possui um ID, precisara criar um caso decida submeter um manuscrito ao
Journal of Helminthology . Vocé pode se cadastrar diretamente na sua conta de usuario no
ScholarOne ou no Editorial Manager, ou pelo site https://orcid.org/register . Se vocé ja possui
um ID, utilize-0 ao submeter o manuscrito, vinculando-o a sua conta de usuario do ScholarOne.
Basta acessar sua conta usando seu nome de usudrio e senha habituais. Edite sua conta clicando
no seu nome no canto superior direito da tela e, no menu suspenso, selecione "E-mail / Nome".
Siga as instrucOes na parte superior da tela para atualizar sua conta.

Para mais informac6es sobre o ORCID, visite: https://www.cambridge.org/using-ORCID
NOTA: Registro de novas espécies de helmintos no ZooBank

Como o Journal of Helminthology passou a ser publicado exclusivamente em formato
eletronico, autores de artigos que descrevem novas espécies devem registrar esses detalhes,
incluindo novos nomes zooldgicos ou outras informacdes nomenclaturalmente relevantes, no
ZooBank ( zoobank.org ) antes da publicagéo online do FirstView. O Zoobank é um registro
de nomenclatura zooldgica de acesso aberto e gerado pela comunidade.

Originalidade e direitos autorais

Para ser publicado no Journal of Helminthology , um manuscrito ndo pode ter sido publicado
anteriormente, nem estar em revisao para publicacdo em outro periodico. Artigos com multiplos
autores sdo revisados partindo do principio de que todos os autores contribuiram materialmente
para o relatério de pesquisa, aprovaram 0 manuscrito submetido e concordam com sua
submissdo ao Journal of Helminthology .

Caso pretenda incluir material publicado em outro lugar e/ou protegido por direitos autorais de
terceiros, é responsabilidade dos autores obter permissdo para reutilizar ou reproduzir esse
material no artigo e incluir os créditos necessarios. Ao submeter seu manuscrito, envie copias
assinadas de quaisquer acordos de permissao.

Vocé pode encontrar sugestdes sobre como redigir suas cartas solicitando permisséo para usar



material de propriedade de terceiros aqui.
Preparacdo e estilo do manuscrito

Todas as contribuicdes devem ser escritas em inglés. Os artigos devem ser tdo concisos quanto
a clareza permitir, e as figuras devem ser limitadas ao nUmero minimo necessario para uma
explicacéo clara. Vocé deve garantir que o texto, as figuras, as citagdes e as referéncias estejam
de acordo com os estilos do periddico descritos neste documento. Um estilo EndNote para o
periodico pode ser baixado aqui .

Observe que a numeracdo de linhas e paginas é necessaria para todos 0s manuscritos enviados.
A pégina de titulo deve incluir:

O titulo do artigo, que deve ser curto (de preferéncia com até 12 palavras), mas informativo
e refletir com precisdo o contetdo.

Nomes dos autores e detalhes de contato: liste uma breve afiliacdo para cada autor, incluindo o
pais (atribuido com numeros sobrescritos) abaixo dos nomes dos autores e, além disso, indique
0 autor correspondente com um asterisco e, neste caso, forneca um endereco de e-mail.
Contagem de palavras, incluindo todo o texto, mas excluindo tabelas, figuras e referéncias.
Em Comunicacdes Breves , adicione o texto '‘Comunicacdo Breve:' no inicio do titulo do seu
artigo.

O resumo deve ser um resumo néo estruturado. N&o deve exceder 250 palavras, mas deve
fornecer ao leitor um resumo completo do artigo. Deve incluir uma breve introducédo ao artigo,
0 método, as principais descobertas e as conclusoes.

O corpo do manuscrito deve ser dividido em sec6es, como Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias.

Em Comunicacdes Breves , os resultados e a discussdo devem ser descritos e discutidos sob o
titulo 'Resultados e Discussao'.

Certifique-se de que todos os titulos estejam de acordo com o estilo do periodico:

Titulos principais digitados em negrito com inicial maidscula apenas: ' Resumo ', ' Materiais e
métodos '

Subtitulos: digitados em italico (exceto as palavras e simbolos que seriam escritos em italico
no texto), por exemplo, ' Coleta de amostras .

Vocé deve identificar no texto onde figuras e tabelas devem ser inseridas. Use abreviacgdes
padrdo (por exemplo, fig. e figs.), unidades métricas, grafia britdnica em vez de americana e
use agrafia"z" em vez de "s" em palavras com "ize". Use italico para nomenclatura taxonémica.

Vocé deve citar todas as figuras, tabelas e arquivos suplementares no texto. As figuras/tabelas
devem ser numeradas sequencialmente conforme aparecem no texto.

Para citacOes de pesquisa, use "&" para dois autores e " et al. " para trés ou mais autores. Use
"a", "b", etc., conforme definido pela ordem alfabética na lista de referéncias, se estiver citando



mais de um artigo do mesmo autor. Organize a citacdo em ordem cronoldgica por ano de
publicacdo. Por exemplo, "(Blackman et al. , 1994; Roberts & Kumar, 1995)".

Use os estilos 'Polaszek (1996)', 'Zhang & Hewitt (1997)' e 'Harry et al . (1998)' no inicio ou
dentro de uma frase. Caso contrario, use '(Polaszek, 1996)', ‘(Taylor & Davies, 1989)' ou '(Hu
etal., 1996)"

Agradecimentos

Vocé pode reconhecer individuos ou organizacbes que forneceram aconselhamento e apoio
(ndo financeiro). O apoio financeiro formal e o financiamento devem ser listados na se¢éo a
sequir.

Apoio financeiro

Forneca detalhes das fontes de apoio financeiro para todos os autores, incluindo nimeros de
bolsas.

Por exemplo, “Este trabalho foi apoiado pelo Medical Research Council (nimero da bolsa
XXXXXXX)”. Vérios numeros de bolsa devem ser separados por virgula e espago, e quando a
pesquisa foi financiada por mais de uma agéncia, as diferentes agéncias devem ser separadas
por ponto e virgula, com “e” antes do financiador final. Bolsas detidas por diferentes autores
devem ser identificadas como pertencentes a autores individuais pelas iniciais dos autores. Por
exemplo, “Este trabalho foi apoiado pelo Wellcome Trust (AB, nimeros da bolsa XXXX,
YYYY), (CD, nimero da bolsa ZZZZ); o Natural Environment Research Council (EF, nimero
da bolsa FFFF); e os National Institutes of Health (AB, nimero da bolsa GGGG), (EF, nimero
da bolsa HHHH)”. Quando nenhum financiamento especifico foi fornecido para pesquisa,
forneca a seguinte declaracdo: “Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma bolsa especifica de
nenhuma agéncia de financiamento, setores comerciais ou sem fins lucrativos.”

Declaragéo de conflito de interesses

Todos os autores devem incluir uma declaracdo de conflito de interesses em seu manuscrito.
Esta declaracéo estard sujeita a revisao editorial e podera ser publicada no artigo.

Conflitos de interesse sdo situacdes que podem ser percebidas como exercendo influéncia
indevida sobre o conteddo ou a publicacdo da obra de um autor. Podem incluir, entre outros,
relacionamentos ou situacgdes financeiras, profissionais, contratuais ou pessoais.

Se 0 manuscrito tiver multiplos autores, o autor que o submete deve incluir declaragdes de
conflito de interesses relevantes para todos os autores contribuintes. Um exemplo de declaragéo
é o0 seqguinte: "Conflito de interesses: O autor A é funcionario da empresa B. O autor C possuli
acOes da empresa D, faz parte do Conselho da empresa E e € membro da organizacéo F. O autor
G recebeu subsidios da empresa H." Se ndo houver conflitos de interesses, a declaracdo deve
declarar "Conflito de interesses: O(s) autor(es) declara(m) que ndo ha".

Padrdes éticos

Quando a pesquisa envolver experimentacdo humana e/ou animal, as seguintes declaragdes
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devem ser incluidas (conforme aplicavel): “Os autores afirmam que todos os procedimentos
que contribuem para este trabalho estdo em conformidade com os padrfes éticos dos comités
nacionais e institucionais relevantes sobre experimentacdo humana e com a Declaracdo de
Helsinque de 1975, revisada em 2008.” e “Os autores afirmam que todos os procedimentos que
contribuem para este trabalho estdo em conformidade com os padrdes éticos dos guias nacionais
e institucionais relevantes sobre o cuidado e uso de animais de laboratorio.”

Etica de Publicagio

Visite esta pagina para obter informacdes sobre nossas diretrizes éticas.

Referéncias

Nas Referéncias , utilize o titulo principal " Referéncias ". Organize as referéncias em ordem
alfabética, utilizando o estilo de referéncia CambridgeA. Todas as palavras do titulo do
periddico devem ser escritas por extenso e comecar com a inicial maidscula. O titulo do artigo
deve ter a inicial maidscula na primeira palavra e as demais, que ndo sejam nomes proprios,
devem ser escritas em mindscula. Por exemplo:

Jornal

Molloy, S, Holland C e O'Regan, M. (1995) Biologia populacional de Pomphorhynchus laevis
em trutas marrons de dois lagos no oeste da Irlanda. Journal of Helminthology 69 , 229-23.

Publicagdes online: Se um artigo for publicado online, mas ainda ndo tiver sido publicado em
uma edicdo impressa, informe o DOI do artigo. Apo6s a publicacdo impressa, a referéncia
completa deve ser fornecida da maneira usual.

Livro

Bailey NTJ (1995) Métodos Estatisticos em Biologia . 3% ed. Cambridge: Cambridge
University Press.

Capitulo de um livro

Sanderson CJ (1993) Citocinas ativas em eosindfilos. Em Makino S. e Fukuda T. (orgs.),
Eosindfilos: Aspectos Bioldgicos e Clinicos . Boca Raton: CRC Press, pp. 274-284.

Sites
Organizacdo Mundial da Saude (2011) Relatério Mundial sobre Deficiéncia. Genebra: WHJO.
Disponivel em https://www.who.int/disabilities/world_report/2011/en (acessado em 1° de
janeiro de 2023).
Figuras

Todos os arquivos de figuras devem ser salvos como TIFs, no tamanho final e na resolucéo

apropriada (600-1200 dpi para arte-final e 300 dpi para fotografias). Outros formatos de
arquivo ou figuras 'coladas’ em arquivos do Word nédo séo aceitos. Figuras coloridas devem ser
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salvas em CMYK (ndo RGB). Projete suas figuras com o formato de péagina do periodico em
mente (largura da coluna 80 mm, com uma area de texto de 170 x 225 mm), fazendo o melhor
uso do espaco da pagina. Use uma fonte sem serifa, como Arial 9pt ou Helvetica. Nao inclua o
numero da figura (por exemplo, Fig. 1) dentro da figura. No entanto, em figuras compostas por
varias partes, vocé deve incluir rotulos em fonte minuscula para cada parte da figura: (a), (b),
(c) etc. As legendas das figuras devem ser inseridas no final do arquivo de texto principal, ndo
digitadas dentro da figura. Os rétulos nos eixos do grafico devem ter uma letra maiuscula inicial
e devem estar ao longo dos eixos do grafico, ndo perpendiculares aos eixos.

Tabelas

As tabelas devem ser inseridas no arquivo principal do manuscrito, no final do documento, e
ndo dentro do texto principal. Cada tabela deve ser inserida em uma pagina separada e sua
posicdo aproximada no texto deve ser indicada no texto datilografado. As tabelas devem ser
fornecidas em formato modificavel, ndo como graficos. Tabelas grandes ou tabelas adicionais
podem ser enviadas como Material Suplementar , disponivel apenas online .

Sempre que possivel, suas tabelas devem ser projetadas para serem impressas na orientacao
normal do texto. Coloque uma Unica régua no topo e no rodapé da tabela e abaixo dos titulos
das colunas. Dentro do corpo da tabela, os dados devem ser agrupados de forma a tornar o uso
de réguas desnecessario (ndo use linhas horizontais e verticais dentro do corpo da tabela). Nao
use sombreamento de fundo.

Use a inicial maidscula nos titulos de coluna e de linha. Digite o nUmero da tabela e um titulo
curto no topo da tabela.

Chaves

As chaves devem ser colocadas no arquivo principal do manuscrito, no final do documento, e
ndo dentro do texto principal. Cada chave deve ser colocada em uma pagina separada e sua
posicdo aproximada no texto deve ser indicada no texto datilografado. As chaves devem ser
fornecidas em um formato modificavel, e ndo como gréaficos.

Suas chaves devem ser projetadas para serem impressas na orientacdo normal do texto, em
largura de pagina inteira.

Forneca uma legenda curta para ser colocada abaixo da legenda.
Material suplementar

A plataforma online oferece aos autores a oportunidade de incluir material que seria impossivel
ou impraticavel incluir na versdo impressa, por exemplo, conjuntos de dados extensos,
estruturas/imagens 3D ou arquivos de video. Vocé deve enviar o Material Suplementar ao
mesmo tempo em que submete seu manuscrito. Se aceito, este material sera disponibilizado
online juntamente com o artigo publicado. Os autores devem garantir que mencionem em seus
artigos que o Material Suplementar esta disponivel no site do periddico.

No cabecalho da primeira pagina do seu arquivo de Material Suplementar , digite " Journal of
Helminthology ", o titulo do artigo, 0s nomes dos autores e, em seguida, as inclusdes relevantes.
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Observe que (ao contrario das figuras incluidas no artigo impresso) legendas ou legendas devem
ser incluidas em todas as figuras e tabelas do Material Suplementar . VVocé deve numerar as
figuras ou tabelas com o prefixo "S", por exemplo, Figura Suplementar S1, Tabela Suplementar
S1.

Embora o Material Suplementar seja revisado por pares, ele ndo é revisado ou formatado,
sendo disponibilizado no site do periddico exatamente como fornecido. Vocé deve verificar
seus arquivos com atencdo. Os materiais suplementares serdo publicados com 0s mesmos
metadados do seu artigo original e séo considerados parte formal do registro académico,
portanto, ndo podem ser retirados ou modificados, exceto por meio de nossos processos de
correcdo de artigos. Lembre-se disso ao decidir qual conteddo incluir como Material
Suplementar . Mais informacdes podem ser encontradas aqui.

Acesso aberto

Os autores tém a opc¢do de publicar seus artigos sob um acordo de Acesso Aberto, mediante o
pagamento de uma Taxa de Processamento de Artigo (APC) Unica. Nesse caso, a Versao de
Registro (VoR) final publicada sera disponibilizada gratuitamente a todos, perpetuamente, sob
uma licenca Creative Commons, permitindo sua reutilizagdo e redistribuicdo. Essa opcéo de
Acesso Aberto so é oferecida aos autores mediante a aceitacdo do artigo para publicacdo. Para
mais informacdes, consulte aqui.(abre em uma nova aba).

Servico de edicéo de idiomas da Cambridge

Sugerimos que autores cuja primeira lingua ndo seja o inglés tenham seus manuscritos revisados
por um falante nativo de inglés antes do envio. Isso é opcional, mas ajudara a garantir que
quaisquer submissdes que passem pela revisdo por pares possam ser julgadas exclusivamente
pelo mérito académico. Oferecemos um servico de Cambridge, sobre o qual vocé pode saber
mais aqui , e sugerimos que os autores entrem em contato conforme apropriado. Observe que
0 uso de servicos de revisao linguistica € voluntario e por conta do autor. O uso desses servicos
ndo garante que 0 manuscrito seré aceito para publicacdo, nem restringe o autor a submeté-lo a
um periddico publicado em Cambridge.

AutorAlID

A AuthorAID é uma rede global que fornece suporte gratuito, orientagcdo, recursos e
treinamento para ajudar pesquisadores em paises de baixa e media renda a escrever, publicar e
comunicar seu trabalho.

Os principais recursos do AuthorAlD séo:

Um espaco comunitario para discussdo e perguntas(abre em uma nova aba) onde 0s
pesquisadores podem se beneficiar de conselhos e percepcbes de membros de todo 0 mundo
Acesso a uma variedade de documentos e apresentagdes(abre em uma nova aba) sobre as
melhores préaticas em escrita e publicacao

Workshops de treinamento em todo o mundo (abre em uma nova aba) e MOOCs sobre escrita
cientifica



13

Uma oportunidade de fazer networking com outros pesquisadores
Mentoria pessoal (abre em uma nova aba) por pesquisadores altamente publicados e editores
profissionais

Para autores iniciantes na publicacdo de artigos de pesquisa, recomendamos que utilizem os
recursos do AuthorAlID antes de submeter seu artigo ao Journal of Helminthology . Através da
rede AuthorAlID, é possivel encontrar orientacGes para auxiliar pesquisadores no processo de
redacdo e submissdo de artigos cientificos, dicas sobre como responder a comentarios de
revisores, bem como no desenho de pesquisas e na solicitacéo de bolsas.

Observe que buscar suporte atraves do AuthorAID néo garante a aceitacdo para publicacdo no
Journal of Helminthology nem afetara o processo editorial de nenhuma forma.

Uso de ferramentas de inteligéncia artificial (1A)

Reconhecemos o uso crescente de ferramentas de inteligéncia artificial (1A) nos processos de
pesquisa e escrita. Para garantir a transparéncia, esperamos que qualquer uso desse tipo seja
declarado e descrito integralmente aos leitores, e que esteja em conformidade com nossa
politica de plagio e as melhores préticas em relagdo a citaches e agradecimentos. N&o
consideramos que ferramentas de inteligéncia artificial (IA) atendam aos requisitos de
responsabilizacido de autoria e, portanto, ferramentas de IA generativas, como ChatGPT e
similares, ndo devem ser listadas como autor em nenhum contetido submetido.

Em particular, qualquer uso de uma ferramenta de I1A:

para gerar imagens dentro do manuscrito deve ser acompanhada de uma descri¢do completa do
processo utilizado e declarada claramente na(s) legenda(s) da(s) imagem(ns)

gerar texto dentro do manuscrito deve ser acompanhado de uma descri¢do completa do processo
utilizado, incluir referéncias e citacdes apropriadas e validas e ser declarado nos
Agradecimentos do manuscrito.

analisar ou extrair insights de dados ou outros materiais, por exemplo, por meio do uso de texto
e mineracdo de dados, deve ser acompanhado por uma descricdo completa do processo usado,
incluindo detalhes e citagOes apropriadas de quaisquer conjuntos de dados ou outros materiais
analisados em todas as areas relevantes e apropriadas do manuscrito

ndo deve apresentar ideias, palavras, dados ou outros materiais produzidos por terceiros sem o
devido reconhecimento ou permissédo

As descrigbes dos processos de IA utilizados devem incluir, no minimo, a versdo da
ferramenta/algoritmo utilizado, onde pode ser acessado, quaisquer informacdes proprietarias
relevantes para o uso da ferramenta/algoritmo, quaisquer modificacdes feitas pelos
pesquisadores na ferramenta (como a adi¢do de dados ao corpus publico da ferramenta) e a(s)
data(s) em que foi utilizada para o(s) proposito(s) descrito(s). Quaisquer conflitos de interesses
relevantes ou potenciais vieses decorrentes do uso da ferramenta/algoritmo devem ser
declarados de forma transparente e podem ser discutidos no artigo.
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