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RESUMO
SILVA, Marcos Aurélio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2018.
Diversidade morfolégica do género Astyanax Baird & Girard, 1854 (Teleostei,
Characidae) de bacias adjacentes. Orientador: Rubens Pazza. Coorientadores: Karine
Frehner Kavalco e Jorge Abdala Dergam dos Santos.
A regido neotropical € altamente diversa em peixes teledsteos de dgua doce e se estende por
vastas regifes da América do Sul. O género Astyanax comporta peixes de pequeno porte
encontrados nos afluentes e calhas das grandes bacias brasileiras, como dos rios Parané e Séo
Francisco. Esse grupo tem sido ostensivamente estudado do ponto de vista cromossémico e
molecular, mas ainda esta envolto em problemas de localizagdo filogenética, justificando seu
posicionamento incertae sedis, a0 mesmo tempo em que tem uma ampla diversidade de
formatos e habitats. Nosso estudo contou com as analises das variacGes de configuracao
corporal em sete espécies do género Astyanax, nos complexos bimaculatus, fasciatus e
scabripinnis com o uso de morfometria geométrica. Obtivemos imagens de 167 individuos,
delimitamos marcos anatémicos bidimensionais que entdo submetemos a analise generalizada
de procrustes, regressdo multivariada e posterior ordenacdo por PCA e CVA, com o0 n sendo
estatisticamente suportado. Os resultados mostraram variacdo conspicua entre dois grandes
grupos, relacionados principalmente as variaces de altura na configuracdo corporal,

suportando a existéncia de diferentes unidades evolutivamente significativas moldadas

morfologicamente pela pressdo do meio e com 0 que pode ser especiacdo incipiente.



ABSTRACT
SILVA, Marcos Aurélio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2018. Morphological
diversity of the Astyanax genus, Baird & Girard, 1854 (Teleostei, Characidae) of

adjacent basins. Advisor: Rubens Pazza. Co-advisors: Karine Frehner Kavalco and Jorge
Abdala Dergam dos Santos.

The Neotropical region is highly diverse in freshwater teleost fishes and extends through vast
regions of South America. The Astyanax genus is formed by small fish found in the tributaries
and main rivers of the great Brazilian basins, such as the Parand and S&o Francisco Rivers.
This group has been well studied from a chromosomal and molecular point of view, but is still
involved in problems of phylogenetic location, justifying its incertae sedis position, while
having a wide diversity of formats and habitats. Our study counted on the analysis of body
shape variations in seven species of the Astyanax genus, in the bimaculatus, fasciatus and
scabripinnis complexes with the use geometric morphometrics. We obtained images of 167
individuals, delimited two-dimensional landmarks that we then submmit to the generalized
analysis of procrustes (GPA), multivariate regression and, later, ordination by PCA and CVA,
with the sample being statistically supported. The results showed conspicuous variation
between two large groups, mainly related to height variations in the body shape, supporting
the existence of different evolutionarily significant units morphologically shaped by the

pressure of the environment and with what may be incipient speciation.
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Introducéo

A ictiofauna neotropical de agua doce é notavelmente rica e diversa (Reis et al., 2003),
com a maior parte das espécies pertencente as ordens Siluriformes e Characiformes. A
regido ictiofaunistica Neotropical se estende por mais de 17000 kmz2 e, apesar de toda
essa excepcional riqueza, ela é relativamente pobre em altos niveis taxonémicos, com
apenas 17 ordens, comparadas com as 26 ordens da bacia do Mississipi e bacias
circundantes (Albert et al., 2011).

O rio Parané é o segundo rio mais longo da América do Sul (4, 695 km) e o décimo no
mundo em descarga de dgua e o quarto em area de drenagem (Agostinho et al., 1995)
cobrindo aproximadamente 891,000 km? de Floresta Tropical Atlantica e Cerrado na
regido mais urbanizada e explorada do Brasil (Pereira et al. 2013). Comparado com
outras grandes bacias brasileiras, o alto rio Parana é considerado um dos mais
intensamente estudados (Agostinho et al., 2007) e segundo Castro et al. (2004) [trocar
por Langeani] possuia por volta de 270 espécies descritas. A bacia do rio S&o Francisco,
0 quarto maior rio do Brasil, possui pelo menos 205 espécies de peixes (Alves et al.,
2007).

A ordem Characiformes inclui o género Astyanax, reconhecido hoje como Incertae sedis
dentro da familia (Lima et al., 2003) devido a sua origem polifilética (Weitzman e
Malabarba, 1998), e atualmente é composto de 210 espécies validas (Fishbase).
Distribui-se ao longo do sul dos Estados Unidos até a Argentina Central (Ornelas-Garcia
et al., 2008) e a sistematica desse grupo continua pobre e confusa (Castro et al., 2015),
entretanto, conhecer a taxonomia dos peixes € uma condicéo basica para a conservagédo

das especies (dos Santos et al., 2016).



“Astyanax bimaculatus” é considerado um complexo de espécies. Compreendendo pelo
menos 20, todas elas caracterizadas por um ponto negro oval e horizontal na regido
humeral, duas barras marrons verticais na regido humeral, e um ponto negro no
pedinculo caudal estendendo-se acima da extremidade dos raios caudais medianos
(Garutti e Britski, 2000). Dentro do complexo sdo encontrados, respectivamente, na
bacia do alto Parana e Sao Francisco Astyanax altiparanae (Garutti e Britski, 2000) e
Astyanax lacustris (Lltken, 1875), espécies que pouco diferem morfologicamente,
sempre levantando questfes acerca da validade das mesmas (Peres et al., 2012). Lucena
e Soares (2016) em revisdo do complexo assumiram com base em dados meristicos que
Astyanax altiparanae, Astyanax asuncionensis e Astyanax jacuhiensis sdo sindnimos
juniores de Astyanax lacustris.

Astyanax scabripinnis e Astyanax fasciatus sdo entidades taxonomicas de ictiofauna
neotropical de agua doce, e suas caracteristicas morfoldgicas e cariotipicas sugerem que
elas também sdo complexos de espécies (Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Centofante et
al., 2003; Pazza et al., 2006; Abel et al., 2006). Entretanto, Lima et al. (2003) elevaram
sem profundas andlises Astyanax paranae e Astyanax rivularis, antes subespécies de
Astyanax scabripinnis, a unidades taxonémicas independentes.

A morfometria geométrica é uma abordagem desenvolvida que analisa informacdo na
covariacdo espacial entre marcos anatomicos (Rohlf e Marcus, 1993). Como a
morfometria geométrica se apoia em varidveis de configuracdo comparaveis
estatisticamente e multivariadas, € possivel reconstruir um grupo consenso de
configuracdo e uma configuracao hipotética do ancestral comum (Clabaut et al., 2006).
O shape retém as variaveis de forma e configuracéo, o que exclui a variavel tamanho do
espaco tangente, tratando-se de uma abordagem adequada para compreender as diversas

causas de variacdo morfoldgica e transformacao fenotipica (Zelditch et al., 2012). Shape



é entdo definido por toda a informagdo geométrica acerca da configuracdo de marcos
anatdmicos invariavel no tamanho, posicéo e orientagdo (Dryden & Mardia, 1998).

Neste trabalho, com o uso dos dados morfométricos, estudamos sete espécies de
diferentes bacias brasileiras e verificar se sua variagdo no shape independe ou ndo da
pressdo do meio. Foi possivel avaliar a variagdo de shape das diferentes de amostras nos
afluentes da bacia do alto rio S&o Francisco e da bacia do alto rio Parana determinando
os shapes meédios interespecificos e interpopulacionais afim de se visualizar
estruturacéo e proximidade daquelas que podem ser diferentes unidades evolutivamente

significativas.

Materiais e Métodos

Analisamos os individuos a partir do material disponivel e identificado segundo as
chaves de identificagdo vigentes (Britski et al., 1986; Da Graca e Pavanelli, 2007)
tombado na colecdo zooldgica do Laboratorio de Genética Ecoldgica e Evolutiva da
UFV CRP, Rio Paranaiba, Minas Gerais, Brasil; proveniente de pontos diversos nas
bacias dos rios Parana e alto Sdo Francisco (Fig. 1) e que possuem menos de 10 anos.
Os corpos d’agua que serviram de pontos de amostragem variavam em relagao ao fluxo
da correnteza: ambientes l6ticos e Iénticos (rios caudalosos, rios com forte corrente e
represas).

Para as analises de morfometria geométrica, portanto, obtivemos fotografias dos
especimes (N=167) de 17 diferentes pontos de amostragem, compostas de
aproximadamente 10 individuos cada (Tab. 1) utilizando maquina fotografica Sony

Cybershot com tripé acoplado em zoom de 4x. Cada espécime foi fotografado pela



mesma pessoa, incluidos em um sistema de coordenadas X/Y, usando o software
TpsDig v.1.4 (Rohlf, 2003) com delimitagdo de 14 marcos anatomicos (landmarks) na
face esquerda do corpo (Fig. 2a e Fig. 3a) e fator de escala calibrado em 1cm e a matriz
gerada foi utilizada nas analises posteriores.

As matrizes de shape foram obtidas seguindo uma série de procedimentos: analise
generalizada de procrustes (GPA; Rohlf e Slice, 1990), regressdo multivariada das
coordenadas de procrustes vs. tamanho do centroide com o objetivo de tirar o efeito da
alometria utilizando o programa MorphoJ 1.06 (Klinberg, 2011), extracdo da matriz de
covariacdo e analise dos componentes principais (PCA) dos residuos de procrustes. Para
avaliar a variacdo no formato entre os grupos, portanto, procedemos com a anélise de
variacdo canénica (CVA), que € uma analise de ordenacdo adequada para capturar a
variacdo multidimensional e discriminar grupos pré-definidos (Zelditch et al., 2004)
também no programa MorphoJ 1.06. Na PCA foram utilizados classificadores
taxondmicos e ecoldgicos para visualizar a distribuicdo dos scores no morfoespaco:
espécies, complexos e ambientes. O teste de normalidade Shapiro-Wilkins e o teste de
Levene, para verificagdo de homocedasticidade das amostras, foram feitos através do

programa PAST 3 (Hammer & Harper, 2001).

Resultados

O teste de normalidade Shapiro-Wilkins provou a homocedasticidade das amostras e sua
distribuicdo normal com p>0.9. A andlise de componentes principais (Fig. 2b) revelou
certa ordenacdo morfoespacial entre as unidades A. rivularis/A. paranae com as dos

complexos bimaculatus e fasciatus (ver Material Complementar) em relagdo aos eixos



PC1, responsavel por 43,9% da variacdo, e PC2, responsavel por 11,4% da variagdo. A.
altiparanae se sobrepds com A. lacustris (também do complexo bimaculatus) A.
asuncionensis e A. abramis, bem como com A. fasciatus. Posicionados no outro
extremo do morfoespaco, em sobreposicéo, estdo A. paranae e A. rivularis.

A anélise de varidveis candnicas (Fig. 3b) por sua vez demonstra essa estruturagdo com
grupos discriminantes e as varidveis envolvidas no dobramento da grade de deformacao,
onde o complexo bimaculatus se diferencia nitidamente de A. paranae e A. rivularis, ao
longo do eixo da CV1, responsavel por 59,9% da variagdo, com auséncia de
sobreposicao entre as duas espécies representantes do antigo complexo scabripinnis: A.
paranae e A. rivularis (esse que se distancia muito de qualquer uma das outras espécies
no espago tangente). Astyanax fasciatus se encontra entre A. paranae e A.rivularis ao
longo da CV2 e na mesma posicdo ao longo da CV1. Astyanax asuncionensis
permanece separado no morfoespaco das demais espécies do complexo bimaculatus
sobrepondo-se a Astyanax abramis. No nivel intraespecifico ndo houve separacao

visivel entre as amostras.

Discussao/Conclusdo

Os mecanismos de evolucdo alopatrica e simpatrica podem levar ao surgimento de
homoplasias, com convergéncia e paralelismo sendo exemplos notaveis e até mesmo
confluentes (ver: Ridley, 2004; Arendt e Reznick, 2008; Muschick, 2012). Os resultados
desse trabalho indicam paralelismo incipiente dentro dos complexos bimaculatus e
scabripinnis, sem ligagdo com a bacia propriamente dita, mas com as caracteristicas da

coluna d’agua de cada ponto de ocorréncia. E possivel que a pressdo seletiva do meio



esteja moldando o shape dessas populages, j& que a forma do corpo dos peixes pode
ser interpretada como resultado de adaptacdes evolutivas as pressdes ambientais (Breda
et al., 2005), separando os dois grandes blocos de acordo com seguintes configuragdes:
corpo lateralmente comprimido e ovalado (abramis, altiparanae, asuncionensis e
lacustris) e corpo fusiforme (paranae e rivularis), que permitem a esses grupos a
sobrevivéncia e exploracdo dos nichos onde estdo presentes. Hanish et al. (2014)
demonstraram, com estudos meristicos e de indices de compressdo corporal, a
existéncia de padrbes de diversificagdo em A. altiparanae de acordo com a velocidade
de corrente a interferéncia antrdpica nos leitos de riachos, corroborando o carater
seletivo sobre as populagdes de caracideos e sua ecomorfologia. Em adicdo, Desordi et
al. (2011) também por meio de analises meristicas em A. asuncionenesis e A. lacustris
defenderam as hipoteses de manutencdo do fendtipo ancestral em Astyanax e a
existéncia de caracteres homoplésicos indicando a ocorréncia de paralelismo.

As espécies que compde o complexo bimaculatus tiveram sua ocorréncia restrita a leitos
de riachos e rios caudalosos com baixo fluxo, assim como A. fasciatus nas duas bacias.
Este, porém, também se distribui em cabeceiras de aguas em forte corrente,
representadas aqui pelo corrego Olhos d’Agua. Vale notar que A. fasciatus permanece
oscilando entre os dois maiores grupos identificados (Fig. 3) e quando ha separacgdo se
estrutura proximo aos representantes do complexo scabripinnis (Fig. 4).

A presséo seletiva do meio no shape pode explicar a diferenca entre os dois grandes
grupos observados, mas ndao o é em niveis populacionais e de pequenos grupos, No caso
dos complexos bimaculatus e fasciatus, embora diferengas cromossomicas e
moleculares sejam detectadas (Fernandes et al., 2014; Piscor et al., 2015; Da Silva et
al., 2016; Kavalco et al., 2016;). A. fasciatus € um complexo puramente cromossémico,

considerado assim devido a variacdo em simpatria do n° diploide, (Artoni et al., 2006)



embora apresente grande plasticidade fenotipica (Pazza et al., 2015). De acordo com a
andlise de variaveis canénicas, as populacbes desse grupo se aproximam muito de A.
paranae e A. rivularis, se distanciando dos representantes do complexo bimaculatus em
razdo do shape e corroborando a proximidade molecular e cromossomica encontrada
por Pazza et al. (2018) onde, analisando o gene ATPase 8, o0s autores obtiveram por
andlise de méxima verossimilhanca um clado inteiramente distinto com as trés espécies
juntamente com Astyanax bockmanni e Astyanax bifasciatus. Podemos, entdo, estar
diante de casos de especiacdo incipiente, em que unidades levemente distintas s&o
detectadas, mas ainda ndo totalmente separadas; em toda a instancia, a diversidade
morfolodgica e suportada.

A morfometria geométrica, desde sua introducdo ao final dos anos 1980, foi utilizada
nos mais diversos tipos de estudos bioldgicos: anatdmicos, ontogenéticos, ecoldgicos,
filogenéticos e, claro, taxondmicos. Na resolucdo de problemas taxonémicos
diretamente relacionados a identificacdo e separacdo de espécies, a metodologia levou a
resultados promissores na investigacdo de complexos de espécies em insetos
himendpteros (Baylac et al., 2003), géneros de mamiferos (Fadda e Corti, 2001; Evin et
al., 2008) e assembleias de peixes (Douglas et al., 2001; Farré et al., 2013; Pérez-
Quifidnez et al., 2016).

Os resultados inicialmente corroboram a diferenca entre A. paranae e A. rivularis, que
também apresentam divergéncias cromossémicas e moleculares (Maistro et al., 1998;
Vicari et al., Silva et al., 2014), reforcando a hipdtese de duas unidades evolutivamente
significativas incluidas no complexo scabripinnis.

Essas especies foram elevadas somente por Lima (2003) sem analises taxonémicas
aprofundadas. Autores subsequentes continuaram a deixa-las nominalmente no

complexo scabripinnis (Bertaco e Lucena, 2006; Ingenito e Duboc, 2014). Em seu



trabalho ainda néo-publicado, Oliveira (2017) faz uma extensa revisdo do complexo e
propOe a redescricdo e formalizacdo de A. paranae e A. rivularis com base em
caracteres meristicos.

Astyanax abramis e Astyanax asuncionensis, por sua vez, formam um grupo distinto em
relacdo aos demais representantes do complexo bimaculatus, contrariando a proposi¢ao
de Lucena et al. (2016) de serem exatamente a mesma unidade que A. altiparanae e A.
lacustris. Ndo obstante, mais estudos integrados de morfologia e genética se mostram
necessarios; a diversidade desse género reflete a natureza complexa da identificacdo de
espécies de caraciformes Neotropicais, devido a plasticidade fenotipica dos caracteres
morfolégicos tradicionalmente usados para determinacdo de espécies, resultando em
muitos erros de identificacdo (Rossini et al., 2016).

Os dados gerados sdo de utilidade para compreender melhor a diversificagdo fenotipica
do grupo e suas posic¢les de classificacdo, ja que propiciaram estruturacdo suficiente a
nivel de shape para suportar a hipotese de pressdo seletiva do meio moldando a
configuracdo corporal, bem como a existéncia do complexo bimaculatus e das demais
unidades evolutivamente significativas. Também propiciardo um ponto de partida, junto
com outros trabalhos recentes, no aumento do uso de morfometria geométrica bi e
tridimensional, de maneira solo ou integrada, no estudo da evolucdo e morfoecologia
das assembleias de peixes neotropicais, especialmente no género Astyanax e seus
complexos de espécies.

Nossos resultados indicam, portanto, que as unidades estdo com seus morfotipos
sujeitos ao que pode ser um caso de paralelismo dentro dos dois grandes grupos
notados, com evolucdo divergente entre 0s mesmos havendo diversificacdo em

diferentes ambientes sujeitos a pressdo na qual suas configuracGes corporais estdo



atreladas (ver Material Complementar) e com uma unidade, A. fasciatus, que parece

deter maior plasticidade fenotipica.
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Figura 1: Proveniéncia dos espécimes nas drenagens das duas bacias no mapa principal. Acimae a

esquerda, mapa da América do Sul com destaque para o Brasil indicando o aumento nas regides central e

do sudeste.
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Figura 2: a - Conjunto de marcos anatdmicos em exemplar de A. rivularis, barra=2cm: 1-ponto distal do
rostro; 2-inser¢do anterior da nadadeira dorsal; 3-inser¢do posterior da nadadeira dorsal; 4-inser¢éo
posterior da nadadeira adiposa; 5-inser¢cdo do primeiro raio superior da nadadeira caudal; 6-insercdo do
primeiro raio inferior da nadadeira caudal; 7-inser¢do posterior da nadadeira anal; 8-insercdo anterior da
nadadeira anal; 9-insercdo da nadadeira ventral; 10-inser¢do da nadadeira peitoral; 11-limite inferior da
abertura opercular; 12-limite superior da abertura opercular; 13-extremidade anterior do olho; 14-
extremidade posterior do olho; b - PCA indicando ordenacg&o das cinco unidades evolutivas em relagdo ao
shape com os scores variando em relagdo as principais componentes 1 e 2 e onde o grande de

deformacdo mais se dobrou por interpolacio dos marcos anatdmicos homdblogos.
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Figura 3: a - Conjunto de marcos anatémicos em exemplar de A.rivularis, barra=2cm; b - Analise de

variaveis candnicas (CVA) com as unidades evolutivas em estruturagdo. A CV1 dobrou a grade nos

marcos anatdmicos relacionados a altura e a CV2 em relacdo aos marcos que estdo relacionados as poucas

curvaturas.
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Anexos

Protocolo adaptado de morfometria geométrica

Fotografia:

-Preparar a bancada com veludo preto;

-Posicionar o tripé e regular a altura de acordo com o tamanho dos espécimes;
-Regular 0 zoom da cAmera de acordo com o tamanho dos espécimes;
-Preparar etiquetas com espécie, voucher e ponto de amostragem;

-Ative ou ndo o flash de acordo com a luminosidade disponivel;

-Posicione o espécime com a face esquerda do corpo para cima (Characiformes) ou com

0 dorso para cima (Siluriformes);
-Fotografe.

Obs: As fotografias devem ser tiradas pela mesma pessoa.

tpsUtil:

-Renomear todos os arquivos de imagem de acordo com a etiqueta;

-Ap0s abrir o programa tpsUtil > select operation > built tps files from images > input >
clique na primeira imagem da pasta > output > nomeie 0 arquivo de saida. tps >

compute.

tpsDIG:

-Abra o programa tpsDIG > file > input source > selecione seu arquivo > options >

image tools > clear > selecione “1 centimeters” > Set Scale > Ok. Mode > Digitalize
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landmarks > clique sobre a figura escolhendo os marcos anatdmicos homologos > Save

data as... XXxx.tps.

MorphoJ:

-Abra o programa MorphoJ > Create New Dataset > Preliminaries > New procrustes fit

> Perform procrustes fit.

> Preliminaries > Edit classifiers > separar 0s grupos de acordo com seu estudo

(populagdes, espécies).

> Project tree > newDataset > Covariation > Regression > Dependent variable(s):
Datasets — newDataset; Data matrices - newDataset, Procrustes coordinates; Variables -
Procrustes coordinates _ Independent variable(s): Datasets — newDataset; Data matrices
— newDataset, centroid size; Variables — Centroid Size > Perform permutation test,
Number of rounds: 10000 > Pooled regression within subgroups > Execute.

> Project Tree > Regression, results > Generate Covariance Matrix > Selected:
Regression, results — Data types: Regression residuals > Pooled within-group

covariances > Execute.

> Project Tree > CovMatrix, Regression, results, RegResid, pooled by xxx, > Variation

> Principal Component Analysis.

>Project Tree > CovMatrix, Regression, results, RegResid, pooled by xxx, >
Comparison > Canonical Variate Analysis > Dataset: Regression, results — Data type:
Residuals, Regression > Permutation test for pairwise distances — Number of iterations:
10000 > Execute

26



Regras de formatacéo textual do periodico Acta Zoologica

Format

Title Page

Title, name(s) of author(s), institution(s), full address(es), email address(es) and a
condensed title of up to 45 characters to be used as the running head.

The names, emails and Institutions of all of the authors included in the paper

The names, Institutions and emails of two suggested reviewers. Please do not suggest
scientists based in your own institution or close collaborators elsewhere, as this will be
viewed as a conflict. It is at the discretion of the Editors whether the suggested
reviewers are approached for a review.

If the manuscript is a revision or re-submission, please upload a point-by-point response
statement in the "Response to decision letter' field. Please do not upload this as a
manuscript file. Major changes to the text should be emboldened or underlined to assist
reviewers with re-evaluation

Headings
Four grades of headings may be used:

Anew line, full out left, initial capital letter main words, bold type; following text on
new line not indented; [example Format]

B new line, full out left, initial capital letter first word only, italic; following text on new
line not indented; [example Headings]

C new line, full out left, initial capital letter first word only, italic; text follows on same
line after full point; [example Principal (A) headings]

D new line, indented, initial capital letter first word only;, italic; text follows on same
line after full point; [example Abstract]

Please indicate the grade of headings clearly in the left margin of the manuscript. B, C
and D headings should be underlined to indicate italics.

Principal (A) headings

The following A headings should be used as and where appropriate.

Abstract. This should be an informative, condensed version of the important results and
discussions and should not exceed 200 words. The abstract should be preceded by
bibliographic details and followed by the name and full postal address of the author to
whom correspondence should be addressed.

Lester. S. M. 1988. Ultrastructure of adult ... normani. - Acta Zoologica (Stockholm) 69:
95-109. [abstract]

Susan M. Lester. Department of., CA 95616, U.S.A. E-mail: XXxx@xxx.xX.xXx (or fax
number if e-mail is not available).

Introduction.

Materials and Methods.
Results.
Discussion/Conclusion.
[Acknowledgement(s).]

References

27



References in Articles

References should be prepared according to the Publication Manual of the American
Psychological Association (6th edition). This means in text citations should follow the
author-date method whereby the author's last name and the year of publication for the
source should appear in the text, for example, (Jones, 1998). The complete reference list
should appear alphabetically by name at the end of the paper.

A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note that a
DOI should be provided for all references where available. For more information about
APA referencing style, please refer to the APA FAQ. Please note that for journal articles,
issue numbers are not included unless each issue in the volume begins with page one.
Journal article

Beers, S. R., & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with
maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal of Psychiatry,
159, 483-486. doi:10.1176/appi.ajp.159.3.483

Book edition

Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are visually
impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-ed.

Text

Files should be formatted double-spaced with no hyphenation and automatic word wrap
(no hard returns within paragraphs). Please type your text consistently, e.g. take care to
distinguish between '1' (one) and | (Lower case L) and '0' (zero) and 'O' (capital O), etc.

Latin names of genera and species should be in italics or underlined to indicate italics.
All other indications for the printer will be inserted by the editor.

Literature references in the text should have the following form:

'Hatschek (1877) described..." or 'The statement by Hatschek (1877, p. 506) 'Die
Furchungselemente ... grésser' has been..." or 'As described earlier (Hatschek 1877;
Reed and Cloney 1983a, b; Strathmann et al. 1972, fig. 2)..."

Footnotes should generally be avoided.

Reference to figures and tables in the manuscript should have the following form: 'As
shown in Fig. 3 and Table 1..." or "'The cells have many cilia (Fig. 3)".

28



