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RESUMO

Neste trabalho, foram estudadas oito amostras, totalizando 327 individuos de Cyprideis
remanei, recolhidas em 2019 no lago Nyalonzwele, Inhambane, de modo a compreender

as alteracdes morfologicas da valva esquerda dos ostracodos adultos dessa espécie.

Foram colectadas imagens fotograficas de individuos das oito amostras selecionadas com
microscopio binocular e o Software Toupview. A aquisicdo de dados morfoldgicos dos
pontos anatémicos (Landmarks) no modelo 2D, foram obtidos com os programas TpsDig.
Os marcos anatémicos (Landmarks, LMs) foram definidos em quatro regides das valvas
(parte anterior, antero-dorsal, posterior e ventral das valvas) e distribuidos em 4 LMs, as
quais acrescem 44 semi-marcos anatomicos deslizantes (sliding semilandmarks, sLMs)
distribuidos equidistantemente. A consisténcia, confiabilidade e precisdo das marcagdes,
foi assegurada com o teste de erro intra-observador. A identificagdo dos outliers e do sexo
das valvas, bem como a eficiéncia do método aplicado, seguiu o0 método do Hunt et al.,
(2017). Para a andlise dos dados, utilizou-se o Generalised Procrustes Analysis (GPA)
para a sobreposicdo das configuragcdes das coordenadas, ajustando o tamanho e
removendo os efeitos de localizagdo e orientagdo das valvas dos C. remanei.

A Anélises de Componentes Principais (PCA), foi usada para reduzir a dimensionalidade
e a variacdo morfoldgica e andlise das varidaveis ambientais (diatoméceas e sedimentos).
A Regressdao Multivariada, correlacionou os dados ambientais com os morfologicos.
Testes ndo paramétricos, como de kruskall-wallis, seguidos por testes post-hoc Wilcoxon
rank sum exact test, foram usados para confirmar diferencas no tamanho mediano das
valvas entre amostras.

Os resultados morfolégicos das valvas de machos e fémeas de C. remanei do lago
Nyalonzwele, revelam ocupagdo de morfo espacgos distintos entre os sexos. Analises
realizadas nas fémeas revelam variagdes significativas na geometria e tamanho,
vinculadas as oscila¢des ambientais ocorridas entre 7.100-1.800 anos BP, alternando entre
periodos humidos e aridos. As mudancas climaticas, como o aumento da precipitagdo com
a transicao para um clima mais himido, também influenciaram o comportamento humano
e a ocupagdo da regido, com registos de migracdo e assentamento de cagadores-
recolectores e agricultores a partir de 5.050 BP. As altera¢des nas valvas reflectem essas
flutuagdes, com evidéncias de alteragdes na geometria e tamanho da valvas

correlacionadas com alteragdes da salinidade em periodos instaveis.
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Palavras-chave: Cyprideis remanei, Paleoambientes, Holocénico, Morfometria
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ABSTRACT

In this study, eight samples, totalling 327 individuals of Cyprideis remanei, were
analysed. These were collected in 2019 from Lake Nyalonzwele, Inhambane,
Mozambique to understand the morphological changes in the left valve of adult ostracods

of this species.

Photographic images of individuals from the eight selected samples were captured using
a binocular microscope and Toupview software. The acquisition of morphological data
from anatomical points (Landmarks, LM) in the 2D model was carried out using the
TpsDig program. Anatomical data collection was defined in four regions of the valves
(anterior, antero-dorsal, posterior, and ventral parts) and captured using 4 anatomical LMs
to extract LM configurations, with an additional 44 sliding semilandmarks (sLMs)

equidistantly placed.

For data analysis, Generalised Procrustes Analysis (GPA) was employed to superimpose
the coordinates configurations, removing the effects of size, location and orientation of
the C. remanei valves LM coordinates. The consistency, reliability, and precision of the
markings were ensured through an intra-observer error test. The identification of outliers
and the sex of the valves, as well as the effectiveness of the applied method, followed the

approach of Hunt et al. (2017).

Principal Component Analysis (PCA) was used to reduce dimensionality and assess
morphological variation and environmental variables (diatoms and sediments).
Multivariate regression correlated the environmental data with the morphological
findings. Non-parametric tests, such as Kruskal-Wallis followed by post-hoc Wilcoxon
rank sum exact tests, were used for comparisons of the median size between samples.

The morphological results of male and female valves of C. remanei from Lake
Nyalonzwele revealed occupation of distinct morphospaces between the sexes, influenced
by adaptive factors associated with unstable or transitional environments. Analyses
performed on the female’s subset indicated significant variations in valve shape and size,
linked to environmental fluctuations between 7,100-1,800 years BP, alternating between

humid and arid periods.



Climate changes, such as increased rainfall with the transition to a more humid climate,
also influenced human behaviour and occupation of the region, with records of migration
and settlement of hunter-gatherers and farmers from around 5,050 BP. Changes in the
valves morphology reflect these fluctuations, with evidence of higher salinity fluctuations

affecting shape and size in unstable periods.

Keywords:  Cyprideis  remanei,  Palaeoenvironments, — Holocene, = Geometric

morphometrics
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os microfosseis t€ém sido ferramentas cruciais na reconstruc¢ao de
ambientes antigos e padrdes de vida, pois, preservam informagdes relativa as condigdes
ambientais do meio onde viveram. Dentro dos diversos grupos de microfosseis
explorados em estudos de paleoreconstru¢do ambiental, temos os ostracodos, pequenos
crustaceos capazes de colonizar ambientes aquaticos diversificados, como aguas doces,
marinhas, salobras e semi-terrestres (Athersuch et al., 1989; Holmes, 2001; Piovesan,
2008). Estes crusticeos tém sido pouco estudados na regido da Africa Austral
(Mozambique, Africa do Sul, Namibia, Angola, Lesoto, Botswana, Madagascar, Malawi,
Essuatini, Zambia, Zimbabwe e Ilhas Mauricias), no entanto, existem alguns trabalhos
para compreender a sua distribuicdo espacial em relagdo a varidveis climaticas,
ambientais e ecoldgica (por exemplo, Dingles & Honigstein, 1994; Scott et al., 1995;
Holmes & Chivas, 2002; Namiotko ef al., 2005).

A paleoreconstrucao tem sido utilizada para responder a diversas problematicas, desde
questdes relacionadas com a evolugdo geoldgica, climatica e ambiental até questdes
ligadas a dieta e evolugdo de espécies, incluindo o Homo sapiens (Meneses, 1999; Granja,
2014; Leiss, 2018). Contudo, nas tltimas décadas, o interesse pelo impacto das mudangas
ambientais na evolu¢do humana cresceu, especialmente em relacdo ao impacto de factores
ambientais no desenvolvimento das sociedades humanas (p. ex. padrdes de assentamento

e disponibilidade dos recursos alimentares; Bradley, 2014; Wood, 2019).

A regido sul de Mocambique possui grande potencial para o estudo das alteragdes
climaticas, ambientais e da presenga do Homem Anatomicamente Moderno (HAM), com
registos de ocupacgdo desde o Plistocénico até ao Holocénico (Meneses, 1999; Nora et al.,
2020). A regido costeira de Inhambane, em particular, ¢ constituida por lagos e dunas,
onde os diversos cursos de dgua que drenam do interior sdo desviados, formando lagos e
lagoas ao longo da costa (MICOA, 2012). Essas caracteristicas fazem com que os
ambientes lagunares sejam menos afectados pelas correntes maritimas, favorecendo a
preservacdo de registos sedimentares e indicadores (p. ex., ostracodos, diatoméceas,
foraminiferos, polen) que auxiliam na reconstitui¢do das mudangas paleoambientais e da
evolucdo humana na regido de Inhambane (Oliveira ef al. 2009; Holmgrem et al., 2012;

Norstrom et al., 2012 e 2017; Sitoe et al., 2017).



Nesta tese, desenvolve-se uma metodologia para estudar a variagdo da morfologia
(tamanho e geometria) de uma espécie de ostracodo em relacdo as alteracdes ambientais
ocorridas no Holocénico médio e final. Especificamente, foram analisadas valvas de
individuos de Cyprideis remanei e sua aplicagao como indicadores de periodos de estresse
ecologico, os quais podem ser correlacionados com os registos da ocupagao humana. Para
esse efeito, a variagdo morfologica dos ostracodos foram quantificadas por meio da
Morfometria Geométrica e a sua co-variagdo correlacionada com variaveis ambientais
disponiveis. A Morfometria Geométrica (MG) ¢ um método de andlise que permite
realizar a quantificagdo, analise e interpretacdo das estruturas biologicas (Bookstein,
1991; Kranioti & Michalodimitrakis, 2009; Zelditch et al., 2012; Mitteroecker et al.,
2013), possibilitando assim, avaliar mudangas morfologicas dos ostracodos e a sua

relacdo com indicadores ambientais.

Diante desse contexto, coloca-se a seguinte questdo: De que modo a morfologia da valva
pode servir como um indicador das alteragoes paleoambientes durante o Holocénico

médio e final?

1.1.Estrutura do trabalho

O capitulo corrente integra o estado da arte e estd subdividido em cinco subcapitulos. O
primeiro ¢ referente ao Holocénico e as alteragdes paleoambientais e o seu impacto sobre
a populagio Humana na Africa Austral. O segundo ¢ atinente aos ostracodos, o género
Cyprideis e a sua aplicagdo na reconstrucao paleoambiental durante o Holocénico. O
terceiro subcapitulo faz a contextualizacdo da técnica de MG e sua integragdo em estudos
de ostracodos como um método de paleoreconstru¢do ambiental. O quarto subcapitulo
apresenta o enquadramento geografico de Mocambique, com foco na provincia de
Inhambane e no lago Nyalonzwele, além da caracterizacdo climatica e geologica da

regido. Por fim, o quinto subcapitulo descreve os objectivos do presente estudo.

No segundo capitulo, aborda-se os métodos e materiais utilizados no trabalho de campo
e laboratorial (i.e., recolha, lavagem e identificacdo das espécies de ostracodos). O
trabalho laboratorial que integra o trabalho feito por mim, inclui a aquisicdo e
digitalizagdo dos ostracodos, os métodos utilizados na andlise morfolégica, na

identificacao dos outliers e dos sexos, a analise estatistica para identificar diferencas na



forma ¢ tamanho das valvas entre as amostras, bem como sua correlacdo com variaveis

ambientais disponiveis.

O terceiro capitulo apresenta os resultados do trabalho, integrando as analises da
geometria e tamanho dos ostracodos, realizadas em machos e fémeas, a analise dos dados
referentes ao subconjunto das fémeas, e a analise dos pardmetros ambientais e como estes

se relacionam com alteracoes da forma das valvas das fémeas.

O quarto capitulo referre-se a discussdo, subdividida em trés partes: A primeira parte faz
a contextualizacdo geral do trabalho; a segunda parte discute os resultados da analise em
machos e fémeas e posteriormente, do subconjunto dos dados referentes as fémeas; a
terceira parte, debrucga sobre as analises ambientais correlacionadas com a variagdo da
forma e tamanho das valvas nas fémeas, seguida de dois exemplos praticos de aplicagdo
do método para identificar periodos de alteragdo ou estresse ambientais, além de discutir

a influéncia dessas alteracdes nas populagdes Humanas locais.

O quinto capitulo versa sobre as consideragdes finais do trabalho, limitagdes e pesquisas

futuras.



1.2.Holocénico

O Holocénico iniciou ha cerca de 11.700 anos BP, estando subdividido em trés épocas
com base no “Global Boundary Stratotype Section and Point (GSSP)”: Greenlandiano
(Holocénico inicial: 11.700 anos BP-8.200 anos BP), Northgrippiano (Holocénico
médio: 8.200 anos BP-4.200 anos BP), e 0 Meghalayano (Holocénico final: 4.200 anos
BP até ao periodo contemporaneo) (Cohen et al., 2013; Walker et al., 2019). Este periodo
¢ marcado pela subida do nivel do mar e mudanca do padrdo da vegetacao, sendo essa
época identificada como o periodo quente contemporaneo (Rapp & Hill, 1998). O periodo
é igualmente caracterizado por oscilagdo climatica (p. ex. ciclos de clima &rido e himido)
que causaram alteracdes dos ambientes e da paisagem (i.e., alteracdo da flora e fauna de
um determinado local) (Mangerud et al., 1974; Bond et al., 2001; Walker et al., 2019).

No maximo climatico do Holocénico, o clima global tornou-se mais quente (11.700-5.500
anos BP; Walker et al., 2009). No continente africano, o African Humid Period (AHP;
14.000 — 4.000 anos BP), que cobre parte do Holocénico, foi caracterizado pelo aumento
geral da precipitacao, resultando na expansao dos rios e lagos (DeMenocal et al., 2001).
A diminui¢do da temperatura no Neoglacial, com a redu¢do da insolagdo no Hemisfério
Norte (4.000 — 5.000 anos BP), antecipou o fim do AHP, provocando alteragdes nos
padrdes de chuva e na sua intensidade, caracterizadas por variagdes regionais e temporais
(DeMenocal et al., 2001). Nas zonas de latitudes altas (regides polares), o periodo foi
marcado pelo arrefecimento e formagao do gelo (Mangerud et al., 1974; Giosan et al.,
2018). Nas latitudes médias (tropico de cancer) e baixas (equador e tropico do
capricornio) o periodo foi caracterizado por condi¢cdes mais aridas e reducdao da chuva
(condi¢des mais secas) (Booth et al., 2005; Wanner et al., 2015; Weiss, 2016). Esse evento

afectou os ecossistemas dos recursos hidricos (Bond ef al., 2001; Goldstein ef al., 2022).

No entanto, os biomas estabelecidos nos ultimos 6.000 anos BP no sul do continente
africano mantiveram-se até os dias de hoje (Kusimba, 2003), com as flutuagdes nos
padrdes de precipitacdo exercendo o maior impacto sobre o nivel de produtividade de
cada regido e, consequentemente, nos padrdes de assentamento das populagdes humanas

(Mitchell, 2013).

Apesar de haver poucos estudos na provincia de Inhambane que cubram o periodo em
estudo, os modelos isostaticos realizados por Norstrom e co-autores (Norstrom et al.,

2012) na baia de Massaca, regido de Vilankulos (6.600 anos BP — periodo contemporaneo)



indicam que o nivel do mar atingiu seu do seu maximo por volta do Holocénico médio
(6.300 anos BP), seguido de um declinio continuo durante o Holocénico tardio (4.700-
1.000 anos BP). Holmgren e co-autores (Holmgren et al., 2012) verificaram que o lago
Nhauhache, em Vilankulos, secou varias vezes por curtos periodos durante os ultimos
2.300 anos BP, sugerindo variagcdes nos niveis de precipitagdo. Os multi-indicadores
recolhidos no lago Nyalonzwele (regido de Inhambane) apontam para um periodo
histérico de instabilidade climatica e ambiental entre 7.100-1.800 anos BP (Nora et al.,

2020; Martins et al., 2021).

1.2.1. Alteracgoes paleoambientais durante o Holocénico e o seu impacto nas
populacées Humanas na Africa Austral

Durante o Holocénico inicial, o continente africano foi marcado por alteragdes climaticas
e ambientais. Em resposta a essas constantes mudangas paleoambientais, o modo de vida
das comunidades cacadoras-recolectoras passou por mudancas significativas

(Adamowicz, 1987; Sadr, 2013).

O AHP (Periodo Humido Africano) trouxe aumento da precipitagdo para todo o
continente, com a expansdo dos rios e sistema de lagos (DeMenocal et al., 2001), como
por exemplo, na regido oriental do continente africano (a regido inclui Burundi, Comores,
Djibouti, Eritreia, Etiopia, Quénia, Madagascar, Malawi, Mauricias, Mogambique,
Ruanda, Seicheles, Somalia, Sudao do Sul, Tanzania, Uganda e Zambia; Kusimba, 2003).
A presenca do clima humido na Africa do Sul entre 6.800 - 3.600 anos BP favoreceu a
maior ocorréncia de florestas, bem como a propagagdo de mangais, pantanos e

possivelmente, florestas ribeirinhas (Neumann et al., 2011).

Essas mudancas ambientais afectaram a disposi¢do dos assentamentos, a dieta alimentar
e o estilo de fabrico de ferramentas liticas dos diferentes grupos de cacadores-
recolectores, com variagdes regionais de acordo o bioma e recursos disponiveis. Por
exemplo, os cagadores-recolectores que habitavam proximo a lagos e rios desenvolveram
uma economia e tecnologia (instrumentos liticos) associada a pesca (Goldstein et al.,
2022). Nas margens do lago Turkana a pesca era suplementada pela cagca de animais de
grande porte (Kusimba, 2003). J& os grupos do interior (regido mais arida como nas

savana e regides de montanha) focavam-se principalmente na caga (o tamanho dos



animais terrestres variava de acordo com o bioma especifico) e na colecta de frutos
silvestres, vegetais e tubérculos. A tecnologia litica estava mais adaptada a esses habitos

alimentares (Mitchell, 2013).

Com o fim do AHP (4.000 BP; Goldstein et al., 2022), as alteragdes nos padroes de
precipitagdo afectaram a disponibilidade dos recursos (Mitchell, 2013). Como
consequéncia, o modo de vida das comunidades cagadoras-recolectoras na regiao sul do
continente sofreram novas mudangas significativas, com variagdes geograficas e
temporais dependendo do inicio e da intensificagao dessas mudangas. Nas margens do
lago Victoria, por exemplo, o consumo de peixe continuou a ser uma importante fonte de
proteinas, tal como a recolec¢do de moluscos (Kusimba, 2013). No entanto, os cagadores-
recolectores em regides de lagos de menores dimensdes provavelmente dependiam das
estacdes anuais para a pratica de determinadas actividades: durante as estagdes secas eles
produziam microliticos (p. ex., langas e setas) para caga de diversos animais; no periodo
mais himido, a sua dieta alimentar era mais dependente da pesca e da recoleccdo de

moluscos (Adamowicz, 1987; Kusimba, 2003).

Na fronteira entre a Zambia ¢ Mogambique especificamente em Nampula (norte de
Mogambique), houve um registo da entrada dos cacadores-recolectores San através dos
rios Lurio e Ligonha (possivelmente vindo da Zambia) durante o Holocénico médio e
final (5.050-3.050 BP) (Adamowicz, 1988; Robinson & Rowan, 2017). San ¢ um termo
usado para designer grupos diversos de cagadores-recolectores, familia linguistica Ju mas
incluindo outros como grupos pastores que vivem na Africa Austral e que partilham uma
ligacdo historica e linguistica (Smith, 2014; Hitchcock, 2014). Actualmente, a regido da
Africa Austral contém grupos de cagadores-coletores, como os Tuu e Ju (Mitchell, 2013),
que podem ser atribuidos a duas familias linguisticas associadas a cagadores-recolectores:
Tuu e Kx’a, respectivamente (Fehn er al, 2022), cujas semelhangas genéticas e
arqueoldgicas apontam para um alargado contacto entre grupos recolectores africanos

desde a costa Este até a costa Oeste do continente (Fehn ef al., 2022).

A alteragdo de padrdes de pluviosidade e temperatura com o fim do AHP podem ter
influenciado a dispersdo de grupos de pastores e agricultores das regides de origem para
a Africa Austral e Este 5.000 - 2.000 anos BP. A pastoricia e agricultura surgiram na Africa
do Norte (Saara ¢ Sahel) e Africa central (rio Nilo) por volta de 7.800 - 6.000 anos BP
(Mazoyer & Roudart, 2008; Smith, 2014). Por volta de 5.000 anos BP, o fim do periodo
himido no Saara levou a migracdo destes pastores (Smith, 2014). A presen¢a de animais
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domésticos no nordeste do Quénia, por volta de 3.000 - 2.800 anos BP, confirma a
movimentagdo de grupos de pastores para o sul do continente africano (Marshall et al.,
1984; Barthelme, 1985). Quais os grupos de pastores/regido de origem responsaveis pela
introdugio da pratica da pastoricia na Africa Austral é ainda um topico em aberto (Smith,
2014). Uma terceira familia linguistica - Khoe-Kwadi — inclui grupos de regioes, culturas
e economias distintas, nomeadamente cacadores-colectores e pastores (Fehn et al., 2022).
Uma hipdtese € que a entrada de animais domésticos (ovelhas) no sul do continente
ocorreu com a migragao dos Khoe de regides mais a norte (Smith, 2014). Posteriormente,
grupos de agricultores (pertencentes a uma quarta familia linguistica — Bantu; ver mais a
frente) chegam a regido trazendo plantas e bovinos domesticados (Fehn et al., 2022).
Outros investigadores acreditam que foi a migracao dos grupos de agricultores e criadores

de gado Bantu que introduziu a pratica e espécies domésticas na Africa Austral (Wright,

2023).

E por volta dos 3.000 anos BP que se registam os primeiros grupos agricultores na regido
Este de Africa. Ao contrario da pastoricia cujas espécies domesticadas sdo externas ao
continente africano (Smith, 2014), vérias plantas foram domesticadas no continente
africano, como o sorgo (Sahel; Wright, 2023) ou o tefe (Ethiopia; Germer, 1985). No
entanto, a expansdo da agriculta e bovinos para a Africa Austral é em geral atribuida a

migracdo dos Bantu (Smith, 2013; Fehn et al., 2022).

Os Bantu comegaram a migrar c. 5.000 anos BP da sua regido de origem, regido esta que
corresponde actualmente ao sudeste da Nigéria e ao oeste dos Camardes (Patin et al.,
2014; Fehn et al., 2022). Estes povos expandiram-se posteriormente para a Africa
Oriental, Central e Austral, difundindo as linguas e préticas agricolas Bantu. A rota
seguida durante a expansao ainda ¢ discutivel (Semo et al., 2019; Fortes-Lima et al,,
2024), mas novos dados apontam para Mogambique como um importante ponto de
passagem da expansdo do povo Bantu dos grandes lagos para a Africa do Sul (Semo et
al., 2019). Actualmente, sdo o grupo mais numeroso na Africa Austral e pertencem a

quarta familia linguistica — Bantu (Fehn et al., 2022).

O processo de expansdo dos falantes da lingua Bantu foi relativamente rdpido, como
indicado pela baixa introgressdo genética com cagadores-recolectores locais, de acordo
com dados gendmicos recentes (Fortes-Lima et al., 2024). As sociedades falantes de
lingua Bantu estabeleceram-se na area que ¢ actualmente Mogambique cerca de 1.550 BP
(400 AD) (Macmillan, 2020). A introgressao genética ¢ assim posterior aos primeiros
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grupos Bantu a passar na regido (1.200 BP; Semo et al, 2019), e quando os grupos

falantes de lingua Bantu ja tinham chegado a Africa do Sul.

No sul de Mogambique os Bantu podem ter surgido do norte do rio Zambeze, através de
movimentos populacionais que seguiam as correntes hidricas e comecaram a se espalhar
gradualmente nas bacias fluviais costeiras (Sinclair 1991). Por exemplo, em Chibuene,
Inhambane, evidencia-se a presenca das comunidades agricultoras ja estabelecidas por
volta de 1.350 - 1.550 anos BP com a tradicdo Gokomere/Ziwa e Matola que estdo
associadas aos grupos do norte da Tanzania (Kawle) e no Quénia através da ceramica
triangular incisa que esses grupos usavam para armazenar ¢ confeccionar os seus

alimentos (Badenhorst ef al., 2014).

Desta forma, o Holocénico final foi predominado por grupos de agricultores e pastores e
de cacadores-recolectores, que viviam da caca selvagem, e coexistindo e/ou adaptando
praticas de cultivo/pastoricia de acordo com o registo arqueoldgico com identificagdo de
gado doméstico, como por exemplo a c. 1.600-800 anos BP no sul da Tanzania-Makwe e
lago Malawi (Robinson e Rowan, 2017; Chritz et al., 2015). Em Mogambique, nas
provincias de Niassa, Cabo Delgado, Inhambane ha registos arqueoldgicas de trocas
comerciais por volta de 1.500 BP entre populacdes de agricultores Bantu e os cagadores-
recolectores San, de acordo com os utensilios de ceramica encontradas na estacdo de
Riane (Adamowicz, 1987; Sadr, 2013) e os vestigios de missangas e ceramica vidrada
(Ekblom, 2008 e 2014). No entanto, muitos grupos de cagadores-recolectores tiveram de
abandonar as regides mais produtivas ocupadas actualmente pelos Bantu e descendentes

(Smith, 2014).

1.3.0stracodos e o género Cyprideis

Os ostracodos pertencem a classe Ostracoda e sdo crustaceos bivalves que datam desde o
Ordoviciano, com uma carapaga composta por duas valvas articuladas dorsalmente
(Holmes & Chivas, 2002). Os ostracodos sdo capazes de ocupar e colonizar uma grande
diversidade de ambientes de agua doce, marinhos, intersticiais e semi-terrestres (p. ex.,
solos de pantanos e folhagem humida), podendo atingir cerca de 0,5 — 2 mm de
comprimento na fase adulta. Esses crustidceos apresentam o maior registo fossil de todos

os artropodes, tendo os bentonicos (pequenos crustaceos que vivem no fundo de



ambientes aquaticos) o maior numero de espécies e com um bom registo fossil devido a

sua maior facilidade de se calcificar (Holmes, 2001; Horne et al., 2002; Piovesan, 2008).

Para atingirem a fase adulta, os ostracodos sofrem oito mudas desde a eclosdo do ovo até
chegar a fase adulta. A primeira até a ltima fase do juvenil (ou instar) é designado por
“A-8” a “A-1” respectivamente, e a fase adulta ¢ designado por “A”. Durante o
crescimento do ostracodo nao s6 ocorre a transformac¢ao da muda da valva, mas também
o nivel da complexidade e a calcificagdo da valva aumenta, simultanecamente com as
modificagdes no complemento dos apéndices (partes moles) (Holmes, 2001). Na fase de
transi¢do de juvenis A-1 para adultos, ¢ por vezes dificil fazer a sua identificagdo ou
distingdo por causa da semelhanca com a valva adulta, correndo o risco de confundir os

ostracodos juvenis dos adultos.

A distribuicdo espacial e ecologica dos ostracodos estd relacionada com factores
quimicos, fisicos e bioldgicos (p. ex., salinidade, temperatura, granulometria de
substratos, profundidade da 4gua e disponibilidade alimentar; Holmes, 2001; Worzna et
al., 2022; Mazzini et al., 2022). Por via destes, os ostracodos sdo qualificados como
excelentes indicadores bioldgicos para a reconstituicao de paleoambientes (Horne et al.,
2002; Piovesan, 2008).

Por exemplo, Frenzel et al, (2012), observou uma relagdo entre a salinidade e a
ornamentacao da valva na formagao dos noédulos nos Cyprideis torosa. No entanto, essas
caracteristicas nao sdao consideradas uniformes por Harten (2000), pois, o nivel de pH e
COz dissolvido controla a ornamentacao da valva. Por outro lado, Frenzel (1991) e Barba
(2010) observaram percentagens mais elevadas de valvas noduladas nas populacdes
sujeitas a uma salinidade mais baixa, mas ndo foi detectada qualquer correlacdo linear.
Alcorlo et al., (1999), concentraram-se na compreensdo da diversidade genética da
populagdo de individuos adultos de Heterocypris barba geneticamente idénticos (espécie
com reprodugdo assexuada) em condicdes controladas. Os autores consideram que a
temperatura, fotoperiddico e condutividade afectam o desenvolvimento intra-clonal e
partenogenético dos ostracodos. Estes trabalhos sdo exemplos da ligacdo do
desenvolvimento das valvas em ostracodos com as condigdes aquaticas prevalecentes
onde estes habitam, provando o amplo potencial do uso do grupo em paleoreconstrugao
ambiental.

A espécie Cyprideis remanei em estudo tem uma distribuicdo restrita a Africa Austral,

nomeadamente, Africa do Sul, Namibia (Wouters, 2003) e actualmente identificada em
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Mocambique (Martins et al., 2021). No entanto, o género Cyprideis € notavel pela sua
ampla distribuicdo geogréafica, abrangendo a Asia, Africa e Europa (Sandberg &
Plusquellec, 1974; Dingle & Honigstein, 1994; Wouters, 2003). O género destaca-se pela
sua alta tolerancia a variagdes de temperatura, salinidade e a diferentes condigdes de
oxigénio e substrato. A espécie-tipo do género, C. forosa, tem sido extensivamente
estudada em campos, como a geoarqueologia, paleoecologia e biogeografia, contribuindo
significativamente para o conhecimento nestas areas (Frenzel & Boomer, 2005; Frenzel

et al., 2012; Cabral et al., 2017; Mazzini et al., 2022; Wrozna et al., 2022).

1.3.1. Ostracodos como modelo de estudo num contexto de reconstrucio
paleoambiental no Holocénico

O estudo dos ostracodos teve iniciou no século XIX, porém inicialmente, esses estudos
estavam concentrados somente nos estudos taxondmicos dos fosseis, ndo abordando a
reconstituicdo dos paleoambientes. As primeiras pesquisas estratigraficas surgiram cerca
de 50 anos mais tarde (Hartmann, 1966). Durante as década de 60 ¢ 70 do século passado,
comegaram a emergir os primeiros estudos voltados para a reconstituicdo dos ambientes
antigos (Griffiths & Holmes, 2000). Dolorme apresentou o primeiro modelo
interpretativo em 1971 e desenvolveu a teoria da fauna em 1989 para quantificar as
mudangas fisicas, quimicas e climdticas ao longo do tempo, através de conjunto de
ostracodos fosseis obtidos em arquivos de sedimentos, trazendo uma revolucdo na
precisdo do estudo dos paleoambientes e na avaliagdo do paleoclima (Askin & Jacobson,
2003; Viehberg & Joanes, 2012).

Por exemplo, Wrozna et al, (2022) realizaram estudo do tamanho, variabilidade,
taxonomia e implicacdes ecologicas dos C. torosa no Holocénico. Através desse estudo
foi possivel constatarem que o tamanho das carapacgas do ostracodo depende de factores
ambientais, assim como biologicos. Outro exemplo, nas valvas de C. salebrosa nota-se
uma tendéncia de crescimento rapido em temperaturas baixas em relagdo a época do
Verao (Meyer et al., 2016; Schweitzer & Lohmann, 1990). Essas caracteristicas também
sao verificadas em Loxoconcha matagordensis por Cronin et al. (2005). Ao contrario das
espécies anteriormente citadas, individuos da espécie Mytilocypris henricae tendem a

crescer mais rapidamente em condi¢des mais quentes (Martens, 1985).
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Os assentamentos das sociedades pré-historicas e as suas actividades produtivas foram
maioritariamente estabelecidas em &reas sob a influéncia de &guas continentais e
marinhas, areas muito influenciadas por condigdes ambientais e climaticas (Boomer &
Eisenhauer, 2002; Marriner et al., 2010). Desta forma, e de acordo com Mazzini et al.
(2022), os ostracodos marinhos € marginais marinhos, tornam-se um excelente indicador
para as analises paleoclimaticas, paleoambientais e antropicas de uma determinada regido
devido a sua alta capacidade de colonizar rapidamente novos ambientes e sobreviver em
ampla gama de salinidade, tornando-se uma ferramenta versatil para a compreensao da
interaccao do homem e o ambiente em periodo geoldgico especifico.

Actualmente, o uso de ostracodos em paleoreconstrucdo ambiental inclui varias
metodologias. Para além do estudo do conjunto de espécies, como indicador do tipo de
ambiente, ha trabalhos de morfometria (p. ex., indicado acima em relagdo a variacao do
tamanho da valva em C. salebrosa e correlacdo com a temperatura) ou o uso de regressao
em isOtopos para reconstruir a salinidade ou temperatura (Pint ef al., 2015; Horne et al.,
2002a; Frenzel et al., 2012; Wrozna et al., 2022).

Na presente tese, foca-se no uso de morfometria geométrica em C. remanei para a analise

da mudanga da sua forma ¢ tamanho em conformidade com o ambiente.

1.4.Morfometria Geométrica

A anédlise morfométrica € um método aplicado no estudo da variacdo da forma de
determinado organismo ou estrutura bioldgica, que vem sendo usado desde o final do
século XIX, através das pesquisas realizadas por Galton (1822-1911), Weldon (1860-
1906) e Person (1857-1936), que tinham o intuito de analisar a morfologia dos
organismos através de medidas lineares (distancias, angulos, areas e volumes). No
entanto, esse método era de uso limitado, pois, os dados que 0 método fornecia ndo eram

precisos e por esse facto, gerava resultados ambiguos (Monteiro & Reis, 1999).

Para ultrapassar as limitacdes da morfometria convencional, foram desenvolvidas outras
técnicas de analise morfométrica. Entre essas destaca-se a Morfometria Geométrica
(MG), que utiliza um conjunto de métodos para a aquisi¢do, processamentos e analises

de varidveis da forma, que retém todas as informagdes geométricas contidas nos
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individuos, usando um conjunto de dados/coordenadas (2D=X e Y ou 3D=X, Y, Z) de
marcos anatomicos de um determinado espécime (Slice, 2005; Zelditch et al., 2012). Com
base nos trabalhos levados a cabo por Goodall (1983) e Bookstein (1984) foi possivel
estabelecer uma andlise estatistica para o estudo da forma num espaco multivariado e foi
proposto um novo método geométrico para estudar diferencas da forma em configuragdes
de marcos anatémicos (Landmarks ou LM) (Marcus et al., 1996). No entanto, a maior
visibilidade dos métodos de morfometria geométrica ocorreu nos anos de 1990, quando
Rohlf desenvolveu uma série de programas de analise geométrica para
microcomputadores (Monteiro & Reis, 1999; Zelditch et al., 2004; Mitteroecker & Gunz,
2009).

A MG representa os métodos que aderem rigorosamente a aquisi¢cdo e analise exaustiva
da variacdo da forma dos organismos (Slice, 2005) considerando a posicao relativa das
estruturas. Os dados utilizados vao além do uso das medidas lineares, permitindo-nos
quantificar, descrever e comparar a forma dos organismos biologicos, incluindo a posi¢ao
relativa das diferentes estruturas estudadas, através das coordenadas cartesianas dos
marcos anatomicos (LM) seleccionados. A co-variacdo da morfologia com outras
variaveis de interesse pode ser analisada para examinar o que explica as diferencas

morfoldgicas observadas (Godinho & Gongalves, 2020).

Os LM utilizados na morfometria geométrica referem-se a pontos anatomicamente
homologos (“equivalentes”), definidos em uma estrutura que permite identificar as
variacoes da forma entre as mesmas estruturas em diferentes objectos em estudo, através
da posicdo e orientacdo da estrutura no espaco. Para além dos LM convencionais, ha os
semilandmarks (sLM), usados para representar ou mostrar regides que nao podem ser
amostradas com LMs convencionais (i.e., a superficie de um osso craniano, em que nao
ha quaisquer marcos anatomicos que possam ser identificados discretamente) sendo a sua
posi¢do determinada pela posi¢do dos LM adjacentes e pela forma da estrutura de

interesse (Rohlf, 2015; Mitteroecker & Gunz, 2009).

Para aquisi¢do das coordenadas desses pontos anatomicos podem ser usados diversos
programas, como por exemplo, o conjunto de programas TPS (p. ex., Thin Plate Splines
Digitalization (TpsDig)) para obtencdo de coordenadas X e Y (Zelditch et al., 2012;
Rohlf, 2015).
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A aquisicdo dos LM e sLM é um dos aspectos preponderantes para a analise da forma.
Consequentemente, essa fase deve ser realizada tendo em consideragéo o objectivo de
estudo, de modo a cobrir adequadamente a morfologia do organismo, mas prevenir que
haja pontos de referéncia com uma variancia excessiva (Zelditch et al., 2004; Zelditch et
al., 2012).

1.4.1. Morfometria aplicada em ostracodos como método para paleoreconstrucao
ambiental

No inicio do seculo XX, D’Arcy W. Thompson, em 1917, d& um destaque no uso da
morfometria tradicional na sua obra intitulada “On Growth and Form”, criando um
método para analisar as mudancas morfoldgicas dos ostracodos e preservar as
informacdes da forma de um determinado espécime como um todo (i.e., uma técnica
grafica que analisa mudancas na forma biolégica como distor¢cBes de sistemas de
coordenadas cartesianas (Baltanas & Danielopol 2011). Desde entdo, varios trabalhos
surgem conciliando o estudo dos ostracodos e a morfometria. Por exemplo, Roberts et al.
(2002), em seu trabalho revelam a mudanca e défice no desenvolvimento morfol6gico em
Limnocythere inopitada, provocado pelos factores ambientais, como a salinidade, durante
0 Holocénico final no nordeste da Nigéria. Para tal, realizou a medicdes das valvas nos
ostracodos, usando o meétodo morfométrico tradicional para verificar a variacdo

morfoldgica existente.

No entanto, Kesling (1951) entre outros autores, perceberam que a morfometria
tradicional apresenta diversas limitacGes. As variaveis utilizadas representam uma
percentagem inferior da informacéo sobre a forma e apresentam dificuldades em lidar
com tamanho e forma como caracteristicas morfoldgicas distintas, embora sejam
relacionadas (Baltanas & Danielopol, 2011). Diante disso, a morfometria geométrica
comecou a ser aplicada em ostracodos. Por exemplo, Frenzel e Boomer (2005) focaram-
se na analise da aplicacdo em ostracodes de &guas salobras para reconstrucdo

paleoambiental no Quaternario inicial e para estudos ambientais em ambientes actuais.

Ligios e Gliozzi (2012) realizaram estudos em Cyprideis do Neogeno, utilizando
abordagens da morfometria geométrica, baseados na metodologia proposta por Baltanas
et al., (2006). Com o objectivo de analisar e comparar os contornos das valvas de

diferentes populacdes de Cyprideis, visando identificar possiveis sindnimos e variagdes
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morfologicas entre as espécies. Eles concluiam que a morfometria geométrica € eficaz
para distinguir espécies entre populacdes, fornecendo uma base solida para revisdes
taxonomicas futuras. Por outro lado, Ruiz et al., (2013), utilizam técnicas de morfometria
geométrica para analisar variagdes morfologicas em ostracodos, incluindo espécies do
género Cyprideis. Esses autores discutiram como essas variacdes podem estar associadas

a mudancas ambientais induzidas por actividades humanas.

Mais recentimente, Gliozzi et al., (2017) investigaram a origem mediterranea neogénica
de C. torosa, analisando populacdes vivas e recentes de C. torosa em diferentes ambientes
de salinidade para definir sua variabilidade morfolégica. Além disso, examinaram varias

espécies neogénicas para identificar possiveis ancestrais dessa espécie.

1.5.Enquadramento geografico: Lago Nyalonzelwe, Inhambane

A provincia de Inhambane localiza-se na regido sul de Mocambique. A regido costeira,
encontra-se a oeste da provincia, com 9 km da linha da costa do oceano indico e cobre os

distritos de Jangamo, Morrumbene, Massinga e Inharrime.

O lago Nyalonzelwe encontra-se localizado no distrito de Inharrime, cerca de 94 km a sul
de Inhambane e a 1,7 km a linha recta da costa (latitude de 24°29'56.34"S e longitude de
35°11'11.39"E; Figura 1).

A provincia de Inhambane apresenta um clima tropical, influenciado pela sua localizagao
na zona dos aliseos do sudeste, pela corrente maritima Mocambique-Agulha e pelas
deferentes altitudes e, a forma como as parcelas estdo expostas (Muchangos, 1999).
Verifica-se que ao longo da costa é caracterizado por um clima tropical himido e no
interior apresenta um clima tropical seco (Muchangos, 1999).

De acordo com a classificagdo de Koppen e Geiger o clima da regido como “Aw” (clima
de Savana tropical com estacdo seca; Muchangos, 1999). No que diz respeito a geologia,
a regido costeira de Inhambane apresenta € essencialmente composta por dunas (Figura

1-B; Carta Geoldgica, 2004-2005).
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Figura 1: Localizagdo geografica de Mogambique (A); Localizagdo geografica do Lago
Nyalonzelwe e geologia da planicie costeira da regido sudeste de Mogambique (B);
Fotografia aérea do lago Nyalonzelwe (C) (Fonte: Gomes et al., 2023).
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1.6.0bjectivos

Compreender a variancia morfologica das valvas de ostracodes adultos de Cyprideis
remanei € a sua relagdo com as variagdes ambientais, através da morfometria geométrica.
Os dados utilizados correspondem a oito amostras recolhidas ao longo de uma sondagem
provenientes do lago Nyalonzwele que datam do Holocénico médio ao final. Para esse

efeito foram tragados os seguintes objectivos secundarios:

» Adquirir imagens fotograficas das valvas dos ostracodes com o microscopio
Nikoni-Alpha B series, digitaliza¢ao e definicdo dos LMs e sLMs no contorno da
valva do ostracodo, utilizando os softwares TpsDig e TpsUrtil.

» Realizar Analise de Componentes Principais (PCA) como meio de avaliar
diferengas de forma entre os sexos, confirmando se a metodologia aplicada nesse
trabalho separa correctamente os sexos, comparando-a com outros métodos ja
publicados e aplicados em Cyprideis.

» Analisar estatistica para a identificacdo das variancias (disparidade morfoldgica)
dos ostracodos, e diferencas entre as amostras € sexos.

» Avaliar tamanho (centroid size), disparidade morfologica, ¢ de PCA para
compreender as mudangas no tamanho e geometria das valvas do mesmo sexo
(fémeas) ao longo do tempo. Esse objectivo vai permitir identificar se houve
momentos com alteragdes significativas na forma e tamanho em valvas de C.
remanei durante o periodo de ~7.100 - ~1.800 anos BP (e que corresponde ao
periodo que enquadra as amostras analisadas).

» Analisar a regressdo para compreender se os pardmetros ambientais disponiveis
explicam a variagdo da forma (PC1 e PC2) das valvas nas diferentes amostras.

» Discutir dois exemplos praticos da aplicacdo do método desenvolvido no presente
trabalho em contexto arqueologico: ligacdo de periodos de stress ecologico, i.e.,
momento em que a morfologicas das valvas ¢ distinta, a periodos de interesse a

estudar em populagdes humanas.
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2. MATERIAIS E METODOS

O presente capitulo ¢ composto por duas partes, nas quais a primeira parte nao teve a
participacao do autor da presente tese, nomeadamente, o trabalho do campo, recolha das
amostras, lavagem das amostras, triagem e identificacdo da espécie e contagem dos
ostracodos presentes nas amostras. A segunda parte foi realizada por mim, e corresponde
a aquisicao, digitalizagdo, analise morfologica e analise de dados de valvas adultos da

espécie salobra Cyprideis remaneis.

2.1.Trabalho do campo

O trabalho do campo é o resultado do projecto InMoz (PTDC/HAR-ARQ/28148/2017),
realizado em Maio de 2019. O projecto teve como intuito realizar pesquisas na regiao
costeira de Inhambane com vista a estudar as alteracbes ambientais durante o Quaternario.
O objectivo é compreender o impacto do desenvolvimento ecoldgico e as alteragdes
climéticas e a evolugdo humana juntamente com os padrfes de assentamento ao longo da
regido costeira. Um dos sitios pesquisados foi o lago Nyalonzwele (Gomes et al., 2019),

local de estudo da presente tese.

2.1.1. Recolha das amostras dos ostracodos, diatomaceas e tamanho do grao
sedimentos

A sondagem analisada corresponde ao core designado por Nyalonzwele Core um (Nya-
C1). As amostras exploradas na minha tese, correspondem aproximadamente a sec¢ao
datada entre 7.100 - 1.800 anos BP, com a calibracdo das datacdes realizada usando o
programa online OxCal (https://c14.arch.ox.ac.uk/oxcal.html) (Tabela 4 - anexo datacdo
calibrada). Para a extrac¢do das amostras, foi usado um Piston Livingstone, colocado
numa jangada temporariamente fixa na sec¢do mais profunda do lago (2.6 m medida com

o Sonar portatil Vexilar LPS-1) (Figura 2; Gomes et al., 2019).

Posteriormente, a sondagem foi descrita e cortada em intervalos de 2 cm. A anélise dos
ostracodos, granulometria, diatomaceas foram realizados a cada 10 cm do core do lago.
As amostras para a analise de ostracodos foram de imediato preservadas em alcool de

aproximadamente 70% (Martins et al, 2021).
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Figura 2: Representacdo da extrac¢do dos sentimentos no nivel mais profundo do lago,
com uma jangada e um Piston Livingstone (fotografia InMoz 2019).

2.1.2. Lavagem das amostras dos ostracodos, diatomaceas e dos sedimentos

Na lavagem das amostras dos ostracodos, apos tratamento com peroxido de hidrogénio
(H202) de 30% para a remogao da matéria organica (ca. 48h), o sedimento foi peneirado
usando malhas de 250, 125 e 63 um. De seguida, as amostras foram colocadas a secar a

uma temperatura de 50°C, por um periodo aproximado de 48h.

No que tange a lavagem dos sedimentos das diatomdceas, o sedimento foi tratado com
H202 a 30% (ca. 24h). Posteriormente, adicionou-se 25 ml de acido cloridrico (HCI) a
10% para a exclusdao dos carbonatos (ca. 24h) e, por fim, a amostra foi armazenada apos
o processo de limpeza (remeto a Gomes, 2015 para mais detalhes). Na andlise de
granulometria, as amostras foram peneiradas usando uma malha e o analisador de
tamanho de Malvern Mastersizer para separar a granulometria fina (0.3—300 pm) da
grossa (> 300 um). A frac¢do grosseira foi seca numa estufa a 50° C e depois foi pesada.
A fracgdo fina foi deixada em repouso (ca.72 h) e o excesso de agua foi removida (ver

Gomes, 2015 para mais detalhes).
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2.1.3. Triagem e identificacio das amostras dos ostracodos e das diatomaceas

O processo da triagem e identificagdo das amostras foi possivel com a utilizagao de uma
lupa binocular OLYMPUS SZX7 (Figura 3-A). Nesse processo os ostracodos foram
transferidos individualmente para os slides de cartdo (célula de arquivo em cartdo) usando
um pincel delineador fino humedecido com 4gua (Figura 3-B). Uma camada fina de cola
tipo UHU, aplicado com o pincel humedecido, foi adicionado a cada slide de cartdo

previamente para fixacao das valvas.

As amostras analisadas sdo de individuos fossilizados e ndo ha a separacdo quanto ao

género (macho e fémea). A identificacao baseou-se em catalogos de referéncia.

As diatomaceas sdo uteis no estudo de ambientes antigos devido a sua capacidade de
tolerar 4guas salgadas, salobras e dgua doce. A identifica¢do das valvas de diatomaceas
foi realizada utilizando uma AxioCam ICcl acoplada a um microscopio Optico para
fotografar todas as espécies encontradas, utilizando o programa AxioVision Rel. 4.8 para
medig¢des. A identificagdo foi feita consultando catdlogos de referéncia e algumas paginas

web especializadas (ver Gomes, 2015 para mais detalhe).
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Figura 2: Lupa binocular, utilizada para a identificagdo, triagem das amostras e fixagao
das valvas dos ostracodes nos slides (A) (Fonte: Maria Jodo Martins, 2024); Slide com as
valvas dos ostracodes fixadas utilizando pincel, dgua e cola UHU (B); Quarteador
utilizado na divisdo aleatoria da amostra em aliquotas estatisticas iguais (C) (Fonte:
Barata, 2021).

2.1.4. Critérios da seleccao das amostras

A seleccao de oito amostras analisadas baseou-se na informagao referente ao numero total
de ostracodos/amostra ao longo a sondagem (i.e., seccdo da sondagem onde o ambiente
do lago permitiu a conservagao continua de ostracodos em relagdo a sec¢do da sondagem
onde o numero de ostracodos preservados varia) mas priorizando amostras com um
nimero de individuos adultos minimo (~30 individuos) que permitisse efectuar o estudo

proposto.

O uso de valvas de ostracodos adultos baseia-se no facto de nesta fase eles ndo sofrerem
nenhuma muda registando as variagdes ambientais no meio onde viveram a idade adulta

(Holmes, 2001). Como meio de simplificar os procedimentos laboratoriais e de analise
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(menos tempo e recursos), escolheu-se a valva esquerda, o que igualmente reduz a

variagdo total na andlise morfologica (Hunt et al., 2017).

2.2.Digitalizacdo e aquisi¢do de dados morfoldogicos

2.2.1. Fotografias

As imagens fotograficas foram feitas em oito amostras diferentes na fraccdo 250 um
(retém individuos adultos). As imagens fotograficas foram capturadas com um
microscopio binocular (Nikoni-SMZ 800N- Alpha B series), camara XM Full HD-Alpha
B series e Software Toupview (Figura 4-A, B, C e E). A separacdo entre adultos e juvenis

(A-1) foi realizada previamente por mim.

A digitalizacdo das imagens ¢ um facto de extrema importancia, pois, esse aspecto afecta
directamente a aquisi¢ao da informagao que os dados apresentam (Zelditch et al., 2012).
Por isso, primeiro teve-se de procurar uma orientacdo adequada para garantir uma
orientacdo consistente dos espécimes. De seguida tive de manipular a luz e estabelecer os
parametros de padronizagdo exposicao (150), o tempo da exposi¢ao (5s) e o gain (controle

da amplificagdo do sinal do sensor da camara; valor = 1).

Ap6s a padronizagdo das imagens, fez-se a fotografia de cada individuo que se pretendia.
Foram-lhes atribuidos o cddigo Unico como forma de saber os identificar (exemplo:
B13 1.1 10-12 N18, em que B13 = niimero do rectangulo ou Box no slide, 1.1 _10-12=
primeiro segmento do core 1 a profundidade de 10-12 cm, N = nimero do individuo na

box).
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Figura 3: Microscopio binocular Nikoni-SMZ 800N (A); Camara XM Full HD (B);
[luminag¢do (C); slide com as valvas de ostracodes (D); manipulagdo do microscopio e da
luz para obtencao das fotografias (E) (Fonte: Patricia Simao, 2024).

2.2.2. Aquisi¢cio de dados morfométricos

A aquisi¢ao de dados morfoldgicos baseou-se na recolha de coordenadas 2D (com eixos
X e Y) de marcos anatdmicos especificos no programa Thin Plate Splines Digitalization
(TpsDig versao 2.32). A aquisi¢do dos LM nas valvas dos ostracodos foi realizada em
quatro extremidades da valva. Previamente, para identificar a extremidades da valva,
adicionei um rectangulo a cada imagem no programa do Microsoft Office PowerPoint, de
modo a delimitar as extremidades (Figura 5).

O primeiro LM (1) foi colocado na extremidade da regido anterior, o segundo LM (2) na
extremidade mais alta da regido antero-dorsal, o LM (3) na extremidade da regido
posterior, ¢ o LM (4) foi posicionado no ponto de fusdo entre a lamela e a valva

dorsalmente (Figura 5).
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De seguida foram digitalizadas as semilandmarks deslizantes (sLM), com 44 pontos
distribuidos em 4 segmentos. O primeiro segmento localiza-se entre a primeira ¢ a
segunda LM e tem 12 sLM. O segundo segmento localiza-se entre a segunda e terceira
LMs e tem 14 sLM. O terceiro segmento localiza-se entre a terceira e quarta LM e tem
14 sLMs. Por fim, o quarto e ltimo segmento localiza-se entre a quarta e primeira LM e
tem 12 sLMs. As sL.Ms foram distribuidas de maneira equidistante em todos os segmentos
(razdo pela qual os segmentos mais longos tém mais LMs e os mais curtos menos LMs).
Por fim, foram removidos o primeiro e o Gltimo sLM em cada segmento (que sobrepde a
marcagdo das LM). Consequentemente, nos segmentos mais curtos (primeiro e quarto)

temos 10 sLMs e nos segmentos mais longos (segundo e terceiro) temos 12 sLMs (figura
5).

Importa referir que foram criados quatro segmentos de maneira a garantir a posi¢do dos
sLM relativamente aos LM de forma consistente entre individuos, como forma de
prevenir que os sSLM em alguns casos estivessem antes ou depois das coordenadas dos

LM. Esta abordagem ¢ consiste com a de outros estudos prévios (Evin ef al., 2013).

1° segmento 2° segmento
12 sLM 14 sLM

4° segmento 3° segmento
12 sLM 14 sLM

Figura 4: Representacdo da digitalizagdo dos semilandmarks em quatro segmentos:
primeiro segmento com 12 sLMs; segundo segmento com 14 sLMs; terceiro segmento
com 14 sLMs; quarto segmento com 12 sLMs.
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Subsequentemente, o ficheiro com as coordenas LM e sLM foi submetido ao Thin Plate
Splines Utility (TpsUtil, versao 1.83), no qual foi utilizada a fungdo Append Tps curves
to Landmarks para formar uma unica lista continua de pontos que integra os LMs e os
sLMs. Em seguida, foi criado um ficheiro (sliders file) que identifica os LM e os sLMs
que irdo deslizar relativamente aos LMs (p. ex. o primeiro sLM vai ser deslizado entre o
primeira LM e o segundo sLM; Figura 6). O ficheiro dos sliders sera usado

posteriormente para fazer o deslizamento no programa de R Geomorph.

E  LM_10_30_80 sliders X +
Ficheiro Editar Ver

[" Sliders file

d
3

Figura 5: Representacdo do ficheiro sliders com os LMs e sLM que serdo deslizados no
Geomorph.
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2.3.Analise morfologica

Na analise e interpretacdo de dados morfoldgicos foi utilizado o Geomorph, um pacote
de software R que permite realizar todos os procedimentos da analise morfométrica
geométrica no ambiente de computacdo estatistico (Adams & Castilho, 2013). O
Geomorph permitiu igualmente visualizar a variacdo morfoldgica representada por cada
um dos componentes principais (ver abaixo) através de grelhas de transformacao
(Zelditch & Swiderski, 2021). Para a analise da forma, esse pacote utiliza (tal como outros
programas de analise de morfometria geométrica) as configuragdes de coordenadas dos
marcos anatomicos (neste caso adquiridas no TpsDig) para registar as posi¢oes relativas

dos pontos morfologicos.

As coordenadas dos marcos anatdmicos adquiridas dependem obrigatoriamente do
sistema de coordenadas em que os espécimes se encontram, assim como da sua
localizagdo, orientagdo e tamanho nesse mesmo espaco. Para permitir a andlise
morfoldgica dos espécimes com base nas coordenadas dos marcos anatdmicos ¢, assim,
necessario garantir que os espécimes se encontram no mesmo sistema de coordenadas,
que tém o mesmo tamanho, a mesma localizagdo e orientacdo. Para isso, utilizam-se
sistemas de sobreposi¢do das configura¢des de coordenadas dos marcos anatdomicos,
como, por exemplo, o Generalized Procrustes Analysis (GPA). O GPA permite realizar a
sobreposi¢do da configuragdo das coordenadas através do seu redimensionamento,
removendo diferencas nas coordenadas devido exclusivamente a diferencas de tamanho,
sem alterar a sua geometria (Godinho & Gongalves, 2020). A transla¢do permite remover
o efeito da localizacdo de todos os objectos de modo a partilharem o mesmo espago. A
rotagio orienta todos os espécimes da mesma forma (Adams et al., 2004; Mitterocker e

Gunz 2009).

Com as coordenadas padronizadas dos marcos anatdmicos, apds o processo de
sobreposi¢ao por GPA, permitiram a realizagdo de analises comparativas mais precisas.
Para analisar as diferencas do tamanho das valvas entre amostras, usando o tamanho do
centroide, visualizado através dos boxplots, foram aplicados os testes estatisticos nao
paramétricos de kruskall-wallis, seguidos de testes post-hoc (Wilcoxon rank sum exact
test) para identificar quais pares das amostras diferem entre si (Sokal & Rohlf, 1995).
Utilizaram-se testes ndo paramétricos devido a distribuicdo, complexidade,

multidimensionalidade e independéncia dos dados em anélise (Obertova et al., 2020). A
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disparidade morfoldgica (i.e., anélise de diferencas na variancia das distancias Procrustes

dos diferentes grupos) entre as amostras foi analisada usando a fungdo morphol.disparity.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para a reducao de
dimensionalidade e analisar a variacdo da forma dos ostracodos através da combinagdo
de dados de diversas variaveis em Componentes Principais. Grelhas de transformagao
foram produzidas de forma a visualizar as diferengas morfologicas entre diferentes
espécimes. As diferencas de geometria foram testadas utilizando um teste nao paramétrico
- Permutational Multivariate  ANOVA (PERMANOVA) - para avaliar potenciais

diferengas de forma multivariadas no subconjunto das fémeas.

Além da andlise das diferengas morfoldgicas entre amostras, dados da PCA também
foram utilizados para compreender a influéncia das varidveis ambientais na morfologia
dos ostracodos. Usou-se uma regressao linear multipla multivariada, sendo a forma dos
ostracodos (através dos PC1 e PC2) regredida contra as varidveis ambientais relevantes
(i.e., diatomaceas de agua doce, salobra, salgada, além de sedimentos como silte e
cascalho). A seleccdo das varidveis ambientais relevantes foi feita através da PCA com
os dados ambientais. Uma analise de correlagdo Pearson's foi aplicada para eliminar

variaveis com correlacao > 0.75.

2.4. Erro intra-observador

Para avaliar a confiabilidade, variabilidade e precisdo das marcagoes realizadas (i.e.,
recolha de coordenadas de marcos anatomicos) em dias diferentes pelo mesmo utilizador,
foi conduzida uma andlise de erro intra-observador. Esse tipo de analise ¢ importante para
assegurar que as coordenadas dos pontos anatomicos foram registadas de maneira

consistente (Berg et al., 2007; Henson, 2020).

Para tal, cinco individuos foram seleccionados aleatoriamente para a digitalizag¢do
adequada dos pontos anatomicos. Os individuos pertenciam a sexos e amostras diferentes,
permitindo a verificacao da consisténcia das marcacdes. A digitalizagao foi repetida trés
vezes, com um intervalo de trés dias entre cada aquisi¢ao. Em seguida, os ficheiros com
as coordenadas foram submetidos a GPA, que realizou o redimensionamento, translagao
e rotacdo dos espécimes. Por fim, as distancias Procrustes foram usadas como métrica

para calcular as variagdes entre as diferentes marcagdes. O critério para a consisténcia ¢
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que maior a maior variacao nas marcagdes do mesmo individuo (intra-individuos) seja
menor do que a variagdo entre individuos (inter-individuos; Rosas et al., 2017;

Fernandéz-Navarro et al., 2024).

2.5. Identificacdo de outliers e dos sexos com base no método de Hunt et al. (2017)

Para confirmar a eficiéncia do método desenvolvido nesta tese, comparou-se a taxa de
sucesso em distinguir 0s sexos nas varias amostras comparando com uma abordagem
previamente publicada e testada em Cyprideis “vivos” (i.e., com estruturas reprodutivas
presentes). A abordagem usada na identificagdo dos outliers e do sexo de cada valva foi
publicada por Hunt et al., (2017). Sucintamente, a abordagem usa os contornos de valvas
de ostracodes individuais (com base em fotos e digitaliza¢ao) que, ao serem aproximados
a uma elipse, permite obter medidas lineares de altura (H comprimento do eixo menor) e
largura (L eixo maior), e o tamanho do espécimen (area das valvas). O racio (obtido com
H/L) combinado com o tamanho da valva permite distinguir os sexos com a aplicagdo de
mixture model (Hunt et al., 2017). O mesmo método foi usado em trés espécies de
Cyprideis confirmando a eficacia do método (Martins et al., 2018). Para mais detalhes

sobre o método referimos a Hunt ez al. (2017).

A comparacdo entre os métodos foi realizada através de PCA utilizando o software R,
sendo os dados separados por sexo (machos e fémeas, previamente identificado de acordo
com Hunt ef al., (2017), com cada sexo marcado por uma cor diferente. A analise grafica
do PC1 e PC2 (que retém a maior variagdo) permitiu agrupar os individuos conforme a
sua geometria, ¢ visualmente confirmar se havia uma separacdo entre sexos (i.e.,

separacao de acordo com as cores) ou nao.
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3. RESULTADOS

3.1. Erro intra-observador

A analise das distancias Procrustes entre os Landmarks (LM) de cinco individuos
provenientes de amostras diferentes indica que a maior distancia intra—individuo foi de
0.017, enquanto a menor distancia inter- individuo foi de 0.019. Esses resultados sugerem
que o erro introduzido durante a marcacdo dos LM nos individuos é aceitavel, pois as
variagcdes dentro do mesmo individuo (intra—individuo) sdo menores do que as variagoes

entre diferentes individuos (inter-individuos).

3.2. Teste de sensibilidade do método para a identificacio sexual em Cyprideis
remanei

Foram analisadas oito amostras, nas quais obtivemos 340 fotografias da valva esquerda
de individuos de C. remanei (N individuos/amostra = 29 a 49 por amostra; Figura 7).
Posteriormente, os espécimes foram subdivididos por sexo, com a identificagao efectuada

com base no método de Hunt et al., 2017.

Removeram-se individuos apds uma analise preliminar, devido a ocorréncia de espécimes
na fase A-1 e valvas degradadas, que foram identificadas como outliers pelo método de
Hunt et al. (2017) (N = 13; Tabela 5, em anexo). Dessa forma, retivemos 327 individuos

para analise (N machos = 110; N fémeas = 217).

Numa primeira fase, o presente método foi testado para confirmar se era sensivel na
analise morfoldgica das valvas. Para tal, comparou-se a consisténcia na identificacdo dos
sexos em relacdo ao método desenvolvido por Hunt ef al., 2017. Verificou-se que o meu
método concordou na identifica¢do do sexo dos individuos em 99.38% dos casos. Apenas
dois individuos (1 macho e 1 fémea, amostra 1-5 30-32) agruparam de forma ambigua
(Figura 8-A, seta vermelha). Este resultado confirma a sensibilidade do método

desenvolvido na presente tese para a analise das variacdes de morfologia das valvas.
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Figura 6: Numero total de individuos por sexo de acordo com as amostras.

3.3.Analise morfolégicas em machos e fémeas de C. remanei

Na andlise de componentes principais, baseada nos dados morfologicos de 327
espécimes, os dois primeiros componentes explicam 74.86% da variancia total. O PCI
explica 63.74 % da variancia, e ¢ dominado pelas diferencas da forma entre os sexos (i.e.,
0s sexos ocupam um morfo-espago distinto; Figura 8-B). Esses valores do PC1 estao
associados com as grelhas de transformacdo, que apresentam valvas mais alongadas e
achatadas. Nos valores positivos hd ligeiras distor¢des no antero-dorsal e ventral,
enquanto nos negativos as valvas sao arredondadas, com uma distor¢ao mais proeminente

na regido antero-dorsal, devido a maior complexidade da curvatura nessa regiao.

No PC2, as valvas nos valores positivos apresentam distor¢des nas regides antero-dorsal

e ventral (Figura 8-B).
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Figura 7: Anélise de PCA. Representa a morfologia da valva dos ostracodes agrupados
de acordo com o sexo e com a identificagdo dos dois individuos (1 macho e 1 fémea,
amostra 1-5 30-32) agrupados de maneira anormal com base no método de Hunt et al.,
(2017) (seta vermelha) (A). Representa a morfologia da valva dos C. remanei agrupados
por amostra (machos e fémeas) (B).
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Os dados de disparidade na geometria (Tabela 1), confirmam que os sexos respondem as
condi¢des onde vivem de forma distinta nas distdncias Procrustes. Isto €, o grupo das
fémeas ndo apresenta maior disparidade na geometria consistentemente, apesar de ser o
sexo em maior nimero de individuos sistematicamente. Igualmente, a diferenca na
disparidade morfologica por sexo dentro de cada amostra ¢ equiparavel as diferencas de

disparidade morfoldgica entre niveis.

Tabela 1:Representa a disparidade morfologica por amostra e dentro de cada amostra de
acordo com o sexo; A negrito azul salientamos as amostras com maior disparidade e a
negrito vermelho as amostras com menor disparidade morfologica.

Varidncias Procrustes para grupos definidos

Amostra | 1-1_80-82 | 1-2 20-22 | 1-2_80-82 | 1-3 40-42 | 1-4 10-12 | 1-4 30-32 | 1-5 30-32 | 1-6_10-12
Todos os |0.00041 0.00048 0.00043 0.00054 0.00045 0.00046 0.00041 0.00056
dados

Fémeas 0.00017 0.00023 0.00015 0.00025 0.00015 0.00020 0.00022 0.00022
Machos 0.00010 0.00029 0.00018 0.00014 0.00017 0.00013 0.00015 0.00018

O teste de Kruskal-Wallis indica que ha diferengas significativas de tamanho entre
amostras (W=40.716; p-valor =<0.01). Nomeadamente, as amostras com maior tamanho
de centroide sdo as 1-2 80-22 e 1 5 30-32, cuja posicdo da mediana difere
estatisticamente das amostras 1-1 _80-82, 1-2 20-22, 1-3 40-42 ¢ 1-4_10-12, com base
no teste post-hoc, Wilcoxon-rank sum exact (Figura 9-A; Tabela 2). Além disso, as
amostras 1-4 30-32 e 1-5 30-32 tem posicdo da mediana estatisticamente distintas

(Tabela 2).
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Tabela 2: Representa comparagdo entre pares usando o Wilcoxon rank-sum exact test
entre tamanho das valvas por amostra. Tridngulo superior da matriz valores de W;
triangulo inferior valores de p. Os p-valor sdo ajustados por Bonferroni e destacados a
negrito quando sdo significativos.

Amostras 1-1_80-82 [ 1-2 20-22 [ 1-2 80-82 | 1-3_40-42 | 1-4_10-12 | 1-4_30-32 | 15 30-32 | 1-6_10-12
1-1_80-82 671 432 762 782 375 382 488
1-2_20-22 0.99 487 961 964 441 400 550
1-2_80-82 <0.01 <0.01 1461 1581 865 930 996
1-3_40-42 0.67 0.81 <0.01 1017 484 519 633
1-4_10-12 0.99 0.71 <0.01 0.72 484 578 719
1-4_30-32 0.31 0.10 0.10 0.16 0.37 406 488
1-5_30-32 <0.01 <0.01 0.45 <0.01 <0.01 <0.01 1059
1-6_10-12 0.19 <0.01 0.63 0.10 0.10 0.45 0.18

Ao representar os mesmos dados em boxplot, mas com a separagao do tamanho das valvas

por sexo e amostra (Figura 8-B), verificamos que os machos tém um tamanho de centroide

maior que as fémeas. No entanto, o dimorfismo sexual (i.e., diferengas entre tamanho

mediano das fémeas em relagdo aos machos) varia entre amostras, sugerindo que 0s sexos

respondem de forma distinta as condigdes ambientais (Tabela 1).

Assim sendo, uma anélise que compare variacdes na morfologia da valva entre amostras

deve ser efectuada apenas no subconjunto de fémeas, a fim de eliminar as diferengas entre

os sexos. Uma vez que o nimero de fémeas € superior ao nimero de machos no estudo,

este subconjunto foi seleccionado para as andlises subsequentes.
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Figura 8: Representa o boxplot da variabilidade do tamanho (avaliada através do
tamanho do centroide) das oito amostras analisadas. Boxplot com o conjunto de dados
completo (A) com diferencas estatisticamente diferentes identificadas na Tabela 1;
boxplot representa o dimorfismo sexual dos individuos (B).
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3.3.1. Analises morfologica em fémeas de Cyprideis remanei

Na andlise de PCA quanto a geometria do subconjunto fémeas, os dois primeiros
componentes, representados na Figura 10, explicam 55.09% da variancia total. O PClI
explica 32.87% da varidncia morfoldgica e correlacionado com as grelhas de
transformagdo demonstram que nos valores positivos, hd uma pequena distor¢ao nos
pontos antero-dorsal e posterior, nos valores negativos do PC1 das fémeas, a concavidade
dorsal ¢ mais proeminentes (Figura 10-B). O PC2, que explica 22.22% da variancia,
correlaciona-se com a presenca mais ou menos acentuada do sulco central transversal da

valva (Figura 10-B).

De modo geral, observa-se uma sobreposicdo na morfo-espago entre as amostras.
Contudo, os valores extremos negativos no PC1 sdo encontrados na amostra 1-5_30-32,
enquanto os valores positivos mais extremos na amostra 1-2_20-22. No PC2, os valores

positivos mais extremos sdo observados na amostra 1-3 40-42.

Quanto aos valores do PERMANOVA indicam um poder explicativo de (R? ajustado:
0.18; F: 6.62; p-valor: <0.01).

Na andlise de tamanho do centroide, teste de Kruskal-Wallis, realizado no subgrupo das
fémeas, indica a existéncia de diferengas de tamanho entre as amostras (W = 59.328; p-
valor < 0.001). Seguido de testes post-hoc de Wilcoxon rank sum exact, indicando que a
amostra 1-2_80-82 apresenta uma mediana estatisticamente superior em tamanho de
centroide em comparagdo com as amostras 1-1 _80-82, 1-2 20-22, 1-3 40-42 ¢ 1-4 10-
12 (Figura 11; Tabela 3). A amostra 1-5_30-32 difere na posi¢do da mediana em relagdo
a todas as outras amostras excepto 1-2 80-82. A amostra 1-4 30-32, com a auséncia de
machos, contém espécimes com tamanhos maiores que as amostras mais recentes (1-
1 80-82), sendo estatisticamente distinto na posi¢do da mediana em relagdo as amostras

1-3 40-42, 1-4_10-12(Figura 11; Tabela 3).
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Figura 9: Representa a morfologia da valva dos Cyprideis remanei (fémeas). No grafico
(A) as amostras estao separadas por amostra e estes sdo apresentados independentemente;
no grafico (B) as amostras representadas conjuntamente e, consequentemente
sobrepostas. As grelhas de transformacgao em (B) representam as diferencas geométricas
associadas a cada um dos PCs (magnificadas por 2 para facilidade de visualizagao).
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Tabela 3: Representa comparacdo entre pares do tamanho das valvas das fémeas por
amostra. Triangulo superior da matriz valores de W usando Wilcoxon rank-sum exact test.
Triangulo superior da matriz valores de W; Triangulo inferior valores de p-value. Os p-
valor, sdo ajustados por Bonferroni e destacados a negrito quando sdo significativos.

Amostras 1-1 80-82 | 1-2 20-22 | 1-2 80-82 | 1-3 40-42 | 1-4_10-12 | 1-4 30-32 | 1-5 30-32 | 1-6_10-12
1-1_80-82 179 83 112 335 112 74 192
1-2_20-22 0.27 179 575 503 206 162 301
1-2_80-82 <0.01 <0.01 764 698 407 378 467
1-3_40-42 0.35 0.15 <0.01 413 153 150 254
1-4_10-12 0.65 0.25 <0.01 0.94 145 115 239
1-4_30-32 0.01 0.09 0.11 <0.01 0.01 - 170 254
1-5_30-32 <0.01 <0.01 0.15 <0.01 <0.01 0.01 220
1-6_10-12 0.15 0.28 0.15 0.10 0.11 0.78 0.01
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Figura 10:Representa o boxplot do tamanho das valvas dos C. remanei em fémeas

(avaliada através do tamanho do centroide).
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3.4.Analises das variaveis ambientais: analise do tamanho de grao e diatomaceas

A PCA realizada com os dados de granulometria (tamanho de grio) e diatomaceas
(indicador de mudancas de salinidade) mostra que os dois primeiros componentes
explicam 75,51% da variacao (Figura 12). Este ¢ um valor alto em ecologia, e deve-se em
parte, ao nimero limitado de amostras analisadas em relagdo ao nimero de varidveis

ambientais.

O PC1, que explica 47.54% da variancia, esta correlacionado com diatomaceas que
viviam em agua salgada versus dgua doce (Figura 12). A amostras 4, que representa a
amostra 1-3 40-42, t€m uma dominancia de diatomaceas de agua salgada (91.77%). Por
outro lado, a amostra 7 (1-5_30-32), estd associada ao ambiente de 4gua doce (76.2%). O
PC2, que explica 27.97% da varidncia, estd correlacionado com as diatomaceas da agua
salobra, silte nos valores negativos e o cascalho nos valores positivos; As amostras 3 e 5,
1-2 80-82 e 1-4_10-12, respectivamente, tém uma dominancia de silte (53.4% e 82.5%).
Por outro lado, a amostra 1 (1-1_80-82) esta associada a ambientes de dgua salobra

(65.7%) e a amostra 6 (1-4_30-32) com dominancia de cascalho (43%).
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Figura 11: Representa os PCA ambientais das diatomaceas e tamanho do grio do
sedimento.

Quanto aos dados de regressdo multipla multivariada, o modelo tem pouco poder
explicativo relativamente ao PC1 (R? ajustado: -0.01; Fs211: 0,5369; p-valor: 0,75). Ja no
PC2, as variaveis ambientais do modelo (silte, agua salobra e cascalho) explicam de forma
significativa a variacdo morfoldgica das valvas entre amostras, embora o ajuste seja baixo

(R? ajustado: 0.11; Fs211: 6,30; p-valor: <0.01).
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4. DISCUSSAO

Foram analisadas oito amostras para o estudo das alteragdes morfologicas da valva
esquerda de ostracodos Cyprideis remanei no lago Nyalonzwele. Para detectar as
mudan¢as morfoldgicas, a digitalizacdo dos espécimes foi realizada com base nos
métodos de analise de dados em 2D da Morfometria Geométrica. Este processo resultou
no desenvolvimento de uma nova metodologia de analise para o estudo das mudancas

paleoambientais.

Foi necessario testar o método desenvolvido no trabalho. Para esse efeito, comparou-se a
consisténcia na identificagao dos sexos entre o método desenvolvido nesse estudo, com o
método de Hunt et al., (2017), o qual identificou correctamente o sexo de individuos de
Cyprideis vivos (Martins et al., 2019). A identificagdo dos sexos de espécimes entre
métodos teve uma concordancia de 99.38%, confirmando que o método aplicado nesse
trabalho ¢ sensivel a variacdo morfoldgica das valvas. Apenas dois individuos (1 macho
e 1 fémea, amostra 1-5_30-32; Figura 8-A) foram identificados de forma distinta entre os
métodos. No entanto, este resultado ndo compromete a validade do método. Pelo
contrario, este resultado pode ser explicado, em parte, pelo facto do tamanho ser
eliminado na analise de GPA (tamanho do centroide) no presente método em relagdo ao
método de Hunt et al., (2017). Esta possibilidade podera ser testada futuramente através
de um estudo de morfometria geométrica que preserve o tamanho nas andlises.
Adicionalmente, nuances morfoldgicas capturadas pela morfometria geométrica (e nao
pela morfometria convencional), como por exemplo, variacdes morfoldgicas atipicas
presentes nesses individuos, podem contribuir para este resultado. Isso levanta uma
questao importante sobre os limites da morfometria mais tradicional (i.e., baseada em

medida lineares) na captura de varidveis subtis ou anomalas.
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4.1. Variac6es morfologicas em machos e fémeas de Cyprideis remanei

Os resultados indicam diferencas significativas na geometria entre as amostras estudadas.
As duas primeiras componentes (PC1 e PC2) explicam 74.86% da variancia total. O PC1
¢ dominado pelas diferengas geométricas entre os sexos (Figura 8-B) com a ocupagao de
morfo-espacos distintos por machos e fémeas. Essas diferencas morfoldgicas entre os

sexos podem ser observadas também ao analisar os tamanhos do centroide das valvas.

As diferencas significativas no tamanho e na geometria das valvas dos C. remanei entre
os sexos - dimorfismo sexual - reflectem diferengas baseadas no sexo, como pressao
reprodutiva distinta (Namioko & Martins, 2008; Samuels-Fair et al., 2021). Por esse
facto, foi seleccionado um sexo (fémeas) para um estudo mais detalhado das respostas

adaptativas as mudancas ambientais.

4.1.1. Variacdes morfologicas em fémeas de Cyprideis remanei

Os resultados da PCA quanto a geometria das fémeas mostram que as duas primeiras
componentes (PC1 e PC2) explicam mais de 50% da variancia total (Figura 9). Esta
analise indica mudangas significativas na forma das valvas, particularmente nas regides
antero-dorsal e ventral em ambos os PCs, que advertem a presenca de variagdo
morfoldgica dentro das amostras estudadas e, podem estar relacionadas com os factores
genéticos, ecoldgicos ou a juncao de ambos nas fémeas. A PERMANOVA confirma que
existem diferencas significativas entre amostras, geometrias “extremas”. Como entre as
amostras observa-se uma sobreposi¢do do morfo-espago, a variagdo geométrica &
provavelmente o resultado de plasticidade fenotipica em resposta a variagdes ambientais
mais significativas (embora uma componente genética ndo possa ser completamente
excluida face a auséncia de dados; i.e., variacdo genética entre geragdes contribui
particularmente para a variacdo morfologica). Assim, a ocorréncia de geometrias
“extremas” na PC1 negativa nas amostras 1-6_10-12 e 1-5_30-32, por exemplo, sdo o
mais provavel uma resposta fenotipica distinta devido a alteracao das condi¢des do lago

durante o periodo analisados (p. ex., temperatura, variagdes sazonais de salinidade).
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O periodo entre ~7.100 BP a ~6.120 anos BP, correspondentes as amostras 1-6 10-12 ¢
1-5 30-32, engloba uma transi¢do entre condigdes aridas para condi¢cdes mais humidas
nesta regido (Jerardino et al., 2008; Neumann et al., 2011). Esta transi¢ao climatica, ¢
potencialmente caracterizada por uma alta sazonalidade durante esse periodo (variagao
nos niveis de salinidade devido a varia¢des nos padroes de pluviosidade anualmente;
Gomes et al., 2023). Os dados referentes a abundancia dos ostracodos confirmam esta
instabilidade; i.e., o lago secou, o que impossibilitou ou limitou a preservacdo dos
ostracodos entre as amostras indicadas. Os resultados do tamanho do centroide na
amostra 1-5_30-32 significativamente diferente da amostra 1-6_10-12 sdo consistentes

com os dados da PC1.

Aproximadamente 3.347-3.368 anos BP, as condigdes ambientais tornaram-se
progressivamente mais secas na regiio de KwaZulu-Natal (Africa do Sul; Neumann et
al., 2010). Essas condicdes prevalecem até 2.300 anos BP na regido do lago Nhauhache,
Mozambique (Holmgren et al., 2012) ou 2.000 anos BP em Cape Town, Africa do Sul
(Cordova et al., 2019) quando as condigdes se tornaram gradualmente mais hiimidas a
partir destas datas. A diminui¢do gradual do tamanho mediano das valvas verificado a
partir da amostra 1-5 30-32 até a amostra 1-3_40-42 (~3.690 anos BP; Figura 11),
podera estar associado as variagdes da temperatura, para além de variagdes na salinidade
do lago. Em C. salebrosa em temperaturas mais baixas, o crescimento do organismo ¢
mais lento, resultando dessa maneira em valvas maiores. No entanto, com os dados

ambientais disponiveis, ndo podemos confirmar esta hipotese.

4.2. Impacto das variaveis ambientais na morfologia da valva dos C. remanei

A PCA realizada com os dados de sedimentologia (tamanho de grao) e diatoméceas (agua
doce, salobra ou salgada) permitiram seleccionar as varidveis mais importantes para uma
comparagao directa entre geometria e indicadores ambientais. Para o modelo de regressao
linear retivemos as seguintes varidveis ambientais: % de diatomaceas de agua doce,

salgada, salobra e % de silte e cascalho.
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Para o PC1 (geometria das fémeas), a analise de regressao linear ndo ¢ significativa,
sugerindo que as varidveis ambientais usadas no modelo ndo explicam a variacdo na
forma das valvas dos ostracodos. A falta de significancia pode ser explicada porque as
variaveis que influenciam a geometria das valvas retidas no PC1 ndao foram medidas.
Especificamente, factores como temperatura, conhecidos por influenciarem a morfologia
da valva do género Cyprideis ndo foram incluidos no nosso modelo (Carbonel, 1982;

Holmes, 2001; Ligios & Gliozzi, 2012; Wrozna et al., 2022).

Por outro lado, o nosso modelo ¢ significativo a explicar o PC2. A variagao de salinidade
nas amostras 1 (1-1 80-82) com (65.7%), cascalho na amostra 6 (1-4 30-32)
correspondente a uma percentagem de 43%, e as amostras 3 e 5 (1-2_80-82 ¢ 1-4 10-12),
respectivamente, com uma dominancia de silte (53.4% e 82.5%). Provavelmente
influenciam directamente a alteracdo na geometria relativamente ao sulco transversal.
Efectivamente, a salinidade exerce um efeito significativo no padrao da ornamentagdo
das valvas dos Cyprideis torosa (Ruiz et al., 2013). Em ambientes de alta salinidade, as
valvas sdo menos noduladas (Frenzel et al, 2012; Kiilkdyliioglu et al, 2022). Essa
adaptacdo ajuda a espécies a lidar com o estress osmotico (Molinari, 1962). Keyser e
Aladin (2004) destacaram que a forma dos poros nas valvas, adquiridas em resposta a
salinidade. Em ambientes hipersalinos e oligohalinos, os poros tendem a ser maiores e
redondos irregulares (Rosenfeld e Vesper, 1977). Essas morfologias sdo essenciais para a
sobrevivéncia do C. torosa, permitindo a espécie manter a homeostase e prosperar em
uma ampla gama de condigdes salinas e ambientes variados (Ligios & Gliozzi, 2012). Por
outro lado, ndo ha estudos comprovados sobre a influéncia do tamanho grao na forma da

valva dos ostracodos, nomeadamente no género Cyprideis.

4.3. As populacées Humanos e as mudancas ambientais

A anélise do registo ecoldgico dos Cyprideis com a técnica desenvolvida nesta tese pode
ser usada de diversas maneiras, nomeadamente esclarecimento de padrdes no registo
arqueologico e salientar momentos temporais de estresse que podem estar associados a

mudanca cultural ¢ econdmica, considerando as condi¢des climaticas locais.

Um exemplo pratico refere-se a amostra 1 5-30-32 (6.120 anos BP). Os dados de

morfometria geométrica apontam para mudangas na morfologia das valvas nesta amostra
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em relagdo a amostra anterior e posterior, salientando periodos de transi¢do ambiental. Os
dados paleoambientais para esta regido confirmam uma transi¢cao para um clima humido
(Norstrom et al., 2012), ndo apenas no sul de Mocambique, mas também em diversos

paises da Africa Austral (Neumann et al., 2010).

Se considerarmos o registo arqueologico, apesar de haver condigdes aparentemente
favoraveis a habitacdao ao longo do lago Nyalonzwele, em periodos anteriores a ~6.120
anos BP, ndo existem evidéncias da presenca humana no local. Isso pode ser explicado
por varios factores, como baixa densidade populacional, movimento de grupos sem
estabelecimento temporario de relevo ou, potencialmente, migragdes deliberadas para

outros locais que ofereciam recursos mais abundantes.

Em contraste, ha registos de ocupacdo humana na regido norte de Mogambique,
especificamente em Nampula, por volta de 5.050 anos BP. Os grupos encontrados nessa
regido eram cagadores-recolectores San, conhecidos por suas habilidades em explorar
uma ampla gama de recursos naturais (Adamowicz, 1987). Estes grupos dedicavam-se a
pesca e a recolec¢ao de moluscos, raizes, vegetais e tubérculos (abundantes nas zonas
himidas e nas margens dos rios) e a producdo de microliticos com assentamentos

predominantemente costeiros (Adamowicz, 1987).

Outro momento de estresse ambiental salientado pelo nosso método refere-se a amostra
1-2 80-82 que corresponde a 3.000 anos BP. Esse periodo coincide com um maior
tamanho mediano das valvas em relagdo as amostras mais recentes analisadas (1_1-80-
82 (~1.820 BP) e 1-2 20-22 (~2300 BP); Figura 11). Em relagdo a geometria, a PC1
aponta para uma morfologia distinta (“extremo” positivo) para a amostra 1-2 20-22 em

relacdo a amostra 1-2_80-82.

Comparando com os dados paleoambientais disponiveis, entre aproximadamente 3.347 e
3.368 anos BP, com o recuo do lengol freatico e a diminuicdo do nivel do mar, as
condi¢des ambientais tornaram-se progressivamente mais secas na regido de KwaZulu-
Natal, provincia da Africa do Sul (Neumann et al., 2010). Essas condigdes mudangas

climaticas causaram uma significativa reducao das florestas, gramineas (Scott, 1996).

Entre 2.600 — 2.100 anos BP, na Africa do Sul, Cape Town, experimentou uma complexa
dinamica ocupacional, marcada por mudangas na dieta que passou a incluir cada vez mais
recursos marinhos, como mexilhdes e uma intensa competi¢cao por recursos que pode ter

levado a disputas violentas entre diferentes grupos (Pfeiffer & van der Merwe, 2004;
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Barham & Mitchell 2008; Mitchell, 2013). Desta forma, a passagem para um clima mais
arido levou a migracdo de cagadores recolectores (Marshall et al., 1984; Barthelme, 1985;
Jerardino et al., 2008; Mitchell, 2013) e a passagem para um estilo de vida mais associado

a exploracao de recursos costeiros.

Por outro lado, por volta de 2.300 anos BP a condi¢des tornaram-se gradualmente mais
hiimidas na regido do lago Nhauhache, Mog¢ambique (Holmgren et al., 2012). Por volta
de 2.000 anos BP, ha indicios do aumento de grandes herbivoros ao redor dos lagos, com
ocorréncia de dguas ricas em nutrientes € pequena mudanca na vegetacao cerca de em

Cape Town (Cordova et al., 2019).

Nesse mesmo periodo, nas areas de Bushveld, surgem evidéncias de comunidades
sedentarias, como indicado pelos vestigios de cabanas de pau-a-pique. Essas sociedades
tinham uma econdémica baseada na agricultura, de cereais e criagdo de animais
domésticos. A presenca da ceramica, artefactos e ferro e detritos de metal aponta para o
conhecimento da metalurgia, sugerindo a chegada dos primeiros agricultores Bantu na
Africa do Sul (Cordova et al., 2019). Evidéncias arqueologicas também registam a
representa de ovelhas domésticas e cerAmica nas regides de chuvas de inverno da Africa
do Sul, Namibia e norte de Botswana, por volta de 2.100-1.800 BP (Sadr, 1988; Walker,
1983; Smith, 2006).

Em Mozambique, o registo arqueoldgico por volta do seculo I-1II AD (~1850~1650 BP)
aponta para uma substitui¢do de cacadores-recolectores para grupos Bantu nas estacdes
arqueoldgicas da Matola e Campus universitdrio Eduardo Mondlane em Maputo. A
evidéncia da presenga de vestigios de ceramica, escorias de ferro, praticas agricolas e a
criacdo do gado sugere que esses grupos ja estavam estabelecidos e praticavam rotas

comerciais no Oceano indico (Sinclair, 1987; Morais, 1988).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O método aplicado no presente trabalho permite correlacionar dindmicas climaticas com
alteragdes morfologicas das valvas. Estas alteracdes, por sua vez, permitem seleccionar
periodos temporais ligados a mudangas ambientais que por sua vez influenciaram
populagdes humanas na regido. Nomeadamente, pelos exemplos apresentados, explorar
estresse ambiental associado a expansao das comunidades cagadoras-recolectoras e
agricultoras e a sua interac¢do entre diferentes grupos ao longo do Holocénico médio e

inicial no sul de Mogambique.

Os resultados das variagdes morfoldgicas em machos e fémeas de Cyprideis remanei
indicam diferengas geométricas entre ambos os sexos, associadas a factores adaptativos
e reprodutivos. Nas fémeas, essas variagdes acompanharam transi¢des climaticas, como
a mudanga de condicdes aridas para humidas entre 7.100-6.120 anos BP, associada a
variagcoes de niveis de salinidade impulsionadas, provavelmente, pelos padrdes de
sazonalidade. Posteriormente, entre 3.690-2.000 anos BP, houve a instabilidade ressurgiu
afectando vérios paises da Africa Austral e maioritariamente na Africa do Sul (~3.368-
2.000 anos BP), no lago Nyalonzwele (~3.690 anos BP) e lago Nhauhache (~2.300 anos
BP) (Mogambique). O que afectou o tamanho das valvas dos ostracodos do lago

Nyalonzwele.

Os dados morfométricos sugerem que ocorreu uma transi¢cao ~6.120 anos BP, reflectida
nas mudancgas morfoldgicas observadas na amostra 1-5 30-32. Embora esse periodo
tenha sido caracterizado por condi¢des himidas, ndo foram encontradas evidéncias de
ocupacdo humana no lago anteriores a este periodo, o que pode estar relacionado a
migracdes para locais com melhores condigdes de sobrevivéncia. Apenas por volta de
5.050 anos BP ¢ que se registam vestigios da ocupa¢do humana proéximo aos recursos
hidricos, porem mais ao norte do pais (Nampula, Niassa e Cabo Delgado) pelos grupos

cagadores-recolectores.

Mais tarde por volta de 3.000 anos BP, a regido voltou a apresentar variacdes nas
condi¢des ambientais, com o aumento da precipitagdo reflectido na morfologia das
valvas, como indica a amostra 1-2_80-82, seguido por um periodo himido em torno de
2.300 anos BP. Esse periodo coincide com um aumento ocupacional na regido da Africa
Austral, caracterizado pela domesticagdio de animais, trocas comerciais € o0

desenvolvimento de sociedades sedentarias.
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No sul de Mogambique, por volta de ~1850-1650 anos BP, o registo arqueoldgico nas
estacoes da Matola e Campus Universitario Eduardo Mondlane evidencia a chegada dos
povos falantes de lingua Bantu. Esses grupos trouxeram mudangas significativas,
incluindo a introdugdo de novas tecnologias metalurgicas, praticas agricolas e integragao

em redes de comercio que conectavam o interior de Africa com o Oceano indico.

O uso do modelo 2D apresenta vantagens pela simplicidade e a facilidade de aplicagao
nos estudos morfométricos sao pontos positivos, uma vez que a colecta de dados através
das imagens fotograficas reduz os custos e elimina a necessidade de equipamentos
sofisticados. Os softwares utilizados para a digitalizacdo dos dados s3o mais acessiveis e
simples de operar. Além disso, a andlise de dados em 2D requer menos capacidade de
processamento ¢ armazenamento dos dados, o que permite maior flexibilidade para

trabalhar em diferentes contextos e locais.

Para trabalhos futuros, ¢ importante considerar que a auséncia de significincia estatistica
no PC1 verificada na regressao linear aquando da correlagdo entre os dados morfologicos
e ambientais, pode estar relacionado a exclusdo de varidveis importantes como pH,
temperatura, salinidade ou produtividade do lago, que influenciam directamente a
morfologia das valvas Cyprideis. Futuros estudos devem incluir essas variaveis para
entender melhor as suas influéncias na forma das valvas e fornecer resultados mais

robustos e completos.
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ANEXO

Tabela 4: Datacao calibrada das amostras usando o programa online OxCal (https://c14.arch.ox.ac.uk/oxcal.html).

Amostra Periodo geoldgico

1-1_80-82 Holocénico final (1.820 anos BP)

1-2 20-22 Holocénico final (2.280 anos BP)

1-2 80-82 Holocénico final (3.000 anos BP)

1-3 40-42 Holocénico final (3.690 anos BP)

1-4 10-12 Holocénico final (4.550 anos BP)

1-4 30-32 Holocénico médio/Holocénico final (4.790 anos BP)
1-5 30-32 Holocénico médio (6.120 anos BP)

1-6-10-12 Holocénico médio (7.100 anos BP)




Tabela S: Representa espécimes na fase A-1 e valvas degradadas, que foram identificados como outliers.

Género Espécies Nome Amostra objectivo Magnitude | Mag. nome Escala Incluso

do espécime

Cyprideis | remanei B2 1-1 80-82 N6.png 1-1 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 F N
Cyprideis | remanei B3 1-1 80-82_N18.png | 1-1 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1M N
Cyprideis | remanei B4 1-1 80-82 N4.png 1-1 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1M? N
Cyprideis | remanei B5 1-1 80-82 N1l.png 1-1 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1M N
Cyprideis | remanei B5 1-1 80-82 N19.png 1-1 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1M N
Cyprideis | remanei B10 1-2 20-22 N34.png | 1-2 20-22 Esquerda 5 10 50 1,785643 Juvenil N
Cyprideis | remanei B2 1-2 80-82 N16.png 1-2 80-82 Esquerda 5 10 50 1,785643 Macho N
Cyprideis | remanei B21 1-4 30-32_N7.png 1-4 30-32 Esquerda 5 10 50 1,785643 Fémea N
Cyprideis | remanei B2 1-6 10-12 N20.png 1-6_10-12 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1 N
Cyprideis | remanei B21 1-6 10-12 N17.png | 1-6 10-12 Esquerda 5 10 50 1,785643 A-1 N
Cyprideis | remanei B28 1-6 10-12 N35.png | 1-6 10-12 Esquerda 5 10 50 1,785643 Juvenil N
Cyprideis | remanei B6 1-5 30-32 N26.png 1-5 30-32 Esquerda 5 10 50 1,785643 Fémea N
Cyprideis | remanei B13 1-5 30-32 N6.png 1-5 30-32 Esquerda 5 10 50 1,785643 Fémea N
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