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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Karola Szawaryna
pt. ,,Filogeneza biedronek z rodzaju Epilachna na podstawie analizy markerow

molekularnych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgra Karola Szawaryna zostata
przygotowana pod kierunkiem Pani dr hab. Wioletty Tomaszewskiej w Pracowni

Systematyki i Zoogeografii Muzeum i Instytuiu Zoologii PAN w Warszawie.

Przedmiotem badarn Doktoranta i gldownym celem rozprawy byta analiza
pokrewieiistw filogenetycznych w ramach plemienia Epilachini i zaproponowanie na tej
podstawie systematyki badanych biedronek opartej na monofiletycznych taksonach.
Doktorant dla rekonstrukciji powigzan filogenetycznych zastosowat markery DNA,
Powodem takiego podejécia metodycznego byly dotychczasowe trudnoéci z wiasciwg
interpretacjg cech fenotypowych wykorzystywanych w systematyce tego liczacego
kilkaset gatunkow taksonu. Wbrew temu co sugefuje tytut, istotnym elemeniem
monografii sa takze szczegdtowe analizy morfologii, dzieki ktérym zdiagnozowano nowe
taksony ,molekularne”, dokonano redeskrypciji oraz przedstawiono przebieg ewolugji
najistotniejszych cech moifologicznych stosowanych dotad do definiowania taksonow w
ramach Epilachini. Jest to eleganckie i gleboko uzasadnione merytorycznie potaczenie
tradycyijnej, w dobrym znaczeniu, wiedzy o morfologii badanej grupy z nowoczesnymi
narzedziami taksonomii molekularnej. Dzigki takiemu pofaczeniu metodologii mgr
Szawaryn uzyskat wiarygodng hipoteze, ktéra w znacznej mierze sfalsyfikowata
dotychczasowg koncepcje taksonomiczng plemienia.

_ Praca pod wzg!edem formainym ma wiaéciwg sfrukture i jest napisana jasno,
- dobrym Jezyklem oraz znakomicie ilustrowana przejrzystymi i starannymi rycinami;
szczegolnie zdjema SEM sg na bardzo wysokim poziomie technicznym. Jest takze
'uwazme przygotowana 0 czym Swiadczy minimalna liczba drobnych potknigc
edytorskich, z kiorych naj_;stotm_ejsze dotyczy pomytki w numeracji kladow (str. 96).

Poniewaz zapewne praca w catosci lub fragmentach bedzie opublikowana po angielsku
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nie bede szczegdtowo wskazywat na pewne niekonsekwencje i kontrowersje
terminologiczne, ale okreslenie ,oszczecony” (=pokryty szczecinami) budzi moj
lingwistyczny sprzeciw. No i jest ten DNA, nie to DNA (str. 42). Jest jednak jeden btad
terminologiczny niezalezny od jezyka, ktory Doktorant konsekwentnie powtarza w cale]
pracy. Wszystkie drzewa filogenetyczne nazywane sg w pracy ,kladogramami”,
tymczasem jest tam tylko jeden kladogram wygenerowany przez MP. Wszystkie
pozostate to filogramy, drzewa, w kiérych diugo$¢ galezi jest proporcjonalna do liczby
zmian ewolucyjnych (=substytucji). Autor zdaje sie nie dostrzegac¢ tej zasadnicze] roznicy
miedzy oboma typami graféw, wspominajac np. o diugich gateziach w pewnych

kladogramach.

Praca doktorska rozpoczyna sie wstepem, ktory ma charakter tryptyku. Zaczyna
sie przegladem historii badan nad rodzing Coccinellidae i jej filogeneza, w drugiej czesci
przedstawione sa informacje o systematyce, morfologii, wystepowaniu i elementach
biologii i ontogenezy Epilachnini, na koniec czytelnik zapoznany zostaje z problemami
dotyczacymi nomenklatury, historig badan, systematyka i wystgpowaniem rodzaju
Epilachna. Zamyst stopniowego przejécia od informaciji o rodzinie, przez plemig do
rodzaju jest jedna z mozliwych koncepcji struktury wstepu, jednak mimo zrgcznej narracji
jest to konstrukeja nieco chaotyczna. Informacje historyczno-taksonomiczne i
nomenklatoryczne pojawiaja sie w trzech miejscach, zoogeograficzne w dwoch, a dane
dotyczace biologii, by¢ moze prezentujgce faktyczny, wycinkowy stan wiedzy, majg
charakter przyczynkarski i nie sg dalej rozwijane w tekécie. Brak jest natomiast we
Wstepie podstawowej informacji, np. w formie tabeli, przedstawiajacej przyjmowang w
pracy systematyke Epilachini, kiéra stanowitaby punki odniesienia do analizy rezultatow.
S_pi_é rodzajow pOja_wia.__sisg dopiero w Dyskusji, zdecydowanie z pozno. Niemniej mimo
~ tych zastrzezen uwazam, Ze pr_'zed'st_awieﬂie przez Doktoranta ztozonosci i
niejednoznacznosci ddtychcﬁasowych analiz systematycznych opartych na danych
_ 'mgrfoiogicznych stanowi.dobre_uzasadnienie dia podjecia przez niego analiz opartych na

poienc}aihie bardziej obiektywnym kryterium filogenezy molekularnej.
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Mocng strong rozprawy jest metodyka. Przy analizie duzego taksonu, a takim sg
Epitachnini, umiejetne prébkowanie odgrywa zasadnicza rolg. Autor w sposob
przemyslany wybrat 67 gatunkéw reprezentujgcych wszystkie wyrézniane grupy
gatunkow w rodzaju Epifachna (11% opisanych gatunkdéw) oraz 27 gatunkéw z
pozostatych rodzajoéw dawnej podrodziny Epilachininae. Jako bardzigj odlegte grupy
zewnetrzne zastosowano 6 gatunkéw reprezentujacych szesé pozostatych podrodzin
dawnej rodziny Coccinellidae. W ten sposdb uzyskano reprezentacje catej réznorodnosci
taksonomicznej Epilachini i potencjalnych grup siostrzanych. Réwnie odpowiednio
dobrano cztery markery filogenetyczne, ktore objety zaréwno mitochondrialny jak i
jadrowy DNA oraz potencjalng zmiennoé¢ od poziomu gatunku (COI) do dywergencji w
ramach rodziny i wyzej (183 rDNA). Nie budza takze watpliwosci zastosowane metody

analityczne, MP, ML i wnioskowanie bayesowskie, jak i oprogramowanie filogenetyczne.

Pewna niekonsekwencja dotyczy analizy ML za pomoca RAxXML. Jak Doktorant
slusznie zauwazyt RAXML dia danych nukleotydowych opiera sie wylgcznie na modelu
GTR. Skoro optymalne modele wyznaczone dla poszczegolnych markerow byty
roznorodne (tab. 13}, to moze wiasciwiej byloby zastosowaé program do ML, ktory
precyzyjnie stosowatby odpowiednie modele (np. Garli). Rozsadnym posunigciem byio
sprawdzenia saturacji dla poszczegdinych miejsc kodonowych w COI. Cheiatbym jednak
wiedzieé dlaczego, mimo zapowiedzi przeprowadzenia testu wysycenia wylgcznie dla
markera kodujgcego biatko, Autor okreslit poziom saturacji dla wszystkich
zastosowanych gendéw? Mam z ta analizg jeszcze jeden problem. Nig dostrzegiem, na '
jakiej podstawie okreélono poziom wysycenia trs/trv, jakie miary statystyczne upowaznity
Autora do stwierdzenia, ze jaka$ partycja ulegta nieznacznemu wysyceniu, wysyceniu

lub nie byla wysycona?

W prezen_tacji rezultatéw analiz filogenetycznych napotykamy na pewne
sformuwtowania, ktér_e sa niespojne. Poszczegoine geny byly analizowane tylko za
pomocg ML (RAXML), matryce kombinowane trzema metodami. Powodem ma by¢ to, ze
RAXML pozwala na analize z uwzglednieniem réznych modeli dla poszczegolnych

partycji oraz to, ze mozliwe jest uruchomienie programu na zewngtrznym serwerze, co
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znacznie oszczedza czas. Zwracam uwage Autorowi, Ze MrBayes (albo BEAST) rowniez
umozliwia analize partycjonowana, w dodatku z modelem precyzyjnie dopasowanym do
poszczegodlinych partycji (RAXML tylko GTR, jak Autor sam pisat). Na marginesie modeli
— sugerowatbym dla COl przeprowadzi¢ analize dla catego markera z zastosowaniem
modelu kodonowego zamiast podziatu na trzy partycie z modelem dla kazdego miejsca
kodujacego. Tutaj na placu boju zostaje wytacznie Garli | MrBayes. Argument 2
zewnetrznym serwerem tez jest chybiony, gdyz sg zewnetrzne serwery pozwalajgce
uruchomi¢ analize bayesowska, a w samej Warszawie mozna w tym celu skorzystac z
platformy obstugi nauki PLATON U3 (kontakt przez NASK lub UW).

Rezultaty pochodzgce z markeréw jgdrowych i mitochondrialnych sg dosy¢
rozbiezne, czemu Doktorant podwieca troche zbyt maito uwagi; nie sadze, by to byt
problem artefakiu LBA, gdyz na drzewie filogenetycznym nie ma w poblizu innej diugiej
gatezi jako atrakiora. Prosze zauwazy¢, ze duze problemy dotyczg grupy zewnetrznej w
analizie markerow jadrowych, gdzie szczegodlnie Coccinella (w 1851288 rDNA) oraz
Exochomus (2838 rDNA) maja bardzo diugie gatezie i ,skacza” po calym drzewie. Nie
widziatem matryc danych, ale wyglada to na ewidentny biad przyrownania. Czy Autor
opart sie wylacznie na automatycznym przyréwnaniu czy tez dokonat recznych poprawek
btedow, ktore w przypadku zmiennych fragmenidw genu sg zawsze obecne w

automatycznym przyréwnaniu?

W moim przekonaniu wymienione wyzej usterki i watpliwoéci metodyczne nie maja
istotnego wplywu na uzyskany koricowy rezultat, Tym rezultatem jest hipoteza
filogenetyczna oparta na matrycy kombinowanej dla 4 markeréw. Jest ona w znacznym
- stopniu spéjna pomigdzy po_sz_c:z_egéinymi algorytmami filogenetycznymi i we wszystkich
: pr_zybadkach ma _siiné WSg_ﬁarbie dia wigkszosci zrekonstruowanych weztdw. Doktorant,
"jako hipoteze finalng, wybrat do dalszych rozwazan drzewo bayesowskie. Uwazam, ze

_é_»iusznie, cho¢ argumenty za jej wybraniem sg kontrowersyjne. Zdaniem Autora jest to

- analiza ,,najbardzi:e'j .rozbud_owana matematycznie”. Nie koniecznie, jest ona oparta na
prostym wzorze prawdopodobienstwa koncowego Bayesa i sposéb dochodzenia do
optymalnego drzewa bardziej przypomina rzucanie kostka niz skomplikowane obliczenia
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matematyczne. Wynik analizy bayesowskiej jest szacunkiem, drzewo ML jest wyliczone |
to ta metoda jest bardziej rygorystyczna matematycznie. Niemniej rezultaty obu analiz sa
zwykle niemal identyczne i tak jest réwniez w przypadku zaprezentowanym przez
Doktoranta. W tym konkretnym przypadku réwniez wybratbym rezultat Bl ze wzgledu na

lepiej dopasowane modele do poszczegodlnych partycji.

Na podstawie finalnego drzewa filogenetycznego mgr Szawaryn wykonat
mapowanie cech morfologicznych, ktére sa kluczowe w dotychczasowej klasyfikacji
plemienia Epilachini. Sa o bardzo interesujace, najbardziej warto$ciowe rezultaty pracy
doktorskiej mgr Szawaryna. Mowigc krotko rezultaty te podwazyty niemal catkowicie
dotychczasows strukiure taksonomiczng Epilachini oparta na cechach morfologicznych.
Prakiycznie wszystkie mapowania wskazuja, ze analizowane cechy sa w znacznym
stopniu homoplastyczne (rewersje lub konwergencje) i klasyfikacja na nich oparta jest
btedna. Przedstawiona nowa koncepcja struktury taksonomicznej Epilachini jest
przekonywujgca w Swietle uzyskanych rezuitatéw molekularnej rekonstrukgji
filogenetycznej, a konsekwencje taksonomiczne — zdefiniowanie 7 nowych rodzajow i
.degradacja” kilku dotychczasowych rodzajow (tego ostatniego Autor formalnie nie
przeprowadzit), sg dobrze uzasadnione. Ukoronowaniem tych rezultatow sa deskrypcje
rodzajow (tymczasowo okreslanych kolejnymi numerami kladow), ktére sa przygotowane
wedlug najlepszych standarddw opisu taksonomicznego stosowanego w tej grupie

owadow.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgra Szawaryna
stanowi oryginalne dzielo naukowe, a uzyskane wyniki sa dobrze uzasadnione
rezultatami odpowiednio zastosowanych narzedzi filogenetycznych i metod klasycznej
éystefnatyki moriologiczne;. Stos_unkowo duza liczba uwag dotyczgcych analizy

filogenetycznej _Wyhi_ka r_ac_}_ej ze zlozonosci metodycznej opracowania i nie ma
Charakte_ru krytyki deprecjonujacej prace Doktoranta. Sg racze] komentarzami,
uzupenieniami lub polenﬁ_ika, ktére nie dotycza aspektéw pracy mogacych istotnie wazy¢
na koncowych rezultatach. Uwazam, ze rezultaty te sg wiarygedne i oryginalne, w

znaczacy sposodb stanowigce novum naukowe. Autor wykazat zardwno wystarczajgce
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kompetencje w stosowaniu nowoczesnych narzgdzi taksonomii molekularnej jak i
profesjonalizm w znajomosci morfologii, zoogeografii | systematyki badanej grupy
biedronek.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgra Karola Szawaryna pt.:
,Filogeneza biedronek z rodzaju Epilachna na podstawie analizy markerow
molekularnych” spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w Swietle art. 13, rozd.
2 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 i niniejszym

wnosze o dopuszczenie mgra Szawaryna do jej publicznej obrony.

Poznan, 9 maja 2014
RONY
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