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Epilachna na podstawie analizy markeréw molekularnych"

I. Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy filogenezy duzego pantropikalnego rodzaju
Epilachna 7 rodziny biedronkowatych Coccinellidae i liczy tacznie 147 stron tekstu podzielonego na 9
rozdzialéw. Ostatni z nich zawiera zalgczniki obejmujace, oprdcz tabeli z literaturowymi danymi o
roslinach zywicielskich Epilachnini oraz oméwienia i matrycy cech morfologicznych, kilka roboczych
kladogramow wynikowych. Pozostata czgs¢ ilustracyjna stanowi infegraing czeé¢ tekstu. W sumie jest to
45 tablic zawierajacych 208 detali morfologicznych w postaci pélschematycznych rysunkow i1 zdjgé
SEM, kolorowych zdjeé okazéw muzealnych 1 z natury, wykresow, kladogramdw i mapek. Zestawienie
cytowanego pismiennictwa (rozdzial VIII) obejmuje 95 pozycji. Rozprawa mgr. Szawaryna ma bardzo
spojna, przejrzysty i logiczng konstrukeje, a réwnoczesnie zawiera wszystkie podstawowe elementy
rozprawy naukowej, takic jak wprowadzenie, cele badan, prezentacja materiatu i uzytych metod, analiza,
wyniki, dyskusja, podsumowanie i koicowe wnioski. Zawartos¢ pracy odpowiada jej okreslonemu w
tytule charakterowi. Nie liczac zdarzajacych sie tu i Owdzie literéwek, rozprawa napisana jest bardzo
poprawnym, Scistym jezykiem i od tej strony nie budzi zastrzezen.

I§. Ocena merytoryczna

Czes$¢ wstepna rozprawy zawiera wszystko co potrzeba do umieszezenia wynikéw badan
Doktoranta we wlasciwym tle i zrozumienia ich znaczenia, czyli charakterystyke badanej grupy w ujeciu
historycznym, uwzgledniajacym najwaznicjsze wyniki dotychczasowych analiz filogenetycznych,
podsumowanie wiedzy o rozmieszezeniu, zwigzkach zywicielskich, zachowaniu i innych aspektach
biologii Epilachnini. Zawiera rowniez zwiezlg charakterystyke morfologii wszystkich stadiow
rozwojowych na podstawie dostepnych, stosunkowo skapych zrédet. Na podkreslenie zashuguje
zamieszezenie dokladnie 1 czytelnie opracowanych kladograméw wynikowych z trzech najwazniejszych
prac o filogenezie catej rodziny Coccinellidae z lat 2009-2011, gdzie uzyto tych samych markerow
molekularnych co w badaniach Doktoranta. Pozwala to w najlepszy mozliwy sposéb oceni¢ obecne
poglady na pokrewienistwa Epilachnini. Dokladniej przedstawiono problemy natury nomenklatoryczno-
systematycznej wynikajgce z niemal 200-letniej historii badai nad rodzajem Epilachna, istoinie rzutujace

na obecng systematyke tej-grupy biedronek.-Autor stusznie rozgranicza fauny réznych 1egionow - e

zoogeograficznych omawiajgc historie badati Epilachnini. Badania te ¢zesto toczyly sie niezaleznie od
siebic i prowadzily do réznych ujec i podzialow taksonommznych co Jest zresth chyba naj wazmej 578
przyczyng dzisiejszych probleméw z ta grupg biedronek. - - - :

~ Zbadany material zestawiono w osobnym rozdmaie w form1e syntetycznej tabeh Zalety takiego
rozwiazania znacznie obniza sposéb uporzadkowania tej tabeli wg numerdw roboczych taksondw uzytych

do izolacji DNA. W ten sposéb pod wzglgdem taksonomii i rozmieszczenia wykaz to prawdziwy grochz - -

kapusta, co skutecznie utrudnia szybkie zorientowanie sie jakie gatunki zostaly uwzglednione w analizie.
Ewentualnie taki wykaz systematyczny powinien si¢ pojawi¢ gdzies osobno, np. jako kolejny zatacznik.
Réwniez jako zalgeznik widziatbym wykaz instytucji z ktorych pochodzﬂy okazy wykorzystane do
badan morfologicznych. W tekscie rozprawy nie jest on wlasciwie do mczego potrzebny, nie fowarzyszg
mu nawet zadne podzigkowania. :

W wasnym rozdziale Metody Autor skupia si¢ gléwnie na przedstawieniu metod i procedur
molekularnych. Czyni to w sposéb bardziej szczegdlowy niz widujemy to w analogicznych rozdziatach -
publikacji naukowych, m.in. z szeregiem tabel zawierajgcych zestawienia warunkow amplifikacji i




sekwencjonowania poszezegolnych fragmentow gendw. Jest to w peini uzasadnione i wre¢cz pozgdane w
rozprawie doktorskiej, ktorej jednym z celow jest przeciez wykazanie znajomosci metod badawczych
przez doktoranta, W rozdziale tym nie zabrakto opisu metod preparatyki morfologicznej. Tu réwniez
podano statystyke uwzglednionych taksonéw, w tym reprezentowane grupy gatunkowe, oraz metody i
parametry analizy kladystycznej dostosowane do analiz molekularnych.

Uzyte w badaniach znaczniki sg najpowszechniej uzywanymi markerami w badaniach
molekularnych owaddw i wielokrotnie dyskutowano juz w literaturze ich wady i zalety. Dwa z nich to
fragmenty genow jadrowych 188 i 288, pozostale dwa to fragmenty genéw mitochondrialnych 168 1 COL
Ich niewatpliwag zaletg jest rozpowszechnienie gotowych primeréw i opracowanych procedur
amplifikacji, co jednak niekoniecznie jest réwnoznaczne z przydatnoseia do odtwarzania filogenez
taksonéw na okreslonych szczeblach. Dotychezas publikowane zastrzezenia dotycza zwlaszeza uzytych
gendéw mitochondrialnych, gdzie COI zdaje sie nie nadawaé do niczego innego niz rozréznianie
gatunkow ze wzgledu na wysokg saturacje mutacji, a w oparciu o 168 opublikowano juz wystarczajaco
wiele petnych kontrowersji filogenez, by zastanowi¢ si¢ nad przydatnoscig tego genu do tego typu analiz.
Interesujgce zatem, ze wg oceny Dokioranta w jego analizach najbardziej przydatne okazaly sig¢ whasnie
markery mitochondrialne, przynajmniej jeshi te przydatno$é mierzyé stopniem rozwigzania uzyskanych
kladogramow i wartosciami wspoétczynnikoéw wsparcia.

Materiat, na ktérym oparto badania molekularne, mozna uznaé za reprezentatywny na tyle, na ile
pozwalata dostepnoéé odpowiednio utrwalonych okazéw. Uzyskano sekwencje z 67 gatunkow Epilachna
stanowiacych grupe wewnetrzng. Gatunki te pochodzily z wszystkich najwazniejszych centréw
wystepowania rodzaju, tj. z kontynentalnej Afiyki, Madagaskaru, Azji i Nowego Swiata. Grupe
zewnetrzng stanowito 27 gatunkdw z 12 rodzajoéw nalezgcych do plemion Epilachnini (21 gat.) i
Cynegetini (6 gat.) w obrebie dawnej podrodziny Epilachninae. Sposrdd wyzszych taksondw
klasyfikowanych dawniej w Epilachninae zabrakto jedynie (z powodu niedostepnoscei materiatu)
przedstawicieli dwdch niewielkich monotypowych plemion Epivertini i Eremochilini. Grupe zewngtrzng
uzupelniono o pojedynczych przedstawicieli dalej spokrewnionych szedciu dawnych podrodzin
biedronek, z czego sekwencje dwoch uzyskano z GenBanku. W sumie analiza przeprowadzona przez
Doktoranta jest z pewnoscia najpetniejsza jakg kiedykolwiek przeprowadzono dla Epilachnini.

Celem badaf byta weryfikacja hipotezy o monofiletyZmie megarodzaju Epilachna i zdefiniowanie
gtéwnych linii ewolucyjnych w jego obrebie. Cele te byly realizowane wylacznie w oparciu o metody
molekularne. To zastrzezenie stusznie jest w tytule rozprawy, nalezatoby je jednak uwzgledni¢ rowniez w
opisie celdw. Obliczenia przeprowadzono trzema metodami: maksymalnej parsymonii, najwigkszej
wiarygodnosci 1 bayesowska, ktdre w efekcie daly ogdlnie bardzo zblizone topografie kladograméw przy
analizie polaczonych matrye. Zaistniate réznice nie byly jednak bez znaczenia, jak w przypadku
wariantow z jednym badz dwoma kladami amerykanskimi, i zmusily Doktoranta do subiektywnego
wyboru jednego z nich jako modelu filogenezy do dalszych analiz 1 konfrontacji z cechami
morfologicznymi. Wybdr ten padi na drzewo bayesowskie uzyskane przy maksymalnym podziale gendéw
na partycje i zostat uzasadniony dwoma argumentami, ktdre jednak uznaje za niezbyt przekonujace.
Postawienie na drzewo, ktore implikuje jednorazowe zasiedlenie Nowego Swiata zamiast dwukrotnego
wydaje si¢ pragmatyczne, ale sg przyklady hipotez zakladajacych wielokrotne inwazje na kontynenty
amerykanskie w innych grupach bezkregowcdw, a i same Epilachnini sg prawdopodobnie wystarczajaco
starg grupg by mie¢ szanse na wiecej niz jedna takg migracje. Uporczywe utrzymywanie sie dwoch
odrebnych 1 nie zawsze siostrzanych kladdéw amerykanskich na wiekszosci wynikowych kladograméw
moze zatem nie by¢ bez znaczenia. Drugi argument jest duzo bardziej enigmatyczny, bowiem z rozprawy
nigdzie nie wynika, Ze sugerowane mozliwosci najbardzicj rozbudowanej matematycznie analizy
bayesowskiej zostaly przez Autora w jaki$ sposéb wykorzystane,

Jedyna istotniejsza watpliwos¢, jaka nasuneta mi si¢ podezas lektury rozprawy mgr. Szawaryna,
dotyczy niezbyt jasnej roli cech morfologicznych w przedstawionej analizie ewolucji rodzaju Epilachna.
Autor odwotuje sig do nich, cho¢ ujetych w wersji wybitnie kadtubowej, skoro matryca obejmuje 13 cech
na 100 taksondw szczebla gatunkowego. Przy takiej dysproporcji trudno spodziewa¢ si¢ jakichkolwiek
sensownie rozwigzanych kladograméw opartych tytko na morfologii i stusznie Autor takiej préby nie
prezentuje. W rezultacie jednak cechy morfologiczne nie wplynely w zaden sposéb na wyniki analizy




filogenetycznej w tej pracy, byly bowiem analizowane a posteriori, na bazie kladogramow
molekularnych, ktore byly jedynymi uzyskanymi. Autor analizuje po prostu jak poszczegdlne z
wybranych cech morfologicznych "zachowuja sig¢” na drzewie molekularmym okreslajac to
"filogenetycznym mapowaniem cech” albo wprost "rekonstrukcja stanéw ancestrainych cechy” na
kladogramach. W tym kontekscie i przy takim zakresie udzialu morfologii w analizie filogenetycznej,
odegrala ona co najwyzej role przystowiowego listka figowego, bez zadnego realnego wptywu na wynik.
Crasami nie jest to powiedziane do$¢ jasno, jak np. przy okreslaniu celow rozprawy. Bardziej
przekonywaloby mnie, ze struktura pazurka stopy czy wentrytu VI jest homoplastyczna u Epilachna,
gdyby wynikneto to wprost z drzewa opartego na rzetelnej matrycy morfologicznej, niz gdy twierdzi sig
to wylgceznie na podstawie mapowania tych cech na drzewie stricte molekularnym. Nie bardzo widzg po
temu podstawy, bo to dwie rozne kategorie danych. Chyba zeby analizowane geny odpowiadaty akurat za
te konkretne cechy morfologiczne, ale tak przeciez nie jest.

Wybér tytko 13 z, jak stwierdzono, ponad 100 wstepnie analizowanych cech morfologicznych
wydaje sie przesadnie restrykcyjny 1 subiektywny. Wskazuje to raczej na wezesnie przyjete zatozenie, ze
cechy morfologiczne si¢ "nie nadajg” i dobdr pod katem uzasadnienia tej tezy. W istocie Autor nie
dysponujac kladogramami morfologicznymi, ani wlasnymi ani zadnymi z literatury, byl skazany na taki
kierunek i przyjecie drzew molekularnych jako jedynego punktu odniesienia dla warto$ciowania cech
morfologicznych. Do tego zadania podszedt o tyle rzetelnie, ze wérdéd wybranych chech znalazly sig te,
ktore w historii byly podstawa préb podziatu rodzaju Epilachna na mniejsze jednostki. Szkoda jednak, ze
nie podjat proby nieco powaznigjszego potraktowania morfologii, kwitujac rezygnacig z niej
ogélnikowymi stwierdzeniami, ze "wickszo$¢ z cech okazata sie mocno homoplastyczna” albo - w
przypadku cech samezych aparatow kopulacyjnych - "niezwykle trudna do jednoznacznego
zdefinlowania 1 wyrGznienia ich standw".

Takze wérdd 13 cech morfologicznych subiektywnie wybranych przez Autora, wigkszos¢ po
zmapowaniu na drzewie molekularmym okazata si¢ wielokrotnymi homoplazjami. Wida¢ wigc, ze albo
obrazy ewolucji Epilachini wskazywane przez cechy genotypu i fenotypu zupelnie si¢ nie pokrywaja,
albo nalezy ze spokojem przyja¢, ze w tej grupie homoplazje sg czyms na porzadku dziennym 1 weale tak
bardzo nie deprecjonuja kladogramow morfologicznych, mimo obnizania ich wspétezynnikow. U
fitofagdw, jakimi sg Epilachini, specjalnie by to nie dziwito, jak wskazujg podobne wyniki analiz
filogenetycznych u innych rodlinozemych chrzaszezy, jak stonki czy ryjkowee. Trudno powiedzie¢ czy to
z powodu tempa ewolucji, czy dominujacej koewolucji z roslinami, cechy morfologiczne u tych grup
okazujg si¢ trudnym narzedziem do rekonstrukeji filogenetycznych. Nie oznacza to jednak, ze takich préb
nie nalezy podejmowac. W przypadku Epilachnini, poréwnanie obrazu ewolucji cech fenotypowych u tej
jedynej duzej roslinozernej grupy i u pozostatych, generalnie drapieznych biedronek, byloby szczegélnie
interesujace naukowo. Sadzac z tredci rozprawy, Autor zrezygnowat z mozliwosci dostarczenia solidnych
podstaw do takiego poréwnania, choé¢ w jakim$ miejscu podano informacje, ze badania morfologiczne
nadal trwaja, wiec moze nie wszystko stracone... :

Kilka "drobnych” uwag i zastrzezeh to:

1) Na s. 29 sformutowanie ...za$ Dira (pod nowa nazwa Adira)... wymaga doprecyzowania, ze chodzi o
nazwe zastepeza z jakiegos powodu - zapewne homonimii. Inaczej dziwnie wyglada, bo Kodeks pozwala
na wprowadzanie nowych nazw tylko w okrestonych przypadkach, a nie "ot tak sobig".

2} Na s. 53 po stwierdzeniu o wytypowaniu "kilku cech charakterystycznych dla réznych grup
gatunkow"... wypadaloby je wymieni¢ cho¢by przykiadowo.

3) Czasami nawet w spiste literatury pojawiaja sie polonizmy, jak np. Turyn jako miejsce wydania
publikacji ksigzkowej.

4) Zastanawiam sie czemu tuberkule, a nie polskie wzgdrki, wyrostki, ziarenka, ziarnistosci,
chropowatosci itp.? Sadzac z ilustracji 37E kazde 7 tych okreélen bytoby adekwatne.

Godne pochwaly jest pamigtanie przez Doktoranta o Kodeksie Nomenklatury Zoologicznej i
rezygnacja z formalnego nazwania wyrdznionych nowych rodzajoéw 1 wyznaczenia gatunkéw typowych.
Tego nie powinno si¢ robi¢ w rozprawach doktorskich, nie bedacych publikacjami w rozumieniu




Kodeksu. Dla potrzeb publikacji nalezy jednak zmodyfikowa¢ nieco obecne diagnozy nowych
kladéw/rodzajéw czyniac z nich bardziej precyzyjne diagnozy réznicujace. Obecnie tylko diagnoza kladu
E ma taki charakter. Powinny sie réwniez pojawié bardziej rozbudowane opisy, uwzgledniajace szerze]
aspekt zmiennodci micdzygatunkowej. Ze wzgledu na liczbe gatunkéw wymagaé to bedzie spore) pracy.
Nawiasem moOwiac, nie bardzo wyobrazam sobie skonstruowanie klucza do oznaczania nowych taksonow
rodzajowych powstatych po podziale tradycyjnego rodzaju Epilachna (klady A-H) w oparciu o zestawy
cech podane w dotychezasowych diagnozach.

IH. Podsumowanie

Powyzsze uwagi krytyczne po czesci nalezy traktowaé jako przejaw dyskusji naukowej 1 jako
catos¢ nie wplywaja one w znaczacym stopniu na ogélng oceng pracy, ktora jest zdecydowanic
pozytywna, Autor rozprawy metodami naukowymi zrealizowal zaktadany cel i, w oparciu o analize
wybranych marker6w molekularnych, sformutowat hipoteze filogenetyczng dotyczaca duzego rodzaju
Epilachna. Wykazal w szezegdlnosed, ze: 1) rodzaj ten w obecnym ujgciu nie jest taksonem
monofiletycznym i sklada sie z 8 odrebnych kladéw; 2) dotychczasowe proby klasyfikacyi
wewnatrzrodzajowe]j oparte na wybranych cechach morfologicznych nijak sie majg do uzyskanych
wynikéw analiz molekularnych, w stopniu sugerujgcym wreez nieprzydatno$é morfologii do
rekonstrukeji filogenetycznych u tych chrzaszezy 7z powodu zbyt duzego poziomu homoplazji (ale i
koniecznos¢ testowania znacznie wiekszej liczby markeréw molekularnych, niz uzyte 4 standardowe).
Ponadto Autor wykazal, Zze: 3) plemie Epilachnini stanowi grupe monofiletyczng; 4) odrebnos¢ plemienia
Cynegetini jest watpliwa powinno ono zostaé wlaczone do Epilachnini; 5) szereg rodzajéw Epilachnini
nie stanowi taksondw monofiletycznych i ich status powinien zosta¢ zweryfikowany. Uzyskane wyniki
wyznaczaja kierunki dalszych badan ewolucyjnych nad Epilachnini i bardzo konkretnie wskazujg
najwigksze luki w dotychezasowej wiedzy o ewolucii tej grupy, jak np. koniecznosé¢ doktadniejszego
opracowania fauny Madagaskaru.

Problemy dotyczace taksondw liczacych setki gatunkdw sa obecnie rzadko podejmowane w
rozprawach doktorskich, wymagaja bowiem odpowiedniego do$wiadczenia i dogtebnej znajomosci
badane] grupy, a przede wszystkim czasu, ktory jest na to przewaznie zbyt krotki w dzisiejszym trybie
studiow doktoranckich. Nalezy zatem doceni¢ odwage mgr. Szawaryna 1 jego Promotora, dr hab.
Wioletty Tomaszewskiej w podjeciu sie tego ambitnego zadania, oraz pogratulowaé koficowego wyniku,
Mimo, ze aspekt morfologiczny analizy filogenetycznej wyraznie przerost horyzonty czasowe tego
doktoratu.

Konkluzja

Podsumowujge stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa w zupelnosci spetnia warunki
stawiane pracom doktorskim w art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. Na tej
podstawie wnosz¢ o dopuszezenie mgr. Karola Szawaryna do dalszego postepowania majacego na celu
nadanie mu stopnia doktora nauk biologicznych.
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