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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgra Roberta Mroczka pt. ,Allelic Diversity and Functional
Heterozygosity of the Honey Bee (Apis mellifera) Complementary Sex Determiner Gene”
— »Roinorodnos¢ oraz funkcjonalna heterozygotycznosé alleli genu komplementarnej
determinacji plci pszczoly miodnej (Apis mellifera)” wykonanej pod kierunkiem promotora:
dr hab. Malgorzaty Cebrat w Laboratorium Immunologii Molekularnej i Komérkowej Instytutu

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk.
Podstawa formalna recenzji

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu z dnia 11 grudnia 2025 r. zgodnie z wymaganiami okre$lonymi ww art.87 ust. 1-4

Ustawy Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.).
Oryginalno$é, aktualnosé i przydatnosé podjetego problemu naukowego

Podjety w rozprawie problem badawczy dotyczgcy roznorodnoéci oraz funkcjonalnej
heterozygotycznos¢ alleli genu komplementarnej determinacji plei pszczoty miodnej nalezy
uzna¢ za oryginalny, aktualny i istotny zaréwno z punktu widzenia poznawczego, jak
i aplikacyjnego. Autor koncentruje si¢ na jednym z kluczowych elementéw biologii rozwoju
i genetyki populacyjnej owadoéw spolecznych, ktorego prawidtowe funkcjonowanie warunkuje

przezywalno$¢ rodziny pszczelej oraz efektywno$é reprodukcii.



Oryginalno$¢ pracy przejawia si¢ przede wszystkim w zaproponowaniu autorskiego podejécia
do genotypowania alleli csd opartego na analizie robotnic, a nie trutni, co umozliwia uzyskanie
szerszego 1 bardziej reprezentatywnego obrazu réznorodnosci allelicznej w rodzinach
pszczelich. Istotnym elementem nowatorskim jest rdwniez polaczenie analiz populacyjnych
z funkcjonalng oceng par alleli oraz predykcjami strukturalnymi biatka csd z wykorzystaniem
narzgdzi bioinformatycznych, co pozwala analizowa¢ mechanizm determinacji pici, nie tylko
na poziomie sekwencji, lecz takze na poziomie struktury i oddzialywan biatkowych.
Aktualnos¢ podjetej tematyki wynika z rosnacego znaczenia badan nad kondycja populacji
pszczoly miodnej w kontekécie obserwowanego spadku liczebnosci zapylaczy, presji
srodowiskowej oraz intensyfikacji hodowli. Lepsze poznanie mechanizméw warunkujgcych
zmiennos¢ genu csd moze mie¢ potencjalne znaczenie dla ograniczania strat rodzin pszczelich
wynikajgcych z powstawania diploidalnych trutni, a tym samym dla poprawy stabilnosci
populacji pszczelich. Praca wpisuje si¢ wiec w aktualne trendy badan z pogranicza biologii
molekularnej, ekologii i nauk rolniczych. Rozprawa doktorska dostarcza nowe informacje
dotyczace kryteriow funkcjonalnej heterozygotycznosci alleli csd, ktére mogg zostad
wykorzystane w dalszych badaniach podstawowych oraz w perspektywie — w praktyce
hodowlanej. Uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do opracowania metod monitorowania
zmienno$ci genetycznej rodzin pszczelich oraz wspomagania doboru hodowlanego matek
pszczelich. Tym samym rozprawa poszerza wiedze teoretyczng i jednocze$nie wskazuje
potencjalne kierunki zastosowan praktycznych. Podsumowujac, problem naukowy podjety
w rozprawie cechuje si¢ wysokim stopniem oryginalnosci, aktualnoéci i uzytecznosci,
a zaproponowane podejscie badawcze wnosi istotny wktad w rozw6j wiedzy o genetycznych

podstawach funkcjonowania pszczoty miodnej.
Ogolna charakterystyka przedstawionego do recenzji manuskryptu

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji ma forme manuskryptu przedstawionego
w jezyku angielskim. Wyniki badan stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej zostaly
opublikowane w postaci dwoch artykutow naukowych: Mroczek R, Laszkiewicz A, Blazej P,
Adamczyk-Weglarzy K, Niedbalska-Tarnowska J, Cebrat M. New insights into the criteria of
functional heterozygosity of the Apis mellifera complementary sex determining gene-Discovery
of a functional allele pair differing by a single amino acid. PLoS One. 2022;17(8):e0271922.
doi:10.1371/journal.pone.0271922 (IF — 3,7, liczba punktéw MNiSW — 100) oraz Mroczek R,
Niedbalska-Tarnowska J, Moskri¢ A, Adamczyk-Weglarzy K, Laszkiewicz A, Cebrat M. The



Potential of Complementary Sex-Determiner Gene Allelic Diversity for Studying the Number
of Patrilines within Honeybee Colonies. Applied Sciences. 2024;14(1):26.
https://doi.org/10.3390/app14010026 (IF - 2,7 liczba punktéw MNiSW — 100). Uktad dysertacji
jest zgodny z wymaganiami stawianymi rozprawom doktorskim i zawiera wszystkie wymagane
rozdzialy. Liczy 96 stron wydruku komputerowego, obejmujgcego 2 strony spisu tresci,
2 strony streszczenia w j¢zyku angielskim oraz 2 strony streszczenia w jezyku polskim, 1 strong
wykazu skrotow wraz z objasnieniami, 11 stron wstepu wraz z rycinami, 1 strone celow
badawczych, obejmujacg cel glowny oraz 4 precyzyjnie sformutowane zadania szczegétowe,
13 stron oméwienia materialéw i metod z rycinami i tabelami, 30 stron wynikéw, 7 stron
dyskusji, 1 stron¢ podsumowania i wniosk6w, 7 stron pi$miennictwa, 2 strony opisu rycin
i tabel oraz 2 strony osiaggnig¢ naukowych, udzialu w konferencjach oraz w projekcie
grantowym pt. ”Charakterystyka czynnikow wplywajacych na zréznicowanie alleli genu csd
w populacji pszczoly miodnej (Apis mellifera)” Narodowego Centrum Nauki (NCN) UMO-
2018/31/B/NZ9/00969 w latach 2022-2025.

Ocena przedstawionego do recenzji manuskryptu

Tytul pracy jasno precyzuje przedmiot rozprawy w zakresie prowadzonych badan. Praca
rozpoczyna si¢ Wstepem, w ktorym Doktorant naswietlit problematyke dotyczacg zagadnienia
determinacji plci u pszczoly miodnej w kontekécie zmiennoécei allelicznej genu csd oraz jej
znaczenia funkcjonalnego. Doktorant we wprowadzeniu do czesci badawczej poprawnie
nakreslit biologiczne podstawy haplodiploidii, wskazujagc, ze samce rozwijaja sie
z niezaptodnionych jaj jako osobniki haploidalne, natomiast samice z jaj zaptodnionych jako
osobniki diploidalne. Autor w sposéb klarowny wyjasnit mechanizm determinacji plci zaleznej
od pojedynczego locus (sl-CSD), w ktérym rozwdj samic warunkowany jest
heterézygotycznoéciq w obregbie genu csd. Trafnie podkreslono, ze homozygotyczno$é w tym
locus prowadzi do powstawania bezptodnych samcéw diploidalnych, co stanowi istotne
obciazenie genetyczne, zwlaszcza w populacjach matych lub silnie spokrewnionych. W mojej
ocenie przedstawienie tta biologicznego zostalo wykonane poprawnie i stanowi dobrg podstawe
do dalszych rozwazan eksperymentalnych. Dodatkowo we Wstepie, Doktorant zamiescil
5 rycin, ktére istotnie utatwiajg odbiér omawianej problematyki i podnosza czytelno$é tej czesci
pracy. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w tej czg$ci rozprawy Autor konsekwentnie odwoluje sig
do dorobku innych badaczy, przywotujac literature przedmiotu w celu potwierdzenia

prezentowanych informacji i wlasciwego osadzenia pracy w aktualnym stanie wiedzy. W mojej



ocenie jest to bardzo dobra analiza zgromadzonego pi$miennictwa, poswieconego

omawianemu zagadnieniu. Merytoryczna warto$¢ wstepu oceniam wysoko.

W rozdziale Cele badawcze, Doktorant przedstawil glowny cel badawczy, ktéry obejmowal
zbadanie réznorodnosci genetycznej i heterozygotycznosei funkcjonalnej uzupetniajacego genu
determinujacego ple¢ w populacjach pszczoty miodnej. Cel zostat osiggniety poprzez realizacje
4 zadan: opracowanie wydajnej metodyki genotypowania do identyfikacji alleli csd u pszczét
robotnic, charakterystyka alleli csd w badanych populacjach, strukturalne przewidywanie
kompleksoéw biatkowych Csd przy uzyciu AlphaFold2 w celu oceny wzorcow i réznic miedzy
kompleksami funkcjonalnymi i niefunkcjonalnymi. Ostatnie zadanie obejmowato badanie
potencjalnych mechanizméw mutacji przyczyniajacych sie do powstawania nowych alleli csd

w populacjach pszczoty miodne;j.

Rozdzial Materialy i metody zostal przygotowany w sposéb bardzo przejrzysty
i uporzgdkowany. Na wstepie Doktorant przedstawil uzyte materiaty i odczynniki w formie
tabeli, co znaczaco ulatwia orientacj¢ w przebiegu badan. Podrozdziat dotyczacy pobierania
probek i ich lokalizacji zawiera klarowne informacje zar6wno o miejscach pobrania, jak
i zastosowanych metodach. Ponadto podane zostaly sekwencje oligonukleotydéw uzytych w
badaniach w formie tabelarycznej, co zwigksza przejrzysto$é pracy. Dodatkowo praca zawiera
szczegblowe informacje dotyczace bakterii i plazmidu, uzupelnione o odpowiednie ryciny,
ulatwiajgc czytelnikowi zrozumienie eksperymentu. Opis metod badawczych jest bardzo
szczegolowy i precyzyjny, pozwala to na pelne odwzorowanie prowadzonych eksperymentow

przez innych badaczy.

Rozdziat Wyniki jest bogaty w 9 tabel, ciekawie ilustrujgce rezultaty uzyskane w badaniach.
Doktorant w rozdziale tym zataczyt 21 rycin, ktére w obrazowy sposéb przedstawiaja uzyskane
wyniki. Ponadto Doktorant podzielit rozdzial na podrozdzialy dotyczace ustalenia metody
genotypowania, réznorodnosci csd, nowego spojrzenia na funkcjonalng heterozygotycznosé
alleli, wykrywanie wariantéw csd w plemnikach trutni. Wyniki sg najcenniejsza i przez to
najwazniejszg dla oceny recenzenta czgscig rozprawy doktorskiej. Doktorant opracowat ten
rozdzial bardzo szczegbtowo, konsekwentnie i jasno przedstawiajac uzyskane wyniki. Ta cze$é
dysertacji zostala przygotowana rzetelnie, z duza dbaloscig o szczegdly, co $wiadczy
o wnikliwosci Autora oraz bardzo dobrym opanowaniu analizowanego materialu. Rozdziatl

cechuje si¢ bardzo dobra strukturg i wysokg warto$cig merytoryczng i zastuguje na uznanie.



Rezultaty badan wlasnych zostaty oméwione i skonfrontowane z wynikami innych autoréow
w rozdziale Dyskusja. Rozdzial, obejmujacy 8 stron, zostal opracowany w sposob spojny
i logiczny. Przytaczane cytowania sg trafne i dobrze komponujg si¢ z zestawieniem wynikow
Doktoranta. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze literatura zostata dobrana celnie, a wsréd
wybranych publikacji znajdujg si¢ pozycje bardzo aktualne, co $wiadczy o dobrej orientacji

Autora w stanie wiedzy w danej dziedzinie.

W czgsécei Podsumowanie i wnioski Doktorant przedstawit syntetyczne omowienie wynikow
badafi dotyczacych réznorodnodci allelicznej genu csd u pszczoty miodnej. Autor wykazat
znaczng zmienno$¢ alleliczng tego genu we wszystkich analizowanych lokalizacjach,
identyfikujac 137 unikalnych alleli csd na podstawie 2 668 prébek robotnic. Doktorant wskazat,
ze poziom tej r6znorodnosci nie roéznit si¢ istotnie pomiedzy badanymi lokalizacjami i miescit
si¢ w zakresie warto$ci opisywanych wczesniej w literaturze. W podsumowaniu oméwit
rowniez wyniki genotypowania par alleli csd, podkreslajgc mozliwos¢ powstawania
funkcjonalnych kombinacji heterozygotycznych nawet przy minimalnych réznicach
sekwencyjnych. Autor odnidst si¢ takze do struktury biatka csd opartych na AlphaFold2,
wskazujgc na potencjalng role struktur f-harmonijkowych w interakcjach miedzyallelowych,
jednoczesnie zaznaczajac konieczno$¢ ich weryfikacji eksperymentalnej. W kofncowej czesci
Doktorant przedstawil raz jeszcze wyniki analizy mutowalno$ci genu csd w nasieniu trutni,
sugerujgc udzial innych mechanizméw generowania zmiennosci allelicznej niz dotychczas
postulowane, oraz zwrécit uwage na ograniczenia metod PCR w detekcji alleli o niskiej

czestosci wystepowania.

Rozdzial Pismiennictwo obejmuje 76 pozycji uszeregowanych alfabetycznie i zostalo
opracowane w sposob rzetelny, logiczny oraz przejrzysty. Dobér cytowanej literatury jest
trafny i w pelni odpowiada tematyce rozprawy, a jednoczesnie $§wiadczy o bardzo dobrej

orientacji Autora w aktualnym stanie wiedzy w omawianym obszarze badawczym.

Na koncu rozprawy doktorskiej zamieszczono zestawienie osiggnieé naukowych Autora,
obejmujgce publikacje w formie artykulow naukowych, udzial w krajowych
i miedzynarodowych konferencjach naukowych oraz realizacje projektu badawczego
finansowanego ze $rodkéw grantowych. Osiagniecia te $wiadczg o wysokiej aktywnosci
naukowej Doktoranta, jego samodzielnosci badawczej oraz zdolnosci do prowadzenia badan

na poziomie odpowiadajacym aktualnym standardom naukowym.



Podsumowanie i wniosek koficowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest na prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny,
metodologiczny i poznawczy. Rozprawa jest logicznie uporzadkowana, zachowuje sp6jnosé
narracyjng oraz poprawno$¢ terminologiczng. Jezyk pracy jest naukowy, precyzyjny
i komunikatywny. Autor postuguje si¢ poprawna nomenklaturag biologiczng i genetyczng.
Doktorant wykazat si¢ samodzielno$cia badawcza, bardzo dobrg znajomoscia problematyki.
Zastosowana metodyka odpowiada standardom obowigzujacym w tego typu badaniach.
Doktorant wykazal bardzo dobre opanowanic warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki
stanowia istotny wklad do dotychczasowej wiedzy na temat zagadnien genetycznych
dotyczacych pszczoly miodnej (Apis mellifera) Jest to cenna praca pod wzgledem duzych
walor6w aplikacyjnych i poznawczych. Podsumowujac, rozprawa doktorska stanowi spojne,
rzetelnie przeprowadzone i wartosciowe opracowanie naukowe, wnoszace istotny wkiad
w poznanie mechanizméw determinacji plci u pszczoly miodnej oraz zmiennosci genu csd.
Praca spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, a przedstawione wyniki §wiadcza
o dojrzalosci naukowej Autora oraz jego umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan

naukowych.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Roberta Mroczka pt. ,,Allelic Diversity and
Functional Heterozygosity of the Honey Bee (Apis mellifera) Complementary Sex
Determiner Gene”, odpowiada wymogom okreslonym w art. 187 ust. Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024., poz. 1571 z pdin. zm).
Przedkladam zatem Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie mgra
Roberta Mroczka do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
Jednoczes$nie z uwagi na duza warto$¢ poznawcza i aplikacyjng pracy wnioskuje o jej

wyrdznienie.
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