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Streszczenie

Streszczenie

Szczury § zwierztami spotecznymi wykazggymi wiele zachowa regulupcych
funkcjonowanie w grupie. Waym elementem ich komunikacji guizyosobnicze] $
wokalizacje ultradzwikowe @ng. ultrasonic vocalizationsUSV), ktére sygnalizuaj stan
emocjonalny osobnika. Powszechnie patygie podziat USV na dwie gtdwne kategorie w
zaleznosci od ichsredniego pasma egtotliwosci. USV pasma 22 kHz (USV 22-kHz), o
czestotliwosci od 18 do 32 kHz, ktére charakteryzsje brakiem modulacji estotliwosci,
najczsciej] zwigzane g z sytuacjami awersyjnymi (,nieprzyjemnymi”). Drud@tegoria —
USV pasma 50 kHz (USV 50-kHz) ogstotliwosci od 35 do 80 kHz charakteryzgje réznym
stopniem modulacji agstotliwosci. USV 50-kHz powgzane g z sytuacjami apetytywnymi
(-,przyjemnymi”) i pojawiap sic w takich sytuacjach jak kontakt spoteczny czy uryakie
nagrody.

W zwigzku z powszechnym wygiowaniem wokalizowania u szczurow a jednéoee
szerokim zastosowaniem tych zwigrav modelach chorob cziowieka, weym wydaje sj
pytanie, czy mozna wytworzyu szczura asocjacjego wiasnej wokalizacji z okéenym
bodzcem wzmacnigcym w ramach warunkowania instrumentalnego. Warurmkosy
instrumentalne jest szczegglfiorma uczenia i, prowadaca do wytworzenia wyuczonej
reakcji poprzez powranie okrélonego zachowania z jego konsekwencjPodczas
warunkowania instrumentalnego stosowane be®dzce wzmacnigfe, ktére polegaj na
otrzymaniu nagrody lub unikeciu kary. Przewznie ww. reakcja polega na interakciji
zwierzecia z odpowiednim uggdzeniem np. dzwigriczy otworem na nos. W ramach niniejsze;j
pracy przygto zatozenieze szczur mogiby zastosodvamisg wlkasnych USV jako reakej
instrumentalna. Chocisbadanie warunkowania instrumentalnego, jak i szynlrUSV trwag
od dekad, to paktzenie obu tych elementow pojawia bardzo rzadko.

Celem niniejszych badan bylo zaprojektowanie szczurzego protokotu
warunkowania wykorzystujacego emis¢ USV 50-kHz jako reakcji instrumentalnych.
Szczury stada Wistar po deprywacji pokarmowej otrzymywaty wzmocnienie pokarmowe w
dwoch sytuacjach doswiadczalnych jako nagrade a. emisj USV 50-kHz; b. odpowiedz
wiasnymi USV 50-kHz na USV 50-kHz emitowane z gtosnika.

W procesie nabywania umégnosci wykorzystywania wtasnych USV jako reakcji
instrumentalnej zwierta wykazywaty duze rozbimosci. Analiza wszystkich zbadanych

szczurOw wykazataze jako cata grupa nie uczylyesbne wokalizowania, ktére pozwolitoby
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im na otrzymanie nagrody pokarmowej. Jednégsedoswiadczenia kontrolne pokazakg
badane szczury uczytyesieakcji instrumentalnej polegajej na wsadzaniu nosa w otwor (ang.
nosepokgjuz w czasie pierwszej sesji treningowej. W ramachiapalzyskanych wynikéw
zwierzta podzielono dodatkowo na dwie gtowne grupy. Miegrupe szczuréw (n = 15),
ktore byty nagradzane za emgi§)SV 50-kHz, uznano za potencjalnie gicz s¢ na podstawie
arbitralnie przygtego kryterium (uzyskanie maksymalnej liczby nagmdczasie kadej z
trzech ostatnich sesji treningowych). Z koleekgzos¢ badanych zwiegiz (n = 61) uznano za

nieuczce se.

U szczurow potencjalnie ugzych sé stwierdzono zmiany w zachowaniu, sugecej
zachodacy proces asocjacji i wzmocnienia zachowania w postaisji USV 50-kHz: a. coraz
krotszy czas sesji treningowych, b. 28y czestos¢ wokalizowania (liczba USV emitowana w
ciagu 1 min), c. rosnacy odsetek nagradzanych USV 50-kHz w stosunku getkisk USV,
jak ido USV 50-kHz, d. zwkszona liczbe USV 50-kHz emitowanych seriach (zagseznano

co najmniej dwie kolejne nagrodzone USV).

Czes¢ z tych zmian mogta l#ykonsekweng zastosowanego, g wymienionego
kryterium, jednakze opisano szereg zmian u szczurdw potencjalnieyabzse, ktore z jednej
strony swiadczyly o wysipieniu uczenia gi a jednoczénie nie wynikaty bezposrednio z
przyjetego kryterium — na przyktad: a. skracanieczgiasu sesji treningowej przez pierwsze trzy
sesje treningowe z maksymalng liczbg nagrod, b. wzrosstozci wokalizowania w czasie
pierwszej sesji testowej w poréwnaniu z ostatsesy treningove. Obserwacje te stanowity
wiec dodatkowe potwierdzenie wygienia procesu uczeniasv tej grupie zwiergt. Opisano
rowniez postpujace zwekszenie diugosci USV 50-kHz szczurow potencjalniegageh se, a
analiza materiatdbw wideo pokazale szczury te w kolejnych dniach doswiadczenia spedzaty
wigcej czasu w potowie klatki z karmnikiem, jak i w pegrednim gsiedztwie karmnika. Z
kolei u szczuréw nieueeych s¢ pokazano obuajaca sic czestosé¢ wokalizowania oraz wzrost

udziatu (w procentach) wygbowania awersyjnych krétkich USV 22-kHz.

Zastosowany protokét warunkowania instrumentalnego szczurow, wykomnystui
USV 50-kHz jako peadane reakcje, nie przyniost oczekiwanych wynikow. mdi
zastosowania wielu zmian protokotu w doswiadczeniu podegaj na nagradzaniu szczuréw
za ich wlasne USV 50-kHz, u gkszosci szczurow nie obserwowano zkgzonej liczby tych
USV. Dodatkowe doswiadczenia z wykorzystaniem otworu na wsadzanievnosa uczenia

szczurdw rozréniania awiekOw pokazaty,ze szczury uczyly sireagowa coraz szybszym
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wsadzaniem nosa w kolejnych sesjach treningowych, lecz ostatecznie nie nauezyty si
odrozniad od siebie dwoch prezentowanych dgkhdw. Szczury nie uczyly sitakze

odpowiad& wtasnymi USV na USV prezentowane z gtosnika.

Potencjalne przyczyny niepowodzenia w opracowaniu protokotu uczeria si
instrumentalnego zostaty omowione w Dyskusji, wraz z krytyka rgzafii proponowanych
przez innych badaczy. Wskazanie w niniejszej pracy grupy szczurOw, u ktérej opisano
zachowaniagwiadczice o wysipieniu uczenia sidaje nadziej na mozliwos¢ opracowania
analogicznego i bardziej skutecznego protokotu w przysziosci. Wprowadzenie protokotu
warunkowania instrumentalnego wykorzygtggo USV szczurdw jako reakcje instrumentalne
mogtoby st& sie przydatnym nargziem do badania USV szczura i poskizv badaniach

wykorzystupcych zwierzce modele chordb neurologicznych cztowieka.



Abstract

Abstract

Rats being social animals express many behaviors that regulate their functioning in a
group environment. A very important aspects of intraspecific rat communication are ultrasonic
vocalizations (USV) which appear to express rats’ emotional state. The widely accepted
consensus is that USV can be divided into two main groups depending on the average frequency
bandwidth which they occupy. First are the 22-kHz calls which fall between the 18 to 32 kHz
bandwidth, and are of constant frequency. They are often associated with aversive situations;
therefore, they express an internal negative state of the animal. The second group of USV are
50-kHz calls which are usually in between 35 and 80 kHz in frequency and are much more
diverse in their spectral form. 50-kHz calls are associated with the rat’s positive emotional state
and appear in the context of social interaction or acquisition of a reward.

Relating to the frequent use of USV in many different aspects of a rat’'s behavior, an
interesting question emerges: whether it is possible to teach a rat to associate its own USV with
food reward in operant conditioning. Considering the appearance of 50-kHz calls in a reward
context, these USV seem adequate for the task. Operant (or instrumental) conditioning is a
particular form of learning which leads to development of a learnt operant behavior. The animal
learns to associate specific behavior with a consequence of this behavior. To lead to the
acquisition of the operant behavior, reinforcement is used which can take form of receiving a
reward or avoiding punishment. For instrumental conditioning, an interaction with a device
located in an operant conditioning box is often employed. The device usually takes form as a
physical object such as a lever or nose-poke hole, it was therefore assumed that rats could
possibly use their own vocalization to achieve a reward. Even though operant conditioning is a
method used for decades now and rat USV are also known for a considerable amount of time,
research into combining these two has been limiféé. aim of the study was to develop a
protocol of operant conditioning using emission of rat 50-kHz USV as operant response.
Experiments were performed with Wistar rats which were mildly food deprived and were
rewarded either for 50-kHz USV emission or for 50-kHz USV response to 50-kHz USV

playback. The animals showed high variability in using their own USV as an operant response.

The results showed that all rats analyzed as a one group did not learn in operant
conditioning to vocalize in order to receive a reward. Also, control experiments done in parallel
demonstrated that rats previously reinforced for USV emission readily acquired nose-pokes as

operant responses during the first training session. As a result of further analysis, two groups
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of animals emerged depending on the efficacy of operant USV-learning. A minority of rats (n
= 15) that were rewarded for 50-kHz USV emission were considered as potentially-learning
based on an arbitrary criterion (maximum number of rewards obtained during each of the last

three training sessions). Majority of rats (n = 61) were considered as non-learning.

The potentially-learning rats have shown some changes in behavior which suggested the
emergence of an associative process and reinforcement of emission of 50-kHz calls: a. decrease
in duration of a training sessions, b. higher call rate (calls/min), c. incrementing percentage of
rewarded USV in the total number of USV and in all 50-kHz USV, d. increased number of calls

emitted in bouts (at least two consecutive rewarded-USV were considered as a bout).

These changes in behavior could have been the consequence of using the above-
mentioned criterion. However, a number of changes in potentially-learning rats were described,
which indicated the occurrence of learning and, at the same time, did not result directly from
the adopted criterion — for example: a. decrease in training-session duration during the three
first days with maximum number of rewards, b. higher call rate during the first test session vs.
the last day of training. Thus, these observations constituted additional confirmation of the
learning process in this group of animals. Additionally, the duration of 50-kHz calls steadily
increased in potentially-learning rats. The analysis of video materials showed that rats spent
more time in the middle of the cage with a feeder and in the direct vicinity of the feeder during
training days of the experiment. Whereas, the call rate of non-learning rats was decreasing
during sessions and they produced increasingly more (in %) aversive short 22-kHz calls.

The protocol of operant conditioning of rats, which used 50-kHz USV as a desired
operant response, did not yield the expected results. The protocol was modified several times
to increase the emission of 50-kHz calls. However, despite the applied changes, the subjects
did not produce more 50-kHz USV. Also, additional, eexperiments with distinguishing two
USV did not bring the expected results either. Rats learned to poke their noses faster in
successive training sessions, but they ultimately did not learn to distinguish between the two
presented stimuli. Rats also did not learn to respond with their own 50-kHz USV to appetitive
USV playback.

Potential reasons of why USV may not easily become an operant response are
extensively discussed in the Discussion, along with criticisms of solutions proposed by other
researchers. Showing herein the presence of a group of rats showing learning-related behaviors

gives hope for the possibility of developing analogous and more effective experimental
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protocols in the future. The introduction of operant conditioning protocol with rat USV as
operant response could become a very useful tool to study rat USV and animal models of human

neurological diseases.
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Wykaz skrotow

CTR

WAR

ITl

NU

NU-0

NU-CEN

NU-D1

NU-SGL

NU-SUM

PU

PU-MAX

PU-PROG

PU-SUM

szczury kontrolne
szczury warunkowane

przerwa pomidzy prébami (angnier-trial interval)

Szczury nieucge sg

szczury nieucgce sp, ktére w zadnej sesji treningowej nie uzyskaty

maksymalnej liczby nagrod

szczurynieucgce sg, ktore uzyskaty maksymadriiczbe nagréd w minimum
dwéch kolejnych sesjach treningowych, lecz nie dwdch pierwszych i nie dwéch
ostatnich

szczurynieucgce sg, ktére uzyskaly maksymalna liczbe nagrod podczas
pierwszej sesji treningowej, lecz nie uzyskaty jegadnej z trzech ostatnich
sesjach treningowych

szczurynieuczce sg, ktére uzyskaty maksymadriczbe nagrédd tylko podczas

jednej sesji treningowej, lecz nie pierwszej

szczury nieuege sg; wszystkie szczury z grup NU

szczury potencjalnie ugee si

szczurypotencjalnie uczce s, ktore uzyskaty maksymalriczbe nagrod we

wszystkich sesjach treningowych

szczurypotencjalnie uczce sg, ktore uzyskaly maksymalniczbe nagréd w
czasie wszystkich trzech ostatnich sesji treningowych, lecz nie zdobyly jej w

czasie wszystkich ses;ji treningowych

szczury potencjalnie ugee sg; wszystkie szczury z grup PU

11
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oznaczenie grupy szczuréw, ktorym prezentowano ultratzva stalej

czestotliwosci, tzw. paski, P i o czstotliwosci modulowanej, M

oznaczenie grupy szczurdw, ktorym prezentowano dwa wygenerowane

komputerowo niemodulowane ultradzki (tony, T) o r6znej cgstotliwosci

P-M + T-T polaczone grupy PM i T-T

usv

wokalizacje ultradzwikowe @ng. ultrasonic vocalizations

USV 22-kHz wokalizacje ultradzwikowe w pdamie 22 kHz

USV 50-kHz wokalizacje ultradzwskowe w pamie 50 kHz

Innowacyjnosé rozprawy

1.

Podgto probe opracowania nowego protokotu warunkowania instrisheggo
szczuréw wykorzystycego wilasne wokalizacje ultradakowe jako reakcje
instrumentalne.

Zaproponowano protokot warunkowania uproszczony ydagh jedynego obecnie
proponowanego, ktéry wymaga zastosowania zwtedoswiadczonych seksualnie,
obecnosci dodatkowego szczura (samicy w rui) i wielotygodego treningu; a
jednoczeénie niezbednymi ograniczeniami (szczur otrzymywat nagrddpiero po

zjedzeniu poprzedniej i gdy jego gtowa znajdowata pbza karmnikiem, faza
treningowa trwata nie dtuzej nil4 dni).

Wykazanie uczeniagiw ramach ww. nowego protokotu uesezi badanych szczurow;
m.in. pokazanie skracaniagsizasu sesji u tych zwieyiz

Opisanie wybranych waiwosci USV (diugosé, cestotliwosc¢) emitowanych podczas
catej procedury warunkowania instrumentalnego, dzielonej na trzy etapy:
przyzwyczajania do klatki doswiadczalnej, sesji treningowych i sesji testowych.

Préba opracowania nowego protokotu warunkowania instrumentalnego szczurow
wykorzystupcego odpowiedz szczura w postaci wsadzania nosa w jeden z dwdch
otworow jako reakcji w ramach rozrozniania dgkdw o roznej cegstotliwosci i
modulaciji.
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1. Wstep

Szczury Rattus norvegicysnaleza do zwierat spotecznych, ktore komunikujsie miedzy
innymi za pomogwokalizacji ultradzwgkowych (angultrasonic vocalizationsUSV). Dzeki
postpom metodologicznym badania nad USV szczuréw osfatidtach dynamicznie ¢si
rozwijaja. Cho¢ opisano juz wiele aspektow behawioru wokalizacyjnego szcztakieh jak
kontekst, w jakim pojawiaj sie USV (Brudzynski i Burgdorf, 2021), czy obszary mazg
odpowiedzialne za regulgcich powstawania (Brudzynski, 2021), pytanie o ddkiafunkcje
USV, np. niesione przez nie znaczenie, CzZy uczeqitego znaczenia przez szczura, pozostaje
otwarte. W niniejszym projekcie badawczym pgdj probe nauczenia szczura
wykorzystywania jego wiasnych wokalizacji jako pozadanych zackhowamacnianych

nagroda pokarmoww modelu warunkowania instrumentalnego.

Uczenie s} definiowane jest jako proces poznawczy, w wynikorétjo powstaj nowe lub
zZmieniap Sie istniegce elementy zachowania. Podtozem tego procesu jest plastyaddadt
nerwowego, czyli zdolnos¢ do reorganizacji pater nerwowych. Wyr6znia gi uczenie
percepcyjne i asocjacyjne. W uczenig glercepcyjnym zwiekz zapoznaje 8i z cechami
przedmiotow, takich jak barwa i ksztalt, tylko na podstawie informacji sensorycznej.
Konsekwengj tego procesu jest pagdirozpoznawcza, ktéra powala na rozpoznanie uprzednio
doswiadczonych obiektéw. Uczenie sisocjacyjne jest tworzeniem zzkow miedzy dwoma
bodzcami. By to nagpito, niezbedna jest zbimos¢ bodzcow w czasie. Przykladem uczenia
Sie asocjacyjnego jest warunkowanie instrumentalne.(@pgrant conditioning, instrumental
conditioning), w ktérym zwierga ucz sie zaleznosci medzy wikasnym zachowaniem a jego
konsekwencjami. Efektem powstania te] zalesci jest wytworzenie instrumentalnego

odruchu warunkowego (Sadowski, 2012).

1.1. Rodzaje warunkowania

Odruch jest naturalng odpowiedziorganizmu na bodziec zewnetrzny lub wewnetrzny.
Wyrdéznia s¢ dwa rodzaje odruchéw: wrodzone oraz nabyte. Doctdiw wrodzonych naia

te wykonywane automatycznie, niewyuczone, powsej niezalenie od warunkéw
zewnetrznych. Dlatego odruchy te nazywa edruchami bezwarunkowymi, a bodzce ktore je
wywotuja bodzcami bezwarunkowymi. Odruchy nabysens/uczone, gdy powstag poprzez
odpowiedz organizmu na bodzémdowiskowe w okrdonych warunkach; dlatego nazywane
s3 odruchami warunkowymi. Odruchy warunkowe dzieloneg $a klasyczne

oraz instrumentalne, a ich nabywanie nazywansirunkowaniem (Sadowski, 2012).
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1.1.1. Warunkowanie klasyczne

Warunkowanie klasyczne (angclassical conditioning) jest przykladem uczeniae si
asocjacyjnego, w wyniku ktoérego zachodzi tworzenie zZadéci medzy dwoma bodzcami
(klasyczny odruch warunkowy). Jako pierwszy warunkowanie to opisat lwan P. Pawdw, st
wymiennie okrélane jest ono mianem warunkowania pawlowowskiegalcPas badanad
procesem trawienia u psa Pawlow zauywaze wydzielanigliny nie zachodzi tylko podczas
spozywania pokarmu, ale takze przed jego speaniem, na jego widok, a nawet na widok
cztowieka podajcego pokarm (Zimbardo, 2005). Wydzielandbny u psa w wyniku
przezuwania pokarmu jest przyktadem odruchu wrodzonegotylMv przykiadzie obecnosé¢
pokarmu jest bodzcem bezwarunkowym (angconditioned stimulys a zachowanie
wywotane przez ten bodziec reakdjezwarunkow (ang.unconditioned respongeDalsze
badania Pawlowa wykazalye slinienie st psa moze zostawywotane za pomacbodzca,
ktory nie mazadnego zwjzku z pokarmem. Dziato gitak, kiedy psu wielokrotnie podano
pokarm, jednoczaie prezentujc bodziec akustyczny w postaci dgwi dzwonka. Po jakigh
czasie pies zaczynaksilini¢ przy samym dzwku dzwonka, zanim jeszcze otrzymat pokarm.
W takiej sytuacji bodziec obghy (dzwick dzwonka) stat si bodzcem warunkowym (ang.
conditioned stimulys gdy: byt wielokrotnie prezentowany wspdlnie z bodzcem
bezwarunkowym (pokarmem). Zachowanie wywotane przez bodziec warunkowéiaolergest
mianem reakcji warunkowej (angonditioned respon$ePodsumowuijc, aby powstat odruch
warunkowy konieczne jest, by bodziec aftny, ktdry ma stasic bodzcem warunkowym, byt
zbiezny w czasie z bodzcem bezwarunkowym tak, aby zwieragto naucz§ sie, ze midzy
tymi bodzcami istnieje zakmosé. Z kolei zaprzestanie stosowania bodzca bezwarunkowego
prowadzi do stopniowego wygaszania wytworzonego klasycznego odruchu warunkowego
(Pavlov i Anrep, 1928).

1.1.2. Warunkowanie instrumentalne

Gdy Pawtow prowadzit badania nad warunkowaniem klasycznym pséw, Edward. L. Thorndike
prowadzit badania nad kotami, ktére otrzymywaly pokarm-nagmalgvydostanie size
skrzynek problemowych. Thorndike, obseraajrelacje mgdzy zachowaniem a jego
konsekwencjami, sformutowat prawo efektu (atgw of effect mowigce, ze jeili dane
zachowanie jest nagradzane, to utrwadai irawdopodobnie bedzie powtarzane (Thorndike,
1898). Jednym z pierwszych badaczy odruchdéw instrumentalnych byt Jerzy Konorski, ktory
wraz ze Stefanem Millerem w 1928 po raz pierwszy opublikowat wyniki swoich obserwacji
(Miller i Konorski, 1928; Miller i Konorski, 1969). Z badaPawilowa i prawa efektu
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Thorndike’a korzystat tate B. F. Skinner, ktéry prowade badania niezaimie
od Konorskiego, zostat jednym z pionieréw badsd warunkowaniem instrumentalnym i

tworca procedur z nim zvwgzanych (Skinner, 1938).

Warunkowanie instrumentalne jest asocjagyjforma uczenia s, ktora prowadzi do
wytworzenia wyuczonej aktywnej reakcji. Zwieta, stosujc na przykiad metode prob

i bledow, uca sie zaleznosci midzy wkasnym zachowaniem, np. nagéciem dzwigni, a jego
konsekwengj. Zachowanie zwiekxia prowadzi do wyzwolenia czynnika wzmaca@ggo
(ang. reinforcey, ktéry moze by dla zwierzcia przyjemny lub nieprzyjemny. Doswiadczanie
czynnikbw wzmachiagjcych powoduje wyksztalcenie w zwiectu wzmocnienia (ang.
reinforcement danego zachowania. Wzmocnienie pozytywne powstaje w wyniku
zastosowania bodzca apetytywnego — nagrody (np. atrakcyjnego smaké&anu), ktéra
zwicksza prawdopodobistwo wysgpienia nagrodzonego zachowania w przysziosci.
Wzmocnienie negatywne powstaje w wyniku zastosowania bodzca awersyjnego (np. impulsu
elektrycznego dranigcego konczyny), ktory wymusza na zwiecal podgcie dziatania celem
usunkcia sk spod dziatania bodzca bdlowego (np. pfaiel do bezpiecznej egci klatki) lub
unikniecia jego dziatania (natiecia dzwigni wyhczapce] pmd). Podobnie jak przy
wzmocnieniu pozytywnym, wzmochienie negatywne c¢ksra prawdopodobistwo
wysfgpienia takich zachowaw przyszitosci, lecz efekt ten @gia s¢ za pomog bodzca
awersyjnego, a nie apetytywnego. @uoing formg warunkowania instrumentalnego jest
zastosowanie kary, a wd czynnika, ktéry nie wzmacnia a ostabia prawdopaefswo
wysfpienia danego zachowania w przysztosci (npelieszczur doswiadcza w danym ramieniu
labiryntu gwaltownego podmuchu powietrza lub impulsu elektrycznego, z czasem kigruje si
do tego ramienia coraz rzadziej). Zastosowanie w warunkowaniu instrumentalnym czynnikéw
wzmacniagcych lub kary jest podstawowym elementem wytwarzaimstrumentalnych

odruchéw warunkowych.

Gdy prawdopodobiestwo wysgpienia pozadanej reakcji jest znikoma, mozna zastosowa
srodki, ktére sprowokuj zwierz do jej wykonania. W efekcie doprowadzag si

do ksztaltowania reakcji instrumentalnej (asgaping). Ksztattowanie polega na stopniowym
wzmacnianiu zachowania zwieria, ktére doprowadzi do ostatecznej, docelowej agak
niezbednej w trakcie dediadczenia (Skinner, 1961; Papageorgi, 2018). Pazigdn moze by
uczenie szczura naciskania dzwigni znagdej st w klatce. Podczas ksztattowania nagradzany
bedzie kady, nawet najmniejszy ruch w strone dzwigni. Gdy docelowe zachowanie zostanie

osiggnicte, nagrody za niepelne zachowanie ustdyletoda ta wykorzystywana jest
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w pierwszych fazach warunkowania instrumentalnego, pomiawa na celu wytworzenie

u zwierzcia prostej asocjacji pogdzy zachowaniem a wzmocnieniem (np. naciskania
dzwigni z otrzymywaniem nagrody) (Lopuch i Popik, 20Dhvisi wsp., 2016; Saitowsp,
2016; Johnson i wsp., 2022).

Badania nad uczeniem esiinstrumentalnym przewaie prowadzi s w klatce do
warunkowania instrumentalnegod nazwiska wynalazcy nazywanej takze klatkag Skinnera,
Skinner, 1938). W klatce takiej znajduje sirzadzenie (angoperandum Skinner, 1962)na
przyktad dzwignia (anglevel lub otwor na nos (anguosepoke ho)e za pomog ktérego
zwierze moze wykond reakcg instrumentalng. W wyniku tej reakcji naptije odpowiedz
urzadzenia, polegafa na pojawieniu siw klatce czynnika wzmacni@gego o charakterze
pozytywnym (np. granulki/pastylki pokarmu, krople wody) lub awersyjnym (np. impuls
elektryczny draniacy tapy, nagty podmuch powietrza (ang. jpuff, Dunnett i Brasted, 2001).

W zaleenosci do potrzeb doswiadczenia klatkmozna odpowiednio modyfikowa tzn.
zmienia rodzaj lub liczbe¢ urzdzen; dodatkowo oprogramowanie zapewnia automatyzacj
przebiegu doswiadczenia. Cho¢ warunkowanie instrumentalne z wykorzystaniem jako
narzedzia wymienionych wyej operanda jest stosowane powszechnie, maaozwaac, na ile
zachowania takie jak naciskanie dzwigm saturalnymi zachowaniami wygtujacymi

u szczurow. By moze proces warunkowania instrumentalnego mozna upra&stpujac
klasyczneoperandumczyli instrument wykorzystywany do @ghiecia nagrody lub unikegcia

kary, naturalng odpowiedgiszczura na niektére bodzce — np. USV.

1.2. Wokalizacje ultradzwiekowe szczurow

Szczury porozumiewaj sie miedzy sobg za pomac wokalizacji ultradzwgkowych.
Podstawowymi wtaciwosciami akustycznymi USVes diugosé, czstotliwosé oraz modulacje
czestotliwosci w czasie. USV emitowane przez doroste szczurglidzic na dwie kategorie:
USV pasma 50 kHz oraz pasma 22 kHz, ktérych nazwy wynikayzecetnej czstotliwosci
wokalizacji w tym pamie. USV pasma 50 kHz (USV 50-kHz) i 22 kHz (USV &23z) r6zni

Sie miedzy sola nie tylko wiaciwosciami akustycznymi, lecz takze pochodzeniem (obszarami
mOzgu i neuroprzekaikami zaangzowanymi w ich powstawanie) oraz kontekstem, w jakim
s3 emitowane (Knutsonwsp., 2002). Zakres egtotliwosci tych wokalizacji wykracza poza
zakres styszalnosci cztowieka, mozna je jednak rejestéora pomog specjalistycznych
urzadzen i analizowd w formie wizualnej za pomacspektrogramow (MacDonald T., 2018).
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1.2.1. Charakterystyka USV 50-kHz

USV 50-kHz uznaje si powszechnie za USV towarzyse sytuacjom apetytywnym
(Brudzynski, 2015). Za ich emispdpowiada mezolimbiczny szlak dopaminergiczny, égor
pobudzenie powoduje wydzielanie dopaminy agrze potleacym i strukturach gsiednich
(Burgdorfi wsp., 2007; Brudzynski, 2009). Ultradzki tej kategorii towarzysgz sytuacjom
nieagresywnym, takim jak: zabawa z innym osobnikiem (Knutson i wsp., 1998; Kiska i wsp.
2017), taskotanie (angickling) — metoda badawcza imigiga zabaw z innym osobnikiem
(Panksepp i Burgdorf, 2000; Panksepp i Burgdorf, 2003; Hesp., 2013), spotkanie samca z
sami@ (Bialy i wsp., 2000), eksplorowanie klatki #&ieza scidtka (McGinnis i Vakulenko,
2003; Natusch i Schwarting, 2010) létiotka z zapachem innego szczura (Brudzynski i Pniak,
2002; Wohri wsp., 2008), czy mozliwos¢ otrzymania nagrody pokarmowej (Burgdesp.,
2000). Postuluje sj ze USV 50-kHz mog by¢ odpowiednikiem ludzkiegémiechu (Panksepp

i Burgdorf, 2003; Panksepp, 2007).

Czestos¢ emisji (angcall rate) USV 50-kHz rosnie w wyniku pobudzenia osrodka nagrody,
zaréwno substancjami chemicznymi, jak i obe@minnych osobnikdw, a nawet antycypacj
takiej obecnodi. Czstos¢ emisji USV 50-kHz rosnie po podaniu szczurom substancji
psychoaktywnych: kokainy (Wintink i Brudzynski, 2001; Browningsp., 2011; Maierwsp,
2012), amfetaminy (Knutson i wsp., 2002; Thompson i wsp., 2006; Brudzywski, 2011)
lub morfiny (Burgdorfi wsp., 2001). Rownie otrzymanie stodkiej nagrody pokarmowej
wywotuje wzrost cgstosci emisji USV 50-kHz u szczuréw (Brownimgvsp., 2011). Obfit
emisjec USV 50-kHz wywotuje takze ekspozycja szczura na USV zarejestrowane u innego
osobnika, a nagpnie odtworzone za pom@agtosnika; w sytuacji takiej szczur badany
doswiadcza wydcznie wokalizacji innego osobnika, nie doswiadgzgggo obecnosci wchem

I wzrokiem. W takiej sytuacji szczury moga emit@wanaczne ilosci USV 50-kHz (Olszagki

I wsp., 2020; Olszskii wsp., 2021), lecz emisja ta moze nie ppist jesli otoczenie szczura
nie jest dla niego komfortowe (np. gdy przebywa w potencjalnie simgnjlabiryncie, Wohr

i Schwarting, 2007). USV 50-kHz cechugie czestotliwoscip (ang. gak frequency of avarage
spectrum czstotliwos¢ w maksimum grednionego widma) w zakresie 35-80 kHz oraz
diugoscia w zakresie 10-150 ms (Brudzynski, 2013). Ich qedmarakterystyczng jest wysoki
stopien zréznicowania: nie tylko ze wzglu na cestotliwos¢, ale takze na modulacje
czestotliwosci. Co wane, zroznicowanie to nie posiada jeszcze przypisanego Zmacze
biologicznego. Powszechnie USV 50-kHz dzieli s dwie gtdwne podkategorie: dzki
ptaskie (angflat callg), tj. o statej czstotliwosci, oraz dzwiki modulowane (angrequency-
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modulated callso rznym stopniu modulacji estotliwosci dzwiku. Podziat na dwie gtéwne
podkategorie nie jest w stanie opisgtozonosci odmian USV 50-kHz, jednakze nie istnieje
jedna ogdlnie przyja bardziej zaawansowana klasyfikacja podtypoéw US¥Hz. Stosowane
klasyfikacje opieraj sie na podstawie: kryteriow wizualnych, w ramach ktéry¢SV 50-kHz
dzielone g na podstawie ich ksztaltu na spektrogramie (Wohsp., 2008; Wright wsp.,
2010); kryteriow akustycznych, tj. wymienionych wéziej dlugo<i i czestotliwosci (Whitei
wsp., 1990; Schwartingwsp., 2007; Barkerwsp, 2010); nowatorskich technik klastrowania
(Takahashi wsp., 2010; Karwicka wsp., 2021). Stosag techniki klastrowania Takahashi i
wsp. wyroznili grupe ptaskich USV 50-kHz o ¢stotliwosci 35-50 kHz, ktéra ma
wspotwystpowa z przyjmowaniem pokarmu i pojawiaic w chwili otrzymywania pokarmu

jako nagrody (Takahashwsp., 2010).

1.2.2. Charakterystyka USV 22-kHz

USV 22-kHz uznaje giza zwigzane z sytuacjami awersyjnymi (Brudzynski, 2015).ida
emisg odpowiada szlak cholinergiczny, ktérego pobudzemewoduje wydzielanie
acetylocholiny w mjdzymozgowiu i przodomoézgowiu (Brudzynski i Bihari,99D;
Brudzynski, 2001; Brudzynski, 2009). Ultradicki tej kategorii wysgpuja podczas
warunkowania strachu (Wohr wsp., 2005) i ekspozycji na gtosny bodziec akustyczny
(Kaltwasser, 1990; Kaltwasser, 1991). Wystjis takze w odpowiedzi na niespodziewany
podmuch powietrza (Brudzynski i Holland, 2005), zapach dragka (Blanchard wsp., 1991)
oraz podczas agresywnej konfrontacji dwéch samcow (Thomsg., 1983; Panksepp i wsp.,
2004). Postuluje sj ze USV 22-kHz mog by¢ traktowane jako odpowiednik ptaczu
u cztowieka (Brudzynski, 2019).

USV 22-kHz cechuj sie czstotliwoscih w zakresie od 18 do 32 kHz i znacznym
zroznicowaniem dtugosci. Dzieloneg sna dwie kategorie: diugie USV 22-kHz o dlugosci
powyzej 300 ms oraz krotkie USV 22-kHaltugosci ponkej 300 ms (Brudzynskiwsp., 1993).
Istnieje powszechna zgoda co do uznawania dtugich USV 22-kHz jako sygnalu infoegulj
inne osobniki o potencjalnym zagrozeniu (Brudzynski, 2021). Krétkim USV 22-kHz nie
przypisano jeszcze znaczenia. Wiadome, powstag one w sytuacji przyjmowania przez
szczury kokainy (Barkei wsp., 2010) oraz podczas kontaktu zwgera z nieznanym mu
eksperymentatorem (Brudzynskiwsp., 1993). Sugerujeesize krotkie USV 22-kHz mag
odzwierciedld negatywny stan wewnetrzny szczura, niegeny z wysgpowaniem
bezposredniego zagrozenia pochgckgo z otoczenia (Brudzynski, 2015; Robakiewwsp.,
2019; Karwicka wsp., 2021).
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1.3.  Wpykorzystanie  wokalizacji  ultradzwiekowych ~w  warunkowaniu

instrumentalnym

Proby wykorzystania USV w warunkowaniu instrumentalnyymgliczne. Obejmuj dwa
rodzaje doswiadcze wykorzystanie uprzednio nagranych USV (odtwarzanymodczas
doswiadczenia z gtosnika) jako bodzca akustycznego oraz nagradzanie emisji USV 30-kHz.
pierwszym przypadku (podczas prezentacji USV z gtosnika) wykorzystywano zarowno USV
50-kHz, jak i USV 22-kHz. USV te prezentowano w formie niezmienionego nagrania, jak i

wersji zmodyfikowanej przez oprogramowanie.

1.3.1. Wokalizacje ultradzwiekowe jako bodziec w warunkowaniu instrumentalnym

Zarazenie emocjonalne (angemotional contagion) jest procesem przejmowania stanu
emocjonalnego od innych; przenoszenie stanu emocjonalnegayrszczurami odbywacsi

za posrednictwem USV (Brudzynski, 2013). Zespot Saito p.wisadat zjawisko wpltywu
prezentowanych USV na stan emocjonalny szczurow wykoragstuyarunkowanie
instrumentalne. W pierwszej fazie doswiadczenia zwtarzuczono odpowiedzi na
prezentowane z gtosnika dwa tony gstotliwosci 2 kHz 1 9 kHz. Szczur uczyksodpowiada

na pierwszy z nich naaiieciem przypisanej mu @égni, w wyniku czego otrzymywat nagrode
(wzmocnienie pozytywne), a na drugi — gagiciem innej dzwigni, w wyniku czego unikat
szumu z gtosnika (wzmocnienie negatywne). W drugiej fazie doswiadczenia szczurowi
prezentowano ton o egtotliwosci posredniej midzy dwoma tonami wtymi do
warunkowania w fazie pierwszej (4, 6 lub 8 kHz). Dodatkowo, przed zaprezentowaniem tonu
0 czstotliwosci posredniej szczur przez 20 min eksponowany byt na neggedbo USV 50-

kHz, albo USV 22-kHz. Okazatogsize szczury, ktOre przed prezentgignu o czstotliwosci
posredniej styszaty apetytywne USV 50-kHze¢ézej naciskaty dzwigrd kojarzong z nagroda,
natomiast te, ktére uprzednio styszaly awersyjne USV 22-kHZciej naciskaly dzwigni
kojarzona z unikaniem kary. Doswiadczenie to pokazagolJSV apetytywne lub awersyjne,
pochodzace od innych szczuréw, magwplywat na stan emocjonalny u szczurow

eksponowanych na te USV (Saito i wsp., 2016).

W kolejnym doswiadczeniu tego samego zespotu badano jakaiwtgé USV decyduje o
odbieraniu ich jako dzwki kojarzone z sytuacjami apetytywnymi lub awersymyW tym

celu zarejestrowano USV 50-kHz i USV 22-kHz emitowane przez szczurygpamagtoddano
je obrébce cyfrowej, zmienw ich podstawowe wikgiwosci akustyczne (dhugosé,
czestotliwos¢, modulacje astotliwosci) w ten sposéb, by USV 50-kHz upodabdo USV 22-

kHz i odwrotnie. W pierwszej fazie doswiadczenia zwitsiz uczono odpowiedzi na
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prezentowane z giaika naturalne (nieedytowane) USV 50-kHz i USV 22zkit formie
nacgkniccia jednej z dwoch dzwigni. deli zwierz nacisneto dzwigni prawidiowg —
otrzymywato nagrodg, jeeli nieprawidtows — karane bytlo szumem. W efekcie takiej nauki
wybor dzwigni przez szczura po ustyszeniu przez niego gkiwmogt by interpretowany
przez eksperymentatora jako uznanie przez szczura tegekivza apetytywny lub awersyjny.
W drugiej fazie doswiadczenia prezentowano szczurom USV ze zmodyfikowan
wiasciwosciami. Wyniki pokazaly, ze sposréd trzech zmienionych avosci to
czestotliwos¢ stanowi gitdwnerddio informacji o charakterze prezentowanego ultragkwi
(Saito i wsp., 2019).

Podobne badania nad rozrdznianiem @koiv przeprowadzono u myszy. WybraneuSV
emitowanych przez myszy podczas kontaktu z innym osobnikami, gonastzmodyfikowano
je manipulygc ich diugoscs, czestotliwoscia i modulacy czestotliwosci, tworzc osiem wersji
kazdej USV. W doswiadczeniu uczono myszy odroznial siebie r6zne USV pod wzglem
wiasciwosci oraz USV zmodyfikowane od ich oryginalnych wersfosujc otwory na nos.
Autorzy odkryli,ze zwierzta 3 w stanie odrozniate USV od siebie. Na podstawie wynikow
tych bada zasugerowano, ze roate s¢ od siebie USV mysie magnie¢ odmienne dla tych
zwierzat znaczenie behawioralne. Wyniki te otrzymano jedpalokoto dwunastu miegiach
doswiadczenia, podczas ktorych przegédub sz&¢ dni w tygodniu przeprowadzano dwie 30-

minutowe sesje treningowe raz dziennie (Neilawsp., 2014).

Ten sam zespot przeprowadzit rownibadania na pciu samicach myszy, ktére miaty
odroznic niekompletne wersje USV lun sztucznie wygenerowana od oryginalnych wers;ji
tych samych USV. W kalej probie mysz styszata jedng (oryginalna) wokalizacj
prezentowanag wielokrotnie. Jej zadaniem byto wskazanie, kiedgwgosic nowy typ
prezentowanego USV (niekompletna wersja USV lub komputerowo wygenerowany ton).
Wyniki tego doswiadczenia otrzymano po okoto 12 myjesch i pokazaty onee myszy miaty
pewne trudnogi z odr&nieniem prezentowanych USV od siebie, zwlaszcza yytedy
prezentowano pogikowy fragment USV. Ta obserwacja sugeruje, myszy postrzegaj
pocztkowe, a nie koncowe, fragmenty ultradzki, jako te podobne do oryginalnej wersiji, co
jest zgodne z podobnymi wynikami bagazeprowadzonymi u ludzi i ptakéw (Holfotkvsp.,
2014).

Pokazano takzere szczury $ w stanie rozpozriaod jakiego szczura pochagprezentowane

USV. W pierwszym déwiadczeniu szczury mogly wybfaa pomog dzwigni, czy preferyj
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prezentowane USV 50-kHz pochade od obcego szczura, czy USV pochypdzod szczura z
tej samej klatki co szczur badany. Wyniki tego badania pokazazczury preferowaty USV
pochodzce od obcego szczura. W drugim doswiadczeniu szczury musiaty nadismignie,
by otrzyma dawke kokainy. Naghiecie dzwigni pierwszy raz powodowato prezen¢ddSV
50-kHz, USV 22-kHz lub szumu. Nd&aiccie dzwigni paty raz skutkowato otrzymaniem
dawki kokainy. Prezentowane USV lub szumzgty jako bodzce hamage lub stymulujce
przyjmowanie kokainy. Wyniki drugiego dedadczenia pokazalyze prezentacja USV
pochodzacych od obcego szczura zmniejszyta przyjmowanieatgkldw przez szczury (Vielle
I wsp., 2021).

Badania prowadzone z wykorzystaniem wokalizacji ultragdkaivych jako bodzca
akustycznego pokazatye zarOwno szczury, jak i myszy sv stanie odréznia od siebie
prezentowane dzwki nha podstawie ich dtugosci, eztotliwosci i modulacji czstotliwosci. W
przypadku szczuréw pokazaly rownjeze zaprezentowane daki mogs wptywat na stan
emocjonalny tych zwierg. Nie bez znaczenia okazatg sakze pochodzenie prezentowanych
USV. Pokazanaqse szczury prefergjprezentowane USV pochagtz od obcego szczura, a nie

szczura znajomego szczurowi badanemu.

1.3.2. Wokalizacje ultradzwiekowe jako reakcja instrumentalna

Obecnie istnieje tylko jeden model warunkowania, w ktorym wykorzystdjezsizurze USV

jako reakcje instrumentalne. Wykorzystuje on takze poped seksualny szczuréw i przynosi
efekty stopniowo w cigu kilku tygodni trwania treningow.

W doswiadczeniach grupy Ciucci i wsp. celem warunkowdw zwickszenie cgstosci
wokalizowania, a takze zmiany modulacjiestotliwosci i poziomu natzenia dzwekow,
samcOw szczurOw poddanych dziataniu neurotoksyny wywodjj objawy choroby
Parkinsona. Neurotoksyna taka znacznie ogranicza liczbe emitowanych USV i wptywa na ich
wiasciwosci. Warunkowanie instrumentalne miato doprowadiz odwrécenia niekorzystnych
zmian: przywrécenia estosci wokalizowania i wigciwosci USV z czasu przed wywotaniem
choroby. Trening przeprowadzance@idni w tygodniu przez cztery tygodnie. Podczas ses;ji
treningowych samce szczurow Long-Evans bybzéne z samicw rui, ktora stanowita dla
samcow bodziec ,wywotujcy” (ang.€licitation cue Skinner, 1953), wywotgry emisg USV.
Samiec byt nagradzany zaide pe¢ wyemitowanych USV nagradw postaci porcji wody,
ktérej wczeéniej byt pozbawiony. Nagroda w postaci wody bytagpabna z klikngciem i w

trakcie trwania kolejnych treningdéw odchodzono od ograniczania szczurom wody i nagradzano

21



Wsep

je podczas treningbw wadznie samym Kklikniciem. Zaprezentowany wynik vegny w

postaci spektrogramow ma wskazyiwaa stopniowe wracanie vél@wosci wokalizacji do
poziomu sprzed podania neurotoksyny, jednak w pracy nie pokazano szczegotowych danych
dotyczcych treningu i wiéciwosci wokalizacji ze wszystkich etapow doswiadczenia (Ciulcci
wsp., 2010).

W wyniku kolejnych doswiadcze ten sam zespoét przedstawit szczegotowy protokot
nagradzania szczurow za ich wlasne USV. Podstaarunkowania & sesje treningowe w
klatce domowej. Samica stanowi apetytywny bodziec ,wywaolij emisg USV, za ktore to
USV samce $ nagradzane. Stwierdzonge nagradzap szczura za emisjmodulowanych
USV 50-kHz przez szé tygodni mozna zwikszy¢ czestos¢ wokalizowania (Johnsarwsp,
2011). Protokét ten jest wykorzystywany w doswiadczeniach przeprowadzonych w badaniach
wokalizacji u szczuréw w modelach chordb wywaebyjch deficyty w mowie lub w modelach
starzenia si, poniewa w przypadku takich modeli obserwujes smiany zachodge we
wiasciwosciach USV. Przy pomocy tego protokotu podejmuje préoby odwrdcenia
zachodacych zmian w emitowanych USV, takich jak modulacggstotliwosci, dtugosci
poziom na¢zenia dwicku (Johnson wsp., 2013; Kelm-Nelson i wsp., 2016; Lenelsp.,
2019; Shembalwsp., 2021).

Protokot doswiadczalny w wagj oméwionych pracach opiera sia bezposrednim kontakcie
samca z samic oraz na niezautomatyzowanym nagradzaniu USV wylolangrzez
eksperymentatordledzicego doswiadczenie w czasie rzeczywistym. W kolejnej prasga@u

A.M. Johnsona (Johnson i wsp., 2022) zaproponowanrsciona automatyzaej tego
protokotu, wykorzystujca klatke do warunkowania instrumentalnego oraz system detekc
USV. W tym doswiadczeniu wykorzystano takze niebezposredni kontakt badanych samcow z
samic (przez siatke) lulzapach samicy, ktéry pochodzit Zei6tki umieszczonej w wodzie
(Scidtke pobierano od rinych samic, aby utrzyndsefekt nowosci). Zapach wprowadzano do
klatki za pomog specjalnego wodnego modutu rozprowagee§o zapach co 1 sekunde.
Zapach samicy lub jej fizyczng obecnos¢ stosowano przez pierwsze tygodnie treningowe,
wycofujgc w chwili, gdy u samcéw szczuréw doszio do asocjpgmicdzy bodzcami
(wokalizowanie z otrzymywaniem nagrody). Nadal jednak samce wykorzystywane w
doswiadczeniu byty déwiadczone seksualnie przed rozpgmem sesji treningowych.
Doswiadczenie seksualne samcow miato zapéwueasciwg odpowiedz w postaci wokalizacji

USV 50-kHz, ktére podczas treningu wzmacniano nagmgostaci sacharozowej pastylki.

W efekcie trwajca sz&¢ tygodni procedura zautomatyzowana powoduje podobmpst

22



Wsep

liczby USV u trenowanych szczuréw do wzrostu jaki gistw przypadku wczéniej
stosowanej procedury manualnej (Lenelsp., 2019; Johnson i wsp., 2022).

1.4. Podsumowanie

Omoébwione powyej prace, wykorzystggce USV szczurdow jako obserwowane reakcje w
warunkowaniu instrumentalnym, wskagzujna uzasadnione wykorzystanie takiego
warunkowania w badaniach nad szczurzymi modelami choréb ludzkich. Zmiany w
wokalizowaniu mog by¢ traktowane jako odpowiednik deficytéw komunikacjenvalnej

ludzi.

W niniejszym projekcie postanowiono zgst wykorzystanie przez szczura gdzenia
dostpnego w klatce do warunkowania jego wtasng wokalizacpamie 50 kHz. W wyniku
takiego warunkowania szczury powinny wzmacéniamisg USV 50-kHz w efekcie
uzyskiwania nagrody pokarmowej. W ramach motywowania szczura do poszukiwania takiej

nagrody konieczne jest ograniczenie dpstdo pokarmu przed sggfeningow.

Obecnie istnigjcy model warunkowania instrumentalnego, wykorzystego szczurze USV
wymaga wczéniejszego przygotowania samcow szczurow, poiEggo nadczeniu ich z
sami@ w rui, a nasipnie fizycznego kontaktu samca z saamifbezposredniego lub
posredniego) oraz procedury treningowej traeagj od czterech do osmiu tygodni. Z powodu
zZtozondéci i czasochtonnosci istniggego protokotu podio prébe utworzenia nowego,

trwajagcego znacznie kroce.
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2. Cel pracy

Celem bada bylo zaprojektowanie protokotu warunkowania instemtalnego,
wykorzystupcego szczurze wokalizacje ultradgkowe pasma 50-kHz jako obserwowane
reakcje i opisanie dtugosci orazestotliwosci USV pojawiajcych sé u szczuréw w trakcie
warunkowania. Dodatkowo, wobec niepowodzenia ww. halalejnym celem badabyto
pokazanie,ze wyodebniona grupa zwiest ulegta skutecznemu warunkowaniu w ww.

protokole.

24



Materiaty i metody

3. Materiaty i metody

3.1. Zwierzeta

W doswiadczeniach wykorzystano samce szczurow stada Miisaaunkowane, WAR n = 84,
kontrolne, CTR n = 443kznie n = 128), pochodee z Centrum Medycyny Doswiadczalnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Doswiadczenia przeprowadzano za zgods
Il Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie (pozwolenie nr 109/2019). Zwtarzrzymano

w pokoju przeznaczonym do chowu z 12-godzinnym podziatem doby w temperaturze 22-25°C.
Szczury w momencie przybycia do laboratoriumg@séty wiek 7-8 tygodni i chowane byty

w parach ze statym degtem do wody i paszy.

3.2. Klatka do warunkowania

Doswiadczenia przeprowadzane bylty w klatce do warunkoavanstrumentalnego (Med
Associates Inc.Fairfax, VT, Stany Zjednoczone) wypasaej w pojemnik na pastylki
oraz podajnik pokarmu, ktora obstugiwana byla za pemmgrogramowania Med-FCV
(wersja 5.08, Med Associates Inc.). Dodatkowo w klatce umieszczono mikrofon remstruj
USV oraz gtosnik odtwarzagych ultradzweki (Avisoft Bioacoustics, Glienicke/Nordbahn,
Niemcy) obstugiwane za pompcprogramu Recorder USGH (wersja 1.0.0.1, Avisoft
Bioacoustics). Obraz wideo rejestrowano karfellR® (Teledyne FLIR LCC, Wilsonville,
OR, Stany Zjednoczone) obstugivsarprogramem Spinnak®rSDK (wersja 1.15.0.63,
Teledyne FLIR LCC) lub za pomgd&amery Basler (acA1300-60gc, Basler AG, Ahrensburg,
Niemcy) obstugiwang za pomg@rogramu EthoVision XT (wersja 10, Noldus, Wageeimg
Holandia). Jako nagrody w warunkowaniu stosowano niearomatyzowane pastylki sacharozowe
0 masie 45 mg (TestD&tSt. Louis, MO, Stany Zjednoczone). W czasie doswiaticaezed
wlozeniem kadego zwierzcia, klatka byta przemywana roztworem 10% EtOH, sicpaie

doktadnie wycierana.

3.3. Schematy protokotéw do&iadczalnych
Kazdy z protokotéw doswiadczalnych sktadat g trzech faz: czynnosci przygotowawczych,

treningu i testu.

3.3.1. Warunkowanie instrumentalne wykorzystugce szczurze wokalizacje
ultrad zwiekowe jako pazadane reakcje

W fazie czynnosci przygotowawczych szczury byly przyzwyczajone alwego miejsca,
nastpnie do eksperymentatora i do pastylek sacharozovBastylki sacharozowe (10 sztuk)

podawano szczurom do klatki domowej, by zapobiec ewentualnej neofobii pokarmowej w fazie
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treningu. Zwiergta przed warunkowaniem byly poddane deprywacji pokavej; szczur
otrzymywat taka ilos¢ paszy na dobe, ktéra pozwolita mu na utrzymanie ok. 90-95% raksy c
osigganej przy dogpie do paszyd libitum. By umozliwic monitorowanie ilosci spoavane;j

paszy, zwiergta przed rozpoeziem deprywacji pokarmowej rozdzielano do osobnyelkek.
W fazie treningowej zastosowano jeden z dwéch modeli warunkowania:

I.  wzmacniano emitowanie USV 50-kHz niezale od kontekstu; szczur otrzymywat
nagrode za emigjUSV 50-kHz wyhcznie wtedy, kiedy jego nos znajdowa} poza
podajnikiem pokarmu (doswiadczenia 1-6, WAR n =76, CTR n = 36);

[I.  wzmacniano emitowanie USV 50-kHz wgknie w odpowiedzi na USV 50-kHz

emitowane z gtosnika (doswiadczenie 7, WAR n =8, CTR n = 8);

Sesja treningowa odbywata ¢siraz dziennie i konczyla &iw momencie oggniecia
maksymalnej liczby nagrod przez szczura lubslijevarunek ten nie zostat spetniony)

po maksymalnym czasie 15 min. Szczury kontrolne nie otrzymywaty nagrod w trakcie sesji
treningowej.

W fazie testowej sprawdzano wyuczong urtieps¢. Sesja testowa odbywatg saz dziennie

i trwata 5 min (dla szczuréw, u ktérych wzmacniano emitowanie USV 50-kHz oraz szczuréw
z grupy kontrolnej) lub 10 min (dla szczurdw, u ktérych wzmacniano emitowanie USV 50-kHz
wytacznie w odpowiedzi na USV 50-kHz emitowane z glosnika i szczurowzawjieh

do grupy kontrolnej). W czasie testu szczur nie otrzymywat nagrod.

| CZYNNOSCI PRZYGOTOWAWCZE || TRENING || TEST

deprywacja
pastylki

Szczur I pokéj do chowu | I eksperymentator |
Wistar >
g | 7 dni || 5 dni i 7-14 dni |[ 35dni

Maks. 31 dni
Ryc. 1. Ogolny schemat déwiadczenia. Kazdy z protokotéw déwiadczalnych skladat siz trzech faz: czynniwi

przygotowawczych, treningu i testu. Wymienione na schemacie cainpodczas wykonywania dwiadczér 1-6
nie podlegaty modyfikacjom.
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Tabela 1.Zestawienie zmian wprowadzanych do protokotu déwiadczalnego podczas przeprowadzania dwiadczeai 1-

6. Zmiany wzgtdem poprzedniego protokotu deiadczanego wyttuszczono. WAR — szczury warunkowane, CTR — szczury

kontrolne.
) Liczebng¢ Deprywacja Habituac_ja Maksymalna Liczba sesji Pomoce w
Protokat suvr\:ﬂe WAR CTR pOk?);OTOWEl dcﬁev?alfjligglnej Faza doby liczba nagrod | trening test reakt?izifsht?t\jvrﬁghutalne
1 16 8 8 95 nie jasna| 10 10 3 brak
2 16 8 8 90 nie jasna 10 14 | 3 brak
. . sciotka,
3 20 10 10 90 nie jasna 10 14 olayback USV
. . Sciodtka,
4 20 10 10 90 nie jasna 30 14 3 playback USV
. . Sciotka,
5 20 20 0 90 nie ciemna 30 14 3 playback USV
6 20 20 0 90 tak ciemna 30 7 3 brak
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3.3.1.1 Protokoét 1
Szczury (WAR n =8, CTR n = 8) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniesszgoni

warunkow:

e Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokajhaieu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Klatkviatizzalnej.
Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozid@si.

e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie jasnej doby. Przeprowadzono 10 sesji
treningowych, podczas ktorych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie
10 nagrdod. Szczury z grupy kontrolnej spedzaty w klatce do warunkowania 15 min.

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Faza testu skiadata si
Z pigciu sesji.

3.3.1.2 Protokot 2
Szczury (WAR n =8, CTR n = 8) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniesszgohi

warunkow:

e Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokajhaieu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Kklatkviatizzalnej.
Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozidai.

e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie jasnej doby. Przeprowadzono 14 sesji
treningowych, podczas ktorych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie
10 nagréd. Szczur kontrolny spedzat w klatce do warunkowania tyle czasu, ile szczur
warunkowany z jego pary.

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Faza testu skkadata si

z trzech sesji.

3.3.1.3 Protokot 3
Szczury (WAR n = 10, CTR n = 10) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniem

ponizszych warunkow:

e Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokajhaieu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Kklatkviatizzalne).
Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozi@tis.

e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie jasnej doby. Przeprowadzono 14 sesji

treningowych, podczas ktérych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie

28



Materiaty i metody

10 nagréd. Szczur kontrolny gfzat w klatce do warunkowania tyle czasu, ile szczur
warunkowany z jego pary. Podczas sesji treningowych zastosowano pomoce
w ksztattowaniu reakcji instrumentalnégiotke za zapachem innego szczura oraz USV
odtwarzane z gtosnika. Ultradzeki pochodzity z nagna jednostronnej interakciji
socjalnej szczurow, dzwki zostalty oczyszczone z szumow, wydzielone z magra
anastpnie utozone w sekwengdo odtwarzania. Nagrania te emitowano w sytuacji,
gdy podczas sesji treningowej szczur nie wokalizowat przez 90zsli 3zczur po
odtworzeniu nagrania nie wokalizowat przez kolejne 90 s, odtwarzano inny zestaw
USV. tacznie w doswiadczeniu wykorzystano trzy nagrania USVzdkeazowo
prezentowane w ustalonej kolejnosci:
o USV modulowane, sekwencja 15 dzkow (dtugosé¢ 40,4-73,7 msirednia
diugos¢ 53,6 = 2,7 ms; estotliwos¢ 57,1-78,1 kHzgrednia cestotliwosé
68,3 + 1,6 kHz), czas trwania 3 s (Ryc. 2A);
o USV niemodulowane, sekwencja 15 dgkdw (dtugos¢ 15,8-116,7 msrednia
diugos¢ 68,3 = 7,3 ms; estotliwos¢ 48,3-58,1 kHzgrednia cestotliwosé
53,6 + 0,8 kHz), czas trwania 3 s (Ryc. 2B);
o USV modulowany, 1 dzwk (dlugos¢ 41,4 ms, estotliwos¢ 59,4 kHz), czas
trwania 0,05 s (Ryc. 3C, Tab. 4).
Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Faza testu skkadata si

z trzech sesji.
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Ryc. 2. Spektrogramy nagra USV emitowanych jako pomoc (protokoty 3-5) oraz jako bodziec warunkowany (protokét
7). A. Dlugos¢ nagrania 3 s, 15 USV modulowanych, wykorzystane w protokotactB3Btugos¢ nagrania 3 s, 15 USV
niemodulowanych, wykorzystane w protokotach 325.Dlugos¢ nagrania 0,05 s, 1 USV modulowany, wykorzystane w
protokotach 3, 4, . Dtugaos¢ nagrania 3 s, 24 USV modulowane, wykorzystane w protokole 5.

3.3.1.4 Protokoét 4
Szczury (WAR n = 10, CTR n = 10) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniem

ponizszych warunkow:

e Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokajhaieu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Kklatkviatizzalne).

Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozidai.
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e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie jasnej doby. Przeprowadzono 14 sesji
treningowych, podczas ktérych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie
30 nagrdd. Szczur kontrolny spedzat w klatce do warunkowania tyle czasu, ile szczur
warunkowany z jego pary. Zastosowano pomoce w Kksztattowaniu reakcji
instrumentalnejsciotke za zapachem innego szczura oraz USV emitowane z gtosnika
(te same co w doswiadczeniu 3, Ryc. 2A-C).

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Faza testu skiadata si

z trzech sesiji.

3.3.1.5 Protokdt 5
Szczury (WAR n = 20) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniemspgsti

warunkow:

e Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokajhaieu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Kklatkviatizzalne).
Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozidtis.

e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie ciemnej doby. Przeprowadzono
14 sesji treningowych, podczas ktérych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie
30 nagrod. Zastosowano pomoce w ksztattowaniu reakcji instrumentaiddice za
zapachem innego szczura oraz USV emitowane z gtosnika wedtug zasad opisanych w
protokole 3 (rozdz. 3.3.1.3). Nagranie pierwsze i drugie byto tozsame z nagraniem
pierwszym i drugim w protokole 3, wykorzystano jednak inne nagranie trzecie
w kolejnosci:

o USV modulowane, sekwencja 15 dgwbdw, czas trwania 3 s (Ryc. 2A);

o USV niemodulowane, sekwencja 15 dgldw, czas trwania 3 s (Ryc. 2B);

o USV modulowane, sekwencja 24 dzwow (dtugos¢ 5,1-72,3 mssrednia
dtugos¢ 29,2 + 3,6 ms; estotliwos¢ 49,2-73,4 kHzgrednia cestotliwosé
58,9 + 1,3 kHz), czas trwania 3 s (Ryc. 2Dywikki pozyskano z nagrania
szczura eksplorgrego klatke z zapachem innego osobnika.

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie ciemnej doby. Faza testu skiadata si

z trzech sesji.

3.3.1.6 Protokot 6
Szczury (WAR n = 20) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniemspgsti

warunkow:
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Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokahaleu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych oraz do klatki doswiadczalnej. Szczury
podzielono na dwie grupy: szczury warunkowane w klatce z poprzednich doswiadcze
(n = 10) oraz szczury warunkowane w klatce identycznej z klatka do chowu (n = 10),
odpowiednio przystosowana do przeprowadzenia warunkowania (zainstalowany
podajnik pokarmu, mikrofon oraz kamera). Przyzwyczajanie do miejsca
przeprowadzania warunkowania (odpowiednio: klatki do warunkowania lub klatki
tozsamej z klatkag do chowu) trwato 3 min i przeprowadzane byto reencie przez
cztery dni. Zwiergta zostaly poddane deprywacji pokarmowej na pozidais.

Sesje treningowe zostaly przeprowadzone w fazie ciemnej doby. Przeprowadzono
7 sesji treningowych, podczas ktérych szczur otrzymywat maksymalnie 30 nagréd.
Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie ciemnej doby. Faza testu skkadata si

z trzech sesiji.

3.3.1.7 Protokot 7
Szczury (WAR n = 8, CTR n = 8) zostaty poddane warunkowaniu z zastosowaniem bodzca

warunkowego (CS, angonditioned stimulysv postaci emitowanego z gluka pojedynczego

USV 50-kHz (Ryc. 2C) z zastosowaniem paaiych warunkow:

Podczas fazy czynnosci przygotowawczych byty przyzwyczajane do pokahaleu,
eksperymentatora, pastylek sacharozowych, lecz nie do Kklatkviatizzalne).
Zwierzeta zostaty poddane deprywacji pokarmowej na pozi@tis.

Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie jasnej doby. Przeprowadzono 14 sesji
treningowych, podczas ktérych szczur warunkowany otrzymywat maksymalnie
10 nagréd. Z gtosnika prezentowany byt jeden modulowany ultrattzgastosowany

w protokotach 3 i 4, Ryc. 2C) w interwatach czasowych 20 — 10 — 30 s. Szczur
otrzymywat nagrode, kiedy odpowiedziat na ultradgkviemitowany z gtosnika
wilasnymi USV. Szczur kontrolny spedzat w klatce do warunkowania tyle czasu,
ile szczur warunkowany z jego pary.

Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Faza testu skkadata si
z trzech sesji. Przez pierwsze 5 min rejestrowane byty tylko USV wyemitowane przez

szczura w doswiadczeniu; naghie 5 razy, co 1 min, prezentowany byt CS z gtosnika.
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CZYNNOSCI PRZYGOTOWAWCZE i TRENING || TEST |
| Pastylki | | Maksymalna liczba nagréd: 10 |
Szczur | Pokéj do chowu | | Eksperymentator | | CS: USV 50-kHz | | CS: USV 50-kHz |
Wistar
g | 7 dni || 5 dni i 14 dni || 3 dni |

Ryc. 3. Schemat protokotu 7gdaswiadczenigorzeprowadzano w jasnej fazie doby. CS — ufinagkowy bodziec warunkowy;

szczegoty w tedcie.

3.3.2. Warunkowanie instrumentalne wykorzystujce otwor na nos
Jako kontro¢ dla warunkowania wzmacniggego emisj USV 50-kHz przez szczura
wykorzystano powszechnie stosowana metode warunkowania wykorzyestig jako reake;

instrumentalng wsadzanie nosa w otwor (amgepokE WAR n =36, CTR n = 8.

Faza czynnas przygotowawczych zostata skrécona, jakovarunkowanie na wsadzanie nosa
w otwor przeprowadzono na zwietach uprzednio wykorzystanych do warunkowania
wzmacniagcego emigj USV 50-kHz (protokoty 2, 5 i 6). Zwieg¢ra bylty poddane deprywacji

pokarmowej na poziomie 90%. Faza czyroig@izygotowawczych nie podlegata pozniejszym

modyfikacjom.

Faza treningowa trwatagdi kolejnych dni, podczas ktorych szczur poddawanyjdnjhej sesji
treningowej dziennie. Kala sesja konczytagw momencie oggniecia maksymalnej liczby
nagrod przez szczura lub {fewarunek ten nie zostat spetniony) po maksymalnyzasie

15 min.

W fazie testowej sprawdzano wyuczong urtieps¢. Sesja testowa odbywata saz dziennie

przez trzy kolejne dni i trwata 5 min. W czasie testu szczur nie otrzymywat nagréd.

Szczur | TRENING || TEST |
Wistar >
J ‘ 5 dni | | 3 dni |

Ryc. 4. Schemat protokotu warunkowania instrumentalnego wykorzystujcego otwér na nosProtokoty sktadaty sifazy

treningowej i fazy testowej.

3.3.2.1. Protokot 8
Szczury (WAR n =8, CTR n = 8) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniessggoni

warunkow:

33



Materiaty i metody

e Sesje treningowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby. Szczur warunkowany
otrzymywat maksymalnie 10 nagrod; szczur kontrolny nie otrzymywat nagrod i spedzat
w klatce do warunkowania tyle czasu, ile szczur warunkowany z jego pary.

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie jasnej doby.

3.3.2.2. Protoké6t 9

Szczury (WAR n = 8) zostaty poddane warunkowaniu z zastosowanieaspygehh warunkow:

e Sesje treningowe zostaty przeprowadzone w fazie ciemnej doby podczas ktorych szczur
otrzymywat maksymalnie 30 nagrod.

e Sesje testowe zostaly przeprowadzone w fazie ciemnej doby.

3.3.2.3. Protokdt 10
Szczury (WAR n = 20) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowaniem warunkéw protokotu

9. Dodatkowo umieszczony zostat mikrofon rejegttyjuSV.

3.3.3. Uczenie rozrézniania dwiekow z wykorzystaniem otworéw na nos jakaperandum
W dodatkowych doswiadczeniach sprawdzono, czy szczuwy stanie hauczysie odrozni
od siebie wybrane sygnaty akustyczne. W pierwszym wariancie szczury uczybziznia
dwa ultradzweki (nagrane podczas interakcji socjalnej innych sp@®, oczyszczone z
szumow, wydzielone z nagraa nasipnie utozone w sekwengjdo odtwarzania) o réznej
czestotliwosci i modulacji (ultradzwik o statej cestotliwosci, tzw. ,ptaski”, P i o

czestotliwosci modulowanej, M; oznaczenie grupy:Np):

e USV niemodulowany (dtugos¢ 59,3 ms; estotliwos¢ 55,1 kHz), odtworzony w
sekwencji 33 powtdrzeo facznej diugosci 3 s (Ryc. 5A);
e USV modulowany (dtugos¢ 60,9 ms;estotliwos¢ 78,1 kHz), odtworzony w sekwencji

33 powtérzé o facznej dlugosci 3 s (Ryc. 5B).

W drugim wariancie szczury uczyty esirozroznid dwa wygenerowane komputerowo

niemodulowane ultradzwki (tony, T) o r6znej cgstotliwosci (oznaczenie grupy:-T).

e Ton (dlugos¢ 57,3 ms; estotliwos¢ 55,1 kHz) odtworzony w sekwencji 34 powtarze
o tacznej dtugosci 3 s (Ryc. 5C);
e Ton (dlugos¢ 57,3 ms; estotliwos¢ 78,1 kHz) odtworzony w sekwencji 34 powtarze

o tacznej ditugosci 3 s (Ryc. 5D).
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I I R R R

Ryc. 5. Spektrogramy ultradzwigkOw prezentowanych z gténika w treningu rozrdzniania dzwiekéw. A. Dhugosé

nagrania 3 s, 33 USV niemodulowane, prezentowane grupld, . Dlugos¢ nagrania 3 s, 33 USV modulowane,
prezentowane grupie-fM. C. Dlugas¢ nagrania 3 s, 34 USV niemodulowane estatliwosci 55 kHz, prezentowane grupie

T—T, D. Dlugas¢ nagrania 3 s, 33 USV niemodulowane estatliwosci 78 kHz, prezentowane grupie-T.

Doswiadczenie z zastosowaniem uktadow dkoiw P-M i T—T przeprowadzono dwukrotnie,
stosupc dwa protokoty doswiadczalne (protokédt 11 i protokét 12, Tabela 2)jacmpvane
na podstawie prac Saito i wsp. (Saito i wsp., 2016; Saito i wsp., 2019).

w
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Faza czynn&i przygotowawczych zostata skrécona, jeaeouczenie rozrozniania dzgkow
przeprowadzono na zwiestach uprzednio wykorzystanych do warunkowania wznaggeego

emisjc USV 50-kHz (protokét 5 i 6). Zwierza byly poddane deprywacji pokarmowej

na poziomie 90%. Faza czynnosci przygotowawczych byla identyczna w obu wariantach

doswiadczenia.

Faza ksztaltowania reakcji instrumentalnej trwata 2 dni. Szczury otrzymywaty pastylk
sacharozow za kada reakci wsadzenia nosa w dephe dwa otwory na nos. Sesja trwata

15 min lub do momentu, w ktérym szczur uzyskat 30 nagrod. Zwieczyto s¢ asocjacji
mi¢dzy wsadzeniem nosa w otwor a otrzymywaniem nagrBaylatkowo pierwszego dnia
procedury ksztattowania przed wiozeniem szczura do klatki do otworéw na nos wtozono kilka

sacharozowych pastylek, by zacit zwierz do eksploracji tych ugdzen.

Faza treningowarwata 14 kolejnych dni, podczas ktorych szczur poddawany byt jednej sesji
treningowej dziennie. Szczura umieszczano w klatce przyozghym swietle w klatce
(ang. houselight Kazda préba rozpoczynatagsiv momencie zapaleniagsiwiatta w klatce
doswiadczalnej i emisji USV z gtosnika; trwata 5 s lub krocej, czyli do momentu, wyikto
szczur wsadzit nos w jeden z dwoéch otworowwiki byty prezentowane z gtosnika losowo.
Szczur otrzymywat nagrad tylko wtedy, gdy wsadzit nos w otwér przypisany
do prezentowanego dzgku. Podczas trwania sesji doswiadczalnej szczur uczykadize
unikania kary, ktds byt szum trwajcy 5 s. Zachowanie szczura skutkowato ¢@aghcymi

konsekwencjami:

e Gdy nastpita reakcja poprawna ngpbwato natychmiastowe wydanie nagrody.
Swiatto klatki wylaczato s¢ po 2 s, po czym nagiowata przerwa przed kolejna proba
(ang.inter trial interval, ITI). Podczas ITI dodatkowe wsadzania nosa w otwory nie
powodowato pojawienia sinagrody.

e Wykonanie reakcji niepoprawnej skutkowato niepojawienien siagrody,
natychmiastowym wylczeniemiwiatta i emisy z gtosnika szumu trwagego 5 s (kara),
po czym nasfpowat ITI.

e Brak reakcji wsadzenia nosa #aden z otworOw w ggu 5 s od emisji sygnatu
Z gtosnika powodowalze szczur nie otrzymywat nagrodyyiatto gasto i rozpoczynat
si¢ ITI.

Kazda sesja konczyta siwv momencie oggniecia maksymalnej liczby nagrod przez szczura
lub (jesli warunek ten nie zostat spetniony) po maksymalmpasie sesji.
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Doswiadczenie nie zawierato fazy testowe;.

Tabela 2. Poréwnanie protokotéw déwiadczalnych nr 11 i 12.Do grupy P-M naleza szczury, ktérym prezentowano USV
50-kHz niemodulowane (,ptaskie”) oraz modulowane. Do grupyTl Thalezg szczury, ktérym prezentowano tony
o czstotliwosci 55,1 kHz i 78,1 kHz.

Protokot 11 Protoko6t 12
Liczebnos¢ catkowita WAR, n =20 WAR, n=12
Grupa P-M: liczebnos¢ P-M, n=10 P-M,n=6

e USV niemodulowane (cestotliwosé 55,1 kHz)
e USV modulowane (cestotliwosé¢ 78,1 kHz)

Grupa F-T: liczebnosé T-T,n=10 | T-T,n=6

e tony (czstotliwosé¢ 55,1 kHz)

e tony (czstotliwosé¢ 78,1 kHz)

90%

Grupa P-M: dzwieki

Grupa T—T: dzwieki

Poziom deprywacji

pokarmowej

Czas trwania ksztattowania

reakcji instrumentalnej
Czas trwania
fazy treningowej

Faza doby Jasna Ciemna

i Nagroda., 30 nagr6d/15 min 100 nagrod/25 min

iczba nagrod

Kara: poziom

2 dni

raz dziennie przez 14 dni

R 50 dB 40 dB
naezenia szumu
) . o 5 s po poprawnej,
ITI: dlugosé w zalenosci od 15 s po niepoprawnej, | 10 s dla wszystkich préb
odpowiedzi LR
10 s po pominritej probie
Proby korygujce Brak Obecne

3.3.3.1. Protokét 11
Szczury (WAR n = 20; M n = 10, FT n = 10) zostaly poddane warunkowaniu

z zastosowaniem parszych warunkow:

e Sesja treningowa trwata 15 min lub do momentu, w ktérym szczur uzyskat 30 nagrod.
e Gdy nasgpita reakcja poprawna, przerwa przed kolejna préba trwata 5 s.
e Reakcja niepoprawna powodowata natychmiagtemisg szumu o ngteniu dzweku
na poziomie 50 dB (natenie w odlegtosci 30 cm od zrodta estymowane na podstawie
instrukcji do oprogramowania SASLab Pro). Przerwa przed kolejng pndbta 15 s.
e Brak reakcji wsadzenia nosa w ktorykolwiek z otworéw ¥gui5 s od emisji sygnatu
z gtosnika powodowat emisjszumu (50 dB). Przerwa przed kolejng prdbwgata 10 s.
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CZYNNOSCI KSZTALTOWANIE TRENING
PRZYGOTOWAWCZE REAKCJI INSTR.

Maksymalna liczba nagréd: 30

Szczur | Deprywacja 90% | | Maks. I. nagréd: 30 | Maksymalna dtugosé sesji: 15 min
Wistar >
s | 3 dni || 2dni ] 14 dni

Ryc. 6. Schemat protokotu 11.Doswiadczenie sktadato siz trzech faz: skroconej fazy czyniod przygotowawczych,

ksztattowania reakcji instrumentalnej i treningu. Przeprowadzane byto w jasnej fazie doby.

3.3.3.2. Protokot 12
Szczury WAR N =12;PM n =6, T-T n = 6) zostaly poddane warunkowaniu z zastosowanie

ponizszych warunkow:

e Sesja treningowa trwata 25 min lub do momentu, w ktorym szczur uzyskat 100 nagréd.
e Gdy nasgpita reakcja poprawna, przerwa przed kolejna prébg trwata 10 s.
¢ Reakcja niepoprawna powodowata natychmiagtemisg szumu o nateniu dzweku
na poziomie 40 dB. Nagtnie rozpoczynata siproba korygujca (ang.correction
trial), polegagca na powtorzeniu proby w celu doprowadzenia do gepej
odpowiedzi. Przerwa przed kolejng prébg trwata 10 s.
e Brak reakcji wsadzenia nosa w ktorykolwiek z otworéw ¥gui5 s od emisji sygnatu

z gtosnika powodowat rozpoezie przerwy przed kolejnag proba o dlugosci 10 s.

CZYNNOSCI KSZTALTOWANIE TRENING
PRZYGOTOWAWCZE REAKCJI INSTR.

Maksymalna liczba nagréd: 100

Szczur I Deprywacja 90% I | Maks. |. nagréd: 30 | | Maksymalna dtugos¢ sesji: 25 min |
Wistar >
g | 3 dni || 2dni || 14 dni |

Ryc. 7. Schemat protokotu 12.Doswiadczenie sktadato siz trzech faz: skroconej fazgzynndci przygotowawczych,
ksztaltowania reakcji instrumentalnej i treningu. Przeprowadzane byto w ciemnej fazie doby.

3.4. Analiza plikow audio i wideo

Pliki audio (.wav) analizowano za pompoprogramu SASLab Pro (Avisoft Bioacoustics,
Glienicke/Nordbahn, Niemcy). Pliki byty konwertowane na spektrogramy, przedsieiaj
dzwick w formie wizualnej, z uwrciem szybkiej transformacji Fouriera (rozdzielczos¢
dziedziny czstotliwosci 512 probek, 100% rozmiaru ramki, funkcja oknatTda oraz
zaktadka 75% dlugosci okna). Ultradaki zaznaczane bylyecznie. Sposrdéd wartosci
wyliczanych przez oprogramowanie do dalszej analizy wykorzystano: dlugosé, interwat
(odstp miedzy kolejnymi ultradzw¢kami, liczony od ich pockdw), czstotliwosé

w maksimum &rednionego widma (an@eak frequency of average spectjulVykryte USV
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przyporadkowano do jednej z trzech kategorii: 50-kHze&totliwos¢ >32 kHz), krotkie 22-
kHz (czstotliwos¢ 18-32 kHz, dtugosé¢ <0,3 s), diugie 22-kHz {stotliwos¢ of 18-32 kHz,
dtugos¢ >0,3 s) (Brudzynskiwsp., 1993; Portfors, 2007).

Pliki wideo analizowano za pomogrogramu BehaView (wersja 0.0.23, autor: Pawet
Boguszewski, IBD PAN, Warszawa, Polska), ktory pozwala na oznaczenie obserwowanych
zachowa i ich analiz na podstawie liczby wyspujacych zdarzé oraz czasu trwania danego
zachowania. Analig materiatdbw wideo przeprowadzono wyznageajecznie cztery strefy

w klatce doswiadczalnej (klatce Skinnera oraz tozsamej z klatka do chowu), po ktorych

poruszat s szczur (Ryc. 8):

o dtrefe bezkarmnikow (potowa klatki niezawieraga karmnika);

o dtrefe karmnikows (potowa klatki zawierajca karmnik);

o direfe okotokarmnikovs (obszar otaczagy karmnik). Stref te w Kklatce
do warunkowania wyznaczono na podstawie k@zv scianek karmnika -—
pojedynczego modutu wielomodutoweiciany klatki — oraz pierwszych dwoch
metalowych pgtdw podtogi (doswiadczenia 4-5). Z kolei w klatce tozsamej z klatka do
chowu granice wyznaczono na podstawie linii siatki natozonej na klatke (protokét 6);

o direfe karmnika (obszar, w ktorym pojawiatag shagroda wydawana z podajnika

znajdupcego s¢ poza klatka).

Potozenie szczura zaznaczangcznie na podstawie obecrmdgego nosa w danej strefie.
Do wartosci wyliczanych przez oprogramowanie i wykorzystangahanalizy naleaty: czas
spedzony w danej strefie oraz liczba wéepo danej strefy. Dane obejmypierwszych 5 min
nagrania (lub krécej, @i nagranie trwato mniej ni5 min). Ze wzgjdu na indywidualny czas
sesji treningowej dla kalego szczura przebywanie w danej strefie wyna jako odsetek czasu
spedzonego w strefie w stosunku do czasu trwania salgj, a liczbe weg do danej strefy
przeliczono na 1 min. Dane dotycgzczurow w pierwszej (trening Xrodkowej (trening 7)

I ostatniej sesji treningowej (trening 14).
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Ryc. 8. Cztery strefy klatki doswiadczalnej: A. klatki Skinnera; B. klatki to zsamej z klatka do chowu, wyznaczone
podczas analizy materiatow videoa— strefa bezkarmnikowa;-bstrefa karmnikowa; € strefa okotokarmnikowa; € strefa
karmnika.

Doswiadczenia z uczeniem rozrézniania dgkdw przeprowadzono z yeiem dedykowanych
skryptéw: napisanych wegyku programowania MSN (MEDState Notation, Med Asses

Inc.) oraz dodatkowego skryptu napisanegezylfu programowania Python, kontraloggo
program SASLab Pro na podstawie akcji podejmowanych przez oprogramowanie MED-PC
(autor: Marek Kochiéczyk, IPPT PAN, Warszawa, Polska).

3.5. Analiza statystyczna
Wykresy oraz analiz statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism 8 (wersjg 8.4.3
GraphPad Software, San Diego, CA, Stany Zjednoczone). Na wykresach przedsfesdono
z bikkdem standardowym (x SEM) lub wartpsindywidualne wraz zerednig i bledem
standardowym (£ SEM). W analizie statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne:
- Wilcoxona (ang.Wilcoxon matched-pairs signed-rank )esla poréwnéa dwoch
wartosci zalenych;
- Manna-Whitneya (angWilcoxon rank sum testdla porownéa dwoch wartosci
niezalenych;
- Friedmana (ang. Friedman ANOYdla porowna wielu punktéw zalenych;

- Kruskala-Wallisa (ang. Kruskal-Waljidla poréwna wielu punktéw niezatenych.

W kazdym z przypadkow wykonano test dwustronny. Za psbotinosci uznano p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Wiekszos¢ szczurébw nie nabywa umiejetnéci wokalizowania w celu
zdobywania nagrody mimo  zastosowania  modyfikacji  protokotow
doswiadczalnych

Szczury warunkowane instrumentalnie nie wykaawyraznych prawidtowosci w zmianie
zachowania i wykorzystaniu wtasnych wokalizacji ultrad#&ewych w celu zdobywania
nagrody, niezatenie od wprowadzania modyfikacji protokotu doswiadczalnegaden z
protokotow doswiadczalnych 1-6 nie doprowadzit do znacznegekaszenia liczby szczuréw
0 rosnacej liczbie zdobytych nagréd (Ryc. 9, Tab. S1). Ggey, usrednienie wartosci dla
wszystkich szczurow wskazato na zmniejszengeliszby nagréd osiganych w kolejnych
sesjach treningowych (Ryc. 11A, Tab. S2), natomiast nie wykazato zmian w czasie trwania
sesji (Ryc. 11B, Tab. S2).
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Ryc. 9. Odsetek maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczury z zastosowanientny@h protokotow
doswiadczalnych. A.Podczas deprywacji pokarmowej 95% szczur poddawany byt treningowi ascitd@osesji, w kadej
mogt osigna¢ maksymalnie 10 nagrodB. Warunki z wykresu A zmodyfikowano poprzez zkszenie deprywacji
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pokarmowej do 90% i wydienie treningu do 14 sesft.. Warunki z wykresu B zmodyfikowano poprzez dodaniezbéd/
wzmacniagcych emisy USV w postacisciotki z klatki szczura znanego szczurowidtadczalnemu oraz USV emitowanych

z gtosnika. D. Warunki z wykresu C zmodyfikowano poprzez gwizenie maksymalnej liczby nagréd do 80 Warunki z

wykresu D zmodyfikowano poprzez zmigiazy doby, w ktorej byty przeprowadzane sesje treningowe, z jasnej naclemn
Warunki z wykresu E zmodyfikowano poprzez zastosowanie przyzwyczajania do kiatiadczalnej (4 sesje poprzedzsg

trening) i skrécenia czasu treningu do 7 s&&jiWarunki z wykresu F zmodyfikowano przez przeprowadzanie warunkowania

w klatce identycznej z domaw Przy zastosowaniu ktoregokolwiek z opisanych protokotowwidmczalnych nie
obserwowano wyraego trendu wzrostowego w liczbie zdobywanych nagrod (A, B, D, E, F) kdzwend spadkowy (C,

G). Liczebngé: An=8,Bn=8,Cn=10,Dn=10, En =20, Fn=10, G n=10. Analiza statystyczna zostala zamieszczona
w Tab. S1.

Podobnie, szczury nie nabywaty umiejsci odpowiadania wtasnymi wokalizacjami na USV
odtworzone z gtosnika, by uzyskanagrode (protokét 7). W kolejnych sesjach wzmacniania
odpowiedzi na USV 50-kHz emitowane z gtosnika liczba zdobytych nagrod nigszeita sj

(p = 0,0845, Friedman, p = 0,3750, Wilcoxon; Ryc. 10A, Tab.&i)en ze szczuréw adnej
sesji treningowej nie osgnat maksymalnej liczby nagrod, przez cada z sesji treningowych

dla kazdego szczura trwata maksymalitugos¢ czasu (900 s, Ryc. 10B, Tab. S1).
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Ryc. 10. Charakterystyka grupy szczuréw, u ktérych wzmacniano odpowiegdna USV emitowane z gknika: A —
odsetek maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczura, B — czas trwania sesji treningowej. . trakcie
pojedynczej sesji treningowej szczury mogty uzyskeksymalnie 10 nagrod. Punkty przedstagvinflywidualne wartéci
dla kazdego szczura. Stupki przedstawigjedni + SEM.B. Maksymalna diug& sesji wynosita 900 s; im szybciej szczur
otrzymat maksymalknliczbe nagrdd, tym krécej trwata sesja. Wykres przedstdvednig £+ SEM. Liczebné¢ n = 8. Analiza

statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S1.

Poniewa zadna z zastosowanych modyfikacji protokotu doswiadczalnego nie wptyneta na
posep w uczeniu si (Tab. S1), wyniki z doswiadczel-6 pogrupowano na podstawie liczby
nagréd uzyskanych w sesjach treningowych.
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A Odsetek zdobytych nagrod, wszystkie szczury B Czas trwania sesji, wszystkie szczury
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Ryc. 11. Odsetek maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczury (A) oraz czas trwania sesji (B) u wszystkich
zwierzgt zgrupowanych bez wzgjdu na zastosowany protokét déwiadczalny. A.W trakcie pojedynczej sesji treningowej
szczury mogly uzyskamaksymalnie 10 (n = 26) lub 30 (n = 50) nagrdd. Punkty przedsgainjwidualne wartéci dla

kazdego szczura. Stupki przedstawidredni + SEM. B. Maksymalna diug& sesji wynosita 900 s; im szybciej szczur
otrzymat maksymatnliczbe nagrod, tym krdcej trwata sesja. Wykres przedstdvédni + SEM. Liczebn&¢ grup (dla obu
wykresow): szczury z 14 sesjami treningu n = 48, szczury z 10 dniami treningu n = 8, szczury z 7 dniami treningu n = 20.
tacznie n = 76. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S2.

Wiekszos¢ szczuréw (80%) nie wykazywata cech uczenia wokalizowania w celu
zdobywania nagrody (szczury oklane dalej terminem ,nieugze s¢”, skrot NU). Grupe
szczuréw NU wydzielono na podstawie kryterium: szczury nie uzyskgksymalnej liczby
nagrod w czasie trzech ostatnich sesji treningowych (Ryc. 12A). U szczuréw z tej grupy czas
kolejnych sesji treningowych nie ulegat skrdoceniu; cecej, u szczuréw z 14 sesjami
treningowymisrednia dtugosésesji treningowej rosnie (p = 0,0007, Friedman; p = 0,0029,
trening 1 vs 14, Wilcoxon; Ryc. 12C, Tab. S3b).
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A Odsetek zdobytych nagréd, NU-SUM B Odsetek zdobytych nagréd, PU-SUM
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Ryc. 12. Charakterystyka grupy szczuréw nieucgcych sg (NU) i potencjalnie uczcych si (PU): A — odsetek
maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczura, B — czas trwania sesji treningowej. AMB.trakcie pojedynczej

sesji treningowej szczury mogly uzyskanaksymalnie 10 (A n = 22, B n = 4) lub 30 (A n = 39, B n = 11) nagrdéd. Punkty
przedstawiaj indywidualne wartéci dla kazdego szczura. Stupki przedstawigjedni + SEM. C, D. Maksymalna dtugé@

sesji wynosita 900 s; im szybciej szczur otrzymat maksyaiadabe nagrod, tym krécej trwata sesja. Wykres przedstawia
$rednig £ SEM. Liczebné¢ grup: A, n = 61. B, n = 15. C, 14 treningéw, n = 40, 10 treningéw, n = 6, 7 treningdw, n = 15. D,
14 treningdéw, n = 8, 10 treningdéw, n = 2, 7 treningdw, n Arfaliza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S3.

Mniej liczna grupa szczurow (20%) wykazuje zmiany w zachowaniu sagerapchodgcy
proces uczenia sii pojawiania s§ wokalizacji w celu uzyskania nagrody (szczury glaee

dalej terminem ,potencjalnie ugee sg¢”, skrot PU). Grupe szczurow PU wydzielono

na podstawie kryterium: szczury uzyskupaksymalng liczbe nagrod w czasie co najmniej
wszystkich trzech ostatnich sesji treningowych (Ryc. 12B). U szczuréw z tej grupy czas
kolejnych ses;ji treningowych ulega skréceniu (7 treningéw: p = 0,0154, Friedman, p = 0,0078,
Wilcoxon; 14 treningdéw: p = 0,0002, Friedman, p = 0,0078, Wilcoxon); u szczuréw z 10 dniami

treningu wid& wyrazny, cho¢ nieistotny trend (Ryc. 12D, Tab. S3b).

4.2. Werdéd szczurdow nieucacych sie i potencjalnie uczcych sie wyrdzniono
kilka podgrup

W grupie szczuréw NU wyodbniono cztery podgrupy:

1. Szczury, ktore wzadnej sesji treningowej nie uzyskaty maksymalnegbic nagrod
(skrot NU-0; Ryc. 13A);
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Szczury, ktére uzyskaly maksymalnliczbe nagrod podczas pierwszej sesji
treningowej, lecz nie uzyskaly jej wadnej z trzech ostatnich sesjach treningowych
(skrot NU-D1; Ryc. 13B);

Szczury, ktore uzyskaly maksymalng liczbe nagrod tylko podczas jednej sesji
treningowej, lecz nie pierwszej (skrét NU-SGL; Ryc. 13C);

Szczury, ktére uzyskaty maksymalng liczbagrod w minimum dwoch kolejnych
sesjach treningowych, lecz nie dwoch pierwszych i nie dwoch ostatnich (skrot NU-
CEN; Ryc. 13D).

W grupie szczurow PU wyoelbniono dwie podgrupy:

1

Szczury, ktore uzyskaty maksymalng liczlmagrod w czasie wszystkich trzech
ostatnich sesji treningowych, lecz nie zdobyly jej w czasie wszystkich ses;ji
treningowych (skrét PU-PROG; Ryc. 13E);

Szczury, ktore uzyskaly maksymalng liczbeagrod we wszystkich sesjach
treningowych (skrét PU-MAX; Ryc. 13F).

Tabela 3. Wykaz grup zwierat ustalonych na podstawie liczb ogiganych nagréd wraz z oznaczeniami skrotowymi oraz

liczebnascig.
Liczebnoéé grup
. . Wedtug liczby
Skrot Opis grupy Catkowita treningéw
7 10 14
NU-SUM Nieuczce sg; wszystkie szczury z grup NU 61 15 6 40

NU-D1 | Nieuczce se; uzyskaly maksymalng liczbg
nagrod podczas pierwszej sesji treningowej,

lecz nie uzyskaly jej w zadnej z trzech ostatnich 17 5 U
sesjach treningowych

NU-SGL | Nieuczice s¢; uzyskaly maksymalng liczbg
nagrod tylko podczas jednej sesji treningowej, 5 0 1 4
lecz nie pierwszej

NU-CEN | Nieuczice sg; uzyskaty maksymalna liczbg
nagrod w minimum dwoch kolejnych sesjach 5 0 0 5

treningowych, lecz nie dwoéch pierwszych i n
dwodch ostatnich

e

NU-0 | Nieucace se; w zadnej sesji treningowej nie

uzyskaty maksymalnej liczby nagréd 34 10, 4] 20

NU-SUM/O | Nieuczice sé; szczury z grup NU bez grupy

NU-0 27 5 2| 20
PU-SUM Potencjalnie uczace sg; wszystkie szczury z
15 5 2 8
grup PU
PU-MAX | Potencjalnie ucgce sé; uzyskaty maksymailng
liczbe nagréd we wszystkich sesjach 5 3 0 2

treningowych
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PU-PROG]| Potencjalnie ucce s¢; uzyskaty maksymalng
liczbe nagréd w czasie wszystkich trzech

ostatnich sesji treningowych, lecz nie zdobyty
jej w czasie wszystkich sesji treningowych
A Odsetek zdobytych nagrod, NU-0 B Odsetek zdobytych nagréd, NU-D1
— 100 — 100 S
3 : 3
£ g0 £ 80 1 .
5 60 : o 60 . I - 1o -
0 . 0 3 NN . .
2 40 : 2 40 o E 10K B
< . < . . - . : -
S 20 = S 2 g
g & x| b g
- 0 =N 2 w - - 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
dzien treningu dzien treningu
C Odsetek zdobytych nagrod, NU-SGL D Odsetek zdobytych nagrod, NU-CEN
— 100 - - . — 100 S
3 . 3 i
£ 80 £ 80 + T | mb 1
£ £ - \ il = ‘
o5 60 f : . . R 5 60 i : \ .
0 + 1 i w 0 - . 1 ‘ . . . .
g 40 : 1K I 1 m o ] J 8 40 : I
g . 1 o B B E | < . . N B ER
8 20 o 1 L 8 2 :
= o = o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
dzien treningu dzien treningu
E Odsetek zdobytych nagréd; PU-PROG F Odsetek zdobytych nagrod; PU-MAX
e 100 o s s eese e e e sosmes esses sessee  snte  mames  gaasss  gassse =100 g G e g i apn G i
3 . 3
£ 80 3 £ 80
3 | )
< 60 i I 5 60
2 - 2
g 40 2 40
o o
8 20 S 20
2 3
= o = o
T T T L] T T T T T T T T L} T L) T T T L) T T T L] T T T L] T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
dzien treningu dzien treningu

Ryc. 13. Podziat szczuréw na grupy ze waglu na zmiany w liczbie osiganych nagrod w kolejnych sesjach
treningowych. A. Szczury, ktére wadnej sesji treningowej nie uzyskaty maksymalnej liczby nagréd (n 834§zczury,

ktore uzyskaty maksymadiczbe nagréd podczas pierwszej sesji treningowej, lecz nie uzyskatygjmej z trzech ostatnich
sesjach treningowych (n = 1. Szczury, ktére uzyskaty maksymalliczbe nagréd tylko podczas jednej sesji treningowej,

lecz nie pierwszej (n = 5D. Szczury, ktére uzyskalty maksymalficzbe nagréd w minimum dwoch kolejnych sesjach
treningowych, lecz nie dwdch pierwszych i nie dwoch ostatnich (nE. Dzczury, ktére uzyskaty maksymaliiczbe nagrod

w czasie wszystkich trzech ostatnich ses;ji treningowych, lecz nie zdobyly jej w czasie wszystkich sesji treningowych (n = 10).
F. Szczury, ktére uzyskaly maksymalticzbe nagrod we wszystkich sesjach treningowych (n = 5). Punkty przedstawiaj
indywidualne wartéci dla kazdego szczura. Stupki przedstawigjedni + SEM. Dane wyjciowe dla wykreséw zestawiono

w Tab. S20.
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4.3. Szczury poddane warunkowaniu instrumentalnemu z wykorzystaniem

ich witasnych wokalizacji ultradzwiekowych nabywajg umiejetnosé wsadzania

nosa w otwor (ang. nosepohie

Wiekszos¢ szczurow nie nabywata umigjosci wokalizowania w celu uzyskania nagrody
pokarmowej (Ryc. 9). Celem sprawdzenia, czy badane szczur§ngstestanie uwarunkowa
instrumentalnie, osobniki uprzednio poddane wzmacnianiu wokalizacji (protokoty 2, 5, 6, n =
32) lub wzmacnianiu wokalizacji w odpowiedzi na USV emitowane z gtosnika (protokét 7, n
= 4) dodatkowo poddano warunkowaniu na wsadzanie nosa w otsedanie klatki (protokoty
8-10).

Podczas warunkowania na wsadzanie nosa w otwor zdecydowgksz o¥ic szczurdw (27/28

w doswiadczeniu z 30 nagrodami, 8/8 w doswiadczeniu z 10 nagrodami) uzyskiwata 100%
nagrod juz podczas pierwszego treningu. Zdédrta utrzymywata si na wysokosci 100% do
ostatniej sesji treningowej (Ryc. 14A). Dodatkowo dtugosé¢ sesji treningowej zmniejszata si
zarbwno u szczuréw z maksymalng liczbg nagrod 10 (p < 0,0001, Friedman, p < 0,0078,
Wilcoxon), jak i 30 nagréd (p < 0,0001, Friedman, p <0,0001, Wilcoxon; Ryc. 14B, Tab. S4a).
Szczury warunkowane na wsadzanie nosa w otwor podczas sesji testowych podejmowaty liczne
proby zdobycia nagrody poprzez wsadzanie nosa w otwér (Ryc. 14C). Wraz z kolejnymi
sesjami testowymi liczba préb obkata s¢, zarbwno u szczuréw z maksymalng liczba nagrod

10 (p = 0,0099, Friedman, p = 0,0391, Wilcoxon), jak i 30 nagrdd (p < 0,0001, Friedman, p <
0,0001, Wilcoxon; Ryc. 14C, Tab. S4b).

W poréwnaniu z wczmiejszym warunkowaniem wzmacrgaym emis§ USV odsetek
uzyskanych nagrod w sesjach warunkowania na wsadzanie nosa w otwor byt znaczmie wy
niz odsetek uzyskanych nagréd przez te same szczurywazesniejszym dosviadczeniu
wzmacniagcym emisg USV (p = 0,0010 w pierwszej sesji treningowej, p0s0001

dla kolejnych ses;ji treningowych, Mann-Whitney; Ryc. 14D, Tab. S4d). Dodatkowo, podczas
warunkowania szczuré6w na wsadzanie nosa w otwor, czas sesji systematycshiacst.

Nie obserwowano tego podczas warunkowania szczurow naénd% (Ryc. 14E, Tab. S4c).
Dlugos¢ pierwszej sesji treningowej w obu doswiadczeniach byt poréwnywanypmastbyt
wyraznie nizszy podczas sesji warunkaych na wsadzanie nosa w otwér (p < 0,0001 dla dni
2-5, Mann-Whitney; Ryc. 14E, Tab. S4d).
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Ryc. 14. Charakterystyka grup szczuréw, u ktérych wzmacniano umiginosé wsadzania nosa w otwér. AOdsetek
maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szcBir&zas trwania sesji treningow€}. Liczba wsadze nosa podczas
sesji testowychD. Poréwnanie odsetka zdobytych nagrdd u tych samych zwigapierw warunkowanych na emigjSV,
potem warunkowanych na wsadzanie nosa w ot&dPoréwnanie czasu trwania sesji treningowych u tych samych ztvierz
najpierw warunkowanych na emisjSV, potem warunkowanych na wsadzanie nosa w otwdr. Stupki przedgtaedji +
SEM, punkty towarzysge stupkom przedstawigjindywidualne wartéci dla kadego szczura. Wykresy liniowe
przedstawiaj sredng + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, Mann Whitney, Wilcoxon. Liczebhgrup (A-C): 10
nagrod n = 8, 30 nagrod n = 28. Liczekh(DE): szczury warunkowane na emi§SV n = 20, szczury warunkowane na
wsadzanie nosa n = 20. Analiza statystyczna zostala zamieszczona Tab. S4.

Dodatkowo, w doswiadczeniu 10 podczas warunkowania na wsadzanie wnasavor
zarejestrowano USV emitowane przez szczury podczas sesji treningowych i testowych.
Pozwolito to na poréwnanie charakterystyki wokalizacji tych szczuréw, emitowanych najpierw
podczas warunkowania na emi§jJSV, a nasfpnie podczas warunkowania na wsadzanie nosa

w otwor.

Czestos¢ wokalizowania szczurOw podczas treningdbw wzmageyah emisg USV i
wzmacniagcych umiegtnos¢ wsadzania nosa w otwor byt poréwnywalny (Ryc. 15Ab.
S5b). Podobnie estos¢ wokalizowania byta poréwnywalna w sesjach testowtyath
doswiadczé (Ryc. 15B, Tab. S5b).

Udziat krétkich USV 22-kHav ogolnej liczbie USV byt przewaie wyzszy (w tym w dwoch
punktach istotnie wsszy, p < 0,05, Mann-Whitney, Tab. S5b) w sesjachingowych
wzmacniagcych emisg USV niz w sesjach wzmacnigych umiegtnos¢ wsadzania nosa w

otwor (Ryc. 15C). Podobnej zalgosci nie obserwowano w dniach testu (Mann-Whitney;.Ryc
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15D, Tab. S5b). Co wcej, w kolejnych dniach treningu obserwowano trerzrostowy

udziatu krétkich USV 22-kHz w ogoélnej liczbie USV podczas warunkowania naccoyy

(p = 0,0101 dla przebiegu 1-7 oraz p = 0,0242 dla przebiegu 1-5, Friedman; p = 0,0266 dla
poréwnania 1-7 oraz p = 0,0240 dla poréwnania 1-5, Wilcoxon; Ryc. 15C, Tab. S5a); trend taki

nie byt obecny podczas sesji warunkowania na wsadzanie nosa w otwor (p = 0,1460, Friedman,;
Ryc. 15C, Tab. S5a).

A Czestosé wokalizowania, trening B test
509 = usv
< 404 -O- otwor
E
% 30
3
3 20 w
2]
= 10~
0~
I 1 I | ] 1 ] | 1 |
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3
dzien treningu dzien testu
C Odsetek krotkich USV 22-kHz, trening D test
504 - Usv
40 -0~ otwor
30
g *
20+
10
0=
] I I | I ) | 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3
dzien treningu dzien testu

Ryc. 15. Czstosé emisji USV (liczba USV na 1 min) i odsetek krotkich USV 22-kHz u szczurdw, u ktérych wzmacniano
emisj¢ USV, a nas¢pnie wzmacniano umiegtnos¢ wsadzania nosa w otwoérU szczuréw najpierw przeprowadzono
wzmacnianie emisji USV (7 sesji treningowych, czarne kwadraty, AC), goméstvzmacnianie umigfnosci wsadzania nosa

w otwor (5 sesji treningowych, biate kota, AC). W obuswimdczeniach przeprowadzono 3 sesje testowe (BD). \iarto

przedstawiaj sredni = SEM. * p < 0,05, Mann-Whitney. Liczebgion = 20. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w

Tab. S&
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4.4. Czas sesji treningowej skracat ei stopniowo u szczuréw potencjalnie
uczacych sie

U szczurow PU czas trwania sesji treningowej skragahsprzeciwigstwie do szczurow NU,
gdzie czas sesji nie ulegat zmianie lub wydtuzat (§tyc. 16D, Tab. S6b). Wzato s¢ to z

coraz szybszym ogjjaniem maksymalnej liczby nagrod.

U szczuréw PU-SUM czas trwania sesji treningowej skracatgpniowo (wszystkie szczury,

dni 1-7, n = 15, p < 0,0001, Friedman, p = 0,0002, Wilcoxon), w przetsiviee do szczuréw
NU-SUM u ktérych czas sesji wydtyzsic od 778 £ 27 s (trening pierwszy) do 867 £ 19 s
(trening siédmy; n = 61, p = 0,0043, Friedman, p = 0,0053, Wilcoxon). W rezultacie, czas sesji
byt istotnie krétszy u szczurow PU-SUMzni szczurow NU-SUM od drugiej do czternastej
sesji treningowej (p < 0,0001-0,0014, Mann-Whitney, Ryc. 16B, Tab. S6d). &ejwczas

sesji skracat si zarowno u wszystkich szczurow PU-MAX (422 + 92rening pierwszy; 147

+ 10 s, trening siodmy; n = 5, p = 0,0011, Friedman, p = 0,0625, Wilcoxon), jak i wszystkich
szczuréw PU-PROG (807 £ 65 s, trening pierwszy; 410 + 105 s, trening siodmy; n = 10, p =
0,0003, Friedman, p = 0,0078, Wilcoxon; Ryc. 16A, Tab. S6c¢). U szczuréw z grupy PU-PROG
postp w osiganiu coraz wikszej liczby nagrod byt procesem zindywidualizowanytnien
treningu, od ktérego zwiegz zaczynato zdobywa maksymalng liczbe nagrod, byt
indywidualny dla kadego szczura (Tab. S20). Dlatego u szczurow PU-PR@Grano
pierwsze trzy dni z maksymalriczba nagrod i takze stwierdzono coraz krétszy czas sesji
treningowej (362 + 66 s, trening pierwszy; 198 + 19 s, trening trzeci; n = 10, p = 0,0665,
Friedman; p = 0,0195, Wilcoxon).
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Czas sesji, szesé grup
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Ryc. 16. Czas trwania sesji u szczuréw podzielonych na $éeodgrup (A) oraz grupy PU-SUM i NU-SUM (B) bez
wzgledu na liczbe dni treningowych. A. Czas trwania sesji u wszystkich szczuréw podzielonych n& sgap.B. Czas
trwania sesji treningowej szczuréw PU-SUM i NU-SUM. Czas sesji byt krétszy u szczuréw PU-SUM w poréwnaniu do
szczur6w NU-SUM ju od drugiej sesiji treningowej. Wakto przedstawiaj sredni £ SEM. ** p < 0,001, Mann-Whitney.
Liczebna¢: A: NU-0, n = 20-34; NU-D1, n = 11-17; NU-SGL, n = 4-5; NU-CEN, n = 5; PU-PROG, n = 6-10; PU-MAX,

n = 2-5; B: PU-SUM, n = 8-15; NU-SUM, n = 40-61. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S6.

4.5. Szczury nieucgce si¢ i potencjalnie ucgce sie roznig se intensywnoscia
wokalizowania

Czestos¢ wokalizowaniastednia liczba USV emitowana wagu 1 min) jest istotnie wasza

u szczurow PU-SUM w poréwnaniu ze szczurami NU-SUM od drugiej do czternastej ses;ji
treningowej (p < 0,05 dla wszystkich dni, Mann-Whitney; Ryc. 17A, Tab. S7b). U szczuréw

PU-SUM czstos¢ wokalizowania pozostaje stosunkowo stabilna presavpze siedem sesji
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treningowych, natomiast u szczuréw NU-SUM ofanst (dla dni 1-7: NU-SUM p < 0,0001

vs PU-SUM p = 0,1426, Friedman; NU-SUM p < 0,0001 vs PU-SUM p = 0,1645, Wilcoxon;
Ryc. 17A, Tab. S7a). Roznica ¢dzy grupami PU-SUM i NU-SUM utrzymuje ¢stakze

w sesjach testowych (p < 0,0001 dla wszystkich dni, Mann-Whitney; Ryc. 17B, Tab. S7b).

Po rozbiciu grup PU-SUM i NU-SUM na podgrupy (Tabela 3) zmiana wstogci
wokalizowania w ¢igu kolejnych sesji treningowych obserwowana jestrupgch NU-D1
(dladni 1-7: p = 0,0004, Friedman; p = 0,0039, Wilcoxon; Ryc. 17E, Tab. S7c) oraz NU-0
(dla dni 1-7: p < 0,0001, Friedman; p < 0,0001, Wilcoxon; Ryc. 17E, Tab. S7c); w obu grupach

czestos¢ wokalizowania obna sk.

Wzrost czstosci wokalizowania pomdzy ostatrg sesg treningove, a pierwsz sesj testova

byta wyzsza w grupie PU-SUM (14,5 £ 4,8), w porownaniu zpgrlU-SUM (5,9 £ 1,7, Ryc.
17AB), jednak nieistotna statystycznie (p = 0,0537, Mann-Whitney). Jednakze, roznica ta stata
sie istotna (p = 0,0326, Mann-Whitney) po ustomi warto<i odstagcej z grupy NU-SUM,
wyznaczonej za pomaanetody Tukey’a (anglTukey’s fences method, van der Sgoesp.,

2019). Wzrost agstosci wokalizowania po zmianie w grupie NU-SUM wynidsh + 1,0.
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Ryc. 17. Czstos¢ emisji USV (liczba USV na 1 min) u szczuréw potencjalnie ugeych sig (PU-SUM) i nieucacych sk
(NU-SUM). A, B. Wartasci dla szczuréw z daviadczei, w ktorych zastosowano 7, 10 lub 14 sesji treningowych (A) i 3 sesje
testowe (B)C, D. Wartdici dla szczuréw z daviadczea, w ktorych zastosowano 14 ses;ji treningowych (C) i 3 sesje testowe
(D). E, F. Wartasci z wykresOw C i D rozbite na podgrupy PU i NU. Wacirzedstawiaj srednig + SEM. Mann-Whitney:

*p <0,05, *p<0,01, ** p <0,001. Liczebrgé grup: A, PU-SUM n = 8-15, NU-SUM n = 16-39; B, PU-SUM n = 15, NU-
SUM n =61; C, PU-SUM n = 8, NU-SUM n = 16-18; D, PU-SUM n = 8, NU-SUM n = 41; E, PU-MAX n = 2-5, PU-PROG
n =6-10, NU-CEN n = 3-5, NU-D1 n = 3-9, NU-SGL n = 2-3, NU-0 n = 8-22; F, PU-MAX n =5, PU-PROG n = 10, NU-CEN
n =5, NU-D1 n =17, NU-SGL n =5, NU-0 n = 34. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S7.
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4.6. W kolejnych sesjach treningowych u szczuréw potencjalnie ugzych sie¢ rosnie
odsetek nagrodzonych USV

Analize opisang w tym podrozdziale wykonano na wynikach uzyskarggbrotokotow
doswiadczalnych 4-6, gdzie zastosowano 30 nagrod.

Po przydzieleniu USV emitowanych przez szczury do jednej z trzech kategorigtpchyw
pismiennictwie (rozdz. 3.4), w grupie USV 50-kHz zaumao nieliczne USV nowej kategorii
w pasmie 44 kHz (USV 44-kHz, Olszgkii wsp., 2023). USV 50-kHzsizwigckami krotkimi,
ktore rzadko przekraczagranie 100 ms (Portfors, 2007). Dodatkowo ictestotliwosé jest
zwykle w rézny sposob modulowana (Wrightwsp., 2010). Jednak u @zi szczurow
stwierdzono USV 44-kHz, ktéregswyjatkowo diugie (> 150 ms) i niemodulowane. Cho¢
spetniap kryterium przynalenosci do USV 50-kHz (ogstotliwos¢ > 32 kHz), ogola
charakterystyka bardziej przypominap)SV 22-kHz (czstotliwos¢ < 32 kHz). USV 44-kHz
zdarzaly s¢ rzadko i zostaty wyczone z analizy liczebnosci i wdeiwosci USV 50-kHz. USV
44-kHz pojawity s¢ w pojedynczych sesjach:

1. u jednego szczura grupy NU-SUM w jednym dniu habituacji do klatki (stacowi
75,00% USV o cestotliwosci > 32 kHz);

2. u dwoch szczurow grupy NU-SUMdznie w dwoch sesjach treningowych (stargmwi
srednio 2,29% USV o eatotliwosci > 32 kHz);

3. U pieciu szczurow grupy PU-SUMaédznie w 21 sesjach treningowych (stangwi
srednio 7,50% USV o estotliwosci > 32 kHz);

4. u jednego szczura sposrod wymienionych w punkcie 3 w jednym dniu testo\gic
0,54% USYV o cestotliwosci > 32 kHz).

L acznie w protokotach 4-6 stwierdzono 34 894 USV 5@kHczego 102 (0,29%) stanowity

USV o nietypowej charakterystyce, ktGre wg#ono z pozniejszej analizy.

Odsetek nagrodzonych USV w stosunku do wszystkich emitowanych USV podczas sesji
treningowych rosnie u szczurow PU-SUM. U szczurow z habigu@ejtery dni) i treningami

przez siedem dni rosnie w grupie PU-SUM (p = 0,0255, Friedman, p =8),06&oxon; Ryc.

18A, Tab. S8a), lecz nie zmienia sv grupach NU (Ryc. 18A, Tab. S8a). U szczuréw z 14
dniami treningdw odsetek ten nie zmieniasigrupie NU-0 (Ryc. 18B, Tab. S8b), rosnigza

w pozostatych grupach (PU-SUM, NU-SUM, NU-SUM/0, p < 0,0001, Friedman; p = 0,0034-
0,0313, Wilcoxon; Ryc. 18B, Tab. S8b). Grupa PU-SUM charakteryzyjststnie wyszym
odsetkiem nagrodzonych USV w stosunku do wszystkich USV przede wszystkim
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w poréwnaniu z grup NU-0 (tj. najweksza liczba sesji treningowych z p < 0,05, Mann-
Whitney; Ryc. 18AB, Tab. S8cd). PU-SUM rdznie sbd wszystkich pozostatych grup
w ostatnie trzy treningi z czternastu (Ryc. 18B, Tab. S8d).

Odsetek nagrodzonych USV w stosunku do USV 50-kHz podczas sesji treningowych rosnie
u szczurow PU-SUMU szczurdw z habituagjcztery dni) i treningami przez siedem dni rosnie

w grupie PU-SUM (p = 0,0059; Friedman, p = 0,0625, Wilcoxon; Ryc. 18C, Tab. S8a), lecz
nie zmienia & w grupach NU (Ryc. 18C, Tab. S8a). U szczurdéw driidmi treningdw odsetek

ten nie zmienia siw grupie NU-0 (Ryc. 18B, Tab. S8b), rosniesza pozostatych grupach
(PU-SUM, NU-SUM, NU-SUM/O0, p < 0,0001, Friedman; p < 0,05, Wilcoxon; Ryc. 18D, Tab.
S8b). Najweksza réznica w odsetku nagrodzonych USV w stosunku do vksadystiSV 50-

kHz (tj. najwiksza liczba sesji treningowych z p < 0,05, Mann-\Wéyt Ryc. 18AB, Tab.
S8cd) widoczna jest ralzy grupami NU-SUM/0 a NU-0. PU-SUM rézniesbd wszystkich
pozostatych grup w treningach 12 i 13 na cztéeiasesji treningowych (Ryc. 18D, Tab. S8d).
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Ryc. 18. Udziat nagrodzonych USV w ogdlnej liczbie USV (A, B) oraz w liczhie USV 50-kHz (C, D) podczas ses;ji
treningowych. Wykresy przedstawiajwartcci dla szczuréw z daviadczei, w ktdrych zastosowano: 7 sesji treningowych,
poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do klatikiwilmdczalnej (A, C) lub 14 sesji treningowych (B, D). Wykresy
przedstawiaj wartdci srednie + SEM. * PU-SUM vs NU-SUM, # PU-SUM vs NU-0, $ PU-SUM vs NU-SUM/0, & NU-
SUM/0 vs NU-0; jeden znak (*, #, $ lub &) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; Mann-Whitney. Li¢zebno
grup (szczury z 7 sesjami treningowymi): PU-SUM n =5, NU-SUM n = 14-15, NU-SUM/0 n = 5, NU-0 n = 9-10. Lizebno
grup (szczury z 14 sesjami treningowymi): PU-SUM n = 6, NU-SUM n = 15-16, NU-SUM/0 n = 8, NU-0 n = 7-8. Analiza
statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S8.

4.7. Nagradzane USV byly emitowane w seriach pojedynczych dzwigkow

Okazalo sj, ze wiele nagrodzonych USV jest emitowanych po sof@den po drugim,

tj. w seriach; za seriuznano co najmniej dwa kolejne ultradglii nagrodzone. Emisja
nagradzanych USV w seriach miata miejsce zarazem u szczuréw z grup PU-SUM, jak i grup
NU-SUM/0 (szczury NU-0 nie zostaly uwzghione w analizie ze wzgdlu na bardzo niska
emisje USV). Sumaryczna liczba USV wyemitowanych w serieatta w grupach PU-SUM,

zaréwno u szczuréw z siedmioma sesjami treningowymi (p = 0,0430, Friedman, p = 0,0625,

56



Wyniki

Wilcoxon; Ryc. 19A), jak i czternastoma sesjami treningowymi (p = 0,0010, Friedman,
p = 0,0625, Wilcoxon; Ryc. 19B, Tab. S9a). Liczba USV emitowanych w seriach byta
przewanie wyzsza w grupie PU-SUM ni NU-SUM/O, w tym w pojedynczych sesjach
treningowych istotnie wysza (Mann-Whitney, Ryc. 19AB, Tab. S9b). Podobnigksymalna
liczba USV wyemitowanych w pojedynczej serii byta przemia wyzsza w grupie PU-SUM

niz NU-SUM/0, w tym w pojedynczych sesjach treningowigtbtnie wyssza (p < 0,01, Mann-
Whitney; Ryc. 19EF, Tab. S9b).
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Suma USV wyemitowanych w seriach
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Ryc. 19. Liczebn&é nagrodzonych USV emitowanych w seriach. A, BSuma USV wyemitowanych w seriad@, D.
Odsetek nagrodzonych USV w seriach w catkowitej liczbie nagrodzonych EJ$/Maksymalna liczba USV w pojedynczej
serii USV. Wykresy przedstawigjvartcici dla szczuréw z dwviadczei, w ktorych zastosowano 7 (A, C, E) lub 14 (B, D, F)
sesji treningowych. Wykresy przedstawigjartasci srednie + SEM. ** p < 0,01, Mann-Whitney. Liczebidarup (szczury z

7 sesjami treningowymi): PU-SUM n =5, NU-SUM/O n = 5. Liczelérgrup (szczury z 14 sesjami treningowymi): PU-SUM
n =6, NU-SUM/O0 n = 8. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S9.
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Dlugos¢ USV emitowanych w seriach nie wykazywata istotndégendu zmian w aigu
kolejnych sesji treningowych ani w grupie PU-SUM, ani w grupie NU-SUM/0 (Ryc. 20AB,
Tab. S10a), lecz podczas wielu sesji treningowych grupa PU-SUM emitowata USV dtuzsze ni
te emitowane przez grupe NU-SUM/0 (p < 0,05, Mann-Whitney; Ryc. 20AB, Tabb)S
Dodatkowo, sposréd wszystkich serii USV wyemitowanych przez popahgo szczura
wybrano ¢ najdtuzsa; analiza takich serii wykazatae szczury PU-SUM emitgiw nich USV
znaczco dtuzsze ni szczury NU-SUM/O (44,7 + 8,1 vs 26,4 £ 2,6 ms, {,8066, Wilcoxon),
emitujgc zarazem wicej USV w tej samej jednostce czasu (15,5 £ 1,0,8st9,6 USV/min,

p = 0,0128, Wilcoxon). Z kolei ¢atotliwos¢ USV (czstotliwosé¢ w maksimum usrednionego
widma), liczona ponownie dla wszystkich serii, ofat@ s¢ wraz z kolejnymi treningami
wytacznie u szczurow PU-SUM z 14 sesjami treningowyns (0441, Friedman; p = 0,0313,
Wilcoxon; Ryc. 20D, Tab. S10a), jednak wimgch réznic medzy grupami nie stwierdzono

w zadnej z sesji treningowych.
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Srednia diugos$¢ USV emitowanych w seriach
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Srednia czestotliwo$é USV emitowanych w seriach
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Ryc. 20. Zmiany wigciwosci USV emitowanych w seriach podczas kolejnych sesji treningowych u szczuréw
potencjalnie uczcych si (PU-SUM) i nieuczaicych sk (NU-SUM/0). A, B. Srednia diugeé USV w pojedynczej serii USV.

C, D. Srednia czstotliwasé USV wyemitowanych w seriach. Wykresy przedstagwegrtasci dla szczuréw z daviadczer, w
ktérych zastosowano 7 (A, C) lub 14 (B, D) sesji treningowych. Wykresy przedstaveigi¥ci srednie £+ SEM. * p <0,05,

** p < 0,01, Mann-Whitney. Liczebr$é grup (szczury z 14 sesjami treningowymi): PU-SUM n = 6, NU-SUM/0 n = 8. Analiza

statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S10.

4.8. Szczury nieucgce sie¢ emitup krotkie USV 22-kHz
Analize krotkich USV 22-kHz wykonano dla doswiaddzew ktorych maksymalna liczba
nagréd wynosita 30, tj. dla protokotow 4-5 (14 sesji treningowych) oraz protokotu 6 (7 ses;ji

treningowych, poprzedzonych 4 dniami habituaciji).

Odsetek emitowanych krotkich USV 22-kHz w stosunku do wszystkich emitowanych USV

w treningach. U szczurow z habitua¢ft dni) i treningami przez siedem dni nie zmienia s
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w grupie PU-SUM (p = 0,9092, Friedman; p > 0,9999, Wilcoxon; Ryc. 21A, Tab. S11a), lecz
rosnie w grupach NU (NU-SUM: p < 0,0001, Friedman, p,6006, Wilcoxon; NU-SUM/0:

p = 0,0218, Friedman, p = 0,1250, Wilcoxon; NU-0: p < 0,0001, Friedman, p = 0,0098,
Wilcoxon; Ryc. 21A, Tab. S11a). U szczuréw z 14 dniami treningbw odsetek teanmeyra
obniza sk w grupie PU-SUM (p = 0,0197, Friedman, p = 0,068%coxon; Ryc. 21C, Tab.
Sl1la), nie zmieniasizas w grupach NU (p = 0,2390-0,5130, Friedman, p = 0946,7422,
Wilcoxon, Ryc. 21C, Tab. S11a). Dodatkowoz podczas drugiej sesji treningowej szczury
NU (NU-SUM, NU-0) cechuyj sie wickszym odsetkiem krétkich USV 22-kHzaszczury PU-

SUM (Mann-Whitney, Ryc. 21C, Tab. S11d). U szczuréw, u ktérych zastosowagpnest
przyzwyczajanie do klatki (Ryc. 21A), r6znica w udziale krotkich 22-kHz-US¥yday grupa
PU-SUM a NU-0 pojawia si juz w pierwszej sesji treningowej, a ¢dey grup PU-SUM
aNU-SUM w drugiej sesji treningowej (Mann-Whitney; Tab. S11b). Wkazosci sesji
treningowych odsetek krétkich USV 22-kHz w grupie PU-SUM bykny niz w pozostatych
grupach, zwiaszcza pod koniec fazy treningowe] (Mann-Whitney; Ryc. 21AC, Tab. S11bd).
Podsumowujc, procent krétkich USV-22-kHz u szczurow PU-SUMLEG+ 2,14%) byt niszy

niz u szczurow NU-SUM/0 (15,67 + 2,99%, p = 0,0031),-8UM (29,90 + 3,58%, p < 0,001)

i u szczurow NU-0 (40,19 £ 4,42%, p < 0,001; Mann-Whitney) anakizpjerwsze siedem
sesji treningowych. Ratice te byly takze widoczne w sesjach testowych (Ryc. 21BD, Tab.
Slice).
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Odsetek krétkich 22-kHz USV u szczuréw z 7 dniami treningu
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Ryc. 21. Udziat krotkich USV 22-kHz w og6lnej liczbie USWVykresy przedstawiajwartcici dla szczurdw z daviadcze,

w ktorych zastosowano: (A) 7 sesji treningowych, poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do &laddaalnej, (C)

14 sesji treningowych. Niezaideie od liczby sesji treningowych po ostatnim treningu gpemstaty trzy sesje testowe (BD).
Wartdéci dla szczuréw NU przedstawiong dwojako: wszystkie szczury NU zsumowanenskrzywej oznaczonej biatymi
kwadratami (NU-SUM), dodatkowo dane twace § krzywg rozdzielone s na grug szczuréw NU, ktére kiedykolwiek
otrzymaty maksymalnliczbe nagrod (NU-SUM/0, szare kwadraty) i szczury, kt6re ani razu nie otrzymaty maksymalnej liczby
nagrdéd (NU-0, truskawkowe kwadraty). Wykresy przedstawiartcici srednie + SEM. * PU-SUM vs NU-SUM, # PU-SUM

vs NU-0, $ PU-SUM vs NU-SUM/0, & NU-SUM/0 vs NU-0; jeden znak (*, #, $ lub &) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy
znaki p < 0,001; Mann-Whitney. Liczebstogrup (AB): PU-SUM n =5, NU-SUM n = 14-15, NU-SUM/0 n = 4-5, NU-O n =
10. Liczebné¢ grup (CD): PU-SUM n = 6, NU-SUM n = 16, NU-SUM/0 n = 8, NU-0 n = 8. Analiza statystyczna zostata
zamieszczona w Tab. S11.

49. U szczurbw potencjalnie  ucgcych  sie  zachodga  zmiany
we wiasciwosciach USV

Diugos¢ USV 50-kHz, emitowanych podczas doswiadczenia, wykazywata trend wzrostowy
uszczurow PU-SUM z siedmioma sesjami treningowymi (p = 0,0442, dla dni treningu,
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p = 0,0050 dla dni habituaciji i treningu, Friedman; Ryc. 22A, Tab. S12a). {otlfeV 50-

kHz byla wysza podczas sesji treningowych u szczurow z grupy8BW niz z NU-SUM,

w tym istotnie wysza w czterech treningach z siedmiu (Mann-Whitngg, R2A, Tab. S12c¢);
podobna sytuacja miata miejsce w sesjach testowych, gdzie dtugos¢ USV 50-kHz byta zawsze
wyzsza w grupie PU-SUM niNU-SUM, z czego jeden raz istotnie xgga (Mann-Whitney;

Ryc. 22B, Tab. S12c¢). W grupach z zastosowaniem czternastu ses;ji treningowych roznica
miedzy grupa PU-SUM oraz grapNU-SUM pojawiata si w trzecim dniu treningu; od tego

dnia dlugos¢ USV 50-kHz grupy PU-SUM byla istotnie xgga, zarObwno w sesjach
treningowych, jak i wszystkich sesjach testowych (Mann-Whitney; Ryc. 22CD, Tab. S12d).
Podsumowujc, diugos¢USV 50-kHz byta wysza u wszystkich szczuréw PU-SUM (7- i 14-
treningowych analizowanych razem) podczas pierwszych siedmiu sesji treningowych
(p = 0,0092, Friedman, p = 0,0205, Wilcoxon, Ryc. 22A&Skdnia diugos¢USV 50-kHz

u szczuréw PU-SUM (29,9 + 1,5 ms) bylaxsya nk u szczurow NU-SUM/0 (22,0 + 1,2 ms,

p = 0,0011), NU-SUM (19,6 + 0,8 ms, p < 0,0001) oraz szczuréw NU-0 (17,9 £ 0,7 ms,
p < 0,0001; Mann-Whitney).
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Diugos¢ 50-kHz USV, szczury z 7 dniami treningu
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Ryc. 22. Dlugéé USV 50-kHz. Wykresy przedstawiag wartosci dla szczuréw z déwiadczen, w ktérych zastosowano:

(A) 7 sesji treningowych, poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do klatki lwiadczalnej, (C) 14 sesji treningowych.
Niezalenie od liczby sesji treningowych po ostatnim treningugpastaly trzy sesje testowe (B, D). Waitodla szczurow

NU przedstawionegsdwojako: wszystkie szczury NU zsumowagenskrzywej oznaczonej biatymi kwadratami (NU-SUM),
dodatkowo dane twogee § krzyws roztozone § na grug szczuréw NU, ktére kiedykolwiek otrzymaty maksymalitzbe

nagrod (NU-SUM/0, szare kwadraty) i szczury, ktore ani razu nie otrzymaty maksymalnej liczby nagréd (NU-0, truskawkowe
kwadraty). Wykresy przedstawiajvartcsci srednie + SEM. * PU-SUM vs NU-SUM, # PU-SUM vs NU-0, $ PU-SUM vs NU-
SUM/0, & NU-SUM/0 vs NU-0; jeden znak (*, #, $ lub &) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; Mann-Whitney.
Liczebna¢ grup (AB): PU-SUM n =5, NU-SUM n = 13-15, NU-SUM/0 n = 4-5, NU-0 n = 8-10. Licz&bgaup (CD): PU-

SUM n =6, NU-SUM n = 15-16, NU-SUM/0 n = 8, NU-0 n = 7-8. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S12.

64



Wyniki

Czestotliwos¢ USV 50-kHzpozostawata wzghnie stata, oggajgc wartosci poréwnywalne

w porownywanych grupach (Ryc. 23, Tab. S13).

Czestotliwosé 50-kHz USV, szczury z 7 dniami treningu
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Czestotliwosé 50-kHz USV, szczury z 14 dniami treningu
72 72 -~ PU-SUM
62 -+ NU-SUM
N -= NU-SUM/0
I 52
& - NU-0
42
32 32
T T 1 1 1 1T 1 T T T 1 1 1 L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3
dzien treningu dzien testu

Ryc. 23.Srednia czestotliwosé USV 50-kHz. Wykresy przedstawiaj wartosci dla szczuréw z déwiadczei, w ktérych
zastosowano: (A) 7 sesji treningowych, poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do klatkéaitadczalnej, (C) 14 ses;ji
treningowych. Niezaleznie od liczby ses;ji treningowych po ostatnim treningugpamstaty trzy sesje testowe (B, D). Waitd

dla szczuréw NU przedstawiong dwojako: wszystkie szczury NU zsumowaygewskrzywej oznaczonej biatymi kwadratami
(NU-SUM), dodatkowo dane twagee © krzywa roziozone g na grup szczurow NU, ktore kiedykolwiek otrzymaty
maksymalg liczbe nagréd (NU-SUM/O, szare kwadraty) i szczury, ktére ani razu nie otrzymaty maksymalnej liczby nagréd
(NU-0, truskawkowe kwadraty). Wykresy przedstawiaartaici sSrednie + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Mann-
Whitney. Liczebné¢ grup (AB): PU-SUM n =5, NU-SUM n = 13-15, NU-SUM/0 n = 4-5, NU-0 n = 8-10. Liczébgup

(CD): PU-SUM n =6, NU-SUM n = 15-16, NU-SUM/0 n = 8, NU-0 n = Afaliza statystyczna zostata zamieszczona w Tab.
S13.

Emisja krotkich USV 22-kHz zdarzataesizadziej nk USV 50-kHz. Ich wiaciwosci (diugosé,

Ryc. 24 oraz cgstotliwosé, Ryc. 25) pozostawaty stosunkowo state.

Szczury PU-SUM c&iciej emitowaty diugie USV 22-kHz niszczury NU-SUM. W grupie
PU-SUM takie ultradzwgki emitowato 6 z 11 zbadanych szczurow (54,5%) wse6jach
ze 119 (16,8%). W grupie NU-SUM takie ultradgkiiemitowaty 3 z 31 zbadanych szczuréw
(9,7%) w 3 sesjach z 329 (0,9%).
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Diugosé¢ krétkich 22-kHz USV, szczury z 7 dniami treningu
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Ryc. 24. Srednia dlugos¢ krotkich USV 22-kHz. Wykresy przedstawiaja wartoici dla szczuréw z déwiadczed,

w ktorych zastosowano: (A) 7 sesji treningowych, poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do klatkiddadczalnej,

(C) 14 sesji treningowych.Niezaleznie od liczby sesji treningowych po ostatnim treningu gpestaty trzy sesje testowe
(BD). Wartasci dla szczuréw NU przedstawione dwojako: wszystkie szczury NU zsumowanews krzywej oznaczonej
biatymi kwadratami (NU-SUM), dodatkowo dane twaoe  krzywa roziozone g na grug szczurow NU, ktére kiedykolwiek
otrzymaty maksymalnliczbe nagrod (NU-SUM/0, szare kwadraty) i szczury, ktére ani razu nie otrzymaty maksymalnej liczby
nagrod (NU-0, truskawkowe kwadraty). Wykresy przedstawiajrtaici srednie £ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
Mann-Whitney. Liczebn& grup (AB): PU-SUM n = 2-5, NU-SUM n = 8-15, NU-SUM/0 n = 1-5, NU-0 n = 6-10. Liczébno
grup (CD): PU-SUM n = 3-6, NU-SUM n = 14-16, NU-SUM/0 n = 6-8, NU-O n = 7-8.
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Czestotliwos¢ krétkich 22-kHz USV, szczury z 7 dniami treningu
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Czestotliwosé krétkich 22-kHz USV, szczury z 14 dniami treningu
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Ryc. 25.Srednia czestotliwosé krotkich USV 22-kHz. Wykresy przedstawiaja wartosci dla szczuréw z déwiadczen,

w ktorych zastosowano: (A) 7 sesji treningowych, poprzedzonych 4 sesjami przyzwyczajania do klatkdoadczalnej,

(C) 14 sesji treningowych.Niezaleznie od liczby sesji treningowych po ostatnim treningu gpestaty trzy sesje testowe
(BD). Wartcici dla szczurow NU przedstawione dwojako: wszystkie szczury NU zsumowanews krzywej oznaczonej
biatymi kwadratami (NU-SUM), dodatkowo dane twaoe § krzywg rozlozone g na grug szczuréw NU, ktére kiedykolwiek
otrzymaty maksymalnliczbe nagrod (NU-SUM/0, szare kwadraty) i szczury, kt6ére ani razu nie otrzymaty maksymalnej liczby
nagrdéd (NU-0, truskawkowe kwadraty). Wykresy przedstawiajrtaici srednie + SEM. *p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001,
Mann-Whitney. Liczebn& grup (AB): PU-SUM n = 2-5, NU-SUM n = 8-15, NU-SUM/0 n = 1-5, NU-0 n = 6-10. Licz&bno
grup (CD): PU-SUM n = 3-6, NU-SUM n = 14-16, NU-SUM/0 n = 6-8, NU-O n = 7-8.

4.10. Szczury spedza najwiecej czasu w strefie klatki obejmupcej karmnik
Poréwnanie zapisu wideo z pierwszej i siodmej sesji treningowej wykazato wzrost odsetka
czasu spedzonego w strefie karmnikowej (p = 0,0234, WilcoRgn; 26B), okotokarmnikowej

(p = 0,0156, Wilcoxon; Ryc. 26C), jak i w strefie samego karmnika (p = 0,0156, Wilcoxon;
Ryc. 26D, Tab. S14).
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Ryc. 26. Odsetek czasu sggdzonego w strefie bezkarmnikowej (A), karmnikowej (B), okotokarmnikowej (C) i strefie
karmnika (D) dla szczuréw PU podczas pierwszej, sibdmej i czternastej sesji treningow&tupki przedstawiajsredni

+ SEM. Punkty przedstawiajindywidualne wartéci dla kazdego szczura. * p < 0,05, Wilcoxon. Liczelégrup: n = 6-8.
Wyniki analizy statystycznej przedstawione w Tab. S14.

Miedzy pierwsz sesj treningows a siédna sesj treningowy zwickszyta s¢ takze liczba weg

do strefy okotokarmnikowej (p = 0,0156, Wilcoxon) oraz strefy karmnika (p = 0,0156,
Wilcoxon). Poréwnanie siddmej sesji treningowej i czternastej sesji treningowej rdwnie
wykazato wzrost liczby weéf do strefy okotokarmnikowej (p = 0,0313, Wilcoxoltg¢z nie

do strefy karmnika (Ryc. 27, Tab. S15).
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Ryc. 27. Liczba wejs¢ do poszczegolnych stref klatki u szczuréw PU podczas pierwszej, siddmej i czternastej sesji

treningowej. Dane przedstawiajredng + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, Wilcoxon. Liczebfibgrup: n = 6-8. Wyniki analizy

statystycznej przedstawione w Tab. S15.

Poroéwnano takze czas spedzony w danej strefiglnyi grum szczuréw PU a grupa NU-D1

podczas pierwszej sesji treningowej. Szczury z grupy NU-D1 ostatecznie nie spetnity

przyjetego kryterium uczenia i mimo wysokiej cgstosci wokalizowania w pierwszej sesji

treningowej. Liczba weéf do poszczegolnych stref oraz czas w nich spedzony byt

porownywalny dla obu tych grup (Mann-Whitney; Ryc. 28, Tab. S16).
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Ryc. 28.Liczba wejs¢ do danej strefy (A) i odsetek czasu gplzonego w danej strefie klatki (B) podczas pierwszej sesji

treningowej u szczuréw z grupy PU oraz szczuréw grupy NU-D1Stupki przedstawiaj srednia + SEM. Punkty

przedstawigj indywidualne wartéci dla kadego szczura. Poréwnania statystyczne nie wykazaly istotngeltréiczebngé

grup: n = 8. Wyniki analizy statystycznej przedstawiono w Tab. S16.
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4.11. Szczury nie ucg sie rozrozniania dzwiekOw o roznej czstotliwosci

Liczba wsadz& nosa nie roznita gimiedzy pierwsz a druga segj ksztattowania, zaréwno
w doswiadczeniu 11, jak i 12 (Wilcoxon; Ryc. 29ABEF, T&84.7). Jednak czas sesji w drugim
dniu ksztattowania byt krotszynw pierwszym w grupie FT w doswiadczeniu 11 (p = 0,0078,
Wilcoxon; Ryc. 29D) oraz w obu grupach—{® i T-T) w doswiadczeniu 12 (p = 0,0313
dla P-M, p = 0,0313 dla ¥T, Wilcoxon; Ryc. 29GH, Tab. S17).

Liczba wsadzen nosa, dosw. 11 Czas trwania sesji, dosw. 11
A P-M B T-T C P-M D T-T
-
30 svssssesss  seeses 209  esess  sesssses 900 eoss 900~ seses
b 3 - 1
e e = I 750 . 750
£ 20 I 5 20 & o 600 I :[ & 600 -
N N . — o .
E E o 450 ¢ 0 450 I
¢ N
2 qp 210 . S 300 o S 300
8 o H
[ N . 150 150
0 0 0 0
T T T T T T T T
1 2 1 2 1 2 1 2
dzien ksztaltowania dzien ksztaltowania dzien ksztaltowania dzien ksztaltowania
Liczba wsadzen nosa, dosw. 12 Czas trwania sesji, dosw. 12
E P-M F T-T G P-M H T-T
309 ssssss  seesse 30 sssess  ssssss 900 N 900
© o
§ § 750 . 750 .
'5 20 ‘g 20 o 600 - 600
N N —_— —
E s » 450 I » 450 !
[ @ 8 ’ 8 o
10 Z 10 S 300 . 1 S 300 . .
b b 150 o 150 *
o ]
0 0 0 0
T T T T T T T T
1 2 1 2 1 2 1 2
dzien ksztattowania dzien ksztaltowania dzien ksztaltowania dzien ksztattowania

Ryc. 29. Liczba wsadza& nosa (ABEF) oraz czas trwania sesji (CDGH) podczas dwodch dni ksztattowania reakcji
instrumentalnej w protokole 11 (A-D) i protokole 12 (E-H). Sesje ksztattowania reakcji instrumentalnej zostaty
przeprowadzone przed rozpecem procedury treningowej. P-M (grupy szczuréw, ktérym prezentowanoziikddo statej
czestotliwosei, tzw. ptaski, P i o amtotliwosci modulowanej, M); T-T (grupy szczurdw, ktérym prezentowano dwa
wygenerowane komputerowo niemodulowane ulvacki (tony, T) o r&nej czstotliwosci); P-M+T-T (pohczone grupy P-

M i T-T). Stupki przedstawiajsrednia = SEM. Punkty przedstawigjndywidualne wartéci dla kadego szczura. * p < 0,05,
**p < 0,01, Wilcoxon. Liczebn& grup: A-D n = 10; E-H n = 6. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S17.
Podczas analiz statystycznych danych zebranych wwiddézeniu 11 zauwano,

ze zachowanie niektorych szczuréw podczas sesjitksatania reakcji instrumentalnej i sesji
treningowych znaczo odbiega od zachowania pozostatych zwierPojedyncze szczury
rzadko podejmowaty préby wsadzenia nosa w jeden z dwéch otworéw na nos pgdezecat
treningowg (Ryc. 30). Dodatkowo zauwano, ze w wiekszosci byly to szczury, ktére

nie uzyskaty maksymalnej liczby nagréd w drugim dniu ksztalttowania reakcji instrumentalnej
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(Ryc. 29AB); co wgcej, liczba wsadzenosa w drugim dniu ksztattowania bytazsua ni

w pierwszym. Dlatego te wykonano dodatkow analiz statystyczng wynikow

z doswiadczenia 11, z ktorej wykluczono siedem szczuréamefy szczury z grupy -/,

trzy szczury z grupy IT; szczury 14-20 na Ryc. 30). Wyniki zebrane w doswiadczeniu 11,
z ktorych usunjto szczury o wartosciach odsieych (,0”), oznaczono jako ,doswiadczenie
11/0” (Ryc. 31, Ryc. 32).

Suma odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych

800 -
. P-M

o T-T

-2

[=]

[=]
1

400 ®

liczba odpowiedzi

N

[=]

o
1

0 e °

Frrrrrrrrrrrrrrrr1rr1rr1rr.1
12345678 91011121314151617181920

SZCZur

Ryc. 30.Suma odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych z 14 sesji treningowych szczuréw po zastosowaniu protokotu
11. Wykres przedstawia szczury upgdkowane pod wzgtlem sumy wszystkich odpowiedzi. Ponievezczury o numerach
14-20 zachowywaty siodmiennie od wkszdici, wykonano dodatkogvanaliz statystycza dla protokotu 11 (oznaczenie
grupy: protokot 11/0).

W efekcie czternastu dni treningu rozrézniania dkow liczba wszystkich poediych przez
szczury prob zwgkszyta s¢ niezalenie od prezentowanych dzwiow (P-M lub T-T)

i modyfikacji protokotu doswiadczalnego (protokdt 11 i 12; p < 0,0001, Friegdman
p = 0,0078-0,0313, Wilcoxon; Ryc. 31ABEF, Tab. S18). Podobnmkgzalenie

od prezentowanych dzekow i modyfikacji protokotu doswiadczalnego, liczba odpowiedzi,
zarowno poprawnych, jak i niepoprawnych, rosta (p < 0,0000644, Friedman;

p = 0,0039-0,0313, Wilcoxon; Ryc. 31ABEF, Tab. S18), a liczlmanipietych prob
zmniejszata si (p <0,0001, Friedman; p =0,007180313, Wilcoxon; Ryc. 31ABEF, Tab. S18).

W doswiadczeniu 11 stwierdzono dodatkowo trend spadka@agic trwania sesji u obu grup
(P-M i T-T; p = 0,0008-0,0050, Friedman; Ryc. 31AB, Tab. S18ab). W doswiadczeniu 12
w obu grupach PM i T-T w pojedynczych sesjach treningowych pojawityréiznice m¢dzy
liczba odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych (p = 0,0022-0,0043, Mann-Whitney; Ryc.
31EF, Tab. S18g). Po usgniu siedmiu osobnikow o wartosciach odsgtgjch z puli danych
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doswiadczenia 11 potwierdzono zmiany rgstjgce w wyniku czternastodniowego treningu:
zwiekszenie liczby wszystkich pagych prob w grupach-M i T-T (p < 0,0001, Friedman;

p = 0,0156-0,0313, Wilcoxon; Ryc. 31CD, Tab. S18cd);ekezenie liczby poprawnych

I niepoprawnych odpowiedzi (p < 0,0001, Friedman; p = 0,0156-0,0313, Wilcoxon; Ryc.
31CD, Tab. S18cd); zmniejszenie liczby préb pogtygh (p < 0,0001, Friedman;

p = 0,0156-0,0313, Wilcoxon; Ryc. 31CD, Tab. S18cd); trendlgpay czasu trwania sesji

(p = 0,0050-0,0008, Friedman; Ryc. 31CD, Tab. S18cd). Dodatkewgyniku wykluczenia
szczurow o wartosciach odsiaych, odnotowano takze roznice ¢gdey liczbg odpowiedzi
poprawnych i niepoprawnych w pojedynczych sesjach treningowych (p = 0,0022-0,0498
dla P-M, p = 0,0035-0,0338 dla-T, Mann-Whitney; Ryc. 31CD, Tab. S189).
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Ryc. 31.Liczba wszystkich prob, liczba odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych, liczba prob pomietych oraz czas
trwania sesji treningowych podczas 14 dni treningu rozréniania dzwiekéw w protokole 11 (AB), protokole 11 bez
uwzgledniania wartosci odstajacych (11/0, CD) i protokole 12 (EF).P-M (grupy szczuréw, ktorym prezentowano
ultradvwick o stalej czstotliwosci, tzw. ptaski, P i o amtotliwosci modulowanej, M); T-T (grupy szczuréw, ktorym
prezentowano dwa wygenerowane komputerowo niemodulowanezmited (tony, T) o rénej czstotliwosci); P-M+T-T
(polaczone grupy P-M i T-T). Kolorem zielony zaznaczono odpowiedzi poprawne, kolorem czerwonym odpowiedzi
niepoprawne. Wykresy przedstavgigyartcsci srednie + SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, Mann-Whitney. Liczebfgrup: A, B
n=10;Cn=6;Dn=7;E, Fn=6. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S18.

W efekcie czternastu dni treningu rozrézniania dkdiv sredni czas uptywagy do wsadzenia
nosa przez szczura w jeden z dwoch otworow dla szczuréw z doswiadczenia 11 wykazywat

trend spadkowy: zarbwno w grupie-M (p = 0,0277, Friedman; p = 0,6523, Wilcoxon),
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w grupie FT (p < 0,0001, Friedman; p = 0,1289, Wilcoxon), jaka sumy obu grup-M +

T-T (p < 0,0001, Friedman; p = 0,0987, WilcoxoRjedni czas do odpowiedzi poprawnej

i niepoprawnej dla wszystkich szczurow takze wykazywat trend spadkowy (p < 0,0001,
Friedman; p = 0,9800 dla odp. poprawnej, p = 0,0878 dla odp. niepoprawnej, Wilcoxon; Ryc.
32AB, Tab. S19).

Po usunjciu wartosci odstajcych z wynikow doswiadczenia 11 stwierdzono istotne skrocenie
sie sredniego czasu do wsadzenia nosa w grupi€ {p < 0,0001, Friedman, p = 0,0156,
Wilcoxon) oraz dla sumy obu grup-M + T-T (p < 0,0001, Friedman, p = 0,0046, Wilcoxon;
Ryc. 32C, Tab. S19)Sredni czas do wsadzenia nosa dla gruppMPwykazywat trend
spadkowy (p < 0,0001, Friedman; p = 0,5625, Wilcoxon; Ryc. 32CD, Tab. $@ni czas

do odpowiedzi poprawnej wszystkich szczuréw wykazywat trend spadkowy (p < 0,0001,
Friedman; p = 0,1460, Wilcoxon), a do odpowiedzi niepoprawnej skracp st 0,0001,
Friedman, p = 0,0166, Wilcoxon; Ryc. 32D, Tab. S19).

W doswiadczeniu 12 stwierdzono coraz krétszy czas do zesea nosa przez szczury zarbwno
w grupie PM (p < 0,0001, Friedman, p = 0,0313, Wilcoxon; R$RE), w grupie ¥T

(p < 0,0001, Friedman, p = 0,0313, Wilcoxon; Ryc. 32E), jak i dla sumy obu tych gklip- P
T-T (p < 0,0001, Friedman, p = 0,0005, Wilcoxon; Ryc. 3Z&E&dni czas do odpowiedzi
poprawnej i niepoprawnej dla wszystkich szczuréw skracat(gi < 0,0001, Friedman,
p = 0,005, Wilcoxon; Ryc. 32F, Tab. S19).
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Ryc. 32.Czas do wsadzenia nosa w jeden z dwéch otworéw na nos w trakcie sesji treningowej ramiénia dzwiekéw
(protokot 11 (AB), protokédt 11 bez uwzgddniania wartosci odstajgcych (11/0, CD), protokdt 12 (EF)).Wykresy
przedstawiaj sredni czas jaki uptyst przed wsadzeniem nosa (ACE) dla szczuréw z gruyyf RISV o rdznej czstotliwosci
i modulaciji), grupy FT (niemodulowane tony o réej czstotliwosci) i po zsumowaniu obu grup{® + T-T) orazsredni
czas do poprawnej i niepoprawnej odpowiedzi (BDF). Wykresy przedsjaseegjng = SEM. Liczebné¢ grup: A: P-M
n=10, FTn=10,PM+T-Tn=20;Bn=20;C:AMn=6,T-Th=7,RPM+T-Tn=13;Dn=13; E:AMn=6, T

n =6, RPM+T-T n =12; F n = 12. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S19.
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4.12. Wyniki analiz statystycznych

Wyniki

Wielkie litery podane w nawiasach oznaezegesci rycin, do ktorych odnogzsie dane testy

statystyczne. W niektorych przypadkach w tabeli podano doktadngengminy. Wartosci

p < 0,05 zostaly wytluszczone.

Tab. S1. Odsetek maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczury z zastosowarreych rprotokotow

doswiadczalnych (Ryc. 9, Ryc. 10).

Numer protokotu déwiadczalnego Friedman Wllcoxon (dzie: .
pierwszy vs ostatni)

1 (Ryc. 9A) 0,4402 0,9453

2 (Ryc. 9B) 0,0515 0,3281

3 (Ryc. 9C) <0,0001 0,0020

4 (Ryc. 9D) 0,3811 0,6523

5 (Ryc. 9E) 0,0470 0,3092

6 (kl. Skinnera, Ryc. 9F) 0,3815 0,1875

6 (kl. domowa, Ryc. 9G) 0,0143 0,0078

7 (Ryc. 10) 0,0845 0,3750

Tab. S2. Odsetek maksymalnej liczby nagréd uzyskanych przez szczury oraz czas trwania sesji u wszystkigh zwierz

zgrupowanych bez wzglu na zastosowany protokot@dadczalny (Ryc. 11).

Zal_<res sesji Friedman . Wilcoxon .
treningowych; (pierwszy vs ostatni)
badane szczury; % nagrod (A) czas sesji (B) % nagréd (A) czas sesji (B)
1-7 (tylko 7 tren.) 0,0089 0,7292 0,0015 0,2324
1-7 (wszystkie) <0,0001 0,8711 0,0007 0,9485
1-10 (tylko 10 tren. 0,4402 0,4746 0,9453 0,7500
1-10 (wszystkie) 0,0027 0,9636 0,0858 0,1982
1-14 (tylko 14 tren. <0,0001 0,9648 0,0022 0,5412

Tab. S3.Charakterystyka grupy szczurdw niegmych sg i potencjalnie uczeych st (Ryc. 12). n.b. — nie badano, b.d. — brak

danych.
NU-SUM (AC)
a Zakres sesji treningowych; badane Friedman Wilcoxon
szczury; (pierwszy vs ostatni)
% nagrod (A) czas sesji (C) % nagrod (A czas sesji (C)
1-7 (tylko 7 tren.), n = 15 <0,0001 0,2267 0,0012 0,0625
1-7 (wszystkie), n = 61 <0,0001 0,0043 <0,0001 0,0053
1-10 (tylko 10 tren.), n =6 0,0714 0,6114 0,5313 >0,9999
1-10 (wszystkie), n = 46 <0,0001 0,0275 0,0025 0,2412
1-14 (tylko 14 tren.), n = 40 0,0030 0,0007 <0,0001 0,0029
PU-SUM (BD)
b Zakres sesiji treningowych; badane . Wilcoxon
' Friedman . .
szczury; (pierwszy vs ostatni)
% nagréd (B) czas sesji (D) % nagréd (B czas sesji (D)
1-7 (tylko 7 tren.), n = 15 0,0017 0,0154 0,0313 0,0078
1-7 (wszystkie), n = 61 <0,0001 <0,0001 0,0078 0,0002
1-10 (tylko 10 tren.), n =6 n.b. n.b. b.d. b.d.
1-10 (wszystkie), n = 46 0,0034 <0,0001 0,0313 0,0078
1-14,n =40 0,0620 0,0002 0,0313 0,0078

76



Wyniki

Tab. S4.Charakterystyka grup szczuréw, u ktérych wzmacniano gmisc wsadzania nosa w otwoér (Ryc. 14); b.d. — brak

danych.

a c . Wilcoxon b Liczba W|Igoxon Wilcoxon | Wilcoxon
zas _t_rwanla Friedman| (pierwsz wsadzaé Friedman sesla_l VS sesja1vs| sesja 2 vs
sesji (B) P y sesja 1a 13 2 V3

Vs ostatni) nosa, test (C druga sesja 3 sesja 3
10 nagréd <0,0001 0,0078 10 nagréd | 0,0099 0,0078 0,0391| 0,4375
30 nagrod <0,0001 | <0,0001 30 nagréd | <0,0001 | <0,0001| <0,0001 0,0007
c Badane Badany Friedman Wilcoxon
zmienne zakres uUsv otwor usv otwor
% nagrod (D) tren@ng 1-5 0,0411 0,4060 0,0098 >0,9999
trening 1-7 0,0089 b.d. 0,0012 b.d.
czas sesji (E) trening 1-5 0,6661 <0,0001 0,9219 <0,0001
trening 1-7 0,7361 b.d. 0,2324 b.d.
d Dzien Mann-Whitney
treningu | % nagréd (D) Czas sesji (E
1 0,0010 0,0688
2 <0,0001 <0,0001
3 <0,0001 <0,0001
4 <0,0001 <0,0001
5 <0,0001 <0,0001

Tab. S5.Czstas¢ emisji USV (liczba USV na 1 min) u szczurdw, u ktérych wzmacniano ey, a hastpnie wzmacniano

umiejetnos¢ wsadzania nosa w otwor (Ryc. 16)d. — brak danych.

Badane Badany Friedman Wilcoxon
a zmienne zakres usv otwor usv otwor
CZestas¢ trening 1-5 0,0980 0,0722 0,7814 0,0371
wokalizowania | trening 1-7 0,0121 b.d. 0,0328 b.d.
(AB) test 1-3 0,0015 0,0810 0,0167 0,2814
% krotkich trening 1-5 0,0242 0,1460 0,0240 0,0384
USV 22-kHz |trening 1-7 0,0101 b.d. 0,0266 b.d.
(CD) test 1-3 0,2466 0,1857 0,3683 >(0,9999
b Mann-Whitney
Dzied Czgstasé % krétkich
doswiadczenial wokazl"l‘zg)wama USV 22-kHz (CD)
trening 1 0,2766 0,2394
trening 2 0,5830 0,5327
trening 3 0,1716 0,0319
trening 4 0,4652 0,1374
trening 5 0,6930 0,0354
test 1 0,2084 0,1754
test 2 0,1325 0,7128
test 3 0,8045 0,9520
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Tab. S6.Czas trwania sesji u szczuréw podzielonych n&gzedgrup oraz grupy PU-SUM i NU-SUM bez wagyli na liczle
dni treningowych (Ryc. 12

a Czas sesji (A)
Badane grupy Friedman Wilcox%r;tgir?i;wszy VS
PU-MAX 0,0011 0,0625
PU-PROG 0,0003 0,0078
PU-PROG (pierwsze 3 sesje treningowe
z maksymalan liczbg nagrod) 0,0665 0,0195
b Czas ses;ji (B)
PU-SUM vs NU-SUM
DZ'.en Mann Whitney
treningu
1 0,1330
2 0,0007
3 0,0014
4 0,0002
5 <0,0001
6 <0,0001
7 <0,0001
8 <0,0001
9 <0,0001
10 <0,0001
11 0,0001
12 <0,0001
13 <0,0001
14 <0,0001

Tab. S7.Czestas¢ emisji USV (liczba USV na 1 min) u szczurdw potencjalnieggogeh sé (PU-SUM) i nieuczcych sg (NU-
SUM; Ryc. 17); c. poréwnanie sesji treningowych 1-7 odne@silsiwszystkich badanych szczuréw bez wdglna protokot
doswiadczlny. b.d. — brak danych.

a Wykres Poréwnanie Friedman Wilcoxon
PU-SUM NU-SUM PU-SUM NU-SUM
A Trening 1-7 0,1426 <0,0001 0,2163 <0,0001
A Trening 1-5 0,3288 <0,0001 0,8394 <0,0001
B Test 1-3 0,0288 0,0135 0,9341 0,0012
C Trening 1-14 0,1532 <0,0001 0,2188 <0,0001
C Trening 1-3 0,1416 0,0034 0,0625 0,0182
C Trening 3-14 0,3912 0,0059 0,4375 0,0938
D Test 1-3 0,4297 0,0292 0,6875 0,0090
. . Mann-Whitney
b Dzien treningu Wszystkie (A) 14 tren. (C)

1 0,0890 0,9284

2 0,0017 0,0726

3 0,0030 0,0618

4 0,0062 0,0520

5 0,0006 0,0323

6 <0,0001 0,0239

7 <0,0001 0,0007

8 0,0002 0,0036

9 <0,0001 0,0005

10 <0,0001 0,0007

11 0,0084 0,0084

12 <0,0001 <0,0001
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13 <0,0001 <0,0001
14 0,0001 <0,0001
Dzien testu Wykres B Wykres D
1 <0,0001 <0,0001
2 <0,0001 0,0007
3 <0,0001 <0,0001
Wykres Test Poréwnanie PU-MAX PU-PROG| NU-CEN NU-D1 NU-SGL NU-0
E Friedman | Trening 1-7 0,4627| 0,2806 0,6491 0,0004 0,2995 <0,0001
E Wilcoxon | Trening 1-7 0,6250 | 0,0098 >0,9999 0,0039 0,5000 <0,0001
E Friedman Trening 1-14 0,5654| 0,3847 0,4777 0,0224 0,5409 0,0001
E Wilcoxon | Trening 1-14 b.d. 0,0625| 0,2500 0,2500 b.d. 0,0078
F Friedman | Test 1-3 0,1821| 0,0212 0,3673 0,1333 0,6914 0,2602
F Wilcoxon | Test 1-3 0,3125 0,3750 0,187% 0,0240 >0,9999 0,0604
Mann-Whitney
Dzief PU-MAX | PU-MAX | PU-MAX PU-MAX PU-MAX | PU-PROG| PU-PROG| PU-PROG
treningu VS S VS S VS 'S VS VS
(E) PU-PROG| NU-CEN NU-D1 NU-SGL NU-0 NU-CEN NU-D1 NU-SGL
1 0,0077 0,0357 0,7972 0,0357 <0,0001 | >0,9999 0,0030 0,6678
2 0,0127 0,0159 0,0420 0,0357 <0,0001 0,0759 0,6198 0,3007
3 0,0400 0,0079 0,0120 0,0357 <0,0001 0,9530 0,7802 0,2867
4 0,1275 0,0079 0,0070 0,0357 <0,0001 0,9530 0,8418 0,4685
5 0,1292 0,0159 0,0420 0,0357 <0,0001 0,3197 0,9682 0,3706
6 0,2544 0,0357 0,0010 0,0357 <0,0001 0,2168 0,3154 0,1608
7 0,1292 0,0357 0,0010 0,0357 <0,0001 0,2867 0,0350 0,0140
8 0,5333 0,8000 0,2667 0,2000 0,0220 0,9212 0,1535 0,0485
9 0,4222 0,4000 0,1333 0,20000 0,0110 0,2788 0,0283 0,0485
10 0,8889 0,4000 0,1333 0,2000 0,0220 0,2788 0,1535 0,0485
11 0,4286 0,8000 0,2000 0,3333 0,0444 0,9048 0,5476 0,6429
12 >0,9999 0,8000 0,2000 0,3333 0,0444 0,1667 0,0238 0,0714
13 0,8571 0,2000 0,2000 0,3333 0,0444 0,0476 0,0476 0,1429
14 0,4286 0,2000 0,8000 0,3333 0,0444 0,0238 0,0952 0,0714
Dzief
testu (F)
1 0,3553 0,0079 0,0013 0,0079 <0,0001 0,0586 0,0069 0,0373
2 0,2544 0,0317 0,0014 0,0159 <0,0001 0,5135 0,0209 0,0753
3 0,2544 0,0317 0,0021 0,0079 <0,0001 0,9530 0,1743 0,1645
Mann-Whitney
tr[;rz]'if]‘éu PU-PROG| NU-CEN | NU-CEN | NU-CEN | NU-D1 NU-D1 | NU-SGL
(E) vs NU-O | vs NU-D1 |vs NU-SGL| vs NU-O |vs NU-SGL| vs NU-0 vs NU-0
1 0,0750 0,0091 0,7000 0,1483 0,0091 <0,0001 0,4413
2 0,0270 0,0196 0,8571 >0,9999 0,1045 0,0047 0,6500
3 0,0241 0,4376 0,5714 0,0325 0,1455 0,0014 0,9191
4 0,0896 >0,9999 0,3929 0,0289 0,3636 0,0151 0,7057
5 0,0064 0,1986 0,7143 0,2185 0,1455 0,0027 0,6226
6 0,0007 0,7591 0,4000 0,1257 0,3727 0,0055 0,4887
7 <0,0001 0,8636 0,4000 0,0300 0,4818 0,0024 0,1548
8 <0,0001 0,4000 0,4000 0,0176 0,8571 0,0582 0,1011
9 <0,0001 0,7143 0,7000 0,0066 0,8571 0,0604 0,1297
10 0,0001 >0,9999 0,4000 0,0484 0,6286 0,1104 0,1736
11 0,0027 >0,9999 0,8000 0,0242 0,9000 0,0242 0,0444
12 0,0007 0,7000 0,9000 0,0424 0,8000 0,0121 0,0444
13 0,0013 0,4000 >0,9999 0,0485 0,8000 0,0485 0,2667
14 0,0007 0,1000 0,4000 0,2788 0,8000| 0,0121 0,1778
Dzief
testu (F)
1 <0,0001 0,5554 0,4206 0,0611 >0,9999 0,0131 0,2612
2 0,0017 0,4103 0,4206 0,0394 0,4109 0,2151 0,7058
3 0,0002 0,1364 0,0952 0,0037 0,6074 0,0041 0,1362
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Tab. S8.Udziat nagrodzonych USV w ogélnej liczbie USV oraz w liczbie USV 50-kHz podczas sesji treningowych (Ryc. 18).

a Szczury z 7 sesjami treningowymi (AC)
. Wilcoxon
Badana Friedman . .
grupa (pierwszy vs ostatni)
nagrodzone/ nagrodzone/ nagrodzone/ nagrodzone/
wszystkie USV kHz-50 wszystkie USV kHz-50
PU-SUM 0,0255 0,0059 0,0625 0,0625
NU-SUM 0,4868 0,2727 0,4143 0,0295
NU-SUM/0 0,8989 0,0583 0,3125 0,0625
NU-0 0,2782 0,3004 0,9453 0,3594
b Szczury z 14 sesjami treningowymi (BD)
. Wilcoxon
Badana Friedman . .
grupa (pierwszy vs ostatni)
nagrodzone/ nagrodzone/ nagrodzone/ nagrodzone/
wszystkie USV kHz-50 wszystkie USV kHz-50
PU-SUM <0,0001 <0,0001 0,0313 0,0313
NU-SUM <0,0001 <0,0001 0,0034 0,0034
NU-SUM/0 <0,0001 <0,0001 0,0156 0,0078
NU-0 0,0748 0,0032 0,1484 0,2500
Szczury z 7 sesjami treningowymi, Mann-Whitney
nagrodzone/wszystkie (A) nagrodzone / USV 50-kHz (C)
Dzien PU-SUM | PU-SUM | PU-SUM NU- PU-SUM | PU-SUM | PU-SUM NU-
treningu S vs NU- S SUM/0 S vs NU- S SUM/0
NU-SUM SUM/0 NU-0 vs NU-0 NU-SUM SUM/0 NU-0 vs NU-0
1 >0,9999 0,6905 0,8591 0,5941 0,5531 0,6905 0,5941 0,5941
2 0,9185 0,8413 0,7679 0,9794| 0,3139 0,8413 0,2155 0,3210
3 0,0526 0,3095 0,0400 0,3097 0,5958 0,8413 0,5741 0,8844
4 0,2294 >0,9999 0,0932 0,2051 0,6598 0,8413 0,4396 0,3863
5 0,0036 0,2222 0,0007 0,0123 0,2570 0,5476 0,0370 0,0706
6 0,0106 0,0952 0,0123 0,3696 0,0842 0,3333 0,0719 0,6111
7 0,0845 0,5476 0,0440 0,2431 0,8775 0,8413 0,9710 0,5395
Szczury z 14 sesjami treningowymi, Mann-Whitney
nagrodzone/wszystkie (B) nagrodzone / USV 50-kHz (D)
Dzien PU-SUM | PU-SUM | PU-SUM NU- PU-SUM | PU-SUM | PU-SUM NU-
treningu vs NU- vs NU- S SUM/0 S vs NU- S SUM/0
SUM SUM/0 NU-0 vs NU-0 NU-SUM SUM/0 NU-0 vs NU-0
1 0,9016 0,7546 0,5468 0,1866 >0,9999 0,6620 0,6387 0,3147
2 0,6407 0,6620 0,1812 0,0207 0,7900 0,2684 0,5728 0,0135
3 0,9563 0,2824 0,2171 0,0224 0,3982 0,0293 0,5468 0,0482
4 0,3977 0,5728 0,0290 0,0003 0,9237 0,2284 0,2471 0,0140
5 0,0570 0,7546 0,0013 0,0103 0,2051 0,8518 0,0047 0,0059
6 0,0794 0,7296 0,0043 0,0160 0,3318 0,8518 0,0338 0,0137
7 0,1144 0,8518 0,0073 0,0068 0,4494 0,8518 0,1079 0,0207
8 0,2611 0,8518 0,0813 0,1049 0,7781 0,9217 0,5388 0,3203
9 0,2868 0,9497 0,0779 0,0482 0,9560 0,7546 0,6282 0,1994
10 0,0795 0,4136 0,0283 0,0688 0,3199 0,9497 0,1029 0,087¢
11 0,0060 0,0813 0,0023 0,0202 0,0274 0,0463 0,0793 0,5543
12 0,0017 0,0293 0,0013 0,1540 0,0033 0,0426 0,0023 0,1893
13 0,0002 0,0047 0,0007 0,0053 0,0004 0,012 0,0007 0,0g20
14 0,0034 0,0426 0,0027 0,1949 0,0313 0,1006 0,0260 0,1689
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Tab. S9.Liczebndg¢ nagrodzonych USV emitowanych w seriach: suma USV wyemitowanych w seriach (liczba USV), odsetek

nagrodzonych USV w seriach w catkowitej liczbie nagrodzonych USV (% USV), maksymalna liczba USV w pojedynczej serii
USV (max USV); a. suma, odsetek i maksymalna liczba USV u szczuréw PU-SUM i NU-SUM/0 szczuréw 7- i 14-
treningowych; b. poréwnanie sumy, odsetka i maksymalnej liczby USVepayngrug PU-SUM a NU-SUM/0 szczurdw 7-

i 14-treningowych (Ryc. 19).

a | Nagrodzone . Wilcoxon

US%/ w Badana grupd Friedman (pierwszy vs ostatni)

seriach 7 treningbw | 14 treningdw 7 treningdby 14 treningdw

Liczba USV | PU-SUM 0,0430 0,0010 0,0625 0,0625

(A, B) NU-SUM/0 0,9303 0,0153 0,6875 0,1250

% USV PU-SUM 0,0764 0,0027 0,0625 0,0625

(C,D) NU-SUM/0 0,5079 0,0179 0,0625 0,0234

Max USV PU-SUM 0,0551 <0,0001 0,0625 0,0313

(E, F) NU-SUM/0 0,6358 0,0366 >0,9999 0,0469

., Mann-Whitney
Dzien - 0
treningu - Liczba USV - - % USV - - Max USV -
7 treningow (A) | 14 treningow (B) 7 treningbw (C)| 14 treningéw (D) 7 treningéw (E) | 14 treningow (K)

1 0,7143 0,7702 0,7143 0,3620 0,5635 0,5641
2 0,1190 0,2118 0,7302 0,2641 0,4603 0,3643
3 0,5794 0,7792 0,9603 >0,9999 0,3175 0,7196
4 0,3889 0,8801 0,4127 0,4141 0,3571 0,4119
5 0,2063 0,8735 >0,9999 0,6773 0,3175 0,4872
6 0,0476 0,1322 0,2857 0,4735 0,0079 0,3646
7 0,0873 0,0992 0,5000 0,7782 0,3810 0,7509
8 0,5724 0,2631 0,8265
9 0,6427 0,4709 0,8248
10 0,0749 0,6384 0,1848
11 0,0629 0,5088 0,0077
12 0,0010 0,5495 0,2374
13 0,0017 0,0546 0,0090
14 0,0057 0,4342 0,0559

Tab. S10.Zmiany wiaciwosci USV emitowanych w seriach podczas kolejnych sesji treningowych u szczuréw potencjalnie
uczcych sé (PU-SUM) i nieucacych sé (NU-SUM/O; Ryc. 20).

a

Wiasciwosci Friedman . Wilcoxon .
USV w seriach Badana grupd _ _ (pler.wsz'y VS ostatnl).
7 treningdbw | 14 treningdw 7 treningbw 14 treningpw
dtugas¢ USV PU-SUM 0,3509 0,4845 0,8125 0,3125
(A, B) NU-SUM/0 0,0816 0,0386 0,0625 0,0781
czgstotliwose PU-SUM 0,3027 0,0441 >0,9999 0,0313
UsvV (C, D) NU-SUM/0 0,1779 0,3978 0,1875 0,1172
Mann-Whitney
Dzief treningu Dlugos¢ USV czgstotliwosé USV
7 treningdw (A) | 14 treningdw (B) 7 treningéw (C)| 14 treningéw (D)
1 >0,9999 0,6065 0,2977 0,5541
2 0,8081 0,2398 0,2141 0,4376
3 0,9399 0,3277 0,9399 0,6649
4 0,9048 0,2673 0,6032 0,1709
5 0,9048 0,0173 0,9048 0,4004
6 0,0357 0,0460 0,3929 0,8357
7 0,0159 0,0216 0,1508 0,5495
8 0,2824 0,3623
9 0,0338 0,3467
10 0,0027 0,5941
11 0,0130 0,6853
12 0,0010 0,1325
13 0,0813 >0,9999
14 0,0013 0,5921
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Tab. S11.Udziat krétkich USV 22-kHz w ogdlnej liczbie USV (Ryc. 21).

Wyniki

Friedman . Wilcoxon .
Badana (pierwszy vs ostatni)
grupa 4 habituacje, L 14 treningdw 4 habituacje, L 14 treningbw
treningow () | 7 treningow () © | roningow (| 7 treningow () Q"
PU-SUM 0,9092 0,9190 0,0197 >0,9999 0,8125 0,0625
NU-SUM <0,0001 0,0015 0,2674 0,0006 0,0302 0,4637
NU-SUM/0 0,0218 0,0311 0,5130 0,1250 0,2324 0,7422
NU-0 <0,0001 0,0627 0,2390 0,0098 0,0625 0,4609
Dzien Mann-Whitney (A)
doswiadczenia PU-SUM PU-SUM PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM | vs NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0
habituacja 1 0,8658 0,3095 0,7429 0,2041
habituacja 2 0,9286 0,8413 >0,9999 0,7599
habituacja 3 0,6532 0,2857 0,2041 0,1672
habituacja 4 0,6848 0,8333 0,6950 0,9817
trening 1 0,0544 0,8968 0,0027 0,0027
trening 2 0,0325 0,4603 0,0083 0,0786
trening 3 0,0035 0,1508 0,0013 0,1225
trening 4 0,0109 0,2698 0,0030 0,1365
trening 5 0,0026 0,1587 0,0007 0,0949
trening 6 0,0005 0,0317 0,0007 0,1645
trening 7 0,0051 0,0556 0,0077 0,1961
C Badana ) Wilcoxon
grupa (B) Friedman (plerwszy
Vs ostatni)
PU-SUM 0,3673 0,3125
NU-SUM 0,6271 0,7197
NU-SUM/0| 0,9537 0,8125
NU-0 0,3675 0,7695
Dzien Mann-Whitney (A)
treningu PU-SUM PU-SUM PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM | vs NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0
1 0,1978 0,7546 0,0593 0,0830
2 0,0100 0,0813 0,0070 0,0353
3 0,0319 0,2151 0,0127 0,0799
4 0,0414 0,2394 0,0176 0,0075
5 0,0024 0,0193 0,0047 0,1949
6 0,0103 0,0283 0,0290 0,1304
7 0,0045 0,1066 0,0007 0,1540
8 0,0022 0,0533 0,0007 0,1372
9 0,0030 0,0703 0,0007 0,0779
10 0,0017 0,0290 0,0013 0,6454
11 0,0018 0,0310 0,0013 0,0070
12 0,0005 0,0113 0,0007 0,3663
13 0,0002 0,0027 0,0013 0,0650
14 <0,0001 0,0013 0,0007 0,6671
Mann-Whitney (B)
e Dzien testu PU-SUM PU-SUM PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM vs NU-0 vs NU-SUM/0 vs NU-0
1 0,5500 0,5674 0,6905 0,8561
2 0,1147 0,0949 0,4206 0,4216
3 0,4550 0,2065 0,7460 0,2544
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f Badana . Wilcoxon
grupa (D) Friedman (plerwszy
VS ostatni)
PU-SUM 0,2014 0,1250
NU-SUM 0,4323 0,6685
NU-SUM/O| 0,6543 0,3125
NU-0 0,1853 0,1953
g Dzien Mann-Whitney (D)
testu PU-SUM PU-SUM PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM vs NU-0 vs NU-SUM/0 vs NU-0
1 0,0257 0,0127 0,1615 0,0822
2 0,0075 0,0130 0,0303 0,2233
3 0,0485 0,1795 0,0426 0,9329
Tab. S12.Dlugosé USV 50-kHz (Ryc. 22).
Friedman . Wilcoxon .
Badana (pierwszy vs ostatni)
grupa 4 habituacje, 7 treningow 14 treningéw | 4 habituacje, 7 treningbw 14 treningéw
7 treningow (A) (A) (© 7 treningow (A) (A) (©)
PU-SUM 0,0050 0,0442 0,5608 0,1250 0,1250 0,4375
NU-SUM 0,0759 0,1073 0,3158 0,0215 0,0554 0,2979
NU-SUM/0 0,0683 0,0479 0,5557 0,0625 0,0625 0,1484
NU-0 0,6452 0,7226 0,5808 0,2324 0,4922 0,9453
. Wilcoxon
b Badana Friedman (pierwszy vs ostatni)
grupa 7 treningow, 14 treningbw, | 7 treningdéw, 14 treningdw,
test (B) test (D) test (B) test (D)
PU-SUM 0,9537 0,4419 >0,9999 0,4375
NU-SUM 0,8187 0,0104 0,7729 0,0036
NU-SUM/0 0,3637 0,0789 0,5000 0,0391
NU-0 0,9737 0,1197 0,8457 0,0781
c Mann-Whitney (AB)
dwvﬁ;éTzenia PU-SUM | PU-SUMvs| PU-SUM | NU-SUM/O
vs NU-SUM | NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0
habituacja 1 0,6240 0,8413 0,3863 0,0753
habituacja 2 0,2234 0,6905 0,1645 0,7000
habituacja 3 0,4545 0,6905 0,1742 0,3710
habituacja 4 0,0146 0,2222 0,0080 0,3097
trening 1 0,3398 0,5000 0,0753 0,0077
trening 2 0,0048 0,2222 0,0010 0,0223
trening 3 0,0633 0,4206 0,0400 0,5331
trening 4 0,1916 0,9683 0,0703 0,2065
trening 5 0,0051 0,2222 0,0013 0,3863
trening 6 <0,0001 0,0079 0,0007 0,6167
trening 7 0,0023 0,0079 0,0113 0,9291
test 1 0,0193 0,1508 0,0193 0,8591
test 2 0,1613 0,3095 0,1941 0,8362
test 3 0,0951 0,4206 0,0706 0,1965
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Dzier Mann-Whitney (CD)
doswiadczenia PU-SUM PU-SUMvs | PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM | NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0
trening 1 0,0980 0,6620 0,0127 0,0379
trening 2 0,0677 0,3450 0,0266 0,0134
trening 3 0,0016 0,0117 0,0043 0,4418
trening 4 0,0256 0,0813 0,0386 0,0608
trening 5 0,0008 0,0087 0,0027 0,1605
trening 6 0,0018 0,0216 0,0027 0,0379
trening 7 0,0008 0,0093 0,0027 0,1605
trening 8 0,0133 0,0593 0,0200 0,1605
trening 9 0,0008 0,0077 0,0027 0,5054
trening 10 0,0005 0,0013 0,0080 0,1049
trening 11 0,0005 0,0013 0,0080 0,0281
trening 12 0,0032 0,0080 0,0200 0,5941
trening 13 <0,0001 0,0007 0,0007 0,0115
trening 14 0,0002 0,0027 0,0013 0,3671
test 1 <0,0001 0,0013 0,0005 0,3154
test 2 0,0006 0,0047 0,0027 0,1654
test 3 0,0002 0,0077 0,0002 0,0023
Tab. S13.Srednia cestotliwasé USV 50-kHz (Ryc. 23).
Friedman . Wilcoxon .
Badana (pierwszy vs ostatni)
grupa 4 habituacje, N 14 treningbw 4 habituacje, L 14 treningbw
7 troningow (&) 7 reningow (A ©) it troningow (A)| 7 reningow (A) ©) ’
PU-SUM 0,0678 0,1835 0,4383 0,1250 0,3125 0,4375
NU-SUM 0,0006 0,0157 0,0465 0,1876 0,8040 0,9799
NU-SUM/0 0,0279 0,0531 0,1475 0,1250 0,6250 0,1484
NU-0 0,0475 0,1688 0,3511 0,5566 0,5566 0,2500
Friedman . Wilcoxon .
Badana (pierwszy vs ostatni)
grupa 7 treningow, 14 treningdw, 7 treningow, 14 treningdw,
test (B) test (D) test (B) test (D)
PU-SUM 0,0934 0,0289 0,0625 0,0938
NU-SUM 0,4204 0,8290 0,1861 0,9799
NU-SUM/0 0,9537 >0,9999 0,3750 0,7422
NU-0 0,6013 0,7943 0,3750 0,7422
c Dzied Mann-Whitney (AB)
doswiadczenia PU-SUM PU-SUMvs | PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM | NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0
habituacja 1 0,3056 0,1508 0,5941 0,3097
habituacja 2 0,3949 0,4206 0,5135 0,3710
habituacja 3 0,1186 0,3095 0,1292 >0,9999
habituacja 4 0,1186 0,5476 0,5135 0,8591
trening 1 0,4445 0,5476 0,5135 0,9530
trening 2 0,4445 >0,9999 0,3097 0,3710
trening 3 0,6116 0,4206 0,8591 0,9530
trening 4 0,8001 >0,9999 0,7679 0,8591
trening 5 0,0806 0,4206 0,0553 0,1645
trening 6 0,5531 0,6905 0,5941 0,9530
trening 7 0,2300 0,5476 0,2065 0,4396
test 1 0,2661 0,4206 0,3097 0,9530
test 2 0,7826 0,6905 0,9314 0,9777
test 3 0,8001 0,8413 0,8591 0,7679
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Dzier Mann-Whitney (CD)
doswiadczenia PU-SUM PU-SUM vs PU-SUM NU-SUM/0
vs NU-SUM | NU-SUM/0 vs NU-0 vs NU-0

trening 1 0,6407 0,8518 0,4923 0,4278
trening 2 0,0701 0,2284 0,1471 0,5622
trening 3 0,3291 0,7546 0,3132 0,4923
trening 4 0,4494 >0,9999 0,2635 0,2198
trening 5 0,2611 0,7546 0,3676 0,7925
trening 6 0,8577 0,8518 0,9578 0,9578
trening 7 0,2938 0,3450 0,5622 0,9578
trening 8 0,2611 0,6620 0,2635 0,9578
trening 9 0,8456 0,6377 0,3002 0,3132
trening 10 0,5900 0,7546 0,8749 0,6354
trening 11 0,6407 0,6620 0,7925 0,8749
trening 12 0,1775 0,4908 0,3676 0,9578
trening 13 0,4494 0,2824 >0,9999 0,3676]
trening 14 0,1545 0,0426 0,6354 0,1471
test 1 0,1365 0,0813 0,3676 >0,9999
test 2 0,3042 0,1079 0,7712 >0,9999
test 3 0,2796 0,1079 0,7128 >0,9999

Strefa _ Wilcoxon _
Trening 1 vs 7 Trening 7 vs 14
Strefa bezkarmnikowa (A) 0,0234 0,8125
Strefa karmnikowa (B) 0,0234 0,8125
Strefa okotokarmnikowa (C) 0,0156 0,5625
Strefa karmnika (D) 0,0156 0,6250

Strefa _ Wilcoxon _
Trening1lvs7 Trening 7 vs 14
Strefa karmnikowa/bezkarmnikowa 0,2422 0,2188
Strefa okotokarmnikowa 0,0156 0,0313
Strefa karmnika 0,0156 0,6875

Liczba wej¢ (A) Czas (B)
Strefa Mann-Whitney Mann-Whitney
Strefa karmnikowa b.d. 0,2455
Strefa bezkarmnikowa b.d. 0,2455
Strefa karmnikowa/bezkarmnikowa 0,0503 b.d.
Strefa okotokarmnikowa 0,8183 0,0866
Strefa karmnika >0,9999 0,3967

Wilcoxon
Badane zmienne Doswiadczenie 11 Déwiadczenie 12
P-M (AC) | T-T (BD) P-M (EG) | T-T (FH)
Liczba wsadzé& nosa 0,1250 >0,9999 b.d. b.d.
Czas sesji 0,7695 0,0078 0,0313 0,0313

Wyniki

Tab. S14.0Odsetek czasu ggzonego w strefie bezkarmnikowej, karmnikowej, okotokarmnikowej i strefie karmnika dla
szczuréw PU podczas pierwszej, sid6dmej i czternastej sesji treningowej (Ryc. 26).

Tab. S15.Liczba wef¢ do poszczeg6inych stref klatki dla szczuréw PU podczas pierwszej, siodmej i czternastej sesji
treningowej (Ryc. 27).

Tab. S16.Liczba wef¢ do danej strefy i odsetek czasydgonego w danej strefie klatki podczas pierwszej sesji treningowej
u szczurow z grupy PU oraz szczuréw grupy NU{R¥c. 28); b.d. — brak danych

Tab. S17.Liczba wsadz& nosa oraz czas trwania sesji podczas dwoch dni ksztattowania reakcji instrumentalnej w protokole
11 i protokole 12 (Ryc. 29); b.d. — brak danych.
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Tab. S18.Liczba wszystkich préb, liczba odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych, liczba préb piyetindraz czas trwania
sesji treningowych podczas 14 dni treningu reaiénia dwickOw w protokole 11, protokole 11 bez uwaghiania wartsci
odstajicych (11/0) i protokole 12 (Ryc. 31); b.d. — brak danych.

Friedman Wilcoxon
P-M, prot. 11 (A) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 lvs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 0,0006 0,6089 0,0078 0,0313 0,5938
Odpowiedzi poprawne <0,0001 0,0003 0,3360 0,0078 0,0313 0,0781
Odpowiedzi niepoprawng  <0,0001 0,0007 0,1092 0,0078 0,0234 0,3828
Proby pominite <0,0001 0,0008 0,0542 0,0078 0,0234 0,1094
Czas sesji 0,0050 0,5438 0,4468 0,1250 >0,9999 0,1250
Friedman Wilcoxon
T-T, prot. 11 (B) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 1vs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 0,0001 0,3824 0,0078 0,0078 0,2617
Odpowiedzi poprawne <0,0001 <0,0001 0,1077 0,0078 0,0078 0,4961
Odpowiedzi niepoprawng  <0,0001 0,0002 0,0450 0,0039 0,0078 0,0156
Proby pomingte <0,0001 <0,0001 0,3537 0,0039 0,0078 0,0156
Czas sesji 0,0008 0,6058 0,0139 0,5000 >0,9999 >0,9999
Friedman Wilcoxon
P-M, prot. 11/0 (C) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 lvs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 <0,0001 0,5521 0,0313 0,0313 0,3125
Odpowiedzi poprawne <0,0001 <0,0001 0,8116 0,0313 0,0313 0,1875
Odpowiedzi niepoprawneg  <0,0001 <0,0001 0,1152 0,0313 0,0313 0,1875
Proby pomingte <0,0001 <0,0001 0,3134 0,0313 0,0313 0,4063
Czas sesji 0,0050 0,5438 0,4468 0,1250 >0,9999 0,1250
Friedman Wilcoxon
T-T, prot. 11/0 (D) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 1vs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 0,0001 0,7150 0,0156 0,0156 0,3438
Odpowiedzi poprawne <0,0001 0,0001 0,0229 0,0156 0,0156 0,6250
Odpowiedzi niepoprawneg  <0,0001 0,0003 0,0790 0,0156 0,0156 0,0313
Proby pomingte <0,0001 <0,0001 0,3139 0,0156 0,0156 0,0313
Czas sesji 0,0008 0,6058 0,0139 0,5000 >0,9999 >0,9999
Friedman Wilcoxon
P-M, prot. 12 (E) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 lvs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 0,0002 0,5473 0,0313 0,0313 0,3125
Odpowiedzi poprawne <0,0001 0,0004 0,5570 0,0313 0,0313 0,8438
Odpowiedzi niepoprawne 0,0023 0,0011 0,5832 0,0313 0,0313 0,8750
Proby pomingte <0,0001 <0,0001 0,9651 0,0313 0,0313 0,2500
Czas sesji b.d b.d b.d b.d b.d b.d
Friedman Wilcoxon
T-T, prot. 12 (F) Trening Trening Trening Trening Trening Trening
sesje 1-14 sesje 1-7 sesje 8-14 lvs 14 lvs7 7vs 14
Liczba wszystkich préb <0,0001 <0,0001 0,1112 0,0313 0,0313 0,2500
Odpowiedzi poprawne <0,0001 0,0007 0,1681 0,0313 0,0313 0,1563
Odpowiedzi niepoprawne 0,0044 0,0127 0,1061 0,0313 0,0313 0,3438
Proby pomingte <0,0001 0,0002 0,9387 0,0313 0,0313 0,2500
Czas sesji b.d b.d b.d b.d b.d b.d
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Mann-Whitney
9 Dzien odpowiedzi poprawne vs odpowiedzi niepoprawne
treningu | P—M, prot. T-T, prot. P—M, prot. T-T, prot. P-M, prot. T-T, prot.
11 (A) 11 (B) 11/0 (C) 11/0 (D) 12 (E) 12 (F)
1 0,5570 0,6840 >0,9999 0,7704 0,5606 >0,9999
2 0,9270 0,7794 0,9654 0,7762 0,0043 0,5130
3 0,6658 0,4454 0,6753 0,1352 0,0043 0,2576
4 0,6934 0,6320 0,1450 0,2984 0,8528 0,3701
5 0,7327 0,5138 0,6970 0,3333 0,5584 0,6732
6 0,2945 0,4456 0,0498 0,1917 0,0022 0,0065
7 0,5577 0,7272 0,3723 0,5659 0,4113 0,5108
8 0,6136 0,2178 0,1775 0,0338 0,4545 0,3918
9 0,9883 0,2137 0,8485 0,1224 >0,9999 0,0281
10 0,3409 0,2470 0,1710 0,0227 0,0043 0,1212
11 >0,9999 0,8356 0,5736 0,4703 0,1688 0,2835
12 0,0949 0,0906 0,0022 0,0035 0,1623 0,6147
13 0,5863 0,5611 0,6991 0,7768 0,2294 0,0325
14 0,6136 0,0915 0,2186 0,0064 0,0693 0,0108

Tab. S19.Czas do wsadzenia nosa w jeden z dwoch otworéw na nos w trakcie sesji treningowejanozr @wickow
w daswiadczeniu 11, dawiadczeniu 11 bez uwzglniania wartéci odstajcych (11/0) i déwiadczeniu 12 (Ryc. 32).

DN

Doswiadczenie 11 Doswiadczenie 11/0 Doswiadczenie 12
(AB) (CD) (EF)
Czas do wsadzenia nosa Friedman| Wilcoxon| Friedman Wilcoxon Friedman  Wilcox
Trening Trening Trening Trening Trening Trening
1-14 lvs 14 1-14 lvs 14 1-14 lvs14
Sredni czas dla grupy-®1 0,0277 0,6523 <0,0001 0,5625 <0,0001 0,0313
Sredni czas dla grupy-TT <0,0001 0,1289 <0,0001 0,0156 <0,0001 0,0313
Sredni czas dlafM + T-T <0,0001 0,0987 <0,0001 0,0046 <0,0001] 0,0005
Sredni czas do odpowiedzi poprawnej | <0,0001 0,9800 <0,0001 0,1460 <0,0001 0,0005
Sredni czas do odpowiedzi niepoprawndj <0,0001 0,0878 <0,0001 0,0166 <0,0001 0,0005
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4.13. Suplement

Tab. S20. Odsetek zdobytych nagréd przez szczury przypardkowane do poszczegoélnych grup w poszczegolnych
sesjach treningowych(dane wyjciowe dla Ryc. 13). Dni, w ktérych dany szczur uzyskat 100% nagréd zaznaczono kolorem

niebieskim.
Grupa NU-0
Dzien treningu

szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 1p 13 14

1 73,3| 70,0/ 80,0 300 30,0 533 433 46,7 1p0 26,7 400 43,3 40,0 |433
2 63,3| 76,7 333 167 400 400 200 233 4p0O0 50,0 86,7 23,3 |233 |36,7
3 100| 6,7| 533 133 26 67 233 433 267 76,7 16,7 [16,7 |6,7 10,0
4 13,3| 0,0 0,0 13,3 6,7 6,7 267 333 26,7 27 16,7 Y00 [73,3 (233
5 30,0| 40,0] 13,3 233 338 26/7 433 333 1b7 133 B00 16,7 |10,0 | 13,3
6 333| 67 16,7 3,3 3,3 6,7 383 233 400 283 6,7 10,0 |3,3 |10,0
7 20,0 | 26,7] 20,0 6,7 100 6,7 0,0 3,3 3i3 3,3 ,0 5,7 0,0 3,3
8 26,7 | 20,0] 6,7 0,0 0,0 0,4 0,0 3,8 0|0 0,0 0,0 D,0 D,0 0,0

9 20,0 | 30,0/ 3,3 3,3 3,3 3,3 3,8 0,0 6|7 0,0 3,3 D,0 D,0 0,0
10 40,0| 13,3] 10,0 0,0 0, 6,7 3,8 6,7 6,7 g,0 0,0 D,0 13,3 |0,0
11 40,0| 10,0f 0,0 6,7 0,0 0, 100 6,7 0j0 g,0 3,3 0,0 0,0 0,0
12 6,7 33| 20,0 67 16,7 0,C 16/7 0/ 0j0 3,3 6,7 5,7 0,0 6,7
13 10,0| 20,0, 6,7 10,( 3,3 0, 6, 6,7 13,3 1Dp,0 3,3 6,7 0,0 |10,0
14 0,0 6,7 6,7 0,0 3,3 138 00 400 10,0 18,3 D,0 6,7 0,0 3,3
15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0 0,0 0,0 3,3 0,0 D,0 3,3
16 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0, 0,0 0,0 0j0 Q,0 0,0 D,0 0,0
17 10,0 33| 26,7 67 10,0 13,3 10,0 6}7 0,0 0,0 3,3 3,3 3,3 3,3
18 60,0| 90,0 300 100 500 300 100 OO0 4p,0 50,0 20,0 [20,0 (20,0 |40,0
19 90,0| 60,00 300 10,0 10,0 200 10,0 00 g0 10,0 100 pO,0 |10,0 |20,0
20 40,0| 70,0 90,0 30,0 60 400 0,0 40,0 3p0 400 20,0 (70,0 |50,0 |20,0
21 30,0| 10,0/ 300 30,0 50,0 200 O0OJ0 30,0 2p,0 200

22 70,0| 00| 30,0 10,0 10 100 OO 500 1p,0 10,0

23 10,0| 20,0/ 10,0 10, 0, 0,0 10,0 0j0 0,0 0,0

24 0,0 00| 20,00 0,00 200 100 0, 0/0 0,0 20,0

25 90,0| 63,3] 80,0 63,3 36/ 13|]3 24,7

26 86,7| 36,7] 13,3 20, 3,3 3,8 3,8

27 53,3| 66,7/ 433 60,0 20,0 233 20,0

28 40,0| 10,0 6,7 16,7 30,0 13[3 10,0

29 16,7| 3,3 10,00 10,( 0,0 3,3 6,/

30 13,3| 16,7| 6,7 6,7 3,3 0,( 6,7

31 6,7 10,0] 6,7 16,7 16,y 133 6

32 3,3 6,7 6,7 6,7 3,3 6,7 10,0

33 3,3 6,7 6,7 6,7 10,( 3,3 0,0

34 0,0 3,3 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0
Grupa NU-D1

Dzien treningu

szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 1p 13 14

1 100,0( 100,0| 80,0 | 96,7| 100,0| 100,0| 93,3 | 33,3| 20,0, 76,7 100,0| 23,3 | 36,7 | 100,0

2 100,0| 100,0| 100,0| 90,0 | 100,0| 66,7 | 100,0| 100,0| 100,0| 90,0 | 73,3| 76,71 50,0 43,8

3 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 83,3 | 56,7| 66,7] 93,3 50,0 567 56,7 26,7 267
4 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 50,0 | 40,0/ 10,04 104 30,0 10,0 10,(00,0f 0,0 | 10,0

5 100,0| 100,0| 100,0| 50,0 | 90,0| 100,0| 60,0 | 60,0 20,0/ 100,0| 40,0 | 40,0 40,0f 70,0

6 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 60,0 | 30,0] 0,0| 10,0 30, 200 50,0 40,0 30,0
7 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 30,0 | 40,0| 40,00 20, 30,0 400 50,0 30,0 3p0
8 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 40,0 | 20,0 20,0/ 30, 30,0 200 70,0 50,0 3p0 20,0
9 100,0| 100,0| 100,0| 80,0 | 30,0 30,00 50, 40,0 600 50,0 40,0 20,0 40,0 60,0
10 100,0| 50,0 | 40,0|100,0| 20,0 | 50,0 20,00 60, 60,0 200 30,0 70,0 2p,0 20,0
11 100,0| 100,0| 20,0 | 20,0 20,0f 50,9 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 60,0 | 50,0

12 100,0| 80,0 | 100,0| 50,0 | 100,0| 40,0 | 20,0 40,00 10, 30,0

13 100,0| 36,7 | 16,7| 16,7/ 76,7100,0| 93,3

14 100,0| 20,0 | 13,3| 6,7 10,0 0,0 10,0

15 100,0| 66,7 | 13,3| 30,00 13,3 6,7 138
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16 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 66,7 | 36,7
17 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 76,7

Grupa NU-SGL

Dzien treningu
szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 12 183 14
1 56,7 | 66,7 100,0| 90,0 | 23,3| 26,7] 26,4 4338 5383 333 633 433 36,7 467
2 36,7| 6,7 33| 133 6,7 100 30{0 30,0 46,7 60100,0] 53,3 | 26,7| 50,0
3 80,0 | 100,0{ 70,0 | 70,0 40,00 40,0 0 300 100 00 100 100 10,0 10,0
4 60,0| 30,0f 700 30,0 600 700 400 10,2000| 30,0| 40,0 60,00 60Q 500
5 40,0 | 50,0f 60,0 20,0 200 30/0 60,@000| 10,0 60,0

Grupa NU-CEN
Dzien treningu

szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 12 13 14
1 46,7 | 66,7 63,3 30,0 16,/ 26/7 83100,0| 93,3 |100,0|100,0| 100,0| 86,7 | 56,7
2 43,3| 10,0) 13,3 10,0 10,0100,0|100,0| 100,0| 100,0| 66,7 | 76,7| 23,3] 43,3 36,7
3 50,0 | 10,0| 100,0| 100,0| 100,0| 26,7 | 20,0] 73,3 73,3 80,0 333 433 300 300
4 50,0 | 50,0| 80,0 100,0| 100,0| 50,0 | 100,0| 20,0 | 50,0/ 30,00 50, 20,0 10,0 10,0
5 70,0 | 20,0|100,0| 100,0| 80,0 | 100,0| 50,0 | 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 70,0 | 50,0

Grupa PU-PROG
Dzien treningu
szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 12 183 14
1 43,3 | 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
2 66,7 | 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
3 36,7 | 83,3]|100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
4 16,7| 3.3 3,3 0,0/ 13,3 20,0p200,0|100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
5 10,0 | 50,0/ 60,0 40,0 100 200 200 400 4p0 10,0 B@00,0|100,0| 100,0
6 80,0| 70,0/ 80,0 40,0100,0f 1000/ 90,0 | 90,0/ 90,00 80, 90,0100,0{100,0| 100,0
7 90,0 | 40,0/ 50,0 70,0 60,0100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
8 50,0 | 50,0] 90,0 100,0| 100,0/ 70,0 | 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
9 100,0| 100,0| 50,0 | 33,3|100,0| 100,0| 100,0
10 100,0| 100,0| 83,3 | 26,7|100,0| 100,0| 100,0

Grupa PU-MAX

Dzien treningu
szczur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 12 13 14
100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 1200,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 1200,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 200,0| 100,0| 100,0

QR |WIN|F-

Skrypty do doswiadcze rozrézniania dzwgkdéw z wykorzystaniem otworéw na nos jako
operandumopublikowano w bazie figshare.com.

e ksztattowanie reakcji instrumentalnej, DOI: 10.6084/m9.figshare.23586735
e trening, DOI: 10.6084/m9.figshare.23586729

Materiaty wideo prezentage szczury w warunkowaniu instrumentalnym opublikoava
w bazie figshare.com.

e trening USV, DOI: 10.6084/m9.figshare.23586738
e trening wsadzania nosa w otwor, DOI: 10.6084/m9.figshare.23586726
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5. Dyskusja

5.1. Podsumowanie wynikow

Uzyskane w ramach przeprowadzonych doswiafiazgniki pokazaty,ze szczury jako cata
grupa nie uczyly s wokalizowania, by uzyskanagrode¢ pokarmowy. Jako ze zadna

z modyfikacji protokotu doswiadczalnego nie wptyneta w sposéb widoczny nagppost
w uczeniu si zwierzt, wyniki z doswiadczé 1-6 dodatkowo pogrupowano na podstawie
arbitralnie przygtego kryterium uczenia giuzyskanie maksymalnej liczby nagrod w czasie

kazdej z trzech ostatnich ses;ji treningowych.

Szczury poddane warunkowaniu instrumentalnemu wksadosci (80%, n = 61, ,nieugee
sie”, NU) nie zwkkszaty liczby nagradzanych pokarmowo reakcji inseatalnych (emis;ji
USV 50-kHz) w czasie kolejnych sesji treningowych. Z kolei u mniejszgjccaszczuréw
(20%, n = 15, ,potencjalnie ugze s¢”, PU) obserwowano pewne zmiany w zachowaniu,

sugerufce zachodgcy proces asocjacji i wzmocnienia nagradzanego xeahia.:

- czas sesji treningowej skraca¢ si szczuréw PU w przeciwistwie do szczurow NU,
u ktérych czas ses;ji nie ulegat zmianie lub wydtuze} si

- czestos¢ wokalizowania byta wagza u szczuréw PU niu szczuréw NU, zaréwno
w sesjach treningowych, jak i testowych;

- w kolejnych sesjach treningowych odsetek nagrodzonych USV u szczuréw PU rést
w stosunku do wszystkich emitowanych USV, jak i do emitowanych USV 50-kHz;

- nagradzane USV byly emitowane w seriach, zaréwno u szczuréw PU, jak i u szczuréw
NU, jednak wraz z pogbem treningu szczury PU emitowatyeeej USV w obebie

pojedynczej serii i szczury NU.

Co wigcej, zachodzity zmiany we wdaiwosciach USV, ktore mogtyb§wiadczy o preferencji
emisji USV 50-kHz przez szczury PU:

- USV 50-kHz wraz z kolejnymi sesjami treningowymi byty dtuzsze u szczuréw PU ni
NU; szczury PU mialy diluzsze USV 50-kHzznszczury NU rownig w sesjach
testowych;

- USV 50-kHz emitowane w seriach przez szczury PU byly nie tylko dtuzsze
niz u szczurow NU, ale byty takze emitowane zksiza czcstosch;

- odsetek krotkich USV 22-kHz, emitowanych przez szczury PU zabsk.
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Dodatkowo u szczurow NU pokazano istotne zmiany w zachowaniu:

- czestos¢ wokalizowania obnata sé wraz z kolejnymi sesjami treningowymi;
- odsetek krotkich USV 22-kHz, emitowanych przez szczury NU, utrzymywat si

lub wzrastal.

Opisane zmiany w zachowaniu szczurow PU maglyadczy o zachodacym procesie
uczenia s, a zarazem mogty liykonsekwengj zastosowanego kryterium podziatu zwigrz
na grupy. Istnieje jednak grupa zmian, ktééaiadczyta o wysipieniu uczenia 8i
I jednoczénie nie wynikata z przytego kryterium:

- czas sesji skracatesu szczuréw PU-MAX;

- czasu sesji treningowej skracat si szczuréw PU-PROG przez pierwsze trzy sesje
treningowe z maksymaina liczba nagrod,;

- wzrost czstosci wokalizowania mgdzy pierwsz sesj testows a ostatry treningov,

obecny w grupach PU i NU, byt viegzy w grupie PU.

W ramach doswiadczekontrolnych wykazano takzee maliwe jest uwarunkowanie tych
samych szczurow na wsadzanie nosa w otwor. Po zastosowaniu zaproponowanych protokotow
uczenia rozrozniania dzekow nie stwierdzono procesu uczenia, siatomiast wykazano,

ze szczury, by uzyskanagrode pokarmow wsadzaty nos w otwor coraz szybciej.

5.2. Protokét warunkowania instrumentalnego wykorzystugcy szczurze
wokalizacje ultradzwiekowe jako reakcje instrumentalng nie okazat sie
wystarczajaco skuteczny

Protokot warunkowania instrumentalnego wykorzygtyj szczurze USV 50-kHz jako
pozadane reakcje, opracowany w ramach niniejszej rozagre@chuje skutecznosé na poziomie
20%. Jego skutecznosé jestewiniska. Mozna w tej sytuacji rozwg kilka przyczyn tego

niepowodzenia.

Naturalny poziom wokalizowania szczura jest cecha silnie indywidu@amce szczuréw
stada Wistar zwykle rozpisie czestosch wokalizowania, nawet w warunkach gjowych
(Brudzynski i Pniak, 2002; Schwarting wsp., 2007; Wohr i Schwarting, 2007).
W przeprowadzonych doswiadczeniach e&z szczurow cechowala niska estosé
wokalizowania (Ryc. 17E, Tab. S20). Jednym z zataygracowywanego W niniejszej pracy
protokotu warunkowania mogtoby bBbywstepne wykluczenie szczuréw o0 niskiejestosci

wokalizowania, jednak prowadzitoby to prawdopodobnie do odrzucania znacazsej cz
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zwierzgt. Co wiecej, na podstawie wartosci wigiowej czstosci wokalizowania szczuréw nie
mozna przewidzié postpow w warunkowaniu instrumentalnym w kolejnych dhiaSzczury
z wysoka czstosch wokalizowania pierwszego dnia treningu ostateczomzielity st na
dwie grupy, jedna nieueia sie (NU-D1) i jedng potencjalnie ugea sie (PU-MAX). Z kolei
10 szczuréw o poatkowo niskiej czstotliwosci wokalizowania utworzyto jedng z grup
szczurow PU (PU-PROG,; Ryc. 17E).

Doswiadczenie przeprowadzanecznie, w sposéb nieautomatyczny jest nare na kjd
ludzki. Nagradzane zachowanie szczura, tj. USY zjgwiskiem bardzo krétkotrwatym,
trwajacym od 10 ms do 150 ms (Brudzynski, 2013). W warwdau instrumentalnym
kluczowe jest, by czas mdzy nagradzanym zachowaniem a otrzymaniem nagrody by
odpowiednio krotki (Skinner, 1961; Carlson i Wielkiewicz, 1972; Schindkep., 1993). B§
moze nawet najszybsza mozliwa reakcja ze strony eksperymentatora, pgoavddavydania
nagrody, byta zbyt wolna, by doszto do uczenia asocjacyjnego u szczura. Reakcja ta
mogtaby zosté skrocona poprzez wkszy automatyzaej obstugi klatki do warunkowania.
Jednakze préby warunkowania szczurow na wiasne US\efmopizez inne zespoty wykazaty,
ze trening przeprowadzany ze zautomatyzowanym wyd@&wanagrody przynosi podobne
rezultaty co trening przeprowadzargznie (Johnsonwsp., 2022).

W doswiadczeniu zastosowano deprywagiokarmowg. Ograniczenie dogbu szczuréw

do paszy, na poziomie takim samym, jak w prezentowanych doswiadczeniach, jest stosowane
w warunkowaniu instrumentalnym powszechnie, gdgst czynnikiem motywarym

do zdobywania nagrody pokarmowej (Schindlessp., 1993; Saito i wsp., 2016; Frieteisp.,

2017). Grupa szczuréw, k#orpozbawiono pokarmu na 48 h przed doswiadczeniem,
wokalizowata na podobnym poziomie co grupa szczurow posdadiosip do paszy tylko

przez jedna godzing w ggu doby (Pertsov wsp., 2012). Z kolei w pracy stogog]
wzmacnianie emisji USV 50-kHz gtbwnym pokarmem szczuréw byly nagrody pokarmowe
podczas sesji treningowych przeprowadzanych raz dziennie przez 6 tygodni (Johnson i wsp.,
2022); u szczurdéw tych liczba wokalizacji rosta wraz z kolejnymi tygodniami treningu.
Wiadomo take, ze szczury wokalizajw pamie 50 kHz, zaréwno w klatce znanej, jak i nowej,
niezalenie od tego, czy byly uprzednio poddane deprywagkagomowej czy te posiadaty
swobodny dosip do paszy. Jednakze estos¢ wokalizowania byta wksza u zwierat

z dostpem do paszgd libitum, dlatego zasugerowane deprywacja pokarmowa moze mie
ttumiacy wptyw na wokalizag w pamie 50 kHz (Schwarting wsp., 2007). Istnigj zatem
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przestanki pozwalage sdzi¢, ze deprywacja pokarmowa moze midziatanie hamuare
na czstos¢ emisji USV 50-kHz, lecz nie mozna stwiekdt#go jednoznacznie.

Stosowanie deprywacji pokarmowej wymaga chowu pojedynczego. Wraz z regigmez
deprywacji pokarmowej zwiegta, uprzednio chowane w klatkach w parach, rozdaesta/ty

do klatek indywidualnych. Byto to konieczne dla vdiavego monitorowania ilosci spgtej
paszy. Taka zmiana moze wphdna emis} USV 50-kHz, ktore sformg komunikacji szczura

(w tym przypadku osamotnionego) z innymi przedstawicielami jego gatunku. Jednalg istniej
liczne doniesienia wskazige na toze izolacja dorostego szczura powoduje wzrogsttici

emisji USV 50-kHz. Szczury chowane pojedynczo w klatkach przez 32 dni wokalizowaty
znacznie intensywniej przed oraz po zaprezentowaniu USV z glosaikatreymane w parach
(Olszynski i wsp., 2020). Szczury chowane pojedynczo wokalizowakceyiniz szczury
trzymane razem, zardwno podczas zabawy (Knutson i wsp., 1998), jak i podczas taskotania
przez eksperymentatora, co jest odpowiednikiem zabawy z innym osobnikiem (Panksepp i
Burgdorf, 2000; Burgdorf i Panksepp, 2001). W pracach wykorzystcii warunkowanie
szczuréw na emigj USV 50-kHz zwiergta w czasie trwania catej procedury chowano
pojedynczo (Johnson i wsp., 2013; Shembekp., 2021) powotgL sk na prae, w ktérej
szczury chowane pojedynczo przez 29 dni wokalizowaly znacznie intensywniej od tych
chowanych w grupach (Panksepp i Burgdorf, 2000). Wydaje/ist, ze trzymanie szczurow
pojedynczo w klatkach nie powinno wplysva hamujco na wokalizowanie w
przeprowadzonych dedadczeniach. Co wcej, taki chéw zwiert moze wptynaé
motywujaco na emigj USV 50-kHz. Jednakze nalgtakze uwzgidni¢ fakt, ze izolacja moe
wplywaé na zachowanie szczuréw. Samce szczurOw chowandymgjeo przez 14 miesiy

miaty zwiekszone potrzeby kontaktu z innym osobnikiem w por@mma ze szczurami
trzymanymi w grupach (Templémwsp., 2018). Wydaje siwiec, ze izolacja szczurOw moze
mie¢ wptyw na charakter emitowanych ultradzk®w — mog w nich przewaac te o znaczeniu
spotecznym, a wic wyrazajace w wikszym stopniu potrzebe kontaktu z drugim osobnikiem,
tzn. bardziej ,spoteczne” mibehawioralnie ,obejne” — taka zmiana wiaiwosci USV
mogtaby mi€ negatywny wptyw na proces uczeniasiramach proponowanego w niniejsze;j
pracy protokotu.

Do potencjalnych przyczyn niepowodzenia w opracowaniu protokotu warunkowania
instrumentalnego wykorzystigego USV szczuréw moze naé rowniez biologiczna rola

tychze wokalizacji w wyraaniu wewnetrznego stanu emocjonalnego szczura. Juz w latach

siedemdziegitych XX w. sformutowano hipotez ze wokalizacje ultradzwkowe gryzoni
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odzwierciedlag stan ich pobudzenia i wywotujpodobny stan u pobliskich zwietz(Bell,

1974). W kolejnych latach opisywano znaczenie USV szczurbw w kontaktach
migdzyosobniczych. Opisano USV 22-kHz emitowane podezgesywnych spotkadwoch
samcow (Thomaswsp., 1983), a w efekcie zaproponowano drigotez mowiaca, ze USV
50-kHz i USV 22-kHz maj znaczenie w komunikacji spotecznej (Barfield i Thamn1986).
Potwierdzeniem znaczenia komunikacyjnego szczurzych USV jest reakcja szczurOw na
prezentowane z gtosnika USV: zkiszenie aktywnosci motorycznej i podchodzenie w
kierunku prezentowanych USV 50-kHz oraz zmniejszenie aktywnosci motorycznej szczura po
prezentacji USV 22-kHz (Brudzynski i Chiu, 1995; Wo6hr i Schwarting, 2007; @d&ziywsp.,

2020). Obie te hipotezy niey svzajemnie wykluczare s¢ — wskazu jednak na zwazek

emisji USV z emocjami i sytuacjami gdzyosobniczymi, a nie ze zdobywaniem nagrody.
Mozna zatem przypuszaoZae naturalna, biologiczna rola USV, kigest wyraanie przez te
zwierzeta wewnetrznego stanu emocjonalnego, mogta ¢mmeekorzystny wptyw na
skutecznos¢ omawianego Ww ramach niniejszej pracy protokotu nkamwania
instrumentalnego wykorzystigego USV 50-kHz. Jednociree, stosowane w warunkowaniu
instrumentalnym powszechnie naciskaniewighi i wsadzanie nosa gs reakcjami
motorycznymi, eksploracyjnymi, powdanymi ze zdobywaniem pokarmu — co moze

ttumaczy wieksz skutecznos¢ ich zastosowania.

Do prawdopodobnych przyczyn niskiej skutecznosci prezentowanego w niniejszej pracy
protokotu warunkowania instrumentalnego mgleczestos¢ wokalizowania u szczuréw, ktora
jest cecha silnie indywidualna; przeprowadzanie doswiatlomesposOb nieautomatyczny,

co naraa doswiadczenie na 4d ludzki wikszy ni w przypadku zautomatyzowania;
stosowanie deprywacji pokarmowej, ktora moze érieiatanie hamuagce na cgstos¢ emisji

USV 50-kHz; izolacja szczurow chowanych pojedynczo mogtat miptyw na charakter
emitowanych przez nie USV (wyrajace potrzebe kontaktu z drugim osobnikiem).
Opracowanie protokotu warunkowania instrumentalnego z wykorzystaniem USV 50-kHz
szczurOw wiaze Sk z wyzwaniem stawianym tym zwietom, ktére maj za zadanie
rozréznienie dwoch powoddéw emisji USV 50-kHz — w celu yiimania nagrody i w ramach
wyrazania apetytywnego stanu emocjonalnego. Czyntakd jak wsadzenie nosa w otwor czy
naciskanie dzwigni jest niepoydana ze stanem emocjonalnym szczura tak silnie gk U

i dlatego w przypadku jej yzia nie wys¢puje komplikacja zwjzana ze znaczeniem

biologicznym/behawioralnym USV.
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5.3. Zastosowanie modyfikacji protokotu doswiadczalnego nie wptyneto na zmign
jego skutecznosci

Modyfikacje wprowadzone do protokotu doswiadczalnego miaty na celgksaenie jego
efektywnosci. W pierwszym kroku zdecydowane sa zwekszenie liczby sesji treningowych

I maksymalnej liczby nagrdd podczas jednej sesji (Tabela 1). Poniéwaiadczenie polegato

na nagradzaniu szczurow za ich wiasmokalizacg w pamie 50 kHz, kolejne modyfikacje
miaty na celu zwjkszenie cegstosci emisji USV 50-kHz, ktGre naginie mozna bytoby
wzmacnia przez podawanie nagrody pokarmowej. Czynnikami zageymi zwierzta do
wokalizacji byty: przeprowadzanie treningu w fazie ciemnej, przyzwyczajanie do klatki do
warunkowania, obecnogktiotki z zapachem drugiego szczura z klatki (od ég@rw ramach
deprywacji pokarmowej szczur badany byt izolowany) oraz odtwarzane z gtosnika USV 50-
kHz (Tabela 1). Mimo zastosowanych zmian protokotu¢kg#dosci szczuréw nie stwierdzono
zwiekszonej cestosci wokalizowania w panie 50 kHz, przez co mbwos¢ otrzymania

nagrody zachodzita rzadko.

Wykorzystywane w doswiadczeniach nagrania zawiesjuUSV 50-kHz, zgodnie z wieglz
literaturovy, miaty zwiekszy czestos¢ wokalizacji u szczurow, a tym samym ek@zy¢ szanse
na uczenie siinstrumentalne szczuréw i wytworzenie asocjacjidny wokalizacy a nagrod

w postaci pokarmu. Szczury odpowiagatasngwokalizacy na prezentowane z gtosnika USV
50-kHz (Wdohr i Schwarting, 2007; Olsaskii wsp., 2020). Prezentowane USV wykorzystane
w doswiadczeniu nie przyniosty jednak oczekiwanych rezal w postaci zwkszonej liczby
szczuréw emitygcych USV 50-kHz, aby uzyskanagro@d. Zespot dr. M. Wohra pokazat,
ze podczas pierwszej prezentacji USV 50-kHz z gtosnika ilos¢ uwolnionej dopamiggreej
poHlezacym przypomina sytuagjptrzymania nagrody pokarmowej, jednak odpowiedgdize
poHlezacym szybko wygasa wraz z kolejnymi odtworzeniamotegmego nagrania (Willuhn i
wsp., 2014). Mozna wc przypuszczg ze prezentacja tych samych nagkaSV 50-kHz nie
sprawdza si w doswiadczeniach dtugoterminowych, gdyszczury wraz z kolejnymi

powtdrzeniami przestajna nie reagowa

Jako jeden z elementow may na celu zwikszy¢ czestos¢ emisji USV 50-kHz wykorzystano
sciotke pochodaca z klatki szczura chowanego wenéj ze szczurem poddawanym
warunkowaniu. Wczaie] wykazanoze szczury wokalizajw pamie 50 kHz w odpowiedzi

na obecny w klatce zapach innych szczuréw (Brudzynski i Pniak, 2002). Jednak wniosek ten
sformutowano na podstawie @wiadczenia trwajcego cztery dni, dlatego mozna

przypuszczé, ze prezentowanie szczurom zapachu tego samego szmzemdwa tygodnie
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moze, podobnie jak prezentacja tych samych nagrgtosnika, nie sprawdzasie jako bodziec
zwiekszapcy liczbe wokalizacji w doswiadczeniach diugoterminowych.

Doswiadczenia zaeto przeprowadza w ciemnej fazie doby, poniewajest to zgodne

z naturalng aktywnosai dobowg szczuréw (Schweinfurth, 2020). Mozna zrlerzykiady
doswiadcz@& z wykorzystaniem USV przeprowadzanych w ciemnegfaoby (W6hri wsp.,

2008; Wrighti wsp., 2010; Rostron i wsp., 2017; Rieaesp., 2020), ¥rod nich g tez prace z
modelem warunkowania instrumentalnego wykorzystego USV szczuréw (Johnsowsp.,

2011; Johnson i wsp., 2022). Jednak mimo wprowadzenia tej zmiany do protokotu
doswiadczalnego i przeprowadzania procedur w fazie mggndoby nie stwierdzono

zwickszenia si liczby szczurow wokalizagych, by zdoby nagrode pokarmow

5.4. Szczury uprzednio nagradzane za USV 50-kHz nabywgjumiejetnosé
wsadzania nosa w otwor

Brak wzmocnienia wokalizowania w faie 50 kHz, mimo nagradzania tego zachowania,
mogtoby by wynikiem niewtd@ciwych warunkéw panggych w Pracowni Behawioralno-
Metabolicznej IMDIK PAN. Dlatego w celu przekonania,Stzy zwierzta wykorzystane

w warunkowaniu instrumentalnym mozna uwarunkéwaizyciem wykorzystywanego w ww.
Pracowni sprztu, zwierzta uprzednio poddane wzmacnianiu wokalizacji lub aenianiu
wokalizacji w odpowiedzi na USV emitowane z gtosnika dodatkowo poddano procedurze
wzmacniania reakcji ruchowej polege¢j na wsadzeniu nosa w otwor $gianie klatki.
Podczas tej procedury wytwarzania reakcji instrumentalnej zdecydowakszod¢ szczurow

(n = 35 na 36) uzyskiwata maksymalng liczbe nagrdod juz podczas pierwszego treningu.
Umiejetnos¢ ta utrzymywata gina niezmiennej maksymalnej wysokosci do ostatniej sesji

treningowej (Ryc. 14A).

Wytworzenie u zwiergt asocjacji mgdzy wsadzeniem nosa w otwér a otrzymaniem nagrody
jest czsto wykorzystywane na wgnym etapie doswiadczenia, przed rozpmoEm
nastpnych zaawansowanych procedur uczeriglsopuch i Popik, 2011; Maigrwsp., 2012;
Bassareo i wsp., 2015). Pokazanme, umiegtnos¢ wsadzania nosa w otwor przychodzi
szczurom tatwiej ni naciskanie dzwigni (Schindléwsp., 1993). U szczuréw warunkowanych
w fazie treningowej na wkladanie nosa w jeden z dwoéch otworéw pokazansgczury
osiaggnety obrane kryterium uczeniaguz pierwszego dnia treningu, odsetek portygch prob
zmniejszat s3, a czas do wsadzenia nosa w otwor w kolejnych cegj@ningowych ulegat

szybkiemu skracanius{Yawatai wsp., 2018).
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Otwor przygotowany na wykrycie wsadzenia nosa jest oldwakgmi najczsciej stosowanym
operandum USV powstaj w wyniku konkretnego stanu afektywnego szczura, niéav
podczas uczeniagiwsadzania nosa w otwor (Ryc. 15). W przeprowadzodgiwiadczeniu
pokazano cgstos¢ wokalizacji na tym samym poziomie jak w warunkowana emisj
wiasnych wokalizacji. Wynik ten wskazuje na te,nabywanie nowej reakcji instrumentalnej
polegajcej na wsadzaniu nosa w otwor, aby uzyskagrode, nie mialo wplywu na stan
emocjonalny szczurow. W zwzku z tym mozna zaproponowaprzeprowadzenie
doswiadczenia na grupie szczurow naiwnych, u ktérychmamniana bedzie reakcja wsadzania
nosa w otwér za pomac nagrody wraz z nagrywaniem ultradekdw w trakcie
doswiadczenia. Pozwolitoby to na peten obraz sytuagjisg USV, w ktorej szczury

s3 warunkowane instrumentalnie po raz pierwszy.

5.5. Szczury poddane warunkowaniu instrumentalnemu wykazwj roznice

w czestosci wokalizacii

Szczury PU i NU rénity si¢ intensywnogia wokalizowania we wszystkich sesjach
treningowych (Ryc. 17A, Tab. S5b) i we wszystkich sesjach testowych (Ryc. 17B, Tab. S5b);
czestos¢ wokalizowana byta wgza w grupie PU-SUM niNU-SUM. Dodatkowo cgstosé
wokalizowania u szczurow PU-SUM pozostata stata w kolejnych dniach treningu, a u szczuréw
NU-SUM obniata s¢ (Ryc. 17A, Tab. S5a).

Szczurze USV 50-kHz odgrywajstotng rok w komunikacji socjalnej. Emitowang podczas
kontaktow z innymi osobnikami, np. podczas zabawy. USV te wsk#akiie na apetytywny
stan emocjonalny szczuréw paygany z uwalnianiem sidopaminy (Brudzynski, 2009).
Zachowania szczuréw w trakcie fazy treningowej objaygijseé uzyskiwaniem maksymalnej
liczby nagrod przez wszystkie sesje, na ptiazlub w czasie pojedynczych treningéw, mozna
ttumaczy apetytywnym stanem emocjonalnym jakiego doswiadczgczury. Stan ten
powiazany jeskcisle z emisy USV 50-kHz. Pokazanage szczury wokalizajw pamie 50 kHz

w oczekiwaniu na nagred- tuz przed jej podaniem (Burgdamsp., 2000; Buck i wsp., 2014).
Nagradzanie w klatce do warunkowania szczurow poddanych deprywacji pokarmowej mogto
wywotaé u nich apetytywny stan emocjonalny, w wyniku kt@rewsilita s¢ emisja USV 50-
kHz. Dzkki temu mogto daj¢c do potencjalnego uczenia aasocjacyjnego,atzacego USV

z nagroda, a zarazem mogto dprzeszkoda w uczeniu ¢sigdyz USV mogly powstawa

w wyniku pozytywnego skojarzenia klatki z nagroda, a nie wokalizowaniem za gagrod
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5.6. U szczurow potencjalnie ucgcych sie mozna wyrdzni¢ zachowania wskazuace
na uczenie sie

Szczury PU charakteryzowatyegpewnymi zachowaniami sugegaymi wysgpienie u nich
procesu uczenia giasocjacyjnego. Co istotne, niektére z tych zachiomia byty wynikiem

z przyjetego arbitralnie kryterium podziatu zwiatzha grupy.

W grupie szczurow PU pokazano skracangecgasu sesji treningowych w kolejnych dniach,

co pozostaje w kontkaie do szczuréw NU, gdzie czas ses;ji nie ulegat miibub s¢ wydtuzat

(Ryc. 12D, Tab. S3b). W modelu warunkowania instrumentalnego wykorgysggy USV
szczuréw jako wzmacniane reakcje wskazamm,czas sesji treningowej, w jakim szczury
spetnialy obrane przez eksperymentatora kryterium wokalizowania, wynosit od 5 do 10 min
(Johnson i wsp., 2011; Johnson i wsp., 20BRJnak w.adnej z prac, w ktdrych wykorzystany

jest ten model, nie przedstawiono dtugosci sesji dla poszczegoélnych szczuréw (dynamiki

skracania si sesji treningowych w ggu trwapcej kilka tygodni fazy treningowej).

Udziat nagrodzonych USV we wszystkich emitowanych USV oraz w USV 50-kHz podczas
sesji treningowych byt wyszy u szczurow PU niu szczurow NU (Ryc. 18), co moze
swiadczy¢ o wzmocnieniu wokalizowania w tym gmaie czstotliwosci w wyniku
warunkowania. Podobna obserwappkazano w pracy Johnsowsp., 2011, w ktorej podczas
fazy treningowej nagradzano szczury za emimpdulowanych USV. Na skutek treningu
obserwowano wzrost estosci wokalizacji oraz liczby emitowanych modulowanyd8V —

nie pokazano jednak, by wzrost ten byt statystycznie znamienny.

Stwierdzono, ze w treningu sibdmym (potowa fazy treningowej), spadzony przez szczury
PU w potowie klatki z karmnikiem, jak i w bezposrednimsgdztwie karmnika, byt diuzszy

niz w treningu pierwszym. Czas spe¢dzony w danej strefie w dniu si6dmym utrzyaa si
podobnym poziomie do ostatniej sesji treningowej (Ryc. 26, Tab. S14). Dodatkowo, w treningu
siodmym liczba wej¢ do stref okotokarmnikowej i karmnika byta u tychcaarow wysza
wzgledem pierwszego dnia treningu (Ryc. 27, Tab. S15}stSze przebywanie w strefach
klatki z karmnikiem, a takze zekszona liczba przé¢ do stref, w ktérych znajdujeeskarmnik

z jednoczesnym minimalnym przechodzeniemngdny strefami karmnikowi bezkarmnikow

mMoga 0znaczé powigzanie przez szczura klatki doswiadczalnej z otrzymywaniem pokarmu
oraz z wykonywaniem wyuczonej reakcji instrumentalnej, wskutek ktérej otrzymywat on
nagrode pokarmow W pracy, w ktorej szczurom podawano morfine pokazaecspedzaj

one wkcej czasu w miejscu otrzymywania narkotykuz nézczury otrzymujce sol

98



Dyskusja

fizjologiczng, co swiadczy o nagradzagym wptywie tego narkotyku i w zwiku z tym
preferowanie konkretnego miejsca przez szczury (Rossi i Reid, 1976). Szczury takse ucz
znajdywa i zapamgtuja miejsce, w ktérym otrzymajnagrode. W pracy Michonwsp., 2020
szczury uczyly s, w ktorych ramionach labiryntu T znajdowata siagroda o wikszej
wartosci (9 pastylek), a w ktorych o mniejszej wartosci (1 pastylka). Blaygc do wynikow

z przedstawionych tutaj doswiadazeprzyktaddw z literatury mozna stwierdzize spedzanie
przez szczury czasu w konkretnej stronie klatki doswiadczamejdczy o zachodiej u nich

asocjacji danego miejsca z otrzymywaniem nagrody.

W grupie szczurow PU wysgtuja USV nagradzane w seriach. Doswiadczenie nagradzania
szczuréw za USV nie miato na celu zkszenia liczby emitowanych przez nie USV

w kolejnych sesjach treningowych, tak jak to miato miejsce w pracach zespotu A. M. Johnsona
(Johnson i wsp., 2011; Johnsomwsp., 2022), tylko na wytworzeniu asocjacji poday
wokalizacp, a otrzymaniem nagrody. Pegy w uczeniu s widoczne bytyby za pomac
uzyskiwania przez szczury maksymalnej liczby nagréd w treningdate@u procesu uczenia

sie) i skracajcego s¢ czasu trwania sesji treningowej] bez wokalizacji atkdwych,

tj. emitowanych np. po wypadiiu nagrody do karmnika i pojawigych sé podczas
przemieszczania giszczura do karmnika. USV emitowane w seriagcprzyktadem idealnej
reakcji instrumentalnej, w ktérej szczur emituje jedng USV i odbiera nagrodepnasemituje
kolejne pojedyncze USV itd. Przypomina to reakcje wsadzania nosa w otwor, gdzie takze
szczur wsadza nos jednorazowo, odbiera nagrode ¢maistpo raz kolejny wsadza nos. Z tego
powodu przyjrzano siwtasciwosciom USV emitowanych w seriach. Sumaryczna liczB&/U
wyemitowanych w seriach rosta w grupach szczuréw PU, zaréwno podczas treningu
trwajgcego siedem dni (Ryc. 19A), jak i czte¢o@ dni (Ryc. 19B). Maksymalna liczba USV
wyemitowanych w pojedynczej serii byla przeae wyzsza w grupie szczuréw PUzni

u szczurow NU (Ryc. 19EF, Tab. S9b). Wyniki te mmeggerowé zachodzcy proces uczenia

sie u szczurow i wokalizowanie, by zdabyagrod, jednak USV w seriach stwierdzono

zarébwno w grupie szczurow PU, jak i NU.

Szczury PU wykazaty pewne zachowania wskgaipa asocja¢jmiedzy emisy USV 50-kHz
aotrzymywaniem nagrody, jest to: skragaj Sk czas sesji treningowych; zgiiszony odsetek
nagrodzonych USV i USV emitowane w seriach, a takze spedzanie czasu gtéwnie ggdiej cz
klatki doswiadczalnej, w ktorej znajdujecdiarmnik. Wyniki uzyskane u szczuréw grupy PU,
moga stanowé punkt wygcia do opracowania bardziej skutecznego protokolprzysztych

badaniach.
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5.7. Szczury nieucgce sie emitup wiecej krotkich USV 22-kHz

Szczury, ktore nie ugzsie wokalizowa, by zdoby nagrode, emituy wiecej krotkich USV 22-

kHz (tj. o dlugosci poniej 300 ms) od szczuréw Pl g0czwszy od drugiego dnia treningu,

co obserwuje si zarbwno u szczurOw poddanych treningowi siedmioderou, jak

i czternastodniowemu (Ryc. 21AB, Tab. S9). Odsetek emitowanych krotkich USV 22-kHz
w stosunku do wszystkich emitowanych USV wdej z trzech sesji testowych jestekszy

u szczurow NU ni u szczurow PU (Ryc. 21C, Tab. S9).

Znaczenie krotkich USV 22-kHz nie zostato jeszcze dobrze poznane. Pokezarszczurow,
ktore naciskajc dzwignk otrzymywaty kokaine w jednej z dwdch deghych dawek,
wiekszos¢ USV 22-kHz nalaata do krotkich. Wyspowaty one gtéwnie u szczuréw zzer
dawka kokainy, poniewa zwierzta nie moglty przy niej osgna¢ stanu nasycenia.
Na podstawie wynikow tego doswiadczenia zaproponowasoUSV te moga powstawa

w wyniku negatywnego stanu emocjonalnego u szczura (Basksp., 2010). Krotkie USV
22-kHz pojawiag sie takze u szczuréw dotykanych przez obcego dla nich ekepantatora
(Brudzynskii wsp., 1993) oraz u szczurdéw, ktérym przed doswiadczeniem bodzca awersyjnego
w postaci impulsu elektrycznego prezentowano sygnat ostrzegawczy w postaekudzwi
(Karwicka i wsp., 2021). Krotkie USV 22-kHz magby¢ zwigzane z wewnetrznym
negatywnym stanem emocjonalnym szczura nigzanym z zagrgeniem z zewnatrz
(Brudzynski, 2015). Sugerujecsiakze,ze emisja tych wokalizacji zwkana jest z wyszym
poziomem stresu niw przypadku otrzymywania niespodziewanych bodzcow w postaci
impulsow elektrycznych (Karwicka wsp., 2021) oraz moze byzwigzana z eksploragj
otoczenia (Robakiewicizwsp., 2019). Pokazano rownjee gdy szczury przestaty otrzymygva
nagrode pokarmow lub nagrode w postaci elektrycznej stymulacji mézgu, to znuykgsse

u nich emisja USV 50-kHz, a zekszyta w pamie 20-kHz (bez rozroznienia na krotkie i diugie
USV 22-kHz). Obserwagijte powigzano z negatywnym stanem emocjonalnym szczurow oraz
stwierdzono,ze nagty brak nagrody moze bypdebrany przez zwiegta jako kara (Burgdorf
wsp., 2000). Na podstawie zacytowanych prac mozna wnioskae&rotkie USV 22-kHz u
szczurow NU mogly wjzat sie¢ z negatywnym wewnetrznym stanem emocjonalnym tych
zwierzat. Przyczynamoze by takze zwgkszony poziom stresu wynikggy z nieotrzymywania
nagrody, a w zwjzku z tym przebywanie w klatce doswiadczalnej przez maksymalny czas

trwania sesji treningowej (15 min).
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5.8. Wokalizacje szczurow potencjalnie uegcych sie sg coraz dhisze

U szczurow PU (zaréwno w grupach o siedmiu, jak i czternastu sesjach treningowych)
pokazanoze emitowane USV 50-kHzsltuzsze ni u szczurow NU (Ryc. 22AC, Tab. S12ac).

W sesjach testowych zmiana w diugosci utrzymagansi istotnym poziomie pierwszego dnia
testu u szczurow trenowanych przez 7 dni, a u szczurOéw trenowanych przez Hwini

wszystkie dni testowe (Ryc. 22BD, Tab. S12cd).

Zmiany dtugosci USV 50-kHz nie gs zjawiskiem powszechnie opisywanym. W pracy
Olszynski i wsp., 2021 grupie szczurow poddanych warunkowaniu strachu i grupie szczurow
kontrolnych zaprezentowano z gtosnika USV 50- i 22-kHz. W odpowiedzi szczury upyzedni
poddane warunkowaniu strachu emitowaty USV 50-kHz aszgj czstotliwosci i wickszej
diugosci niz szczury nie poddane warunkowaniu strachu. W prdogntbeli wsp., 2021
szczury warunkowano instrumentalnie (przez cztery lub osiem tygodni) nagrazag ich
wiasne USV 50-kHz. Trening stopniowo zWszat liczbe wokalizacji emitowanych przez
szczury. Dodatkowo, w wyniku treningu dtugos¢ USV emitowanych przez szczury trenowane
zwiekszata s, w przeciwigstwie do grupy kontrolnej, u ktérej USV w ramacheé§olych ses;ji
treningowych byly coraz krotsze. Badacze ci pokazali takeew obu grupach szczuréw

poddanych warunkowaniu zmianom w dtugosci USV towarzyszyt spadek ¢shotiwosci.

Postuluje s, ze zmiany w dtugosci i astotliwosci USV szczuréw poddanych warunkowaniu
strachu § oznaka nadmiernej czujnosci (angypervigilancé u tych zwierat spowodowag
doznanym wczéniej szokiem elektrycznym (Olsagki i wsp., 2021). Z kolei zwkszenie
diugosci USV w po4czeniu ze zmniejszeniem gstotliwosci u szczuréw nagradzanych za
emisje USV 50-kHz ttumaczono zmianami fizycznymi i funkeymi zachodacymi w krtani

podczas tak dtugo trwaggego treningu (ShembeWwsp., 2021).

Skape dotychczasowe doniesienia na temat zmian w dtugosci USV 50-kHz pawrodinjosci

w interpretacji zmian, ktore pokazano w niniejszej pracy. Pomiemieksza diugos¢ USV

w sesjach treningowych i testowych zostata opisana u szczurow PU w poréwnaniu do szczurow
NU, mozna przypuszcZaze zmiana ta jest powdana z treningiem i uzyskiwaniem nagrod

przez szczury PU.

5.9. Obecnie istnieje tylko jeden protokét warunkowania instrumentalnego
wykorzystujacy wokalizacje ultradzwiekowe szczurow jako obserwowane reakcje
Opisany przez innych badaczy (Johnson i wsp., 2011; Johnson i wsp., 2013; Kelm-Nelson i
wsp., 2016; Leneli wsp., 2019; Shembel wsp., 2021; Johnson i wsp., 2022) protokét
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warunkowania instrumentalnego wykorzysty] USV 50-kHz jako obserwowane reakcje
zaktada wykonywanie czynnosci doswiadczalnyebznie (Johnsonwsp., 2011) lub w formie
automatyzacji ogciowej (Johnsomwsp., 2022). Protokot ten wykorzystuje poped seksualny

samcoOw i stosuje parowanie samcow z samiaui.

Opis poétautomatycznego nagradzania szczurow za erl§V (Johnsoni wsp., 2022)
wskazuje,ze liczba USV ulegata stopniowemu zWgzeniu przez pierwsze cztery tygodnie
warunkowania, co poréwnane jest do wynikéw warunkowania przeprowadzonego manualnie
zaprezentowanymi w pracy Lenell wsp., 2019). Stwierdzonoze zastosowanie
potautomatycznego protokotu warunkowania powoduje pojawiegiwiskszej liczby USV w
porownaniu do grupy kontrolnej — w podobny sposob, jak w przypadku protokotu
przeprowadzanegaaznie, jednak w powsszych pracach nie podano analizy statystycznej
potwierdzajcej te wnioski. Podobnie nie przedstawiono $ehaosci emitowanych
ultradzwigckow (dtugosci, czstotliwosci), udziatu procentowego USV 50-kHz i USV 22-kHz,

ani doktadnego czasu trwania poszczegOlnych sesji treningowych. Mimo opracowania
czesciowej automatyzacji protokotu warunkowania, nieistdzono jego lepszej skutecznosci

w poréwnaniu do warunkowania przeprowadzaneggznie. Mozna zatem przypuszéza

ze automatyzacja protokotu przeprowadzanego w negjozprawie manualnie nie databy

gwarancji na zwikszenie liczby szczurow wokalizgych, by zdob§ nagrode.

Pewne elementy pagiowania w protokole zaproponowanym przez Johnswsp., 2022
pokrywap sie z posgpowaniem zastosowanym w doswiadczeniach przeprowadzanych
W niniejszej rozprawie, tj.. zastosowanie deprywacji pokarmowej, zastosowanie pastylek
sacharozowych o masie 45 mg jako nagrody, przeprowadzanie wszystkich czynaieénnej

fazie doby oraz zblony maksymalny czas trwania sesji treningowej (10ut)i Najwaniejsz

roznica w protokotach jest zastosowany sposobekezania liczby USV u trenowanych
szczuréw. Zgodnie z protokotem zaprezentowanym przez Johnson i wsp., 2022 wykorzystanie,
jako motywacji do zdobycia nagrody, popedu seksualnego u doswiadczonych seksualnie
samcow gwarantuje emisjUSV pod wpltywem obecnego podczas warunkowania rapac
samicy. W opisanych w niniejszej rozprawie doswiadczeniach zastosowanoe¢ emisj
apetytywnych wokalizacji z gtosnika oraz bodziec zapachowy w postagiki z zapachem
innego szczura, ktére miaty na celu uprésgposob zwikszania wokalizowania u szczurow

bez koniecznosci wczaiejszego 4czenia ich z samic Dodatkowo, wykorzystanie pomocy

w ksztattowaniu reakcji instrumentalnej miato na celu skrocenie fazy treningowej

w poréwnaniu do protokotéw trwagych & 6 tygodni- niezalenie od tego czy byt to protokot
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przeprowadzanyecznie czy automatycznie (Johnsbmvsp., 2011; Johnson i wsp., 2022).
Pomimo pewnych wspdélnych elementow ppstvania w protokole warunkowania,
zaproponowanym przez Johnson i wsp., 2022iyeh w opisanych tu dedéiadczeniach, USV
emitowane z gtosnika orasciotka okazaty si znacznie mniej skuteczne w wywotywaniu USV

u szczurdéw ni prezentowanie zapachu samicy szczurom doswiadczonym seksualnie.

Zastosowanie protokotu warunkowania instrumentalnego szczurow przeprowadzmzeg r
(Johnson i wsp., 2011) lub @ziowo automatycznie (Johnsanwsp., 2022) pozwolito

na opisanie pogpu w uczeniu siszczurow, ktére wokalizgj by uzyska nagrode, jednak ma
rowniez kilkka wad. Wspomniany wcZeiej brak analizy statystycznej, ktory potwierdzitby
zachodzce zmiany USV u szczurow w kolejnych tygodniach doswiadczenia, nie pozwala
na sformutowanie stwierdzeniag trening USV miat wplyw na zwkszenie emisji USV
(Johnson i wsp., 2011; Lenellwsp., 2019; Johnson i wsp., 2022). Zastosowanie réznego
podegcia do deprywacji (stosowanie deprywacji pokarmo@ehnson i wsp., 2022), wodnej
(Johnson i wsp., 2011; Kelm-Nelson i wsp., 2016; Lenetp., 2019), albo niestosowanie
zadnej (Johnsonwsp., 2013; Shembelwsp., 2021)) nasuwa pytanie ktére z zastosowanych
podeg¢ jest skuteczniejsze w treningu USV oraz czy motywado zdobycia nagrody
pokarmowej, u zwiert bez deprywacji jest wystarcaap. W kilku pracach zespotu prof. A.M.
Johnsona wspomina ¢siwykorzystanie ,klikania” dtugopisem, ktore jestywane wraz

z nagroda pokarmow(Johnson wsp., 2011; Kelm-Nelson i wsp., 2016; LeneMsp., 2019).

W jednej z tych prac wyttumaczonage ,klikniecie” stosowano, by stopniowo przeéj

od nagradzania szczurow za pompaeody do nagradzania przy yeiu klikniecia” (Kelm-
Nelson i wsp., 2016). Stosowanie dtugopisu nie pojawitakze w innych pracach stogaych

ten protokot (Johnson i wsp., 2013; Shembvedp, 2021; Johnsonwsp., 2022). W zwizku z

tym, nie wiadomo czy konieczne jest stosowanie tegoedaia podczas treningu i jak ono
wpltywa na jego efektywnos¢. Czas sesji treningowej i liczby nagréd takze nie zostaty podane
szczegoOtowo. Cho¢ nagroda pokarmowa/wodna stosowana bytaseispeacach (Johnsan
wsp., 2011; Johnson i wsp., 2013; Kelm-Nelson i wsp., 2016; Liensp., 2019; Shembel
wsp., 2021; Johnson i wsp., 2022), to jedynie dwie z nich poaaksymalna liczbe nagrod
jaka mog otrzym& zwierzta (Johnson wsp., 2011; Leneli wsp., 2019). Brak doktadnego
opisu czasu sesji treningowych i liczby otrzymywanych nagréd nie pozwala na formutowanie
wnioskoéw na temat indywidualnych réznic w wokalizacji u szczuréedzenie ich pogpow

w nauce w ¢jgu kilku tygodni treningu.
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Protokét déwiadczalny opracowany przez zespét Johnsona wymagawzupetnienia kilku
brakow: statystycznego potwierdzenia skutecznosci protokotu; skekia skutecznosci
réznych podej¢c do deprywacji; okrédenia roli ,klikniecia” diugopisem w paiczeniu
z wydawaniem nagrody; uzupetnienia szczegotowych danych o czasie sesji treningowych
i liczbie nagréd. Wszystkie wymienione braki pozostaavigjatpliwosci co do peinej
skutecznosci przedstawionego protokotu warunkowania instrusirego, zar6wno

przeprowadzanege@cznie jak i pétautomatycznie.

5.10. Szczury nie ucg si¢ odréznia¢ od siebie ultradzwigkdw o roznej czstotliwosci

W ramach opisanych tutaj doswiadézezczury nie uczyty sirozrézniania od siebie dwoch
prezentowanych ultradzekow w ciggu dwdch tygodni treningu, o czyswiadczy zblzona

liczba uzyskanych odpowiedzi poprawnych i niepoprawnych (Ryc. 31, Tab. S18). Jednak wraz
z trwaniem fazy treningowej latencja do wsadzenia nosa byta coraz krotsza, przez co liczba
prob podejmowanych przez zwieta byta coraz liczniejsza w kolejnych sesjach trgaimych

(Ryc. 32, Tab. S19).

W pracach opisggych proces uczeniagsrozrozniania dzwikow przez szczury procedura
uczenia s} trwa stosunkowo diugo. W przypadku, gdy szczurylynia zadanie odrézai

od siebie dwa dzwki styszalne lub USV 50-kHz i 22-kHz, proces uczesigatrwat okoto 30

dni, szczury podejmowaty 120-150 prob dziennie, a sesja treningowa trwata 60 mini (Saito
wsp., 2016; Saito i wsp., 2019). W doswiadczeniu, w ktdrym myszy miaty za zadanie odr6znia
od siebie USV zmodyfikowane za pomooprogramowania, proces uczenia trwat &
miesicy. Myszy podejmowaty 50-100 prob dziennie, segaitrgowa odbywata sidwa razy
dziennie i trwata 30 min (Neilanswsp., 2014). Z kolei w pracy, w ktorej szczury uczyty si
rozpoznawania, ktére z prezentowanych nagmawiera wgcej styszalnych tondw,
sygnalizupc to za pomag otworow na nos, okoto 75% szczurow spetnito kryteriuczenia

sie (odsetek odpowiedzi poprawnych powey 70%) dopiero po czterech-sgei miesgcach
treningu obejmujcego 100-300 prob dziennie przy czasie sesji tramieg trwapcej 90 min
(Brunton i wsp., 2013; Hady wsp., 2022). Na podstawie poxsgych przykladow

Z pismiennictwa mozna stwierdgize uczenie girozrozniania dzwikow jest procesem, ktory
trwa minimum miegjc, wymagajcym podejmowania od 50 do nawet 300 prob podczadcka
sesji treningowej trwajcej od 60 do 90 min. Mma wysnig wniosek,ze samo zwikszenie
czasu trwania sesji treningowej (z 15 min do 25 min) i liczby préb (z 30 do 100) byto
niewystarczajce, gdy czas trwania fazy treningowej (cztefoi@ dni) byt zbyt krotki,

by pojawk sie moglty ewentualne pagiy w uczeniu si.
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W dodatku, by utrzymaatrakcyjnos¢ nagrody wydawanej podczas treningu, doswiadczenie
wymaga diugotrwate] deprywacji zwietz (pokarmowej lub zwizanej z ograniczeniami
W piciu), co pociga za sobg koniecznos¢ statego monitorowania ich stanu zdrowiiamdesa
ciata myszy lub szczurow podlegegj deprywacji spada pomdj 80% wagi, jakk miatyby w
dostpie do paszyad libitum, zwierzta powinny by dokarmiane, gdy taki spadek wagi
prowadzi do zmian behawioralnych i stresu fizjologicznego (Heidersteslh., 2000; Bailey
wsp., 2021; Johnson i wsp., 2022). Podczas doswiadczeniadegajprzez kilka miesty nie
mozna wykluczy pojawienia s problemow zdrowotnych zwiesz w wyniku tak diugo
trwajacej deprywacji. Moze to powodowgpojawienie s§ zmian w ich zachowaniu jeszcze
w trakcie doswiadczenia i ostatecznie prowaddo zmniejszenia liczby zwiesz w grupie
doswiadczalnej. Plana¢ doswiadczenia warunkowania instrumentalnego ayalezia¢ pod
uwag koniecznos¢ zastosowania deprywacii i jej rodzaj (pokarmowsviudna), jednoczmie

majac na wzgédzie dobrostan zwiegr

Przeszkoda w przeprowadzaniu doswiadezerozréznianiem sygnatdw akustycznych moze
by¢ réwniez obieranie przez szczury roéznych strategii dziatania, by zdolagroa (Will,
1974). O obraniu przez szczury strategii dziatania, padegapa jak najszybszym otrzymaniu
nagrody w przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniadhdczy moze coraz krotsza
latencja do wsadzania nosa w kolejnych prébach ¢kszajca szans otrzymania nagrody.
Jednoczénie liczba odpowiedzi poprawnych i niepoprawnychgstawata do siebie zkhbna,
mimo zastosowania prob korygejych oraz kary w postaci szumu. Mozna zatem wnioskpwa
ze podczas tworzenia protokotu rozn@ania davickbw naley wzig¢ pod uwage mozliwe
zachowania zwiert i tworzy¢ protokot w oparciu o rézne metody niepozwada zwierztom

na stosowanie wtasnych strategii dziatania.

Na podstawie doswiadcae niniejszej rozprawy i przykladow z literatury mozna wnioskgwa
ze rozréznianie prezentowanych dzkow nie naley do tych umigjtnosci, ktérych szczury
szybko sé ucz. Planugc podobne doswiadczenia w przysztosci maleby br& pod uwage
gtébwnie fakt, ze faza treningowa moze tréamieshcami, przez co wymaga znacznego
zaangaowania osoby/oséb przeprowadgajch doswiadczenie. Konieczny jest takze dobor
odpowiedniej deprywacji pokarmowej, by mimo tak diugo tgeej procedury utrzyma

atrakcyjnos¢ nagrody, jednocsieie dbajc o dobrostan zwiest.
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5.11. Podsumowanie dyskusji

Protokot warunkowania instrumentalnego wykorzygiyj USV szczuréw jako pozadane
reakcje, testowany w niniejszej rozprawie, cechuje Biska skutecznosgi Mimo
przeprowadzenia wielu modyfikacji w protokole doswiadczalnymekazos¢ szczurOw nie
nauczyta s} wokalizowa, aby zdoby nagrode. Potencjalnymi przyczynami niepowodzenia
mogly by: indywidualny dla kadego szczura naturalny poziom wokalizowania,
prawdopodobny negatywny wptyw chowu pojedynczego i deprywacji pokarmowegsta&z
wokalizowania oraz niesprawdzege s¢ w dtugoterminowych doswiadczeniach zachecanie
szczura do wokalizowania przez prezentowanie USV z glosnikaidtki z zapachem
znajomego szczura. Plaguj podobne doswiadczenia w przysziosci nglepametat

o indywidualnym dla szczuréw poziomie wokalizowaniag byoze warto bytoby dokorda
preselekcji zwierat pod katem cgstosci wokalizowania, odrzucgj te o naturalnie niskim
poziomie emisji USV. Mozna by takze rozwg& przeprowadzenie doswiadczenia
bez deprywacji pokarmowej, co pozwolitoby na trzymanie zwierav grupach

I wyeliminowatoby ewentualny negatywny wptyw chowu pojedynczego na wokalizowanie.
By¢ moze bodzce wywotare zwekszenie intensywnas wokalizacji u szczuréw powinny By
jak najbardziej réznorodne; zaréwno odtwarzane USV, jé&kiGtka moze w kadej sesji
treningowej pochodzi od innych szczuréw, dgi czemu ,atrakcyjnos¢” stosowanych
bodzcéw mogtaby zostautrzymana. Warto bytoby takze zkiszy¢ stopigi automatyzacji
nagradzania szczuréw za emitowane wokalizacje, co mogtoby zmriéepMudzki wigzacy

Sie z recznym sterowaniem wydawaniem nagrody i bardziej ekpwizowa& przebieg
doswiadczenia. Opracowanie skutecznego protokotu wanweakia instrumentalnego
wykorzystupcego USV szczurow mogtoby pozwolna jego adaptacje do réznych uktaddow
doswiadczalnych oraz wykorzystanie w badaniu zwieyzh modeli choréb neurologicznych,
w ktérych dochodzi do uposledzenia funkcji wokalnych, takich jak schizofraiaroba

Parkinsona, autyzm i in.
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6. Podsumowanie i wnioski

Wprowadzenie protokotu warunkowania instrumentalnego wykorzystigp USV szczurow
jako reakcje instrumentalne mogtobyéssie przydatnym nargdziem do badania wokalizaciji
ultradzwickowych szczura i postyz w badaniach wykorzystagych zwierzce modele

réznych choréb neurologicznych, takich jak autyzm, zafnenia czy choroba Parkinsona.

Zastosowanie protokotu warunkowania instrumentalnego szczuréw, wykosrgsiaj
wokalizacje ultradzwikowe jako pozadane reakcje, nie przyniosto oczekiwanych wynikéw.
Mimo uzycia szeregu modyfikacji tego protokotu jego ogoskaiteczné¢ wyniosta jedynie

20%. Jednak u wspomnianych 20% szczuréw obserwowano pewne zmiany w zachowaniu,
sugerujce uczenie si i wzmocnienie nagradzanego zachowania, jak réwramiany

we wiasciwosciach emitowanych USV. Doswiadczenia kontrolne pokazaly, szczury,
uprzednio nagradzane za eraiapetytywnych USV, szybko warunlgigic na wsadzanie nosa

w otwdr. Wyniki uzyskane w grupie szczurow wykagych zachowaniaswiadczce

0 zachodacym procesie uczenia¢gsimogs stanowé punkt wygcia do opracowania bardziej
skutecznego protokotu w przysziosci.

Usprawnienie protokotu warunkowania instrumentalnego mogtobyapiasiv wyniku
automatyzacji nagradzania szczuréw, poniewarocedura manualna jest pracochionna
I nar&ona na kid ludzki w wyszym stopniu i procedura zautomatyzowana. Wokalizacje
nagradzane podczas doswiadeze zjawiska krotkotrwate, mierzone w milisekundapizez

co, przy stosowaniu manualnego wydawania nagrody, fatwiej o zmiennos¢ w wynikach

pochodaca z przypadku i ladu.

Mozna przypuszcza ze przeszkoda w warunkowaniu instrumentalnym wykorzysim
wilasne USV szczura mogta bym.in. biologiczna rola wokalizacji ultradzgkiowych —

wyrazanie stanu emocjonalnego tych zwigna ramach kontaktéw reilzyosobniczych.
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