e

- %e [
CLEAN PAPER

/}%\

WHAT THE PAPER SAYS - WHAT IT DOESN'T - WHY IT MATTERS

Muszka moze stracic zapach i mimo to zawrocic. W

wirtualnej smudze pomogt zapamigtany kierunek

Unieruchomione muszki owocowe wielokrotnie wracaty do granicy zapachu po wejsciu w czyste
powietrze. Zachowanie, modelowanie i zaburzenia neuronalne wspierajq istnienie gwartej pamieci
kierunku, a nie petnej mapy. Wynik pochodzi z kontrolowanego testu w wirtualnej rzeczywistosci
i nie pokazuje jeszcze tej samej strategii podczas swobodnego lotu w naturze.
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Muszka moze stracic¢ Zapach i mimo to zawroci¢c w jego

stronq

Muszka zostawila zapach za soba.

Szla dalej przez czyste powietrze, czasem przez dziesiatki sekund i setki wirtualnych milimetréw.
Potem skrecala w strone przekroczonej wczesniej granicy i ponownie odnajdywata zapach. W tym
momencie sam bodziec zapachowy nie mdgt juz wskazywaé drogi powrotne;j.

To gléwna obserwacja nowego badania opublikowanego w ,Nature”, poswieconego nawigacji
muszek owocowych. Naukowcy twierdza, ze zwierzeta wykorzystywaly zwarta pamieé kierunku:
nie mape catej smugi zapachowej ani pamieé przebytej odleglosci, lecz zapamietany kierunek ku
granicy, ktérej nie dalo sie juz wykrydé.

Wynik jest uderzajacy, poniewaz pokazuje, jak niewielka ilo$¢ przechowanej informacji moze wystar-
czy¢. Latwo go jednak przecenié. Muszki nie lataly swobodnie w naturalnym krajobrazie. Chodz-
ity uwiezione nad podtrzymywang powietrzem kula, w $cisle kontrolowanym $wiecie wirtualnym.
Badanie wspiera strategie opartg na wektorze w tym aparacie; nie pokazuje, ze muszki tworza mapy
umystowe, nie wyjasnia wszystkich sposobéw podazania zwierzat za zapachem i nie identyfikuje
komorek, w ktérych pamied jest fizycznie przechowywana.

Niewidzialny korytarz stworzylo oprogramowanie

Smuga zapachowa to przemieszczajacy sie obszar zapachu niesionego przez powietrze. Na zewnatrz
ugina sie, rozpada i ponownie laczy wraz ze zmianami wiatru. Trudno wiec doktadnie ustalié, co
zwierze czuto w kazdej chwili.

Naukowcy uczynili problem kontrolowalnym za pomocg wirtualnej rzeczywistosci ze sprzezeniem
zwrotnym. Cialo muszki unieruchomiono nad lekka kula unoszaca sie na poduszce powietrzne;j.
Gdy muszka chodzita, kamera mierzyta obrét kuli okoto 60 razy na sekunde. Oprogramowanie
przektadato ten obrét na wirtualna pozycje i kierunek ustawienia ciata w dwéch wymiarach.

Kierunek ten sterowal zmotoryzowana dysza obracajaca sie o 360 stopni. Kiedy muszka zmieniata
swoj wirtualny kierunek, dysza przesuwala sie wokot niej, aby wiatr pozostawal ustawiony zgodnie
ze stalym kierunkiem w jej wirtualnym $wiecie. Jednocze$nie regulatory przeplywu masowego
zmieniaty ilo$¢ czystego powietrza lub zapachu octu jabtkowego docierajacego do czutkdw zaleznie
od wirtualnej pozycji muszki. Przekroczenie granicy zdefiniowanej w oprogramowaniu wlaczato lub
wylaczato zapach, tworzac fikcyjny korytarz szeroki na 50 milimetréw i dtugi na metr, cho¢ muszka
nigdy nie opuszczata kuli.

Aparat tworzyl zsynchronizowany zapis wirtualnej pozycji muszki, kierunku ustawienia ciala, stanu
zapachu i sterowania przeplywem powietrza w kazdym punkcie czasu. Na tej podstawie naukowcy
rekonstruowali trajektorie, oznaczali kazde wejscie i wyjscie oraz mierzyli bezposrednio$¢ powrotu.
Wiatr dostarczal zewnetrznej wskazowki kierunkowej; ruch samej muszki decydowal, kiedy napo-
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tykata ktérakolwiek strone wirtualnej granicy zapachu.
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Muszka pozostawata unieruchomiona nad kulg podtrzymywang powietrzem. Kamera i FicTrac przeliczaty obrét
kuli na wirtualny ruch i kierunek ustawienia ciata; nastepnie oprogramowanie obracato dysze
powietrzno-zapachowg i przetgczato zapach zaleznie od wirtualnej pozycji. Podczas oddzielnych préb
obrazowania neuronalnego mikroskop dwufotonowy nad muszka rejestrowat zalezng od wapnia fluorescencje
neuronow EPG lub FC2, co pozwalato zestawi¢ aktywnos¢ nerwowa z zachowaniem. Mikroskop nie byt
potrzebny w kazdej prébie behawioralne;j.

The Clean Paper CC BY 4.0
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One behavioral cycle at a virtual odor boundary

Wind remained the external direction cue; software switched odor with virtual position.

( ) ( )
1 BRIEF CONTACT 2 EXIT 3 OUTSIDE 4 RETURN
The fly enters A counter-turn It travels through A directed turn
the fictive odor carries it across clean air with no brings it back to
corridor. one edge. odor signal. the same edge.
odor on odor ends wind still available odor resumes

- J - J

BEHAVIOR SUPPORTS A REMEMBERED RETURN DIRECTION
* it does not reveal a full map or where the memory is stored

Original diagram - The Clean Paper - CC BY 4.0

W kontrolowanym tescie muszka na krétko wchodzita do wirtualnego korytarza zapachowego, opuszczata go,
przemieszczata sie przez powietrze bez zapachu i wykonywata ukierunkowany powroét. Zachowanie wspiera
istnienie zapamietanego kierunku powrotu; nie ujawnia, gdzie przechowywana jest ta informacja.

The Clean Paper CC BY 4.0

W gléwnym eksperymencie z korytarzem pionowym 40 muszek wielokrotnie wchodzito w obszar
zapachu, wykonywalo przeciwskret prowadzacy na zewnatrz i wracato do tej samej krawedzi. ,,Pio-
nowy” to okreslenie geometrii 0 stopni uzywane w artykule: dluga o$ korytarza biegla réwnolegle do
kierunku pod wiatr. Nie oznacza to, ze aparat ustawiono pionowo.

Autorzy nazywaja ten wzorzec Sledzeniem krawedzi. Epizod to jeden ciagly odcinek miedzy
przekroczeniami granicy: epizod wewnetrzny trwa od wejscia do wyjscia, a zewnetrzny — od wyjscia
do powrotu muszki. W 755 epizodach wewnetrznych jedna wizyta trwala srednio 4,9 sekundy.
Podczas powrotéw Srednia odlegtosé od granicy wynosita 10,4 milimetra. Mniej niz 4% sposréd 793
epizodéw prowadzito az do przeciwlegtej krawedzi korytarza.

Te dwie ostatnie liczby opisuja epizody, a nie setki niezaleznych muszek. To wazne, poniewaz jedno
zwierze moze dostarczyé wiele epizodow.

Powroty nie byly tylko stalym odruchem pod wiatr

Kilka eksperymentéw sprawdzato prostsze wyjasnienia.

Najpierw naukowcy zmienili to, co dzialo sie wzdluz korytarza, gdy muszka szta pod wiatr. Zapach
mogl stawac sie silniejszy ku wirtualnemu zrédiu, pozostawacd staly albo stabnaé. We wszystkich
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trzech przypadkach muszki tworzyly podobne trajektorie. Prosta zasada w rodzaju ,,idz tam, gdzie
zapach sie nasila” nie moze wiec wyjasni¢ sledzenia krawedzi w tym aparacie.

Nastepnie ztagodzono boczna krawedz korytarza do profilu Gaussa, w ktérym stezenie zmieniato
sie stopniowo zamiast przelaczaé skokowo. Muszki gromadzily sie w poblizu zbocza, gdzie stezenie
zmienialo sie najszybciej, a nie w srodku, gdzie zapach byl najsilniejszy. Istotng wskazowka byta
zatem boczna zmiana wyznaczajaca skuteczna granice, a nie konieczny wzrost stezenia ku Zrédiu
wzdtuz korytarza.

Nie oznacza to, ze gradienty stezenia nigdy nie maja znaczenia w naturze. Oznacza jedynie, ze w
badanych warunkach wzrost ku zZrédtu nie byt konieczny do tego zachowania.

Naukowcy zmieniali réwniez orientacje korytarza. Oddzielne grupy sledzily korytarze ustawione pod
katem 0, 45 i 90 stopni, a kolejna grupa napotykata korytarz, ktéry po wyjsciu przeskakiwal w bok.
Liczebnosci grup wynosily odpowiednio 40, 21, 20 i 24 muszki. Trajektorie zewnetrzne zmienialy sie
wraz z geometria. Ogélna zasada ,zawsze skrecaj pod wiatr” nie wyjasnia tej elastycznosci.

W tym ukladzie zapach docieral do obu czutkéw w odstepie okoto dwdch milisekund. Potaczenie
obustronnej aktywacji optogenetycznej z wiatrem mogto odtworzy¢ wzorzec podobny do $ledzenia
krawedzi. Optogenetyka wykorzystuje biatka swiattoczule do zmieniania aktywnosci wybranych
komorek. Wynik sugeruje tutaj, ze réznica czasu dotarcia zapachu do lewego i prawego czulka nie
byta konieczna do tego zachowania. Nie oznacza to, ze poréwnanie obustronne jest nieistotne dla
swobodnie poruszajacych sie zwierzat w innych smugach.

Wektor jest mniejszy niz mapa

Wektor to kierunek wraz z wielkoscia. Uzyteczna przechowywana wartoscig byt tu gléwnie kierunek:
w ktora strone muszka powinna skreci¢, aby dotrze¢ do granicy smugi? Badanie nie znalazlo
dowodéw, ze muszka zapisywatla pelny uktad smugi lub wtasne polozenie w jej obrebie.

Autorzy najpierw utworzyli sztuczne trajektorie, tasujac sktadniki rzeczywistych ruchéw muszek.
Losowali zaobserwowane dlugos$ci odcinkow i katy skretéw, po czym taczyli je w calo$é. Niektorzy
syntetyczni wedrowcy ostatecznie ponownie trafiali na granice zapachu, ale oddalali sie bardziej
i wracali mniej bezposrednimi trasami niz prawdziwe muszki. Nawet dodanie zwyklej tendencji
muszek do skrecania pod wiatr nie odtwarzato krétkich, ukierunkowanych powrotéw. Rzeczywiste
zachowanie zawieralo wiec wiecej informacji kierunkowej niz losowa mieszanka tych samych
ruchéw.

Nastepnie naukowcy zbudowali model z dwoma trybami: oddalania sie od granicy i powrotu do
granicy. Tryby te nie byly etykietami przypisanymi kazdej chwili wewnatrz lub na zewnatrz obszaru
zapachu. Stanowily alternatywne reguly sterowania, ktére mogly sie przetacza¢ podczas ruchu
muszki.

Kazde przekroczenie granicy dostarczalo modelowi kierunku do zapamietania. Przy wyjsciu aktu-
alizowal on kierunek uzywany podczas oddalania sie. Przy wejsciu aktualizowat osobny kierunek
powrotny: w praktyce ,gdy znalaztam granice, poruszalam sie w te strone”. Podczas p6zniejszego



neuronauka

powrotu zapamietany kierunek odchylat ruch symulowanej muszki z powrotem ku krawedzi.

Naukowcy dopasowali model do trajektorii z korytarzy ustawionych pod katem 0, 45 i 90 stopni. W
zbiorczym pordéwnaniu 72 rzeczywiste muszki i 75 symulacji dawaly podobne statystyki trajektorii.
Gdy usunieto kierunek powrotu wyuczony przy wejsciu, §ledzenie stawalo sie mniej skuteczne we
wszystkich orientacjach korytarza. Wspiera to uzytecznos$¢ pamieci kierunku wejscia; nie dowodzi,
ze mo6zg muszki dostownie wykonuje réwnania modelu.

Co oznacza ,pamiec¢” w tym artykule?

Naukowcy nie odczytali przechowywanej strzatki bezposrednio z mézgu muszki. ,,Pamiec
kierunkowa” jest wnioskiem wspartym zachowaniem, modelem i pomiarami neuronalnymi.
Model pokazuje, ze kilka zmieniajacych sie kierunkéw moze odtworzy¢ wazne statystyki
trajektorii. Nie dowodzi, ze muszka dostownie realizuje te réwnania ani Ze jedna nazwana
grupa neurondw jest miejscem przechowywania pamieci.

Dodatkowe doswiadczenie z odcinkiem ustawionym pod przeciwnym katem 45 stopni przesuneto
pdzZniejsze zachowanie 10 muszek, co poréwnano z 29 symulacjami modelu. Czyni to wyjasnienie
kierunkowe bardziej szczegétowym niz opis dopasowany po fakcie, cho¢ nadal pozostaje ono inter-
pretacja oparta na modelu.

Odniesienie kierunku i biezacy cel

Nastepnie badacze mierzyli i zaburzali aktywnos¢ w kompleksie centralnym moézgu muszki,
regionie uczestniczacym w nawigacji.

Dwa sygnaty o réznych zadaniach

EPGiFC2 to nazwy dwoch populacji neuronéw kompleksu centralnego. Aktywnos¢ EPG dziata
jak wskazanie kompasu: sledzi kierunek, w ktérym muszka jest obecnie zwrdcona wzgledem
wiatru. Aktywnosé FC2 wiaze sie z kierunkiem, w ktérym muszka prébuje sie poruszaé. Obwod
sterujacy potozony dalej w szlaku moze poréwnywac aktualny kierunek z celem. Badanie
testuje obie populacje, ale nie pokazuje, ze ktérakolwiek z nich sama przechowuje calg pamiec.

Neurony EPG przenosza sygnatl kierunku ustawienia ciata: ich wzorzec aktywnosci $ledzi kierunek,
w ktéorym muszka jest zwrdcona wzgledem zewnetrznej wskazowki. Za pomoca obrazowania wap-
niowego — posredniego optycznego odczytu aktywnosci nerwowej — naukowcy stwierdzili, Ze faza
aktywnosci EPG odpowiadata kierunkowi wzgledem wiatru podczas sledzenia krawedzi. Analiza obe-

jmowata 16 préb u 9 muszek.

Aby zahamowad neurony EPG, naukowcy zmodyfikowali je tak, by wytwarzaly GtACR1, kanat an-
ionowy wlaczany zielonym swiattem. Dioda LED pozostawata wiaczona przez cala probe testowa, ak-
tywujac kanat i ttumiac wybrane neurony; takie samo oswietlenie nie uposledzato muszek z kontroli
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genetycznej.

Po takim zahamowaniu neuronéw EPG 12 muszek eksperymentalnych wykonywato mniej skuteczne
ukierunkowane powroty niz 6 muszek kontrolnych. Ograniczony wniosek brzmi: odniesienie
kierunkowe przenoszone przez aktywnos$é EPG bylo potrzebne do skutecznego $ledzenia krawedzi
w badanych warunkach. Nie jest to dowdd, ze same neurony EPG przechowywaly kierunek granicy.

Neurony FC2 wykazywaly inng zaleznosc. Aktywnosc¢ ich populacji wiazala sie z biezacym celem naw-
igacyjnym i przed skretami w teScie wskazywata w strone granicy smugi. Obrazowanie obejmowato
6 muszek, a poréwnania po wyciszeniu — grupy od 9 do 14 muszek zaleznie od analizy. Wyciszenie
pogarszalo sledzenie krawedzi.

Five evidence layers, five different claims

The cards converge; they are not a directly observed neural chain.

Y ———
BEHAVIOR CONTROLS MODEL EPG FC2
Directed returns Geometry + replay Changing directions Heading reference Activity consistent
after odor contact challenge simple reproduce key required for with the current
ended reflex stories patterns effective returns goal
observed paths bounded tests explanatory fit necessity test goal-related signal
@

SUPPORTED: COMPACT DIRECTIONAL MEMORY IN THIS CONTROLLED ASSAY
* not shown: a full map, a universal strategy or the cellular storage site

Original diagram - The Clean Paper - CC BY 4.0

Zachowanie, zmieniona geometria smugi, dopasowany model i dwa zaburzenia neuronalne wspierajg rézne
czesci wyjasnienia opartego na pamiegci kierunkowej. tacznie wspierajg istnienie zwartego kierunku celu w tym
kontrolowanym tescie, a nie petnej mapy lub udowodnionego komdérkowego miejsca przechowywania.

The Clean Paper CC BY 4.0

To zbiezne dowody, a nie sfotografowany taicuch przyczynowy. Aktywnos$¢ EPG dostarczala wyma-
ganego odniesienia kierunkowego. Aktywnos$¢é FC2 byla zgodna z kierunkiem celu i potrzebna do
skutecznego zachowania. Eksperymenty nie zlokalizowaty pojedynczego ,,engramu” pamieci ani nie
dowiodly, ze synapsy FC2 fizycznie przechowywaty kierunek.

Jako przyblizong analogie w ludzkiej skali wyobraz sobie, ze wychodzisz z waskiego pasa mgly, a
staly wiatr nadal méwi ci, gdzie jest péinoc. Kompas moze wskazad, w ktéra strone jestes zwrdcony,
ale powr6t do mgly wymaga réwniez zapamietania kierunku ku jej krawedzi. Poréwnanie obecnego
ustawienia z pozadanym kierunkiem moéwi, w ktéra strone skrecié. Taki podziat zadan sugeruje to
badanie dla sygnatéw EPG i FC2. Jest to analogia wyjasniajaca, a nie dowod, ze ludzie uzywaja tych
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samych komoérek lub algorytmu.

Pamigc zalezata od dzialania, a nie tylko od czasu pojawiania

sie Zapachu

W eksperymencie z odtwarzaniem muszki otrzymywaly te samg sekwencje czaséw zapachu co
wczesniej, ale czas ten odlaczono od ich biezacego zachowania. Wyuczony kierunkowy efekt stabt
w kolejnych epizodach odtwarzania. Wspiera to operantowa, powiazana z dzialaniem aktualizacje:
liczyla sie nie sama bierna ekspozycja na sekwencje zapachéw, lecz zwigzek miedzy zapachem a
ruchem muszki.

Mianownik zmienia sie miedzy tymi analizami. Panele danych rozszerzonych obejmuja 8 lub
9 muszek zaleznie od poréwnania; seria kolejnych epizodéw wykorzystuje 8 muszek; panele
trajektorii wymagaja co najmniej 10 skutecznych wejsé; a sparowane panele modelu wykorzystujg 21
symulowanych trajektorii réwniez spelniajacych ten prég wejsé. Nie jest to jedna polaczona préba
osmiu osobnikéw.

Bardziej nieregularna smuga byla uzyteczna, ale nadal wirtu-

alna

Naukowcy odtworzyli réwniez wczesniej zarejestrowana, bardziej nieregularna smuge. Zwiekszyli ja
pieciokrotnie w przestrzeni i czasie, aby unieruchomione muszki mogly napotykacd ja wystarczajaco
czesto. Dziesieé z 12 muszek dotarto na odlegtos¢ mniejsza niz 50 wirtualnych milimetréw od jej
zrédta.

Nie oznacza to, ze dziesie¢ muszek znalazto rzeczywiste zréddlo na otwartym powietrzu. Jest to wynik
w kontrolowanym odtworzeniu naturalistycznej smugi.

Dla kazdego typu dynamicznej smugi model wygenerowat 2000 trajektorii. Poréwnanie przeskalowanej
smugi analizowato 1850 z tych 2000 po wymaganiu skutecznego wejscia i wykluczeniu trajektorii
rozpoczynajacych sie zbyt blisko zrddta. Pamieé¢ pomagata bardziej w poblizu zrddta, gdzie kolejne
spotkania zachowywaly spdjna strukture kierunkows, a mniej w bardziej turbulentnym obszarze
dalej z wiatrem.

To zastrzezenie jest czescig wyniku. Zwarty kierunek moze pomaga¢ tylko wtedy, gdy Swiat pozostaje
na tyle spdjny, by poprzednie spotkanie méwilo co$ uzytecznego o nastepnym.
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Czego badanie nie pokazuje

Nie pokazuje, ze muszka tworzy pelna mape przestrzenna.

Nie pokazuje swobodnego lotu przez niezmieniona naturalng smuge.

Nie ustala, ze kazda nawigacja oparta na zapachu wykorzystuje te strategie.

Nie pokazuje, ze neurony EPG lub FC2 sa wylacznym fizycznym miejscem przechowywania
pamieci.

Nie zmienia dopasowanego modelu w dostowny biologiczny algorytm muszki.

Nie pozwala na bezposrednie uogélnienie na ludzka nawigacje.

Badanie jest najmocniejsze tam, gdzie jest najbardziej szczegdélowe. Sterowanie ze sprzezeniem
zwrotnym dalo naukowcom precyzyjny dostep do kazdego kontaktu z zapachem. Zmiany geometrii,
odtwarzanie, modelowanie, obrazowanie wapniowe i wyciszanie testowaly nastepnie rézne czesci
jednego wyjasnienia. Kohorty behawioralne, obrazowane i poddawane wyciszaniu byly jednak
oddzielne; liczebnosci préb nie ustalono z goéry; zbieranie i analiza danych nie byly randomizowane
ani zaslepione; a mniej niz 10% unieruchomionych muszek wykluczono z powodu probleméw z
aklimatyzacja, reakcja lub sledzeniem.

Te ograniczenia nie uniewazniajg zjawiska. Wyznaczaja jego granice.

Zwi¢zle podsumowanie

Unieruchomione muszki owocowe chodzace przez wirtualny korytarz zapachowy wielokrotnie
wracaly do granicy po pozostawieniu zapachu za soba. Zmiany stezenia i geometrii korytarza,
dopasowany model przelaczajacy, obrazowanie neuronalne oraz wyciszanie optogenetyczne
wspierajg wyjasnienie, w ktérym muszka uzywa zwartego zapamietanego kierunku zamiast pelnej
mapy. Neurony EPG dostarczaly niezbednego odniesienia kierunku ustawienia ciala, natomiast
aktywnos¢ FC2 byla zgodna z biezacym kierunkiem celu. Wynik jest ograniczony do kontrolowanego
testu chodzenia; nie identyfikuje komdérkowego miejsca przechowywania pamieci ani nie pokazuje
tej samej strategii podczas swobodnego lotu w naturze.

Kontrola bez upickszen

Co pokazuje artykul: W tescie z unieruchomionymi muszkami i sprzezeniem zwrotnym zwierzeta
wykonywaly ukierunkowane powroty do wirtualnych granic zapachu, ktérych nie mogty juz wyczué.
Liczne kontrole behawioralne, modelowanie i zaburzenia neuronalne wspieraja strategie oparta na
wektorze.

Co jest wnioskiem: Ze zachowanie wykorzystuje zwarta pamie¢ kierunkowa oraz ze aktywno$é pop-
ulacji FC2 reprezentuje biezacy cel nawigacyjny. Tresci pamieci nie odczytano bezposrednio.



THE CLEAN PAPER neuronauka

Czego badanie nie pokazuje: Pelnej mapy umystowej, uniwersalnej strategii wechowej, skutecznosci
swobodnego lotu w naturalnej smudze, pojedynczego miejsca przechowywania pamieci ani
ludzkiego odpowiednika.

Glowne ograniczenia: Jeden gatunek i kontrolowany aparat; rézne kohorty muszek i jednostki anal-
izy miedzy eksperymentami; posrednie sygnaly wapniowe; testy koniecznosci, ktére nie dowodza
wystarczalnosci; oraz naturalistyczna smuga, ktéra zostala odtworzona i przeskalowana.

Jak duze zaufanie powinien miec¢ ogolny czytelnik? Wysokie, ze zjawisko ukierunkowanego
powrotu jest rzeczywiste w tym aparacie oraz ze aktywnos¢ kompleksu centralnego zwigzana z
kierunkiem i celem ma znaczenie. Umiarkowane wobec modelu jako zwartego wyjasnienia. Niskie
wobec twierdzen rozszerzajacych wynik bez zmian na otwarte powietrze lub nazywajacych go pelna

mapa.
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