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1) INTRODUCTION GENERALE: LA REGULATION
OLFACTIVE DES REPONSES ADAPTATIVES CHEZ
LE NOUVEAU-NE MAMMIFERE







Introduction

1) GENERALITES

La naissance constitue une étape critiquée la reproduction des Mammiféres. Le foetus est
alors transféré d’'un environnement stable et ptetec(chaud, hydratant, nutritif), dans un
univers aux caractéristiques nettement instableBostiles. L’organisme nouveau-né doit
alors opérer des changements physiologiques et comportemt@ux pour S’adapter
efficacement a ce nouveau miliew la fois asséchant, variable dans son impaciosgehs
(température, contacts physiques et intensité titesilations), et exposé a des risques accrus
de morbidité et de mortalité (agents infectieuxédation, homophagie). Pour sa survie
immédiate, le nouveau-né doit surtout s’assurerspaéactivité physiologique mais aussi par
son propre comportement, de son intégrit¢é somatejuénergétique (en recherchant la
proximité du corps maternel ou la chaleur du nidjes apports extérieurs qui garantissent la
transistion métabolique (ingestion/digestion duosblim et du lait). L’ensemble de ces
ressources est a présent accessible sur la sddam@ps maternel, et le nouveau-né doit donc
étre capable d’exécuter diverses actions orientéescelle-ci et vers les régions spécialisées

par lesquelles les transferts de matiéres songéepér

Le transfert du lait est réalisé au niveau de sires protubérantes de I'abdomen maternel:
lestétines ou mamelons Dans les premieres heures et jours de vie padsnde nouveau-né

doit localiser et saisir oralement une tétine dfingérer le colostrum/lait.

Les savants de tous bords, biologistes, pédiapegchologues, se sont intéressés aux
premiers comportements des nouveau-nés de mamsédare’interrogeant sur la nature des
signaux qui les dirigent, ainsi que sur la natwee processus qui les motivent et les organisent
au cours du développement. Par exemple, Darwin2)18&st interrogé sur la fagcon dont
«les jeunes mammiferes ont instinctivement apptétex la mamelle> (p. 234). Apres lui, de
nombreux auteurs ont tenté d'échafauder des sodn@nwolutifs sur I'émergence de la
lactation propre aux Mammiféres et sur la progmsgies ajustements morphologiques,
physiologiques et comportementaux nécessaires queiies partenaires de la dyade mere-
enfant interagissent de facon adaptative, c’esteéichmédiatement efficace pour la survie

individuelle et en méme temps pour assurer la pagagén de I'espéce.

Les mammiféres ont élaboré différentes stratégiesedactions sociales au sein du systéeme
mere-enfant définies en fonction du niveau de nitatyghysiologique et sensori-moteur du
nouveau-né : la nidicolie, la nidifugie et toutes ktratégies intermédiaires. Chez les espéeces

nidicoles, dont font partis les rongeurs (rat, syuramster), leurs systemes visuel, auditif et

3
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thermorégulateur ne sont pas fonctionnels a lasaac®, et ce, jusqu’a la deuxieme semaine
de vie. Les comportements maternels (dont I'alkaé@st) ont lieu au sein du nid et la mére
ramene tout nouveau-né qui en sort (Gonzalez-Mari&cPoindron, 2002 ; Rosenblatt &
Lehrman, 1963). Chez les espéces nidifuges, coraptdas ovins, bovins, pinnipedes, les
cétaces, mais également certains rongeurs comroebkeye, les nouveau-nés apparaissent
autonomes sur les plans sensoriel et moteur (n®hbilutonome, thermogenése stable,
audition et vision fonctionnelles). Pour finir, ahées especes présentant des stratégies
intermédiaires, les nouveau-nés sont dotés descitdpasensorielles plus élevées que les
nouveau-nés nidicoles mais ont néanmoins une dépeadthermogénétique (suidés) ou
motrice (primates). Mais, quel que soit le nivedaautbnomie physiologique et de maturité
sensorielle du nouveau-né a la naissance, l'otfacijoue un réle crucial dans la survie
néonatale. En effet, I'altération de I'émissionmatusensorielle de la mére (par masquage ou
lavage) ou la suppression de la chimioréceptionaweau-né (par anesthésie temporaire ou
Iésion périphérique ou centrale) perturbent le rauvné dans sa performance de localisation
des tétines et de succion, menant a la perte ds gdj dans certains cas, a la mort (espéces
nidicoles: souris : Hongo et al., 2000 ; rat : Singh & Hof978 ; Singh et al., 1976 ; Teicher

& Blass, 1977 ; lapin : Distel & Hudson, 1985 ; KHod & Distel, 1983 ; chat: Larson &
Stein, 1984; espéce nidifugenouton : Vince et al., 1987 ; espéces interniégiahumain :

Doucet et al., 2007 ; porc : Morrow-Tesh & McGlori€90). Par conséquent, les signaux

chimiques ont un rdle critique dans le comportennéainatal.

La nature des sources et des indices olfactifs rggulent le comportement de tétée
apparaissent hautement spécifiques chez les marasjiféien que leurs nouveau-nés aient a
s’adapter a des contraintes du méme ordre. La ségummportementale qui méene a la tétée
est enclenchée par un nombre restreint de sowbstasces odorantes. Par exemple, chez les
rongeurs, lesouriceauxde 2 jours sont attirés par I'odeur kiyuide amniotiqueet affichent
une saisie préférentielle des tétines odorisédgjade amniotique (Kodama, 1990). Chez le
raton, les substrats extra-mammaires déposes sur lesdgdar la femelle allaitante, tels que
le liqguide amniotiquela salive maternellet lasalive infantile sont d’emblée trés réactogeénes
(Teicher & Blass, 1976; 1977). Par ailleurs, un posg de la salive infantile, diméthyle
disulfure a été caractérisé comme étant spontanément géaet@our les ratons nouveau-nés
et foetus (Pedersen & Blass, 1981; Smotherman & rRRohj 1992). Chez lé&apin, la
localisation de la tétine doit étre réalisée dam$aps de temps tres court car la femelle visite
son nid 5 minutes par jour (Venge, 1963; Zarrowlgt1965). Pour optimiser le succes de la
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tétée dans ces conditions, des signaux olfactifé émis au niveau de I'abdomen de la
femelle allaitante (Hudson & Distel, 1983) et démnait (Keil et al., 1990). Celui-ci contient
de nombreux odorants, dont un composé a valeurhdeomone le 2-méthylbut-2-énal
(2MB2), qui déclenchent les mouvements de recherche saidee orale de la tétine chez le
lapereau (Schaal et al., 2003). Chez les onguésspdrcelets expriment une préférence
envers les odeurs décesmaternelles par rapport a des odeurs de substa@atamaires tels
que le colostrum/lait et le lavis de tétine maté#enéMorrow-Tesch & McGlone, 1990).
Cependant, les odeurs thit et deliquide amniotiquesont également attractives pour les
nouveau-nés (Parfet & Gonyou, 1991). Dans le casadwebis, les glandes inguinales
sécretent uneire qui induit une réponse d’éveil et d’attractionldepart des agneaux (Vince
& Ward, 1984). L'odeur ddait ovin et duliquide amniotiquesont également réactogénes
pour les agneaux (Schaal et al., 1995b ; Vince &dN4984). Chez Humain, lesglandes
aréolaires (dites de Montgommery) produisent des sécrétiamsnepdulent les réponses
orales appétitives et respiratoire du nouveau-ra@u¢bt et al., 2009). Leolostrumet le lait
déclenchent le méme type de réponses d’attractiataetiviation orale (Marlier & Schaal,
2005). Enfin, le nouveau-né est attiré de facoiffiérgénciée vers I'odeur du colostrum/lait et
celle duliquide amniotiqueentre 1 et 3 jours de vie (Marlier et al., 19%N). somme, chez
toutes les especes de mammiferes étudiées, ledlderatleur progéniture ont mis en place
des mécanismes d’émission et de réception de sigoaimiosensoriels qui permettent le
guidage du nouveau-né inexpérimenté vers la téfies.études ont souligné que les capacités
précoces de détection, de discrimination et de miéatmn olfactive, jouent un role
déterminant dans I'organisation de la relation rerfant et dans la prise alimentaire chez le

nouveau-né.

Malgré ces nombreuses avancées scientifiques,ulestigns demeurent nombreuses sur le
développement du comportement néonatal qui ménesuggés de l'ingestion du lait:
Comment un nouveau-néimmature et inexpérimentés’oriente-t-il vers une tétine
maternelle, s’en saisit, et exerce des mouvements succion, des les premiéres heures de
vie postnatale? Quelle est la nature des échangemsoriels entre la mére et les jeunes
qui pilotent l'activité d’ingestion des nouveau-né® Est-ce que la communication
chimique évolue au cours du développement des jewm@ Existe-t-il une ou des
période(s) plus propice(s) pour 'émission des mesges maternels et leur réception par

le nouveau-né? Quels sont les mécanismes cognisfsus-jacents a I'établissement des

réponses adaptatives et comment se transforment-igsi cours du développement?
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Cette recherche vise a examiner la nature des @ekatiinformations chimiosensorielles
responsables de la mise en place des comportei@rgestion chez le souriceau nouveau-
né. Bien que la souris représente I'un des modblekgiques les plus étudiés, les
mécanismes sensoriels et neuro-comportementawgoguernent cette phase déterminante de
la reproduction restent peu explorés. Afin d’étudiés échanges au sein de la « dyade » mere-
jeunes, nous utiliserons les méthodes de I'éthelegpérimentale (Tinbergen, 1963). Nous
nous attacherons a déconstruire le contexte de @tétentant d’en décomposer la complexité

chimiosensorielle, pour présenter des indices amne restreint et controlé.

2) LA COMMUNICATION CHIMIQUE CHEZ LES RONGEURS
2.1) Sources odorantes

Chez les rongeurs, l'olfaction est considérée contiome des plus importants moyens de
communication dans la plupart des contextes sodiBtown, 1979). Les signaux chimiques
émanent de nombreuses glandes cutanées (sebacd@spares apocrines) et spécialisées
(salivaires, mammaires, lacrymales, etc.) (Hed&clBullock, 2004; Hollmann & Verley,
1965; Richert et al., 2000). Les glandes cutandast, le réle premier est dédié a I'entretien
de la peau et des phaneres, émettent nombres skaustds qui sont secondairement utilisées
pour leurs valeurs odorantdsqure 1). Ces sécrétions ou excrétions corporelles, tgllesla
salive, le lait, les larmes, les sécrétions gésstal'urine, et les féces, peuvent contenir des
indices/signaux olfactifs impliqués dans la comroation intra-spécifique (Breen & Leshner,
1977; Haga et al., 2010 ; Hurst et al., 1998 ; Risbet al., 2010).

La qualité et la composition de ces odeurs socides régulées par différents facteurs stables
propres a chaque individu (type génétique et imrganétique), a un groupe d’individus
(age, genre) ou a un stade développemental, sodgsacaractéristiques variables liees a des
fluctuations hormonales, métaboliques et psychobiques (statut reproductif, alimentation,
stress, dominance, pathologie). L'odeur résultagel'individu est a la fois complexe,
singuliere, et dynamique tout au long de la vies temposés actifs peuvent étre volatils ou
non, permettant une détection a plus ou moins lerdistance. En effet, les fractions non-
volatiles caractérisées par des protéines, dedeBpiou des hydrocarbones peuvent agir soit
comme des transporteurs ou des précurseurs dedigaratils, soit comme des fixateurs qui

prolongent la durée de I'émission des composeéstillassociés. En somme, toutes ces
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sources odorantes véhiculent des informations dsiemsorielles, qui une fois détectées,
modifient la physiologie et le comportement du ¢®ms) individu(s) receveur(s) (Arakawa et
al., 2008 ; Bowers & Alexander, 1967; Brown & Maaidd, 1985; Wyatt, 2003).
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” - Harder
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Figure 1. Sécrétions et excrétions produites par la mere ngetement impliquées dans la
communication mére-jeunes chez la souris
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2.2) Effets physiologiques et comportementaux des stimations odorantes

Chez la souris, les odeurs urinaires des malesjawerdle majeur dans la communication en
contextes agonistique et sexuel. Plus particuliergmes protéines de la famille des MUP
(Major Urinary Proteins), véhiculées dans l'urirerdales, vont aussi bien attirer les femelles
gue les males adultes, favorisant ainsi l'invesiigades marques urinaires (Hurst et al.,
1998). Les male®Mus musculussignalent leur localisation, leur territoire etilestatut de
dominance a travers le dépdt continuel de marqualfestifs (Hurst & Beynon, 2004). Des
odorants urinaires régulent la physiologie repradce de la femelle, ainsi que ses
comportements. Les dépots urinaires des maleseaenél’apparition de la puberté, induisent
I'cestrus, et synchronisent les cycles cestriensfeleglles (Vandenbergh, 1969; Whitten,
1956, 1957, 1958). De plus, les sécrétions saéigagt préputiales du male induisent I'cestrus
chez la femelle (Marchlewska-Koj et al., 1990). €agant, I'odeur des males peut aussi avoir
un impact négatif sur la gestation : 'odeur d’'u@lennon familier empéche I'embryon de

s'implanter (Brennan & Peele, 2003 ; Bruce, 1959).

Au niveau comportemental, I'urine de male contiemé protéine, l®arcine qui déclenche

I'attraction inconditionnelle des femelles (Robestsal., 2010). Une autre substance a valeur
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de phéromone, EPS1 (Exocrine gland-secreting peptide 1), sécrétée Ipar glandes

lacrymales de souris males, a pour effet d’augmertde réceptivité sexuelle et le
comportement de lordose de la femelle, maximisardi & succes copulateur (Haga et al.,
2010).

En résumé, la souris produit une grande variétésulestances biologiques émises par
différences sources corporelles et qui réeguleptupart des réponses comportementales chez
les adultes. Mais, de fagon surprenante, nous ngwce jour, que peu d’informations sur la
nature des échanges chimiosensoriels qui gouvetdaentlation mére-jeunes chez cette

espece.

3) ORGANISATION DE LA RELATION MERE-JEUNES CHEZ LA SO URIS

Chez les mammiferes, des mécanismes physiologiquagnitifs, comportementaux et
sociaux ont été sélectionnés pour favoriser I'é&dabment de relations coordonnées entre les
meres et leur progéniture. La mére fournit uneqmtodn physique et immunitaire, des soins,
des ressources nutritives et des informations (&leazMariscal & Poindron, 2002; Schaal et
al., 2009). Malgré les comportements de soin dé@@ar la femelle allaitante, la survie et le
développement du nouveau-né vont dépendre de seita@ exploiter efficacement les

indices sensoriels émis par cette derniére.
3.1) Physiologie de la reproduction et comportements matnels chez la souris

Gestation Dans des conditions favorables, les femellesisalmmestiques accédent a la
maturité sexuelle a environ 6-8 semaines de vier lcgcle ovarien est relativement court
avec un cestrus variant entre 4 et 6 jours (Be8y¥01 Bronson et al., 1966), durée qui peut
fluctuer en fonction de différents facteurs comraeshison, le régime alimentaire et les
conditions environnementales (Baumans, 2004 ; Mwetaal., 2010). La gestation dure entre
18 et 21 jours (Baumans, 2004 ; Labov et al., 198&ray et al., 2010 : 20-21 jours chez la
souche BALBY/c), au cours de laquelle le poids déftaelle augmente de 25 a 51% (37%
pour la souche BALB/c). Quelle que soit la souclee laboratoire testée, le nombre de
souriceau moyen par portée varie entre 3 et 1@spedivec 6 souriceaux en moyenne par
portée chez la souche BALB/c (Festing, 1968 ; Mured al., 2010). En somme, ces

caractéristiques permettent la prolifération déecespece.
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Le comportement maternel est défini comme I'ensendals comportements de la mere qui
vont augmenter la survie de la progéniture (Krasnég Bridges, 1990). Dans les derniers
jours de gestation, la femelle construit un nid ¢EwL968; Berry, 1970; Lisk, 1971). Cette
structure tend a maintenir constante la températomporelle des souriceaux, dont les

capacités thermorégulatrices ne sont pas aboute®spetz, 1966).

Parturition. Chez la souris, la mise-bas a lieu la plupart dupte au cours de la phase
nocturne et dure entre 1h30 et 4 h (Wilson & Edwal®63). La délivrance est suivie par un
cestrus-postpartum avec une ovulation de 12-18 hryBE970 ; Merton, 1938). L'intervalle
moyen entre deux portées varie en moyenne de ZjauBs selon la lignée (BALB/c : 33
jours ; Festing, 1968). La femelle assiste I'émeogede chacun des nouveau-nés du conduit
génital, détache le placenta et le cordon ombijliealéche le nouveau-né en le débarrassant
des membranes et fluides feetaux. Cette séquenc@ocmmentale est terminée avant
'expulsion du nouveau-né suivant (Kuroda et alQlR; Weber & Olsson, 2008).
Généralement, au cours de cette phase, les nomésaestent éparpillés autour de la femelle

et tendent a se refroidir du fait de I'évaporatias fluides foetaux.

Le nid peut étre occupé par plusieurs femelles maitent bas généralement de facon
synchrone, ce qui favorise ainsi I'apparition densoet d'allaitements communautaires
(Hayes, 2000). Ce phénomene, documenté chez pisssepéces de mammiferes (Packer et
al., 1992), permet d’améliorer la thermorégulatitndéfense du nid et la survie néonatale
(Hayes, 2000 ; Konig, 1994; Manning et al., 19953s soins et allaitement collectifs ont éte
rapportés en laboratoire (Konig, 1994 ; Sayler &nfe, 1971), en milieu semi-naturel
(Manning et al., 1995), aussi bien qu’en milieuunak (Wilkinson & Baker, 1988).

De la parturition au sevragedpres la mise-bas, la femelle rassemble sa podgs k& nid et

se positionne au-dessus d’eux, rendant la régionmaare accessible pour une premiére tétée
(souris : Brown et al., 1996 ; rat : Ronca et 993 ; Rosenblatt & Lehrman, 1963). Tout au
long de cette période, la femelle assiste sa pragénen restant la majorité du temps en
contact physique avec eux, jusqu'a 9 jours postipar et en adoptant fréquemment des
postures d’allaitement. L’allaitement représent&9@u budget-temps maternel (Kénig &
Markl, 1987 ; Ewer, 1968; Williams & Scott, 1958 comportement d’allaitement est initié
exclusivement par la mere jusqu'a I'age de 13 joors les premieres tentatives de tétées
autonomes ont été observées de la part des sawi¢@dteber & Olsonn, 2008). Par ailleurs,

les léchages uro-génitaux de la souris et de ta et cours des deux premiéres semaines de
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vie postnatale sont déterminants pour induire letion et la défécation des souriceaux (Ewer,
1968). Pour maintenir le niveau d’attention matlenau cours des 2-3 premieres semaines
postpartum, et surtout entre le§™2et 15™ jours, les souriceaux émettent plusieurs
catégories de vocalisations ultrasoniques. La fienest sensible a ces vocalisations et adapte
ses réponses comportementales en fonction de u@aendés vocalisations: attraction vers le
jeune et ramené au nid, inhibition du comportenf@otvoquant la douleur, induction des
comportements maternels, et plus spécifiguemerst,l@&sages (Ehret & Bernecker, 1986 ;
Weber & Olsonn, 2008).

La durée moyenne de la lactation est d’environ Basees, et les souriceaux sont
généralement sevrés autour di™5our de vie (Williams & Scott, 1953 ; Weber & Otsg
2008). La production de lait n’est pas constante@us de la lactation, aussi bien au niveau
gualitatif que quantitatif. Une diminution du volende lait se produit a partir du 11512
jour postpartum, et ce, jusqu’au sevrage (KnighP&aker, 1982 ; Hanrahan & Eisen, 1970

cité dans Ragueneau, 1987).

En somme, la dyade mere-jeunes chez la sourisagattérisée par des comportements
maternels complexes et quasi-permanents (notamdand la lignée BALB/c ; Weber &

Olsonn, 2008), fournissant une assistance aux BOLNES inexperimentes.
3.2) Transitions développementales du souriceau
3.2.1)La notion de niche ontogénétique

Le concept de niche ontogénétique prend en congtkait que les caractéristiques de
I'écologie individuelle changent au cours du déppkment de l'individu (Alberts, 1987 ;

Alberts & Cramer, 1988 ; Galef, 1981). Cette coraalisation présente le développement
postnatal comme une succession d’adaptations pbg&joes et comportementales a des
transitions prédictibles de I'environnement. Allse(R008) a appliqué cette perspective de
'adaptation ontogénétique a l'activité d’ingestidha défini le concept de niche d’ingestion
en fonction de la nature des aliments que l'indivicbnsomme et de la facon dont il les

ingere.

La Figure 2 illustre les quatre niches ontogénétiques du seaugc et de la plupart des
rongeurs, au cours de leur développement (adaptdbaets, 2008). La premiéere niche est la
cavité utérine maternelle ou chaque foetus estdagé son propre sac amniotique. L’'oxygene

et les éléments nutritifs sont passivement tranamnifeetus via le placenta.
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La deuxieme niche fére au milieu aérien postne et plus particulieremenau corps
maternel A la naissance, les souriceaux sont pourvus ge&myes sens-moteurs et de
capacités thermorégulatrices pleinement adaptégede alimentaire dans un environnen
thermoréglé par la mére et la fratrie au sein du nid. L'géye atmosphérique est inhalé
les poumons et les apports nutritifs sont activamecherchés et ingérés a partir du corp
la mere, puis assimilépar des processus ga-intestinaux qui se mette en place
progressivement.

Aprés la deuxiéme semaine de vie postnatale, |& siabsente de plus en plus fréquemn
et longuement du nid (Weber & Olsonn, 2008), cedjoiinue I'impact du corps materren
tant qu'élément principal dans la niche développementLa troisiéme niche désigt
'assemblage de la portée au sein du nid. Incapaiideréguler leur température corpor
jusqu’'a I'age de 12 a 28 jours (Clough, 1982; Bekryronson, 1992), les souricee se
rassemblent, en I'absence de lere,dans un mouvement dynamique qui alterne les pasi
périphériques et les positions centrales les @okauffantes (Smith, 198:

Autour de la troisieme semaine de vie, la cohoot@ate représente la quatrieme et dern
niche ontogénétique. Aecstade, les jeunes sont sensibles aux indices ganites autre
congéneéres en age de s’accoupler et ils modélerd Fabitudes alimentaires, d’explorati
de jeu, en vivant au sein d’'un groupe social. Raséquent, chague souriceau doit, tou
long du développement précoce, ajuster ses proprepartements et sa physiologie a c
de la mere et du nid,uareste de la fratr, puis, aux autres congénéres adultes du gr
(Alberts, 2008; Alberts & Cramer, 198

Niche 1 : Niche 2: Niche 3 : Niche £:
Cavité utérine Corps maternel Assemblage/enfouisseme Cohorte socialt
maternelle! de la portée dans le nid

Figure 2. Les quatreniches ontogénétiques de la souris de la conceptioisevrage (adapté
Alberts, 2008).

! Photo d'un foetus sois & 18 jourde gestation : http://www.geekosystem.com/moersiaryc-grows/
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3.2.2) Les niches ingestives précoces

La séquence des niches ontogénétiques contrainblesgau-nés a des ajustements constants
a différents niveaux fonctionnels (anatomiques, spilggiques, sensoriels,
comportementaux). lls doivent alors s’adapter auxtig niches d’'ingestion correspondantes:
1) le transfert mere-foetus des nutriments a traeeptacenta (Niche 1), 2) le comportement
actif de tétée pour ingérer exclusivement du Mitlje 2), 3) la transition de I'alimentation
lactée a I'alimentation solide (Niche 3), et 4htjestion exclusive d'aliment solide (Niche 4)
(Figure 3).

Ingestion passive in uterd.e liquide amniotique fournit protection physique sabilité
osmotique. Il véhicule ainsi des facteurs nutritiels, des facteurs de croissance et de
protection tout au long du développement du fosBle(ng & Brace, 2005 ; Renfree et al.,
1975). En fin de gestation, chez les rongeursestuite s’épaissit et facilite les mouvements
du feetus. D’'un point de vue comportemental, le soptrait relativement passif puisqu’il est
« perfusé » par voie placentaire des apports @spies et nutritionnels. Le fluide amniotique
est aussi porteur d’éléments chimiosensoriels wflugncent la structuration de I'olfaction.
Coppola et Millar (1997) ont ainsi mis en évidence le faetus de souris présente, d’'une part,
une activité motrice plus variée et plus fréqudatequ’il est exposé a des odorants (acétate
d'isoamyle et acide isovalérique) par rapport a so#ution saline, et d’autre part, une
capacité de discrimination entre ces deux odordrexposition a de telles stimulations
prénatales oriente le développement nerveux et odeipental du foetus (Patris et al., 2009;
Todrank et al., 2011).

Initiation de I'ingestion active d’aliments liquideGrace a ses capacités sensorimotrices, le
nouveau-né parvient dans les 3-5 premieres heergged s'orienter vers le corps de la mére
et a échantillonner la surface abdominale par desvements céphaliques de recherche. Le
nouveau-né est ainsi capable de localiser et daise des 10 tétines disponibles. Une fois
saisie, il exerce sur la tétine la succion qupklimet d’extraire le colostrum/lait, pour enfin le
digérer. A la naissance, les nouveau-nés péseirbariy g et sont dépourvus de pelage, leurs
systemes visuel et auditif ne sont pas fonctionniedés somesthésie faciale (vibrisses) et
périorale, ainsi que la chimioréception nasale retlep fonctionnelles bien qu’en pleine
maturation, sont donc mis en jeu dans la quétéatlmént lacté (Berry & Bronson, 1992 ;
Ehret, 1976; Ewer, 1968; Konig & Markl, 1987 ; Weh® Olsson, 2008). Durant cette
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période, le tube digestif doit acquérir a la f@aschpacité de taiter les aliments et d’absorber

les nutriments, de se défendre contre les bactgaigmgenes, et d’éliminer les toxines.

Transition de l'ingestion active du lait a I'alimesolide. Aprés la deuxieme semaine, la
diminution de la disponibilité de la femelle, maisssi de la quantité du lait maternel (Knight
& Peaker, 1982 ; Hanrahan & Eisen, 1970) pouss@&deseau-nés vers une nouvelle niche
ingestive. Pour subvenir a leurs besoins énergediqils doivent adopter une stratégie
ingestive associant le lait maternel et les alimermin-lactés. De petites quantités d’aliment
solide sont alors ingérées a partir de 10-17 joeryvie (Williams & Scott, 1953; Knight &
Peaker, 1982 ; Konig & Markl, 1987). Cette périmdéncide avec I'apparition des capacités
visuelles des souriceaux a 14-15 jours (Fuchs, ;1981ith, 1981; Williams & Scott, 1953) et
s’accompagne d’explorations actives de I'environeetmen dehors du nid. A cours de la
période de pré-sevrage, I'épithélium du tube difgmird progressivement son aptitude a
absorber le lait et acquiert des propriétés phggigles compatibles avec l'ingestion
d’aliments non-lactés. Les modifications physiotpgis sont alors nombreuses, comme, par
exemple, I'activité de la lactase élevée jusqu'adk™jour de lactation, puis qui diminue de
facon abrupte (rat : Alvarez & Sas, 1961; Rubinalet1964). Les souriceaux sont toutefois
sélectifs quant a la nature de ces nouveaux alsneaolides et tendent a consommer
préférentiellement ceux déja ingérés par la merpaswles congéneres familiers (Choleris et
al., 1997; Crawley, 2000 ; Valsecchi & Galef, 198falsecchi et al., 1989).

Ingestion exclusive d’aliments non lactésa derniére niche ingestive sollicite la
consommation exclusive d’aliments solides, demandammise en place de mécanismes
physiologiques et comportementaux (masticationjneéiant d’en assumer l'ingestion et la
digestion. Le sevrage est établit lorsque les jewswnt au contact de la mére sans téter.
Williams et Scott (1953) ont déterminé que le sgegrapparait a 23 jours de vie dans des
conditions de laboratoire. Au moment du sevragejdanes pesent en moyenne 9-10 g, poids
variant en fonction de la taille de la portée (Kp®&i Markl, 1987; Mendl & Paul, 1991 ;
Weber & Olsonn, 2008). Le moment du sevrage dépsmusbsi du poids des petits, les
souriceaux de faibles poids pouvant étre sevréstphdivement, jusqu’a 35 jours (Drickamer
et al., 2000 ; Konig & Markl, 1987; Mendl & PauBd1).
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Phase Prénatale: G15-G21 Phase Post-natale: PO-P21
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Figure 3. Schéma récapitulatif des comportements matermiss, capacités sensori-motrices du
souriceau et des niches ingestives rencontréasop@eau-né au cours de son développement précoce.
Les gquatre niches ingestives sont représentéesirpande couleur: 1) le transfert mere-foeetus des
nutriments a travers le placenta (fond rose), 2ydmportement actif de tétée de la mamelle pour
ingérer exclusivement du lait (fond orange), 3jrémsition de I'alimentation lactée a I'alimentatio
solide (fond vert), et 4) I'ingestion exclusive litaent solide (fond bleu).

Ces différentes transitions sont critiques parce s nouveau-nés de mammiferes sont
soumis a des pressions de sélections extrémemetrieséet des réponses inadaptées de la
meére ou des petits peuvent conduire a la mort @idividu, voire de la portée. Les deux
périodes du développement précoce comptabilisapluke fort taux de mortalité infantile se
situent ainsi juste aprés la naissance et au momenstevrage, car elles exigent les
ajustements physiologiques, comportementaux, dégyret sociaux les plus conséquents
(Schaal, 2010).

Notre projet de recherche s’est concentré sur d&tdu développement des réponses
d’ingestion des souriceaux lors des premiers jdersie postnatale. Les rongeurs étant dotés
de systemes somesthésique et chimioréceptif fomais a la naissance (Coppola & Millar,

1997), nous avons comme objectif d’évaluer le di#e informations olfactives émises par la
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femelle allaitante dans la régulation des inteomsti meére-nouveau-né et, plus

particulierement, dans la prise alimentaire (Iactikenouveau-né.

4) COMMUNICATION CHIMIQUE IMPLIQUEE DANS LA RELATION M ERE-
JEUNES CHEZ LES RONGEURS

4.1) Des odeurs mammaires qui induisent la saisie de tétine
4.1.1) La tétine maternelle : une interface singuliere

Oftedal (2002) a émis I'hypothése que les glandasmaires ont évolué a partir de glandes
apocrines associées a des follicules pileux, faiéarerger des champs mammaires chez les
protothériens et de vraies mamelles chez les aattgrSelon les especes, les glandes
mammaires sont situées sur les régions thoracigbe®minales ou inguinales, et distribuées
par paires symeétriques au nombre de 1 (primatgdusde 11 (Schaal, 2010). La souris

compte 10 glandes mammair&sgure 4).

Les structures mammaires présentent des caraicféeistpropres d’un point de vue tactile,
thermique, hygrométrigue et chimiosensoriel (Scha2010). Les tétines sont ainsi
différentiables du reste de I'abdomen maternel leawrs qualités: 1) physique : elles
consituent des appendices érectiles de texturséglist glabre; 2) thermique : les structures
mammaires sont des régions hautement vascularisépsnsables d’'une température de
surface supérieure a celle du reste du corps (adis@ms personnelles mesurées a l'aide de la
caméra thermique: 36.80 + 0.15°C a la surface diétiee versus 35.80 £ 0.36 °C a la
surface du pelage de I'abdomen chez des femellagaates souris); 3) hygrométrique :
'’humidité est plus forte par rapport au reste 'dédomen grace aux tétées successives des
souriceaux et aux propres léchages de la méregrguieu plus fréquemment sur cette zone
du corps (souris: Harvey & Mann, 1987; rats: RotlR&senblatt, 1967; Serafim & Felicio,
2002); et 4) chimique : par la présence de compséé®tés spécifiquement par les glandes
mammaires ou déposées spécifiquement sur la réggonmaire. Par conséquent, les régions
mammaires constituent des véritables « points chauglie le nouveau-né peut utiliser pour

s’orienter sur 'abdomen de la femelle.
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4.1.2)Implication de l'olfaction dans la saisie de larét

Chez les rongeurs, les nouveau-nés sont princigaienassistés par des indices
chimiosensoriels émis par les structures mammémsis : Hongo et al., 20QQat : Teicher

& Blass, 1977 ; pour revue : Schaal, 2010). Enteffelocalisation et la saisie de la tétine
maternelle peuvent étre perturbées par des proeederlavages (souris : Hongo et al., 2000 ;
rat : Hofer et al.,, 1976 ; Teicher & Blass, 19786977). Ainsi, des souriceaux qui téetent
efficacement une tétine dés les premieres heurasngtales, voient leur performance
décroitre face a une tétine lavée a l'eau disti{ldengo et al., 2000). Chez le raton, le
comportement de saisie d’une tétine lavée estuestgpres application du lavis d’une tétine
de femelle allaitante sur une tétine lavée (TeickeBlass, 1976 ; 1977). En somme, les
indices chimiosensoriels émis par la région mamenaont essentiels pour orienter les
nouveau-nés rongeurs vers la tétine. Ces émissibimiques sont peu volatiles et peu

résistantes au lavage (méme a I'eau distillée).

A) B)

, — | —left cervical mammary gland

Vo

.
-Left th it v glands
/ -y 7 horacic mammary glands

\\Leﬁ abdominal mammary gland|

Left inguinal mammary gland

NT

Figure 4. Vue ventrale d’'une souris allaitante ou I'étendeelal zone des
glandes mammaires a été représentée (Photo de d@inti et al., 2004).

4.2) Mécanismes sensoriels et cognitifs néonatals impligs dans l'initiation de la

tétee
4.2.1)Les odeurs prénatales impliqguées dans I'inductetagremiere tétée

Chez un grand nombre d’espéces de mammiferesluile amniotique déclenche des
réponses avides chez les nouveau-nés a la naissandans les premiers jours de vie
postnatale (souris : Kodama, 1990; rat : Arias &l 2007; Blass, 1990; Blass & Teicher,
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1980; Korthank & Robinson, 1998; Mendez-Gallarddr&binson, 2011; Teicher & Blass,
1977 ; lapin : Coureaud et al., 2002 ; mouton :c€i& Ward, 1984 ; humain : Marlier et al.,
1998). Par exemple, les souriceaux de 2 joursssaisi préférentiellement une tétine de
femelle allaitante recouverte de liquide amniotigae rapport a une tétine badigeonnée d’'une
solution saline, et ils évitent une tétine odoriaéa vanille (Kodama, 1990). Chez le rat, le
substrat olfactif responsable de la premiére saildetétine est le liquide amniotique
(Koffmann et al., 1998 ; Teicher & Blass, 1977¥;fluide prénatal se retrouve abondamment
distribué sur I'abdomen et plus particulierement &g régions mammaires suite aux

nombreux léchages de la femelle pendant et jusés dg parturition.

Le liquide amniotique se retrouve donc dans legumilpérinatals et cette relative continuité
chimique guiderait le nouveau-né vers I'abdomelegtétines maternelles. Ce processus de
continuité chimiosensorielle transnatale se fongleless capacités d’apprentissage fcetal des
caractéristiques chimiosensorielles du liquide atipie et sur leur utilisation dans
I'orientation néonatale dans le milieu postnatalbgkts & Ronca, 2012; Coureaud et al.,
2002; Pedersen & Blass, 1982; Schaal, 2005; Séhaabeur, 1992). Par exemple, Pedersen
et Blass (1982) ont étudié le rb6le de l'apprengssalfactif dans l'induction du premier
comportement de saisie de tétine chez le ratonteG&tude a consisté a modifier la
composition chimique du liquide amnitotique en atgat du citral dans I'environnement
prénatal, et/ou a exposer les nouveau-nés a l'atdiewitral associé a des caresses pendant 1
heure avant toute expérience de tétée. Seuls tessraxposés a I'odeur de citral avant et
apres la naissance ont tété une tétine odoris@iralj et n'ont pas répondu a une tétine de
femelle allaitante olfactivement intacte. A I'inger, les ratons exposés a I'odeur de citral, soit
avant, soit apres la naissance, n’ont pas saiétitee odorisée au citral, tandis qu’ils ont saisi
une tétine intacte de femelle allaitante. Ces tatsul indiquent que la continuité
chimiosensorielle détermine le déclenchement deptamiére saisie de tétine. La
reconnaissance postnatale indiqgue que les casdi@as chimiosensorielles du liquide
amniotique sont apprises et mémorisées au couls \de intra-utérine via des processus de
familiarisation et/ou de conditionnements liés & davénements périnatals renforgants,
comme par exemple, les contractions utérines, déeah et les Iéchages maternels, ou encore
la prise de lait (Alberts & Ron¢@012; Miller & Spear, 2009; Ronca & Alberts, 199495).
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4.2.2) Les odeurs postnatales impliquées dans I'indua®fa premiére tétée

Le liguide amniotique n’est pas le seul déclenclizula saisie de la tétine chez les nouveau-
nés inexpérimentés. Chez le ratsidive maternelleappliquée sur une tétine préalablement
lavée permet d’en réinstaurer la saisie, contraregm la salive de femelle vierge, a l'urine
maternelle, a une solution isotonique saline owes @dorants arbitraires (Teicher & Blass,
1977). Par ailleurs, chez plusieurs espéces de nfares) les composés volatils véhiculés
par lelait homospécifiquedéclenchent des réponses comportementales appetithez les
nouveau-nés (humain: Marlier & Schaal, 2005; Raimthet al., 2007; lapin : Coureaud et al.,
2001; Keil et al., 1990; porc : Parfet & Goyou, 199nouton : Schaal, 2005 ; Vince & Ward,
1984).

4.2.3)Fluctuation de la signification des odeurs indeetsi de la tétée en fonction

de I'expérience néonatale

Les capacités d’apprentissage sont sollicitées @aftgmation des réponses adaptatives lors
des transitions d’'une niche a l'autre. Ces appssaties néonatals sont impliqués dans la
détection, la mémorisation et la reconnaissancecdeactéristiques dans I'environnement
physique (nid) et social (mere, pere, fratrie).f&#nts paradigmes de conditionnement ont
mis en lumiére la capacité de nouveau-nés a assmoee odeur neutre a un renforcement
nutritif, tactile, thermique ou olfactif. Une stittation tactile qui mime les |échages parentaux
ou les contractions utérines va induire une préffgeenvers toute odeur associée (souris :
Bouslama et al., 2005 ; raton : Sullivan & Hall389 Sullivan & Leon, 1987; Sullivan et al.,
1989; 1991a; Price et al., 1998; Wilson & Sullivd®94 ; nouveau-né humain : Sullivan et
al., 1991b; Varendi et al., 2002). Le rble de Imstation nutritive dans les apprentissages
précoces a été largement étudié chez les mammifeesssouriceaux de 3, 6 et 10 jours
exposes a un odorant pendant 1 heure de tétéeastanif une préférence pour cet odorant et
lintensité de la préférence est proportionnella @urée de I'association (Armstrong et al.,
2006). La succion non-nutritive constitue égalememte situation renforgatrice des
apprentissages olfactifs. Ainsi, des ratons de t114ejours, exposés a l'odeur d’orange au
cours d’'une tétée nutritive ou non-nutritive, erment par la suite, une attraction conditionnée
pour cette odeur. Néanmoins, cette attraction k&t forte si la tétée a été renforcée par
l'ingestion de lait (Brake, 1981). L'apprentissggestnatal a été démontré chez des ratons de
1 jour de vie qui apprennent a discriminer entrexdeédales odorisées, et a actionner celle
associée a la délivrance de lait (Johanson & HAIr9). D’'un point de vue physiologique, la
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prise alimentaire active le systeme opioidergiqu#ogene. Au niveau visceéral, le contact du
colostrum/lait avec la muqueuse gastro-intestimg@ielenche la libération d'hormones et de
neuropeptides impliqués dans la physiologie digestinais également dans certains aspects
comportementaux; c'est le cas notamment de la chsiekinine (CCK) qui induit
'apaisement et facilite les apprentissages précacssi bien chez le raton (Blass, 1996) que
chez I'agneau (Nowak et al., 1997). Toutes cesestutontrent que le conditionnement
olfactif peut provoquer des réponses appétitivez ¢dbs nouveau-nés et que ces mécanismes
d’apprentissage d’odorants sont fonctionnels alaantissance, et deviennent de plus en plus

efficaces avec I'age (Miller & Spear, 2010).

5) OBJECTIFS DE RECHERCHE

Ce travail de these a comme obijectif principal utlétr les processus sémiochimiques
impliqués dans les interactions mere-jeunes chegolais de laboratoireMus musculus

domesticus Ce modeéle présente de nombreux avantages.
5.1) Choix du modele biologique

D’une part, la souris est une espece nidicole nhouveau-nés, sont exclusivement guidés
par les systemes somesthésiques et chimiorécepiesisystemes visuel et auditif n’étant pas
fonctionnels. Le systéme olfactif est fonctionn@sde 18me jour de vie gestationnelle
(Coppola & Millar, 1997). Il reste dominant dansdgulation du comportement tout au long
du développement du souriceau, méme lorsque leésensgs auditifs et visuels deviennent
fonctionnels (9 jours et 14-15 jours, respectivete@ette particularité développementale
offre 'opportunité d’étudier le développement @esnportements contrblés par I'olfaction.

D’autre part, beaucoup d’'aspects de la communicatiére-jeune impliqués dans l'induction
du comportement de tétée chez la souris, restéine &tudiés. Plus particulierement, la nature
des odorants régissant les comportements d’atiradti souriceau n’est pas connue. Seul le
rat, I'espéce modele dans I'analyse du développesmnportemental, a fourni un éclairage
sur I'impact de certains substrats olfactifs daimtiation de la tétée (Blass, 1990 ; Blass &
Teicher, 1980 ; Teicher & Blass, 1976; 1977 ; Pseler& Blass, 1981; Smotherman &
Robinson, 1992). Cependant, chez le rat, les séoséexcrétions présentes sur la tétine n’ont
pas toutes été systématiquement testées et setdsnsedges du développement ont été

abordés, ne fournissant que des conclusions pestigur les mécanismes sensoriels et
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cognitifs mis en jeu. Le modele murin nous perraettie vérifier si des mécanismes
comparables de guidage olfactif interviennent danwise de lait néonatale, et d’identifier la
nature des indices olfactifs décisifs.

Ensuite, le choix d’utiliser une souche de labdratprésente plusieurs intéréts. Les souches
de souris consanguines (BALB/c, C57BL/6, et DBAI®...) ont été créées entre autres pour
étudier les phénomenes développementaux, les taatapons de tissus, les désordres
métaboliques et comportementaux, les malformatiamngénitales et les réponses
immunitaires (Ragueneau, 1987). Ces lignées congzg créées a l'origine a partir de
'especeMus musculus domesticuesultent de croisements fréres-sceurs durantdauz0
générations, qui permettent d’obtenir 99% du gén@mi&tat homozygote. Grace a nos
connaissances sur la génétigue moléculaire de dass(dentification totale du génome,
géenes surexprimés, genes cibles), des travauxnp@ta de nombreux génotypes obtenus a
partir d’'animaux sélectionnés artificiellement, kkout ou transgéniques (van Meer & Raber,
2005) ont permis d’identifier les genes impliquéasngl la régulation du comportement
maternel et infantile (Branchi & Ricceri, 2002 ;id&yes, 1998; Hongo et al., 2000 ; Schaller
et al., 2010; Weber & Olsson, 2008). L'utilisatide lignées consanguines et de génotypes
modifiés présentant des difficultés de survie, naffrent 'opportunité de mieux appréhender

I'origine génétique et biologique des troubles déypementaux chez la souris.

Pour finir, le choix de la lignée BALB/c s’appuiardes nombreuses connaissances révelées
par des travaux ultérieurs relatifs au développérsensoriel et moteur du souriceau (Carlier
et al.,, 1983 ; Ragueneau, 1987 ; Roubertoux etl@B5) et aux comportements maternels
aboutis (Weber & Olsson, 2008). Chez cette lignde.HBc, les femelles mettent bas trés
frequemment (33 jours : Festing, 1968) et le taaxvbrtalité infantile est trés faible (2% :
Murray et al., 2010), ce qui facilite le dévelopmande I'élevage et I'expérimentation sur

cette lignée.
5.2) Objectifs de la recherche

Malgré son statut d’espéce modele majeure dansidesaines des neurosciences, de la
biologie du développement et de la génétique, laisoeste négligée en ce qui concerne les
bases sensorielles de la communication dans leexientiu lien mére-jeunes. A ce jour, la
relation mere-jeune chez la souris a été étudige gifférents aspects : le développement des
comportements maternels (Konig & Markl, 1987 ; kaeo & Hoeck, 1989 ; Shoji & Kato,
2006 ; 2009), I'induction des soins maternels peg @calisations néonatales (Branchi et al.,
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1998 ; Ehret & Bernecker, 1986; Noirot, 1972), Iéveloppement sensori-moteur des
souriceaux en fonction de facteurs génétiques \@ta@mementaux (Le Roy et al., 1998), le
développement neurocomportemental des souriceawagid, 1998 ; Branchi et al., 2001 ;
Scattoni et al., 2009), et la communication olfactimpliquée dans la reconnaissance
individuelle (discrimination entre apparentés, ergspéces) par les souriceaux (Todrank et
al., 2005).

L’environnement physique et social dans lequel @évole souriceau au cours des trois
premiéres semaines de vie en milieu naturel semésw nid, a la fratrie, a la mere, et dans le
cas d'allaitement collectif, a d’autres femellelaiédntes souvent apparentées (Kénig, 1994 ;
Manning et al., 1995 ; Sayler & Salmon, 1971; Wion & Baker, 1988). La capacité des
nouveau-nés a discriminer entre des femelles étaaes stades différents de lactation, ou
entre des laits d'ages lactationnels différentstinuperait la localisation et l'ingestion
d’éléements nutritifs et immunitaires adaptés ausobes développementaux. Par conséquent,
Nous nous interrogerons sur les capacités desceaun a détecter et utiliser des informations
olfactives relatives : 1) au statut physiologigeda femelle et aux substrats odorants présents
sur la tétine (Partie 1), et 2) a la possibilitéire qualité olfactive spécifique du lait en

fonction de I'age lactationnel de la femelle (Raitl).

Dans la Partie Il, nous tenterons d’identifier la nature des indic#sctifs maternels
impliqués dans le comportement de tétée du sowriadace, a différents stades précoces du
développement. Nous caractériserons d’abord lestrsub biologiques présumes étre présents
sur la tétine maternelle et qui guident I'orierdatide souriceaux de 5-6 jours. Ensuite, nous
tenterons d’identifier les substrats olfactifs quduisent spécifiquement la saisie orale de la
tétine au cours des premieres heures postnatailgsarficulier, les capacités d’apprentissage
devraient jouer un réle majeur dans I'émergenc&adealeur informative des odorants. Nous
aborderons ainsi les capacités associatives ing#galans le comportement de tétée chez le

souriceau.

Dans la Partie I, I'objectif général sera d’examiner si I'attradétés/ du lait de souris est
homogene au cours de la période de lactation. &émaluer les réponses comportementales
néonatales envers d’éventuelles fluctuations deelio du lait, les souriceaux de différents
ages seront simultanément exposés a des laits smméhevés a différents stades de lactation
chez des souris de la méme souche ou de souchliésenliés. Dans la section Il.hous
étudierons les préférences olfactives des sounc®ALB/c de 2, 6 et 15 jours face aux
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odeurs de laits d’ages lactationnels différentsadla section 1l.2nous examinerons ensuite
les préférences olfactives des souriceaux BALBla naissance exposés a des laits d’ages
lactationnels différents. Enfin, dans la sectia3, lunesérie de tests évaluera si I'attractivité
du lait de souris de souche C57BL/6 est homogeneoats de la période de lactation pour
des souriceaux BALB/c. Chez la souris, comme cheg tes mammiferes, la composition du
lait change au cours de la lactation. Nous émetthpgothése que d’éventuelles fluctuations
olfactives du lait au cours de la période de lamtapuissent étre détectées par les souriceaux
et qu'une préférence soit observée envers desplaissou moins appareillés a leur age. Une
telle capacité discriminative serait particulieremeadaptative dans une espece ayant

développé un systeme d’allaitement communautaire.
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1) CARACTERISATION DES SUBSTRATS OLFACTIFS QUI GUIDENT LE
SOURICEAU (5-6 JOURS) VERS LA FEMELLE ALLAITANTE

1.1) Introduction

Parmi les mammiféres, la mise en place de la conuation au sein de la dyade meére-
jeune(s) a lieu grace a des échanges chimioselssdiegpendant, seules les études sur le rat
ont permis d’éclairer le réle de certains substratenme le liquide amniotique et la salive
maternelle, dans linitiation de la tétée (Blas89Q ; Blass & Teicher 1980 ; Pedersen &
Blass, 1981; Smotherman & Robinson, 1992; Teichd@l&ss, 1976; 1977). Néanmoins, les
sécrétions/excrétions présentes sur la tétine rpasttoutes été systématiquement testées et
seuls certains ages du développement ont été abolidéaut garder a l'esprit que les
variations sont nombreuses entre espéces (et,iaurggne d'une méme espece, entre les
classes d'ages et de sexes) et que dautres especesngeurs, telle que la souris de
laboratoire, sont avantageuses pour approfondind& des processus sémiochimiques qui

gouvernent les interactions mére-jeunes.

A ce jour, la nature des substrats olfactifs imydig| dans la localisation de la mére et de ses
tétines est inconnue chez la souris. La présentieat donc pour but: 1) d’évaluer le pouvoir
attractif des femelles allaitantes pour le souric&g de localiser la région corporelle la plus
attractive pour le souriceau, et 3) d’identifies kubstrats olfactifs qui sont a la base de cette

attraction néonatale.
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1.2) Orientation of newborn mice to lactating females: dlentifying biological substrates

of semiochemical interest

Syrina Al Ain, Amal Chraliti, Benoist Schaal, BruRatris

Abstract

Among mammals, odor-based communication betweeralt=mand infants is decisive for

neonatal survival. So far, the nature of odor gabss$ involved in the localization of the

mother and their nipples is unknown in mice. Thespnt study aims: (1) to evaluate the
specific attractive value of lactating females swborn mice, (2) to localize the abdominal
region that is most attractive to pups, and (3)dentify odor substrates that support such
attraction. Results showed that 5-6-day-old mianr@referentially over the abdomen of
lactating females than the abdomen of non-lactdimgales. In lactating females, pups are
more attracted to abdominal areas comprising ngpplée blend of odor substrates from
nipples, as well as separate sources presumedpase ityiz. milk, maternal saliva and pup

saliva, were detectable and equivalently attradivpups. The equivalent attraction of these
different odor substrates may derive either fronertap in chemical constituents, or from

associative learning during nursing.

Keywords:mice (Mus musculus newborn; mother—infant communication; olfactiompple;

milk; saliva

2 Article sous presse dans Developmental Psychobjolog
DOI : 10.1002/dev.21003

26



Caractérisation des substrats olfactifs qui guidiengouriceau vers la femelle allaitante .1

INTRODUCTION

Mammals have evolved physiological, cognitive, hébr@l, and social mechanisms to
optimize the establishment of coordinated relatigqrs between females and their progeny.
Basically, females make themselves more or lesgaél@ to provide protection and care,
information, and energetic resources (e.g., GoazdWariscal & Poindron, 2002; Schaal et
al., 2009). Reciprocally, infants’ survival and ptige development depend on their own
capacities to exploit the sensory cues broadcastrhgles before reaching all the matters and
commodities they afford. One of the most obviougets of infant behavior on the mothes
body is the nipple (Schaal, 2010). At this outleticture, neonates get colostrum/milk and
associated benefits, in terms of hydration, casgrieutrients, immunity, neural growth
stimulation, arousal regulation, hormones, and agnsformation (Jensen, 1995). The
emphasis here will be on the nipple as a souraef@fmation directed to the newborn.

In all species of mammals studied so far, the mammegion, specifically the nipple, has
been shown to release odor cues and signals thpbdwneonatal behavior. The experimental
alteration of this information (by masking or wasl)i or of the sensory means to process it
(by deprivation of odor inputs or lesion of nasaémoreception) results in failures to locate
the mother or the nipple and in achieving milk k@aending in weight loss and death (cf.
Alberts, 1987; Blass, 1990; Blass & Teicher, 198%senblatt, 1983; Schaal, 2010).
Therefore, chemosensory cues have a critical mléhé neonatal ability to locate, orally

grasp, and suck a nipple.

Although this process has been studied ethologi¢allnost mammalian taxa, its chemical
and chemosensory bases have been thoroughly desmibimeonly few cases, mainly the rat,
the rabbit, and the human (Schaal, 2010, for reviéutheir quest for milk, neonatal rats
respond to a range of extra-mammary substrategbtdbere by the dam’s self-licking and
the pup$ sucking; the natural substrates shown to carryawehally active compounds

were amniotic fluid, maternal saliva, and pup sal(feicher & Blass, 1976, 1977). One
compound isolated from pup saliva and salivary dgaimethyl disulfide, was characterized
as being reactogenic to neonatal or fetal rat fBeslersen & Blass, 1981; Smotherman &
Robinson, 1992). In the rabbit, the pupslocalization of the nipple is strongly time-

constrained and efficient signals are thus emitedguide searching motions and elicit
grasping. These functions appear to be fulfilleduoydentified odor cues emitted on the

lactating femalé s abdomen (Hudson & Distel, 1983) and by a pher@awomveyed through
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milk (Schaal et al., 2003). Finally, human infaattend to the odor of their mothes breast
while nursing (Doucet et al., 2007; Schaal et20Q9). The areolar glands of lactating women
give off secretions that intensify appetitive ommbvements and respiration (Doucet et al.,
2009), and the mammary gland itself emits colostmitk that appears unconditionally
attractive to newborns (Marlier & Schaal, 2005).sbim, the ways through which odor cues
are produced and assembled on the mammae/nip@esothr diverse between species and
complex within species, and provide an interestpgortunity for comparative analyses in

chemical communication, maternal behavior, and atdrcognition (Schaal, 2010).

It is surprising that the mous®l(s musculus the major mammalian “workhorse” in genetics
and developmental, neural and behavioral biologg, lleen relatively neglected regarding the
perceptual bases of early communication in theecdndf suckling. So far, the origin and
nature of the chemical substrates used by newbace to reach nipples are unknown.
However, the mouse has great potential as a madanism for the appreciation of the
semiochemical processes that govern female-offgpimteractions, advantageous features
being that: (1) newborn mice are born without augitand visual input (up to Days 9 and-14
15, respectively; Ehret, 1976; Weber & Olsson, 20@Bey are thus initially guided by
somesthesis and chemoreception, and olfaction nsnalmminant in the control of behavior in
later development (Breen & Leshner, 1977; Hennessf., 1980); (2) in contrast to the rat,
mouse olfaction and vomerolfaction are dissociablearly development, as the vomeronasal
system does not function before birth and remaman immature condition until puberty
(Coppola & O’'Connell, 1989; Coppola et al., 1993); the mouse olfactory system functions
prenatally (Coppola & Millar, 1997), thus contrimg very early to the experiential induction
of behavioral phenotypes; (4) postnatally, mousgspare adept odor learners in the context
of nursing or maternal care (Armstrong et al., 20B6uslama et al., 2005; Durand et al.,
2003) and retain such influences lifelong (Mainadal., 1965); thus, the repertoire of salient
odor cues can be experimentally controlled in edeyelopment; (5) standardized behavioral
tests are devised to assess brain function andvieeha adult (Crawley, 2000; van Meer &
Raber, 2005) and developing mice (Branchi & Rigc2€i02); (6) the access to numerous
genotypes obtained through artificial selectiompdiout or gene transfer (van Meer & Raber,
2005) offers ways to address genetic influencesnaternal and pup behavior (Weber &
Olsson, 2008), as well as on mammary and milk-edlaemiochemistry. Finally, (7) another
ground to investigate mammary-related semiocheynistthe mouse derives from frequent

maladaptive outcomes resulting from genetic maafpahs. Such adverse, often lethal,

28



Caractérisation des substrats olfactifs qui guidiengouriceau vers la femelle allaitante .1

outcomes generally occur in the earliest stagedegtlopment (Branchi & Ricceri, 2002);
therefore, a better appreciation of the sensortofacsupporting neonatal suckling would be
useful to understand and resolve problems with agdbrviability in genetically modified

mice (e.g., Hongo et al., 2000).

The present experiments aim to identify maternaredhat likely guide newborns to the
nipple and facilitate suckling. It has three retagwoals: (1) Verify whether lactating female
mice (LF) are olfactorily attractive to newborn mias compared to non-lactating females
(NLF); (2) Localize the region(s) on LF abdomen &img odor cues that are most attractive
to pups; (3) Characterize the relative attractigsnaf various odor substrates (milk, saliva of
lactating females, and saliva of pups) assumecetprbsent on the LF abdominal skin and

nipples.

GENERAL METHODS
Animals and Housing Conditions

Female and male mic&I( musculusBALB/c strain, purchased at Charles River, L’ Ag$le,
France) were housed together in standard cagest{2817 cm x 13 cm) in the local breeding
unit. Males were left in continuous presence in ¢hge to favor their parental contribution
and ensure conception during postpartum oestrustarmlardize conditions of housing and of
pup development (competition), litters were culled pups. Supernumerary pups (from 1 to
4) were fostered to other LF of the local breedimg having less than 6 pups (on lactation
day 1 or 2). The ambient temperature of the breecbom was set at 21°C (£2°C). The room
was lit on a 12/12 hr light/dark cycle (light orofin 12:00 to 0:00 hr). Water and food pellets
(Scientific Animal Food & Engineering, lonisos Ayb&€hampagne) were available ad
libitum. French national and local rules concerrting use of laboratory animals were strictly
followed (authorization no. 21 CAE 059).

Test Animals

We tested 320 mice pups on postnatal day (8) (fhe day of birth being recorded as PO).

Following pilot-testing, we noted that pups whickeighed >3.5 g exhibited optimal motor
abilities in our test conditions. Thus, only pugmching that body-weight criterion were

included. Each pup was tested in only one experiah@ondition. Before the test, the pups
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were deprived of contact with the mother for 4 drmbaximize their motivation towards
maternal stimuli. To prevent litter effects, wetégsa maximum of 4 pups per litter by group;
thus, within a same litter, the 6 pups participatedifferent experiments.

Test Device

To investigate preference behavior i6Eday-old mice, we used a test apparakigure 5)
adapted from those described by Alleva and Calanea(it986). This test arena consisted of
a rectangular polypropylene box (internal lengthidth x height: 7.1 cm x 5 cm x 7 cm) with

a stainless steel mesh floor (7.1 cm x 5 cm, mestt 8.14 mmz2). This mesh floor was
positioned 2 cm above the bottom. This device wssduin two variations of stimuli
presentation. In Experiments A and B, the stimudravpresented from below. Both stimuli
were exposed under the mesh, being separated ®d@mmpolypropylene partition to avoid
odor mingling. In Experiment C, the stimuli wereepented above the mesh in the corners of
the box (see explanations below). To avoid a p@ktihermal confound influencing the
pups behavior in both compartments, the test arenaplead on a heating plate (28 cm x
20 cm; Gestigkeit, Dusseldorf, Germany). We vedifiwhether the temperature in both
compartments was equivalent at the level of thehmeéth an infrared camera (FIlirTM A320,
Flir Systems, Danderyd, Sweden). When the testiegd@ “warm” (e.g., a live animal) and a
“cold” stimulus (e.g., the control stimulus), thest arena was put on two adjacent heating
plates (which temperatures were set to equalizethibemal conditions of the mesh floor

where the pups were roaming).

Figure 5. The two-choice device: (a) windows open in ExpeninB under the mesh floor on nipple
(left) or non-nipple areas (right) of lactating feles’ abdomens; (b) midline of the arena; (c) &am
steel mesh floor; (d) two ipsilateral corners paghtvith the same stimulus in Experiment C; (e)
median polypropylene partition separating the diismifemales deposited under the mesh floor in
Experiments A and B.
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Stimuli

In all experiments, the olfactory stimuli were sel to be unfamiliar to the tested pups, that
is, the pup’s own mother or siblings were neverdusghe stimuli consisted either in the
abdominal odor of LF (on Day 6 or 7 of lactation; Experiments A and B) or NLF (in
Experiment A), in a nonbiological pure odorant &Yy or in biological odor substrates (i.e.,
milk, maternal and pup salivas, smears of dorsal gskof nipples). In experiments A and B,
the stimulus females were anaesthetized by an-periéoneal injection of a mixture of
ketamine (Imalgéne 1000, Vibrac, France; 45 mgikiyaCl .9%) and xylazine (Rompun 2%,
Bayer, France; 5 mg/kg in NaCl .9%). The anesthHatited for approximately 45 min. Four to
six stimulus females (paired or single) were usgtebt condition. In Experiment C, the odor
substrates were sampled from LF on Day 6 or 7athteon (milk, saliva, dorsal skin or nipple
smears) or from 5- to 6-day-old mouse pups (saliva)

General Procedure

All behavioral testing of pups was run in a roomaadnt to the breeding room to avoid
interference with unwanted odors from conspecifidse tests began at 1.00 p.m. (i.e., at the
beginning of the light phase). Before each 2-mist,t¢he arousal of each animal was
standardized by stroking it along the back 10 timé a soft paintbrush. Then, the pups
were pre-exposed to both stimuli for 6 s to stagidar minimal contact with both stimuli.
This pre-exposure phase follows a procedure usedined-odor choice tests in other species
(e.g., Macfarlane, 1975; Schaal et al., 1998) teusmn that the subject has had minimal
sensory experience with both stimuli before runrilmg actual choice test. The stimulus order
of this pre-exposure was counterbalanced withiruggo The test itself began when the pup
was deposited in the arena with their sagital inehe midline of the arena. Their roaming in
the two halves of the arena was videotaped for @ amd analyzed with The Observer
software (Noldus, Wageningen, The Netherlands)erAtte tests, all parental pairs with their
pups were returned into the breeding room. Pupg weparated from their mother for 4 hr
before testing to deprive them of suckling, andnximize their responsiveness. During that
pre-test motheipup separation, the male was kept with the litted the cage was put on a
heating plate (temperature fixed at 38°C), to lipdtential effects of social stress and
hypothermia. After the test, before being returnedtheir home cage, the anesthetized
lactating females were gently laid down in an imdlial cage placed on a heating plate, and

observed until complete wake up. No adverse eftdécthe anesthetic was observed on
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maternal and pup behavior. Indeed, the femalesmmedunormal maternal cares (nursing,
licking) and all pups were successful in suckingraé time ranging from a few minutes to 2
hr.

Statistical Analyses

In Experiments A and B, we evaluated the pups’ pidderence using Student’'s one-sample
t-tests (Statistica, Version 8, Statsoft Franceislfacomparing the total duration spent in one
half of the arena with the theoretical durationrégere if the animal would have moved at
random (i.e., 60 s). In Experiment B, we compared the time spent by pups over the nipple
versus non-nipple windows using Studerst paired t-test. In Experiment C, we assessed the
pups’ preference using Studéns paired t-test, comparing the duration of orieatatowards
both corners smeared with odor. To assess whdibaildta sets from each group followed a
normal distribution, ShapirdVilk tests have been used. In all groups, normstidution was
demonstrated (value of w ranging from .929 to .9@3ll cases, p > .05). To assess potential
litter effects, KruskalWallis tests were run. No litter effect reachedn#gigance in any

experimental group (value of H ranging from 1,463.1,960, in all cases, p > .05).

EXPERIMENT A: ATTRACTION TO LACTATING FEMALES

Here, we investigated whether lactating femaleg @liEit more attraction in pups than non-
lactating females (NLF) on the sole basis of tladdominal odors. A first test (n = 22, from
11 litters) assessed whether the pups are abbepress selective responsiveness towards the
ventral odor of an LF as opposed to that of an NAFsecond test (n = 20, from 6 litters)
aimed to verify whether the ventral odor of an Nadfor is attractive to pups in presenting it

along with the control stimulus.
Methods
Stimuli

The stimuli consisted in unfamiliar LF or NLF. Th& were both pregnant and lactating (Day
6 or 7 of lactation). The NLF were also pregnanénsure that only the differential effect of
the lactational stage was assessed. Both stimdowmlés were laid supine in either

compartment under the mesh of the choice arena.afdm®a was placed on a heating plate
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which temperature was set at 36°C. Only the feradleraco-abdominal region was exposed,
including nipple pairs 2, 3, 4, 5, to avoid odorsni the cephalic and ano-genital regions
which are not focused on here (i.e., facial glandse, and feces). The stimulus females were
positioned under the mesh so that the pups couldietect any tactile stimulation. Thermal
measurements ascertained equivalent average temmeecd the mesh floor area over the LF
(Mean £ SD: 30.84 = .17°C, n = 5) and the NLF (80#8.12°C, n = 5) Kigure 6). The
control stimulus was made of a box of polypropylé¢hem x 3.2 cm x 2 cm), covering the
same surface in the experimental device as a dydmeng female’s abdomen. To equalize
the thermal conditions of the mesh area when itsimsiltaneously presented with a stimulus
female, the control stimulus was placed on a secatjdcent heating plate which temperature
was set at 48°C. The control stimulus reached themyverage, 30.9 + .10°C (n = 5).

Figure 6. Thermal measurements of the mesh floor area vé&) the lactating female (left) and the
non-lactating female in Experiment A (right), andabove the windows opened over the abdomen
with (left) or without (right) nipples from a ladtag female in Experiment B using an infrared caamer
(FIirTM A320, Flir Systems, Danderyd, Sweden).

Procedure

Before each test, the pups were successively plateshch compartment of the arena
(separated by a movable polypropylene separatiaripgl 6 s to allow exploration of both

stimuli before the choice test. The order of this-presentation was counterbalanced within
groups. Then, they were deposited in the arena Gaaeeral Procedure section) and their
roaming in the two halves of the arena was videsddpr 2 min. The videotapes were then
analyzed to time the pujpspresence in each compartment. An animal was ceresicdto be

positioned in one half of the arena when its entmgzzle crossed the midline. A pup was
excluded from further analyses when it performesk l[éhan three such crossings of the

midline of the arena.
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Results

The pups roamed significantly longer over the abelvwf the LF (t = 2.441, p = .02Bigure

7) when it was presented concurrently with the abelowf an NLF, suggesting that they can
olfactorily discriminate females differing in phgogical states, and that they are attracted to
the abdominal odors of a LF. When exposed to tler ofithe abdomen of NLF opposed to
the control stimulus, the pups spent a signifigalathger time over the former odor than over
the control { = 3.437,p = .003, Figure 7). Thus, the result of the previous test can be
interpreted in terms of preference for the abdomodor of LF rather than in terms of
repulsion from the paired NLF odor. In sum, thespre study suggest that female mice emit

abdominal odor cues that are detectable t6-day-old pups, and that LF give off more

attractive odors than NLF.

EXPERIMENT B: ATTRACTION TOWARDS NIPPLES

The issue assessed here is whether neonatal iattiré@tLF is caused by odor cues that are
uniformly distributed over the female’s abdominkihsor whether the nipples emit odors that
are more attractive than the surrounding skin. Tiuesmeasured whether pups (n = 20, from

5 litters) express selective responses towardsifipge and the non-nipple areas of LF.
Methods
Stimuli

The pups were tested using two anaesthetized LFseviandomens were only partially
exposed. The two LF were covered with polypropylplaes (5 cm x 3.2 cm) in the middle
of which a window (2.5 cm x 1.2 cm) was openédy@re 5). In one female, this window
allowed to expose the tested pups to a patch adrabl skin with the two pairs of inguinal
nipples. In the paired female, a patch of skiniwiilar size, but without nipples, was exposed
(i.e., the region between the inguinal and pectoigbles). Thermal measurements revealed a
homogeneity between the temperature of the meskhieabbe windows opened over the
abdomen with (30.78 + .19°C, n = 5) or without nggx(30.80 = .27°C, n = 5F{gure 6).
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Procedure

The procedure of Experiment A was repeated. In teadito timing globally the pup
exploration of each arena compartment, we also unedsmore restrictively the duration of
pup orientation to the skin patches of the femaldsiomen made available through the
windows (described above). According to the cenpakition of the window in each
compartment and to the tendency of pups to stagecto the periphery, the pups were
considered as exploring the patch of skin wherr theizzle was above or in a rim of 1 cm

around the window.
Results

The pups stayed significantly longer in the comparit of the arena exposing nipples than
above the compartment exposing the non-nipple nsgb LF ¢ = 3.457,p = .003,Figure 7),
and significantly longer over the window exposirte tnipples than above the window
exposing the non-nipple region (mean + SE: 28.62:3. 20.3 + 3.3 €,= 2.168,p = .043).
Thus, it appears that attractive odor cues areemg\distributed over the LF abdominal area,
and that nipples are involved in this attractivenes
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Figure 7. Mean time (£SEM) spent in the paired-choice arep®—6-day-old pups exposed to: (A)
the abdominal region of lactating females (LF) usrghe abdominal region of non-lactating females
(NLF); (B) the abdomen of NLF versus control stimsjland (C) an abdominal area of LF comprising
nipple versus an abdominal area of LF comprisingnipples. Student’stest, ** p < .01, *p < .05.
The dashed line indicates the level of random taiem.
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EXPERIMENT C: ATTRACTION TO BIOLOGICAL SUBSTRATES P RESUMED
TO BE PRESENT ON NIPPLES

The previous experiments showed that some atteacitdor substrates are present on the
abdomen of LF, and that a more powerful attraadider is released on or around the nipples.
The source, nature, and composite character oathisctive odor are so far unknown, and it
is the aim of this experiment to attempt distinguig between potential odor sources. The
candidate odor substrates that could be presetiteoabdomen and nipples of lactating mice
can be classified as either intrinsic or extringchaal, 2010). Intrinsic nipple sources are
represented by secretions from local skin glandd sumrface remnants of milk. Extra-
mammary sources are represented by substrategnlgfie nipple and adjacent skin due to
self-licking by the female or to sucking by the nate (i.e., maternal and pup salivas). Here,
we aimed to assess the absolute and relative tadtraaf all these substrates.

Methods
Stimuli

The focal stimuli consisted in: (1) the blend obodubstrates that is present on the nipples of
LF mice (so-called “nipple odor”), (2) milk, (3) L&aliva, and (4) pup saliva sampled from
unfamiliar LF and from unrelated pups. The constinuli consisted in: (5) a mouse odor
unrelated to nursing, a smear of dorsal skin of (k6é-called “dorsal odor”), (6) lyral, a
floral/fruity non-biological aroma (Turetsky & Molg 2009) and (7) distilled water. To
collect the above samples, the stimulus animals fups) were isolated approximately 1 hr
30 min before sampling. Nipple and dorsal odorsyels as the saliva of LF and pups, were
collected using cotton-tips previously humidifieitwl0 ml of distilled water. The sampling
was performed by gently rubbing the cotton on tipples or the dorsal skin for 10 s, or by
introducing it into the animals’ mouth and leavihghere for approximately 10 s. Regarding
the collection of milk, the LF were separated frameir litter for 1.5 to 2 hr before being
anaesthetized (see General Methods section). Tinelds were then injected intraperitoneally
with .15 ml of oxytocin (Intervet International Gidb Unterschleissheim, Germany) to
stimulate milk production. Each nipple was thentisumed with a Pasteur pipette (2 ml) to
obtain 10 ml of the fresh milk which was releasadtbe cotton-tip. In total, the mouse
milking procedure lasted $30 min. Thereafter, the milk sample was immediatedgd for
the tests. Finally, lyral (IFF, Dijon, France) wased in a dilution of I® M in water. Its

subjective intensity was equated with that of fresbuse milk (as assessed by 12 human
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adults; 5 males, 7 females). Ten microliters o$ tlgral solution were spiked on the cotton-

tip. The scentless control stimulus consisted im10f water on the cotton-tip.
Procedure

The stimuli to be tested in each paired choice tmmdwere painted with the impregnated
cotton-tip on the two ipsilateral corners of theadinside of the test aren&igure 5). Then,
held by the neck with a gloved hand, the pups weeeexposed for 6 s at 2 mm from one of
the ipsilateral corners painted with each of the tifactory stimuli. Finally, the pups were
deposited in the arena (see General Proceduresgeind their roaming in the arena was
videotaped for 2 min. A pup was considered as trigrtoward a stimulus corner when the

tip of its muzzle was within the 1-cm radius to it.

EXPERIMENT C1: RESPONSE TO SEPARATE ODOR SUBSTRATES FROM
NIPPLE

Six tests were run with independent groups of piipst 1 evaluated the attractive power of
the nipple odor (n = 22, from 7 litters). Tests42assessed the pups’ ability to express
attraction/repulsion towards odor substrates presuta participate in the nipple odor [milk
odor (n = 18, from 7 litters), pup saliva odor (18, from 7 litters), maternal saliva odor (n =
19, from 10 litters)]. Test 5 evaluated the atixecpower of a LF odor to which pups were
not exposed while suckling, the dorsal odor (n =f&iim 8 litters). Finally, test 6, using lyral,
evaluated whether pups were indiscriminately atéhdy any odor (n = 20, from 6 litters).
All above odor stimuli were tested here for thdisalute attractive power, that is, against the

scentless control stimulus (water).
Results

The pups oriented significantly longer to each led biological odor substrates than to the
scentless (water) control stimulusigure 8): (1) nipple odor (t = 3.096, p =.018), (2) milk
odor (t = 2.561, p = .020), (3) pup saliva odox 8.237, p = .032), (4) LF saliva oddr<
2.541,p = .021), and (5) LF dorsal odar£ 2.377,p = .028). It may thus be concluded that
each odor substrate collected from a LF is atvacto P56 mouse pups. However, the
scented control stimulus lyral was not differer@éafrom the scentless control stimuliis=(
.121,p = .905), indicating that any odor stimulus did patve to be attractive to pups.
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Figure 8. Mean time (xSEM) spent by 5-6-day-old pups in ena which ipsilateral corners were
painted with the following stimuli as opposed t@ tontrol stimulus (water): (A) lactating female
nipple odor (nipple), (B) milk odor (milk), (C) pwgaliva odor (pup saliva), (D) lactating femalesal
odor (LF saliva), (E) lactating female dorsal oddorsal), and (F) the non-specific odorant (lyral).
Student’s paired-est, *p < .05.

EXPERIMENT C2: RELATIVE ATTRACTION TO WHOLE NIPPLE ODOR
VERSUS SEPARATE ODOR SUBSTRATES FROM NIPPLE

Here, we examined the relative attractiveness efathor substrates tested previously (viz.,
milk odor, pup saliva odor, LF saliva odor, doredbr) and the blend that is assumed to be
naturally present on the nipple (viz., nipple od&®ur tests aimed to compare the relative
attractive potency of the nipple odor when it wasrgd with: (1) milk odor (n = 18, from 9
litters), (2) pup saliva odor (n = 20, from 7 I (3) LF saliva odor (n = 20, from 6 litters),
and (4) dorsal odor (n = 23, from 7 litters). Thast stimulus was taken as a control stimulus

that is not closely associated with suckling.
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Results

Results are depicted Figure 9. The mouse pups approached the nipple odor as nsutttea
odor of milk ¢ = 1.190,p = .249), pup saliva € .045,p = .965), and LF saliva € 1.078p =
.294), whereas they approached significantly laesdbrsal odort(= 2.170,p = .041). Thus,
nursing-deprived mouse pups expressed similardesedttraction to any odor from LF, but

only when these odors were contingent with suckling
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9. Mean time (+xSEM) spent by 5-6-day-old pups in ema which ipsilateral corners were painted

with the following stimuli as opposed to the lantgtfemale nipple odor (nipple): (A) milk odor

(milk), (B) pup saliva odor (pup saliva), (C) latitegy female saliva odor (LF saliva), and (D) latctgt

female dorsal odor (dorsal). Student’s pairéest, *p < .05.

EXPERIMENT C3: RELATIVE ATTRACTION BETWEEN SEPARATE ODOR
SUBSTRATES FROM NIPPLE

Tests C2 reported that the odors of milk, pup saéimd LF saliva were as attractive as the
whole odor blend present on the nipples. This mayekplained by the fact that each odor
substrate may contribute to the attraction of tipple odor. The present tests aimed to assess
whether these different odor substrates contribgtelly to the attractiveness of the nipple. A
further series of tests intended to verify whetbeps are differentially attracted to: (1) milk
odor versus pup saliva odor (n = 20, from 11 fe¢2) milk odor versus LF saliva odor (n =

21, from 9 litters), and (3) pup saliva odor verkkssaliva odor (n = 19, from 7 litters).
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Results

Figure 10 shows that the pups oriented equivalently to theroaf milk when presented
against pup saliva € .198,p = .845), or against LF saliva£ .853,p = .404). Further, pups
were also equally attracted to pup saliva odortarid- saliva odort(= 1.297 p = .211).
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Figure 10. Mean time (xSE) spent by 5—6-day-old pups in @amamwhich ipsilateral corners were
painted with the following pairs of stimuli: (A) i odor (milk) versus pup saliva odor (pup
saliva); (B) milk versus lactating female salivaoodLF saliva), and (C) pup saliva versus LF
Saliva.

DISCUSSION

The present research aimed at characterizing sous€eodor cues that might explain
orientation and efficient nipple localization perfance of 56-day-old mouse pups. Such
pups detect the odor of the abdomen of LF and NiLE,they are more attracted to the
abdominal region of the former than of the latf€his pattern of response corroborates
previous data in mice (Breen & Leshner, 1977) ati@érorodents (rat: Leon & Moltz, 1971;
spiny mouse: Porter & Doane, 1976). Semiochemigatgsses may involve changes relative
to the femalé s abdominal odor in general and to her nipplesairtiqular, or to changes

relative to the pups’ activity in contact with thether’'s ventrum.
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Lactating Females Are Olfactorily Different

Regarding changes inherent to the female, genedaligffects are related to the late
gestation/early lactation endocrine profile whistknown to affect the structure and activity
of skin glands. Evidence for such lactation-reldtatttional changes is scarce in the mouse,
but homologous phenomena in other mammals indic&fieer attractiveness of abdominal
odor (rabbit: Hudson et al., 1990), or elevatedetkan rate of sebum (women: Burton et al.,
1975). Some of these changes may be peculiar ppesipin the mouse, the nipples are altered
in size and surface microstructure during the fil@ys of lactation (Toyoshima et al., 1998),
and the number and size of nipple’s sebaceous glamease on Day 17 of gestation and
remain elevated up to Day 18 of lactation, indimgiincreased sebum excretion (Koizumi et
al., 2003). In addition, nipples are obviously marar as they emit colostrum/milk which are
odorous (in our own experience, fresh mouse mikk dalistinctive scent). Beside such local
effects mediated by mammary exocrine structurelBawer also participates in shaping the
chemosensory properties of the females’ abdomemades. Self-licking of the abdomen
and nipple-line by females increases during laggpancy and lactation (mice: Harvey &
Mann, 1987; rats: Roth & Rosenblatt, 1967; Serafinfrelicio, 2002). Additionally, self-
licking or licking of pups may contribute to spreeehtrally either the femalés own facial,
anogenital and urinary substrates, or substratesteeimby pups (e.g., amniotic fluid,
urinary/fecal substrates). Thus, LF may create ghlfi specific and temporally dynamic
abdominal odor pattern. Finally, the pups’ activity the LF abdominal surface, and more
insistently on the nipples, may also contributetlie local odor differentiation through
inevitable spreading of saliva and of the salmdk coagulate. Thus, the potential odor

sources of LF abdomen point to the nipples as amhagus of odor production and mixing.
Nipples as Olfactory “Hotspots”

In Experiment B, the pups preferred to stay cldsea LF abdominal area supplied with
nipples as opposed to a non-nipple area. Agais,rédsult is corroborative of previous data in
mice (Hongo et al., 2000) and rats (Blass et 8I7,71 Singh & Hofer, 1978; Teicher & Blass,
1976). Thus, nipples are semiochemically peculiar previsual newborn pups. They
concentrate mammary and extra-mammary cues spneael by pups’ sucking. In addition,
due to their highly wrinkled microtexture (Toyostanat al., 1998), mouse nipples appear well
suited to sequester biological secretions, as a&lthe microflora that lives on them and

releases volatile compounds from involatile prectgge.g., milk lipids, salivary proteins). In
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sum, nipples may constitute olfactory/tactile sptitat newborn pups track in their pre-
nursing searching behavior. These odor spots maysdmsorily effective for pups by
qualitative, quantitative, or both, deviations froine more homogeneous odor background of
the LF abdomen. Qualitative variations would invbhat compounds present over nipples
differ from those on surrounding abdominal fur, l@hguantitative variations would involve
that the same compounds are there, but in highesetdrations. Such a nipple-centered odor
intensity gradient effect was previously suggesteitie mouse (Hongo et al., 2000). Another
way to establish an odor gradient around the ngpdo create local conditions of radiating
warmth which affects the volatility of the composmatesent on the skin (Schaal et al., 2009).
This could be realized by spots of higher dermalku&arization more or less centered on the
nipples, so that nipples emerge in zones of higheiace temperature (Hofer et al., 1976). In
sum, while the non-nipple ventral skin is not delvof attractive potency to newborn mice,
the ventral skin bearing nipples elicits about evas much approach time. Thus, in addition
to their tactile and perhaps thermal salience, legppave got particular olfactory salience for

5-6-day-old pups.

Equivalent Attractiveness of Intrinsic and ExtrinsiMammary Odors

Experiment C explored the nature of the cues irv@iv mouse pup orientation to the nipple.
All intrinsic and extrinsic mammary odors substsatonsidered (i.e., whole nipple, milk,
maternal and infant salivas) revealed to be aftra@gainst water. When the whaigple
odor was taken as a reference stimulus againstwibiassess the behavioral activity of the
odor substrates presumed to enter in its compasiticappeared that milk and both salivas
were as attractive as it. It appeared first thashr mouse milk odor triggered positive
orientation in mouse pups, a result which was westented to the best of our knowledge.
More generally, data seem lacking on the behaveaffatts of conspecific milk in rodents, rat
newborns having indeed mostly been investigatedhtair responses to bovine milk generally
administered per os (Cheslock et al., 2000; Pett@l., 1997; 1999; Smotherman et al., 1997,
but cf. Small, 1899, and Singh & Hofer, 1978 foteatpts). However, work in other
mammals demonstrates specific behavioral activityhomospecific milk or mammary
secretions (e.g., rabbit: cf. Coureaud et al., 200&I et al., 1990; Schaal et al., 2003;
humans: Doucet et al., 2009; Marlier & Schaal, 20@Hhd points to a topic that is worth
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studying in rodents. Secondly, maternal and pupasaldid also release neonatal approach
responses, corroborating earlier studies in rats gerbils (Block et al., 1981; Teicher &
Blass, 1976, 1977).

Mechanisms Involved in the Attraction of Nipple Odo

All odor substrates presumed to be spread on pEeyiand studied separately in Experiment
C, were as potent to elicit pups’ approach resp@sséhe reference nipple odor, and they
were all equally attractive when paired two by twais result can be interpreted in several
ways. First, all of these substrates may conveyncom compounds and, hence, overlap
olfactorily. It is indeed probable that maternallkmand saliva share volatiles derived from
food or general metabolism (e.g., Bronstein etl&75; Galef & Henderson, 1972), and that
LF increase such overlap while self-licking. In teame way, suckling pups may impregnate
nipples with their saliva, as well as with remnawitshe salivamilk mixture. Such overlap in
compounds bearing high olfactory impact in différbiological substrates was described in
other species [i.e., in humans, odorous steroidsirom axillary sweat, saliva, milk and
amniotic fluid (Bird & Gower, 1983; Doucet et &009; Nixon et al., 1988), and 3-methyl-2-
hexenoic acid is detected in axillary sweat, salivasal mucus and tears (Spielman et al.,
1995)]. Second, all of these odor substrates mag lyat similar reinforcing value because
they were encoded in similar exposure conditionghg¢e prenatally or postnatally by
association with the same rewarding endpoints,(warmth and comfort contact, satiation)].
Fetal- and suckling related odor learning is indeedeneral phenomenon in mammalian
perinates (e.g., Alberts, 1987; Blass, 1990; Rds¢inld983; Schaal, 2005), and it can result
in the assignation of equivalent reinforcing vatoefunctionally different odor cues (viz.,
natural cues or artificial odorants). This was showrodents (mainly the rat; e.g., Cheslock
et al., 2000; Johanson & Hall, 1979), lagomorphsui@aud et al., 2006a; Hudson et al.,
2002; Patris et al., 2008), or primates (DelaurtayAllam et al., 2006; 2010). In addition,
besides sucking-induced odor preference, newborce mlso develop a preference for
odorants linked with aspects of maternal care anttltng, such as ano-genital licking or its
simulation through stroking with a soft paintbrugtrmstrong et al., 2006; Bouslama et al.,
2005; Durand et al., 2003). This interpretatiomeimforced by the fact that the dorsal odor
from LF (Experiment C2), not associated with nugsiis less attractive to pups. All these
results indicate that the multisensory contextuwkmg, and milk itself, are potent reinforcers

of any associated odor. Hence, being exposed fat ofdheir interactions with the mother to
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the blend formed by mammary and extra-mammary odon®use pups exhibit

undifferentiated attraction to all the substrateissidered here.

In conclusion, the present study identified oddrsstates potentially involved in the nipple
localization in mouse pups. The present experimbaisg run in pups aged-6 days, the
present pattern of results may result from thdensive exposure to all these odor substrates
in highly rewarding conditions. Thus, upcoming waftould substantiate whether these odor
substrates are already attractive in newly bornspbpfore exposure to the nursing context
broadens the repertoire of salient odor cues, Bat i later developmental stages which
imply new social and physiological adaptations. &tser, further study should investigate
the involvement of each substrate tested here eénptlp’s ultimate adaptive behavior of

grasping and suckling the nipple.
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1.3) Conclusion

Le premier résultat majeur de cette étude met enehe le pouvoir olfactif de la femelle
allaitante, et plus particulierement de ses tétiohez des souriceaux de 5-6 jours. Ceux-Ci
préferent explorer : 1) I'odeur émise par une féeallaitante a celle d’'une femelle non
allaitante, 2) la région abdominale comportanttdéaes par rapport a une region abdominale
dépourvue de tétines, chez des femelles allaitanted) le frottis prélevé a la surface de la
tétine par rapport a un frottis réalisé sur le geldu dos chez une méme femelle allaitante.
Nous pouvons conclure que les souriceaux de 546 j@orientent préférentiellement vers la
région abdominale de femelles allaitantes, et ggecbmposés actifs sont émis sur ou autour
des tétines. Comme la plupart des especes mamsjiferezone mammaire de la souris
allaitante, apparait donc comme une zone olfagbrreilégiée qui guide les nouveau-nés
(Doucet et al., 2007 ; Hongo et al., 2000 ; Morrogsch & McGlone, 1990 ; Singh & Hofer,
1978; Teicher & Blass, 1976 ; 1977; Vince & War€g2).

De plus, cette structure saillante regroupe ungétade substrats maternels et infantiles, tels
gue le lait, la salive maternelle et la salive intii@. Chacun de ces substrats est attractif
lorsqu’il est présenté séparément. De facon suagpten leur pouvoir attractif est similaire
lorsqu’ils sont présentés simultanément par pg@iogy des souriceaux expérimentés de 5-6
jours. En effet, nous nous attendions a ce quesliodlu fluide nutritif soit préférée a celles
des odeurs salivaires pour des souriceaux privéleutemere et donc de lait pendant 4 h.
Deux mécanismes sont toutefois susceptibles dgueti cette équivalence d’attractivité
observée entre les substrats considérés : la me&skncomposants attractifs communs a ces
substrats (ardbmes alimentaires), et leur appragsssous I'emprise des mémes

renforcements positifs lors des tétées.

Au vu de ces résultats, deux questions peuvent sgtudevées: 1) Ces substrats sont-ils
attractifs pour des souriceaux sans expériencedtde,tqui n’auraient donc pas encore pu
associer ces odeurs au contexte renforcateur lthtEanent; 2) Ces substrats olfactifs sont-ils
impliqués, outre I'attraction, dans le déclenchemzncomportement de saisie de tétine chez

le souriceau?

Des expériences complémentaires ont été réalistesord décrites dans I'Annexe 1.
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2) NATURE DES SUBSTRATS OLFACTIFS QUI DECLENCHENT LA SAISIE
ORALE DE LA TETINE CHEZ LE SOURICEAU A LA NAISSANCE

2.1) Introduction

Nous avons précédemment établi que les odeursitaldéasalive maternelle et de salive
infantile sont impliquées dans I'orientation né@at Nos connaissances les plus complétes
du comportement néonatal dans le contexte de #@tée la composition des indices olfactifs
emis par la femelle allaitante, sont limitées datres especes de mammiferes, comme le rat,
le lapin et 'humain (Schaal, 2010). La nature desirces et/ou des indices olfactifs qui
régulent le comportement de tétée sont spécifiduefiuide amniotique est un substrat qui
déclenche les réponses avides des nouveau-nésaistmnce et dans les premiers jours qui
suivent (la souris : Kodama, 1990; rat : Arias &@h, 2007; Blass, 1990; Blass & Teicher,
1980; Korthank & Robinson, 1998; Mendez-Gallarddr&binson, 2011; Teicher & Blass,
1977 ; lapin : Coureaud et al., 2002 ; mouton :céii& Ward, 1984 ; et humain : Marlier et
al., 1997 ; 1998 ; Schaal et al., 1995a). De ghscomposés volatiles véhiculés patait
homospécifiguedéclenchent également de fortes réponses compantalas appétitives de
la part des nouveau-nés (humain: Marlier & Sch2@05; Raimbault et al., 2007; lapin : Kell
et al., 1990; Coureaud et al., 2001 ; porc : Pa&fé&oyou, 1991 ; mouton : Schaal et al.,
1995b ; Vince & Ward 1984). Enfin, kalive maternellecontribue a déclencher la premiére

saisie de tétine des ratons a la naissance (TeScB&ass, 1977).

Dans le but de développer un nouveau modéle mammaé la régulation chimiosensorielle
de la saisie et de la succion de la tétine, nowmsaymené une étude sur la souris de
laboratoire nous inspirant des méthodes élabor@edepprécédentes études chez le rat (Blass,
1990; Blass & Teicher, 1980; Hofer et al., 1976nddi & Hofer, 1978). L’objectif est
d’identifier les substrats olfactifs biologiquesiguitient la saisie de la tétine chez le
souriceau : a) en isolant difféerents substratscbffa d’origines maternelle ou infantile
localisés sur la zone mammaire, et b) en caraatérg partir de quel moment ces substrats
sont actifs pour le souriceau. Afin d’examiner ilcation de I'apprentissage, les réponses
de saisie orale des souriceaux face a divers sibgirésents sur la tétine ont été évaluées
juste apres la naissance (avant et apres la peraigérience de tétée) et a 1 jour de vie

postnatale (aprés une expérience de tétee).
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2.2) How does a newly born mouse get to the nipple? Odaubstrates eliciting

first nipple grasping and sucking responsé’s

Syrina Al Ain, Laurine Belin, Benoist Schaal, BrulRatris

ABSTRACT

It is a mammalian female strategy to emit odor @res signals that direct their inexperienced
newborns to the nipple, and optimize their inisatking success and, hence, viability. Here,
natural odorous substrates that contribute to eigphsping were investigated in mice, a
species that has not been much scrutinized ontdpis. The response of pups toward the
nipples of lactating females (LF) versus non-lantptemales (NLF) were first assessed right
after watched birth, before and after the firstkding experience, and at 1 day old, after more
extended suckling experience. It appeared that niplgles of LF induced grasping at these
early ages, leading to take NLF as the baselingngeto present various odor substrates
sampled from LF, viz. amniotic fluid, murine milkF saliva, pup saliva, LF urine, and an

odorless control stimulus (water). Results indidhtd: (1) only amniotic fluid and fresh milk

induced nipple grasping before the first sucklingexience; (2) LF saliva started inducing

grasping after the first suckling experience; (@p paliva released grasping after 24—-36 hr of
suckling experience; finally (4) neither LF urinegr water induced any nipple grasping. In
conclusion, the activity of amniotic fluid and nmei milk on neonatal pup behavior before
any postnatal suckling experience suggests thaeregirenatal learning and/or predisposed
olfactory mechanisms do operate, while the behaliactivation due to maternal and

infantile salivas clearly depends on postnatal syp®.

Keywords mouse fMus musculus newborn; olfaction; amniotic fluid; colostrum; il

saliva; urine; mother—infant interactions

3 Article sous presse dans Developmental Psychobjolog
DOI : 10.1002/dev.21082
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INTRODUCTION

Immediately after birth, mammalian neonates mustiehtly interact with the mother to
obtain care and energy (e.g., Blass, 1990; Blag®igher, 1980; Rosenblatt, 1983; Schaal,
2005; Schaal et al., 2009). Thus, initial survidapends strongly on the neonates’ ability to
focus on nipples or teats while interacting witke thother. The success of the first suckling
episode has indeed multiple vital consequencesdonates as it satisfies their systemic needs
of hydration, nutrition and metabolism, passive iamity, growth stimulation, bacterial
transfer, regulation of behavior, and learning aitiner- and milk-related cues. Females have
evolved to deliver all complimentary matters angglogical and behavioral commodities
to optimize the success of their immature newbogifrts to reach their nipples, extract
colostrum/milk and convert it into biomass. In parar, females present themselves to their
offspring with conspicuous nipples, and neonatgdagixthis conspicuousness in using the
sensory abilities that control most their percepaictivity based on somesthesis and olfaction.
Lactating dams emit indeed a range of odorous mthstin association with their nipples.
These odorous substrates can be classified as eitheasic (colostrum/milk and secretions
from mammillary skin glands) or extrinsic (substsafrom non-mammary sources spread on
the nipple by the female and the suckling pupshé&at 2010). Here, we will highlight the
nipple as a salient source of olfactory informatitrat motivates and provides sensory
beaconing to newborns in their very first direciibefforts and motivation to orally grasp it

and express sucking.

Although nipple seeking and sucking behavior haanbs&tudied in representative species of
most mammalian taxa, its sensory regulation remantdear. Our current understanding of
neonatal behavior in the context of suckling, ahthe origin and composition of odor cues
emitted there is currently limited to only very femammalian taxa, including rodents (rat),
lagomorphs (rabbit), and primates (human) (reviewedSchaal, 2010). In the most
thoroughly studied rat, the first nipple graspirggponse could be reinstated on an odor-
deactivated nipple by painting it with a distilladé nipple wash, saliva of parturient dam, or
amniotic fluid (Teicher & Blass, 1977); in 2-daydofat pups, nipple grasping was also
elicited by a distillate of the nipple wash, but@by rat pup saliva, or a compound isolated
from it, dimethyldisulfide (DMDS) (Blass & Teichet980; Pedersen & Blass, 1981; Teicher
& Blass, 1976). In the rabbit, newly born pups graspples under the influence of odor
compounds emitted over the nipple skin (Coureauwl.ef001; Hudson & Distel, 1983), and
they are also very eager to seize any object shahdowed with fresh rabbit milk (Coureaud
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et al.,, 2001; Keil et al., 1990). One compound abhit milk, the so-called mammary
pheromone 2-methyl-but-2-enal (2MB2), has been shtavcarry very robust behavioral
potency for newly born pups (Schaal et al., 2088} this compound appears to be emitted
into ejected milk in the distal part of the milkals (Moncomble et al., 2005). Finally, human
infants exhibit clear attraction to the odor of thipple/areola region (Doucet et al., 2007,
Schaal et al., 2006), as well as to the odor mextarried in colostrum and milk (Marlier &
Schaal, 2005; Raimbault et al., 2007), and in #@etion of Montgomery’'s glands situated
on the areolae (Doucet et al.,, 2009; Schaal, e2@D8b). Undefined compounds in these
secretions elicit increased oral activity in newbanfants, even when they were never

exposed to the breast beforehand (Doucet et &9)20

The nature of the salient odor cues and the mesmasnsupporting localization and grasping
of nipplesare different in the species studied so far, aljfnoany valid comparison appears
limited because current data result from methododdly heterogeneous approaches. In an
effort to develop an additional mammalian modetloémosensory control of nipple grasping
and sucking, a series of experiments was conductede laboratory mouse using approaches
modeled on previous investigations in the rat (8|d990; Blass & Teicher, 1980; Hofer et
al., 1976; Singh & Hofer, 1978). Despite extenstharacterization of neural and genetic
bases of its behavior (Dragatsis et al., 2004; ldbd® Bullock, 2004; Hongo et al., 2000),
the mouse remains poorly investigated regardingctitemosensory bases of early adaptive
behavior. As it represents an excellent model systedecipher the semiochemical processes
that govern mating and related endocrine bases, (Hgrst, 2009; Keller et al., 2009;
Martinez-Garcia et al., 2009), the mouse appeas especially valuable to understand the
nature of chemical cues and signals that goverrheneinfant interactions. First, highly
altricial neonatal mice are predominantly led byameof somesthesis and olfaction (Kénig &
Markl, 1987; Weber & Olsson, 2008). Their nasalrobesception operates from embryonic
day (ED) 18, except their vomeronasal system tbatdot appear to function before birth
and remains in an immature condition until pubé@gppola & O’Connell, 1989; Coppola &
Millar, 1997). Mouse pups might therefore encodgeasial odor information through their
main olfactory system during the fetal and perihp&iod (Kodama, 1990; Nolte & Mason,
1995; Oostindjer et al., 2011; Patris et al., 2008drank et al., 2011; Youngentob &
Glendinning, 2009). Finally, neonatal mice percedwel learn novel odorants used as cues
during suckling and associated maternal care (Aongtet al., 2006; Bouslama et al., 2005;
Durand et al., 2003).
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Several studies demonstrated that mouse pups dbteethe odor of the biological fluids to
which they are exposed during typical developm&hey preferentially suck nipples coated
with amniotic fluid (Kodama, 1990) and show attracttoward the whole nipple odor of
lactating females (LF), as well as to the odorsmafrine milk, LF saliva and pup saliva
(section II.1). But being several days old, the up these earlier studies had many
opportunities to acquire these stimuli as attra&ciivthe rewarding context of suckling. These
results may thus not be generalizable to youngés puhich have only minimal or no

suckling experience.

Accordingly, the present study aims at identifymdpr substrates that elicit oral grasping in
newborn pups before and after they had extensiyp®sexe to suckling. It will have the

following objectives. Experiment 1 will assess wiegtmouse pups respond differentially to
the nipples of a LF and of a non-lactating fem&é&R) in order to evaluate whether LF are
olfactorily unique for pups at their very first &liog experience. Experiment 2 aims to
characterize some biological substrates that amenasd to be present on the nipple of a LF,
and that are known to be behaviorally attractiveloler mouse and rat pups (viz., amniotic
fluid, murine milk, LF saliva, pup saliva, and LFine). This second experiment aims also to

appreciate the involvement of experience in thiaition of sucking behavior after birth.

ANIMALS AND METHODS
Housing Conditions

The French national and local rules concerningube of laboratory animals were strictly
followed (authorization no. 21 CAE 059). The mic®lué musculus BALB/c strain,
purchased at Charles River, L’Arbresle, France)ewsired and housed together in standard
cages (28 cm x 17 cm x 13 cm) in the local breedimity Males were continuously left with
the females for their parental contributions ancemsure fecundation after parturition. The
ambient temperature of the breeding room was s2R4 (£1°C). The lights was set on a
12:12 hr light:dark cycle (Light on at 8 a.m.).

Water and food pellets (Scientific Animal Food &dtmeering, lonisos Aube, Champagne)

were availablad libitum
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Test Conditions

This study consisted of two experiments. Experinfenbntrasted the reactogenic potency of
the whole-nipple odor of LF against the same odolNbF. Experiment 2 consisted in

assessing the differential behavioral activity dfedent substrates that should logically be on
the nipples of LF due to lactation and specieseyfpmaternal and infant behavior (self-

licking, sucking). The principle of both experimgntonsisted in exposing test pups of
varying age/experience to the olfactorily intagipies of stimulus-females (Experiment 1) or
to the nipples of stimulus-females after they wareeared with various secretions/excretions

from donor animals (Experiment 2).
Test Animals

The tested pups were distributed in 3 experimegr@lips as a function of age and exposure
to suckling: (1) Group PO: 5- to 7-hr-old pups weitih any suckling experience; their birth was
directly watched by an experimenter who then sdedrtne litter from the mother right after
the completion of initial maternal behaviors (platzeand umbilical cord eating and licking)
but before any suckling bout occurred (no milk aoled in the stomach by transparency
through the abdominal skin); (2) Group PO+: 5- ttwr®ld pups with 1-4 hr suckling
experience; these pups were separated from theemjost after the first suckling bouts (milk
observed in their stomach); and (3) Group P1: &43G-hr-old pups with more extended
suckling experience. The two first age groups waresen to assess the possibility of fast
learning of nipple-related odor cues after thet fineractions with the mother and ingestion
of milk. The third age group was intended to eviyaotential behavioral changes due to
neural maturation and/or accumulated experiencigir repeated nonnutritive and nutritive
reinforcement. Each pup was tested in only oneraxyatal condition. The tested pups came
from litters of 4 to 8 pups and a maximum of 4 ppps litter were tested by group/condition.
In total, 506 pups were tested in both experimdntExperiment 1, the following numbers of
pups in the 3 experimental groups were tested onipples (PO: n = 20 pups, from 6 litters
(thereafter noted 20//6); PO+: 21//7; P1: 23//8) an NLF nipples (P0O: n = 20//6 litters; PO+:
n = 20//6; P1: n = 20//8). In Experiment 2, theugraizes tested on NLF nipples painted with
the different substrates were: amniotic fluid (RO= 24 pups from 6 litters; PO+: 20//8; P1:
21//6), milk (PO: 20//6; PO+: 20//6; P1: 20//5), kRliva (PO: 24//10; PO+: 24//12; P1: 20//7),
pup saliva (PO: 20//8; PO+: 21//7; P1: 28//7), kkhe (PO: 20//6; PO+: 20//6; P1: 20//6), water
(PO: 20//6; PO+: 20//7; P1: 20//7).
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Stimuli

Stimulus Animals.In Experiment 1, the stimuli consisted in olfadyiintact nipples (i.e.,
devoid of experimental treatment) in the contexthef females’ abdomen. The nipples of LF
or NLF were directly presented under the pups’ neuzzor the testing of the pups in the PO,
PO+ and P1 groups, we used 6, 8, and 9 LF stinfelsles, and 6, 6, and 8 NLF stimulus-
females, respectively. In Experiment 2, the stimtflemales consisted only in NLF which
nipples were painted with various biological susigts that are expectably present on the
nipples of a LF. In total, 49, 57, and 48 stimulesiales were used to test the pups from PO,

PO+, and P1 groups, and 5 to 11 stimulus-females used per test condition.

Donor Animals-Biological Substratesl'he biological substrates tested in Experiment Bewe
collected in the following conditions: Amniotic ftli Fifteen donor females on days 10-15 of
gestation (5, 5, and 5 donor LF used for PO, PA+gmups, respectively) were anesthetized
by an intraperitoneal injection of a mixture of &etine (Imalgéene 1000, Vibrac, France; 69
mg/kg body weight) and xylazine (Rompun 2%, Bay&uteaux, France; 1.38 mg/kg body
weight) and then euthanized by cervical dislocatibineir amniotic sacs were externalized
using established surgical techniques (Smotherrhah,e1984) to aspirate the amniotic fluid
(untaintedwith blood) with a Pasteur pipette (2 rtiitpugh the amnion. This entire procedure
was completed within 15 min during which .5-1.5 mt.amniotic fluid was collected per

female and aliquoted into glass vessels kept an ice

Milk . Eighteen donor LF (6, 7, and 5 donor LF usedH0r PO+, P1 groups, respectively)
were separated from their litter for 1.5-2 hr befdreing anaesthetized (see above). The
females were then intraperitoneally injected witB mL of oxytocin (Intervet International
GmbH, Unterschleissheim, Germany) and gently maskag the mammary areas for 5 min
to stimulate milk production. Each nipple was tlempired with a Pasteur pipette (2 mL) to
obtain fresh milk. During the 15-min milking proeed, .5-1 mL of milk was collected and

aliquoted into glass vessels kept on EEgre 11).

Salivas The tip of a glass stick was delicately introdigao the animals’ mouth [28 donor
LF and 69 donor pups (10, 11, and 7 LF and 20a@d,28 pups used for PO, PO+, P1 groups,
respectively)] and held there for approximatelysifylass stick diameter for sampling in the

LF and in the pup: .4 and .1 cm, respectivEigure 11).
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Urine. Eighteen donor LF (6, 6, and 6 donor LF used for PO+, P1 groups, respectively)
were laid on a clean glass surface at room tenyrer&d stimulate spontaneous urination; the
fresh and clean urine left on the glass surfacetixas pipetted into glass vessels.

Amniotic fluid, milk, and urine were kept in a gtagessel maintained in ice until use within
an hour after sampling. The saliva of pups and fesnaere used right after sampling. In all
tests, the olfactory stimuli were unfamiliar to ttested pup, that is the pup’s own mother or
siblings, or their respective secretions or exoretj were never used. The stimulus-females
and donor animals were matched in postpartum/ ptatage with the tested pups (except for

amniotic fluid).

Figure 11. Collection of murine milk (left), maternal salivaniddle) and
infantile saliva (right).

Procedure and Behavioral Variables

All behavioral testing of the newborn pups was irua room adjacent to the breeding room to
avoid interference with unwanted odors from consjsc Pups were separated from their
mother 4 hr before testing to deprive them of sagkend maximize their responsiveness.
During that pretest mother—pup separation, the mvakekept with the litter, and the cage was
put on a heating plate (temperature fixed at 4@6dimit potential effects of social stress and
hypothermia. The cutaneous temperature of the p#ssthen maintained between 36.0 and
36.7°C (as measured with an infrared camera: FlirABRO, Flir Systems, Danderyd,

Sweden), as in the nursing context.

A 2-min test (adapted from Dollinger et al., 19 P&dersen & Blass, 1982; Todrank et al.,
2005) was used to assess the pups’ oral graspiagigdple. First, the stimulus-females were
sedated (Imalgene 1000 and Rompun 2%, at the dog® @nd 9 mg/kg body weight,
respectively) and hand-held by an experimenter Apimghing their inter-scapular skin to
present the abdomen verticalligure 12). To expose the target nipple, the fur immediately

surrounding it was moved aside with a cotton-tipEkperiment 2, the nipples were treated
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with one of the stimuli substrates. The tip of asgl stick was covered/dried with the
substrates viz., amniotic fluid, milk, LF urine, and water as caijror into the donor
animals’ mouth iz, salivas). The substrates were then transferréd one of the four
inguinal nipples of a NLF by a rotating rubbing neawent of the glass stick for 10 s (one
rotation/s). Secondly, in both experiments, théetkpups were held by an experimenter B by
pinching the inter-scapular skin between the thamdb forefinger. The 2-min test began to be
timed when the pup was placed with its snout ighglitouch with the target nipple of
stimulus-female. During the test itself, experineegtindicated aloud the occurrence of start
and end of nipple grasping, as well as the paceaith movements during grasping. The
tests were also videotaped to subsequently cod#engrasping (latency to first occurrence
and duration) and the frequency of mouth movemeltsng grasping. The coder could
therefore rely on the visible events on the vidpetaas well as on the auditory “marks” that
were recorded live. An oral response was notedaspmg when the pup stretched its mouth
open when approached from a nipple and closeggsaround the nipple to subsequently act
on it with sucking-like movements. The percentagepops grasping the nipple and the
latency of the first oral grasp response were usedompare groups of pups in terms of
attraction and motivation for ingestive activityhd number of iterative mouth movements per
seconds while grasping a nipple were considereslielsing behavior and were counted as a
further index of the “avidity” of the pups’ oratesponses (akin to the latching/sucking
response in neonates of other species; e.g., Detieét 2007). When a pup failed to display

oral grasping during a test, it was assigned adgtef 120 s.

Only the 4 inguinal nipples of a stimulus female@vpresented to pups, thus one female was
used to test 4 pups. After the tests, the pups vetuened with their littermates and parents
into the breeding room, while the sedated/aneg@tstimulus/donor-females were gently
laid down in an individual cage placed on a heagilage to be observed until fully awake.
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Figure 12. One-day-old pup exposed to
an unfamiliar female’s nipple.

Statistical Analyses

A test of coding reliability was conducted on 10%tloe videotapes (50/506), randomly

selected, by a second coder who was blind to therenaf the stimuli under test. This test

showed high reliability between the two coders lba presence/absence of pups’ grasping
behavior (100% of agreement), the latency of fipstsping (Pearson’s correlation, r = .99)

and the number of mouth movement per seconds dgragping (r = .99).

Shapiro—-Wilk tests indicated non-normal distribotiof the variables in most groups,
justifying the use of nonparametric statistics. Hxperiment 1, we compared: (a) the
percentage of pups grasping a nipple of LF and Mith Fisher's exact tests, and (b) the
latencies to orally grasp a nipple of LF and NLRddhe frequency of mouth movements
(number/s) when orally grasping a nipple of LF aNdF with Mann—-Whitney tests
(Statistica, Version 8, Statsoft France, ParisExperiment 2, we compared the oral grasping
performance when pups were exposed to a test cam@NLF nipple treated with one of the
odor substrates) as opposed to either the cordralitton (NLF nipple treated with water) or
the reference condition (intact LF nipple) usingHer's exact tests (% oral grasping) and
Mann—-Whitney tests (latencies to the nipple grag@nd frequency of mouth movements
during nipple grasping).
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RESULTS
Experiment 1: Nipple Grasping Responses on Femal&ontrasted in Physiological State

In all groups, the nipple odor of LF induced grasgpiesponses more frequently, with shorter
latency (PO: U = 37; PO+: U = 28.5; P1: U = 44aihcases, p < .001) and with more frequent
mouthing movements (PO: U = 65; PO+: U = 60.5; P% 46, in all cases, p <.001) than the
nipple odor of NLF Figure 13). Thus, nipples of LF were clearly more potentriaggering
oral grasping than the nipples of NLF.

w
(@)

A sx o o
100

= x XK xxx XX
e 12 ulF
OMLF
05
@ 1
-] oA
: " | mE L
PO PO+ Pie+

PO PO+ Ples PO Ple Ples

5

s

4
8

% Subjects grasping
5

Latency tooral grasp (s)
=
Mouth movements /s

=

Figure 13. Oral grasping responses of newborn mice at daefgre and after the first suckling experience
(groups PO and PO+), and on day 1 (group P1) ofpplen from unfamiliar females at two different
physiological states: lactating (LF) and non-ldo@t(NLF). (A) Percentage of pups orally graspihg t
nipple (Fisher’s exact test, ***p < .001). (B) Me&tency (+SEM) to the first nipple grasping. (Ceah
number (xSEM) of mouth movements per second dunipgle grasping (Mann-Whitney test, ***p <
.001).

Experiment 2: Odor Substrates Involved in Nipple Gasping

The results from Experiment 1 indicate that nippdédF were much more effective than
nipples of NLF to induce oral grasping responsesénpups of the three experimental groups
considered. Therefore, nipples of NLF might be talks a valid baseline to compare the
efficacy of various odor treatments on neonatal grasping performance. The present
experiment aimed to identify which odor substratigsposed to be on the nipples of M/
amniotic fluid, milk, LF saliva, pup saliva, and lLfine) are effective at eliciting the grasping
response of pups when painted on the nipple of B.Mgain, the 3 experimental groups (PO,
PO+, and P1) were tested to evaluate the influehceickling experience/learning on initial

oral grasping responses (results are presenteigume 14).

Suckling-Inexperienced Newborn®rior any suckling experience (group PO0), amnifitic

and milk odors trigger oral grasping responses LR nipple more frequently (p = .025; p =
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.019; respectively) and with shorter latencies (W46, p = .009; U = 119.5, p = .011;
respectively) than water. Moreover, once it hasnbeslly grasped, a NLF nipple painted
with milk elicits more frequent oral movements theMNLF nipple painted with water (U =
131.5, p =.030).

However, as compared with the reference stimulds rflpple), a NLF nipple treated with
either amniotic fluid, murine milk, LF saliva, pwaliva, or LF urine elicits less frequent (p =
.008; p =.031; p =.001; p =.001; p < .001; reipely) and slower (U = 135, p =.012; U =
74.5,p=.001; U=57,p<.001; U=47.5, p<L00 =23, p<.001) oral grasping responses
by the pups. In addition, they exhibit less fregumrcking-like oral activity on a NLF nipple
painted with either amniotic fluid (U = 133.5, p.&11), LF saliva (U = 118, p = .003), pup
saliva (U = 88, p =.002) or LF urine (U = 28, p001) than on a LF nipple.

In sum, amniotic fluid and milk odors appear tongigantly release oral grasping in newborn
mice tested prior to any suckling experience. Havgethe odor blend naturally emitted from
the LF nipple appears significantly more efficieatelicit oral grasping than both of these

substrates painted separately on a NLF nipple.

Newborns After One Suckling Experiencézor the 5-to 8-hr-old pups with only brief
suckling experience (group P0+), amniotic fluidJknor LF saliva odors elicit more frequent
oral grasping (p = .023; p = .001; p = .015; retipely), with lower latency (U = 122.5, p =
.020; U =101, p = .004; U = 165.5, p = .049) amatenfrequent oral actions (U = 125, p =
.022; U =75, p =.001; U = 140, p = .008; respetyi), on a NLF nipple than the control

stimulus (water).

However, the odors of amniotic fluid, milk, LF amaip salivas or LF urine trigger oral

grasping responses of a NLF nipple less frequéptky.001; p =.021; p =.001; p<.001; p <
.001; respectively) and with higher latencies (825, p = .001; U = 82, p =.001; U = 51.5,
p<.001;U=715,p=.001; U=4, p<.001) thiae odor emitted by a LF nipple. Moreover,
after grasping a NLF nipple, the pups display leisd activity on it when it is painted with

amniotic fluid, pup saliva or LF urine than to araict LF nipple (U =112, p =.010; U =112,
p =.006; U = 35, p <.001; respectively).

In sum, amniotic fluid, milk, and LF saliva odongpear to significantly release oral grasping
of a NLF nipple in newborn mice who have had suxklexperience, although in a very
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limited amount. Nevertheless, these odor substregegin significantly less efficient at

activating oral actions than an intact LF nipple.

Suckling-Experienced Newborngor 24- to 36-hrold pups with more substantial §agk
experience (group P1), the odors of amniotic flurdlk, LF, or pup salivas trigger more
frequent oral grasping responses of a NLF nippde tine water stimulus (p = .025, p = .004,
p < .001, p = .035; respectively). Moreover, milkdaLF saliva odors elicit grasping with
lower latency (U = 113, p = .010; U = 92, p = .002spectively) and with more oral
activation (U = 107, p = .006; U = 99, p = .003spectively) than water. Finally, the oral
grasping of a NLF nipple is slower to appear whamged with LF urine (U = 160, p = .038)
and less sucking-like mouth movements are thenesspd (U = 160, p = .038) as compared

with a NLF nipple painted with water.

However, amniotic fluid, pup salivas, and LF urmgors elicit less frequent (p = .042, p =
.015, p <.001,; respectively) and less rapid (2%, =.007; U =192, p=.012; U=30,p <
.001; respectively) oral grasping responses tharottor of an intact LF nipple. In addition,
the odor of a LF nipple causes more oral activati@m LF urine odor (U = 30, p <.001), but
less active mouthing response than milk and LFvaaldors (U = 97, p = .025; U =63, p =
.001; respectively).

In sum, for newborn mice having accumulated moreresive sucking experience, all LF
nipple-related odor substrates, except LF urinpeaged to significantly release oral grasping
and sucking movements. Thus, at this stage of dpuent, all substrates presumed to be
present on a LF nipple are separately effectiverandering a NLF nipple attractive.
Moreover, when a NLF nipple was spread with murmk and LF saliva, it elicited a level

of oral grasping that was similar to that elicitgdan olfactorily-intact LF nipple.
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Figure 14. Oral grasping responses of newborn mice at biefigore and after the
first suckling experience (groups PO and PO+),@mday 1 (group P1) of a nipple
from a non-lactating female (NLF) painted with diént odor substrates [viz.
water (Wa), amniotic fluid (AF), milk (Mi), LF sala (Sf), pup saliva (Sp), and LF
urine (Ur)]. (A) Percentage of pups orally graspihg nipple (Fisher’s exact test).
(B) Mean latency (+SEM) to the first nipple gragpigs). (C) Mean number
(xSEM) of mouth movements per second during nigpbesping (Mann—Whitney
test). Statistical significant differences (p <).@&tween biological substrates and
water (white bar) or intact LF nipple (black bargmn indicated respectively with

“a” and “b".

1. 2
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DISCUSSION

The present study aimed at identifying odor substréhat induce oral grasping of nipples in
newborn mice before and after having experienceth®first time sucking and the ingestion
of colostrum/milk. Experiment 1 verified whetherwlg born pups do chemosensorily
differentiate nipples from a LF and from a NLF. Bi&s indicate that pups seized more
efficiently and more rapidly the former than thétda stimulus. Therefore, nipples of NLF
were taken in Experiment 2 as ecologically validtred context to develop a behavioral assay
of odor stimuli for the newborn mouse. Accordingiyly stimulus mimicking the high level
of response elicited by the LF might be consides&dhigh significance to pups, whereas
stimuli eliciting low response levels of responas (he NLF) might be considered of low

significance.

In Experiment 2, we took advantage of this assagcteen a set of chemostimuli that are
presumed to naturally coat the nipples of LF beeaigelevant maternal/infantile physiology
and behavior. This assay proved to be discrimieatdn average, differential responses were
evidenced toward NLF nipples painted separately winniotic fluid, milk, LF saliva, pup
saliva, and LF urine. This behavioral assay was aefgpable of revealing the effects of age
and confounded experiential effects on the abditynouse pups to rely on various odorants
as cues to promote searching, oral seizing, andrsyiof a nipple.

Three aspects of these results will be discuseedolfactory salience of LF nipples in mouse

pups with or without suckling experience; the nataf the odor substrates and hypothetical
mechanisms involved in the initial oral graspingdogking-naive mouse pups; and the nature
of odor substrates and mechanisms that more reatitit nipple grasping in sucking-

experienced pups.
The Salience of Nipples of Lactating Females

The nipples of LF elicited about 4 times more @@sping responses in newborn mice than
those of NLF. The active searching and avid orabping of LF nipples by pups have been
reported in previous studies in mice (see sectidn Hongo et al., 2000; Kodama, 1990;
Todrank et al., 2005). What makes LF nipples uniguaewly born pups? In postparturient
LF, the nipples concentrate mammary and extra-mammodor substrates which may
qualitatively and/or quantitatively differ from reaming abdominal odor pattern, explaining

the efficient localization and oral seizing perfamse by the pups (Schaal, 2010). In the
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mouse, the nipples of LF secrete at least two wdotor substrates, colostrum/milk and
sebum. The possibility should be considered thatestraces of milk ooze from the ostia at
the tip of the LF nipples, and elicit more mouthangivity in the pups than the NLF nipples,
even painted with attractive odor substrates. i6 thossibility cannot be completely
dismissed, it does not explain why LF nipples iretlithe same level of mouthing than the
NLF nipples painted with either milk (in suckingexperienced and -experienced pups),
maternal saliva (in sucking-experienced pups), atimifluid, and pup saliva (in sucking-
experienced pups). Moreover, the odor of the LFpleipelicited a less active mouthing

response than milk and LF saliva odors paintedhenNLF nipple (in sucking-experienced

pups).

While milk production is obvious, sebum secretisnsuggested indirectly by the increased
number and size of sebaceous glands (Koizumi,e2@03). In addition, extra-mammary odor
substrates are laid down locally through the fesiafereased self-licking of the nipple-lines
(in mice: Harvey & Mann, 1987) and by the pups’niselves through their searching and
sucking activities. Thus, physiological and beheali@changes of LF and neonate pups may
have the effect of locally increasing the emissam mingling of a variety of substrates
bearing semiochemical significance by themselvasluding amniotic fluid, nipple skin
gland secretions, colostrum/milk, maternal andntifa saliva, infant’s saliva-milk coagulate,
mother’'s and infant’s facial glands’ secretion .(ikachrymal glands: Shahan et al., 1987;
Meibomian glands: Nien et al., 2009), infant peglahds (e.g., Nejsum et al., 2005; Stevens
& Landis, 1987; Vilches et al., 2002), maternal anthnts’ secretions from ano-genital
glands, and traces of urinary/fecal excretions.e8dvof these substrates were directly
assayed here. In addition, these secretions masauttthrough their contents in enzymes or

other bioactive compounds to facilitate the relezfselatiles (see below).
Substrates Involved in the Initial Expression of @rGrasping of Sucking-Naive Pups

Experiment 2 explored some substrates potentialiglved in the very first nipple grasping
of sucking-inexperienced mouse pups (group PO)hénpresent conditions, pups “elected”
amniotic fluid and conspecific milk as the mosti@ént odor substrates (as compared to the
control) to release their initial nipple graspingdasucking responses. At this early stage,
maternal saliva, pup saliva and maternal urinendilappear to carry odor cues significant

enough to induce the oral grasping of a nipple.
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This initial response in favor of amniotic fluid adis consistent with previous data in mice
where PND-2 mouse pups preferred grasping nippdased with amniotic fluid than with

saline or a novel odorant (vanilla) (Kodama, 199M)ch in the same way as neonatal mice,
newborn rats were also strongly attracted to theiatic fluid odor presented in the context of
a nipple from the very first exposure (Arias & Clopt2007; Blass & Teicher, 1980; Korthank
& Robinson, 1998; Teicher & Blass, 1977). But eveare, PND-1 rat pups can be set into
sustained crawling motion by amniotic fluid odomytmot by a novel artificial odorant

(Mendez-Gallardo & Robinson, 2011). Amniotic fluiddior appears thus to have immediate

reinforcing value in the newly born pup and maydtémelicit oral activation.

Prenatal chemosensory experience with amniotia fluight assist mouse pups to prompt
postnatal actions in direction of objects/areascWwlare imbued with it. Much evidence for
that claim has been obtained in the rat. Rat nemgare indeed attracted to the odor of
amniotic fluid that favors navigation over the mats abdominal fur to locate nipples, and
promotes the initial sucking episode (Hofer et 4876; Teicher & Blass, 1977; Ronca &
Alberts, 1994; reviewed in Blass, 1990; Alberts &riea, 2012). The efficiency of this fetal
odor substrate to rapidly initiate neonatal orasping could be explained by processes of
familiarization and/or conditioning established utera First, amniotic fluid sensation
contingent with oral activity in the very last dagé gestation induces endogenous opioid
activation in the fetal rat (Robinson & Mendez-@adlo, 2010), probably leading to associate
proprioception of oral action with odorivector aminc compounds. Second, the
chemosensory properties of amniotic fluid acquiesdfamiliarin utero may lead to the
formation of a “search image” that the neonatappwill trace in the multisensory novelty of
the postnatal environment. Finally, amniotic odaes might result from reinforcing events
occurring intrapartum or the very first interacsowith the dam, such as waves of body
compression during labor, warmth/comfort of the Imeos ventrum, maternal licking or
gastric filling after the first suckling (Alberts &onca, 2012; Ronca & Alberts, 1994, 1995;
Miller & Spear, 2009).

The attractive potency of murine milk odor was athg known in mouse newborns aged 5-6
days and thus having had extensive exposure to (sektion II.1). Here, we corroborate this
effect of milk odor with pups before they had ampportunity to suck. To our knowledge, rat
newborns have been tested only once for their resppto conspecific milk odor, but without
successful demonstration that it affects oral graspf a nipple (Singh & Hofer, 1978; see

also Small, 1899, for an earlier attempt). Two pptaal mechanisms might explain the
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equivalent efficacy of amniotic fluid and milk odoto elicit the first suckling in mouse
newborns. First, amniotic and lacteal fluids may dmnpositionally overlapping so that
chemosensory cues derived by the fetus from its@mrenvironment can be traced in milk
by the newly born pup. This process of transndiahmsensory continuity relies on the fetal
encoding of a chemosensory image and on neonatabfus to orient postnatally (Alberts &
Ronca, 2012; Coureaud et al., 2002; Pedersen &Bl&82; Schaal, 2005; Schaal & Orgeur,
1992). Second, milk might be immediately attractikeough its content in compounds that
are unconditionally appetitive from birth onwarducB a predisposed process has been
documented in the newborn rabbit where one singleramt (2MB2) released in the
mammary tract (Moncomble et al., 2005) fully exptaithe attractiveness of entire milk
(Schaal et al., 2003; Schaal et al., 2008a; Codreaal., 2010).

Nevertheless, when presented in isolation on authad#’ nipple (of a NLF), amniotic fluid
and milk appeared much less effective in releasnatjgrasping responses in PO pups than the
whole-odor of a LF nipple. The behavior activation amniotic fluid and milk being about
half that of a LF nipple, each of these odor sabstr presumed to be spread on the nipple,
and studied separately, does not fully explainhigh level performance of pups facing a
nipple of a LF. This finding might be understoodsieveral ways. First, splitting a complex
odor mixture into fractions is otherwise known &mluce its original behavioral activity (e.g.,
Muller-Schwarze, 2006; Miuller-Schwarze & Houliha@f91). The different fractions in a
biological mixture may indeed interact and potdetieach other. For example, several low-
intensity, below-threshold odorants may interagbteduce a discernible percept (e.g., Laska
et al., 1990). In addition, the biological activiby one substrate may affect the release of
volatiles in a co-occurring substrate; for examgezymatic activity in saliva is known to
speed up the liberation of volatiles from complead mixtures (Buttner, 2002). Thus, future
experiments should consider evaluating the behalvamtivity of odor cues resulting from the
mixing of different biological substrates (e.g.,raotic fluid and/or milk mixed with maternal
and/or pup salivas). Second, in selecting the mbstous substrates that derive from local
biologically sources or from deposits deduced bseobing the behavior of a nursing mother
and sucking pups, we may have escaped less ob{@ndsmore difficult to collect) sources of
active compounds, such as sebum from the mammailjgeaor secretions from other glands
present in the neonatal labial or facial regioree (gabove). Third, it may be possible that the
ketamine/xylazine used for anesthesia modify thar/ldvor properties of amniotic fluid and
milk, as they are potentially transferred into fetal or mammary compartments (Putter &
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Sagner, 1973; Sellers et al., 2010). However, dffesct appears limited as amniotic fluid and
milk odors were the most efficient odor substrdteselease initial nipple grasping/sucking
responses in sucking-naive pups. Moreover, milkieggpn a NLF nipple induced as much

oral grasping/sucking as the LF nipple in 24- tehB®Id sucking-experienced pups.

But, regardless of the causal hypotheses for theedmate attraction of amniotic fluid and

milk, the processes mentioned above do apparenthapply in sucking-inexperienced pups
for the saliva of LF and of other neonates. Evagruiis may have been shortly in contact with
LF saliva and pup saliva prior to suckling duehteit own salivary production and licking by

the mother (Gabe, 1956; Weber & Olsson, 2008), hbtand pup salivas do not significantly

affect nipple grasping in suckling-naive mice. Thimling is at variance with the responses
noted in neonatal rats. Newly born rat pups exhibidust oral grasping responses toward
washed nipples of a LF rat after it has been pdintigh the saliva of a LF or of a same-age
pup (Blass & Teicher, 1980; Teicher & Blass, 197877; Pedersen & Blass, 1981). Finally,
the lack of any significant behavioral effect okethrine odor of LF in the present study

echoes previous data in sucking-inexperienced nabrads (Teicher & Blass, 1977).

It may be summarized that amniotic and lacteatlfiudarry odor compounds which contribute
to induce suckling-inexperienced newly born pupgrasp and suckle a behaviorally neutral
nipple. In contrast, the saliva from either a LFaor age-mate, as well as urine from a LF,
appeared insufficient to influence oral responsesdive pups. In any case, the behavioral
effect of the whole odor developing on the nippfeaoLF is not equaled by any of the
components considered here; suggesting that thevlmehl activity of the odor mixture that is
naturally present on the nipple exceeds those dws substrates that presumably contribute
to it.

Substrates Involved in the Expression of Oral Grasgin Suckling-Experienced Pups

With cumulative suckling experience, most of themsati considered here became
increasingly efficient at eliciting the nipple gpaisg response in mouse pups. Pups that had
only brief suckling experience (PO+ group) oraltagped nipples painted with amniotic fluid,
milk and LF saliva, but remained non-responsivaifiples painted with pup saliva and LF
urine. With more extensive suckling experience @gedup), amniotic fluid, milk, LF saliva
and pup saliva became equivalently effective ieasing nipple grasping. However, despite
the fact that traces of urine may be presumed tepbead on nipples through the maternal

licking of their own and their pups’ ano-genitakas, this substrate remained inefficient to
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elicit nipple grasping at any of the early agessidered. In addition to the processes of fetal
or perinatal acquisition of amniotic odor cues nmed above, the increasing variety of odor
cues capable of eliciting oral grasping of a nigmfemouse pups may be interpreted in terms

of associative learning during the first nursingsedes. Several processes may be outlined.

First, nipples may be considered as “olfactory hotspotghere locally emitted and
“imported” odor substrates do mingle. The ammidtiaces left there by maternal self-licking
are mixed with colostrum/milk and saliva depoditsthis way, maternal saliva odor gradually
may get equivalent reinforcing value as amniotigdfland milk. Later on, in the P1 group of
pups exposed to a bit more nursing experiencentitdasaliva odor may also join the set of
substrates becoming nipple-grasping elicitors. Eanally similar associative learning during
suckling/milk ingestion or maternal care has bdaimdantly documented in rodent newborns
with artificial odorants (mouse: Armstrong et &006; Bouslama et al., 2005; Durand et al.,
2003; rat: Brake, 1981; Cheslock et al., 2000; dsba & Hall, 1979; Johanson & Teicher,
1980; Pedersen et al., 1982; Sullivan et al., 1986b

Secondlyin the early age considered here (PND 0-1), thelevodor of LF nipples remains
more active than its presumable components tesipdrately. A previous study suggested
that more nursing-related olfactory experience thalay may be necessary to equate the odor
of a LF nipple with its component odors: that ig,the end of the *1 postnatal week, pups
become equivalently attracted to the whole odoa dfF nipple than to the separate odor
substrates presumed to be present on it (i.e., irfllsaliva, and pup saliva) (see section 11.1).
Thus, several days of repeated exposure to aletlo@l®r substrates in highly rewarding
conditions may likewise be needed to establish iplaltcues bearing similar behavioral

activity toward nipple grasping.

Thirdly, it is notable that all odor cues that are presiitoebe contingent with a LF become
efficient to release attraction in mouse pups. ddse of urine of LF which does not exert any
control over nipple grasping or sucking over théyeperiod considered is interesting. In
contrast, urine appears to bear a negative valuelipups, as its potency to elicit nipple
grasping is weaker than that of the control stimullihus, either odor cues associated with
urine are not detected by newly born pups, or wg hreve overstated deposition of urine
deduced from the observed dams’ self-licking froen ér her pups’ uro-genital areas to her
abdominal fur. Alternatively, urine traces on nigpimay be maladaptive at such early age in
that they may misdirect searching motions towarel tiipples. Although it is obviously
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present as a contextual cue in the nest boxese odior may become more engaged in the
modulation of murine social relationships in ladievelopment, during sexual maturation and
when partner selection becomes effective (e.g.leKat al.,, 2008; Moncho-Bogani et al.,

2002; Roberts et al., 2010). Thus, for an odordocoime an attractive cue to mouse pups in
the context of suckling, it should be associatethwie body area that the dam normally
exposes while suckling, and not with an area tlaat o relevance with sucking success. In
that sense, mouse pups do indeed approach theobtlse abdomen of a LF more than the

odor of the back of a LF (see section Il.1).

In conclusion the present study found that, among various odes presumably coating the
nipples of LF mice, only amniotic fluid and milkleased nipple grasping in newly born,
suckling-inexperienced pups. This suggests firdsllgt some cues may be established
immediately or very early after birth, either thgbuprevious (fetal) learning or through
unconditional perceptual processes. Secondly, witteasing suckling experience, the cuing
and releasing value of the substrates changesqasigely, some gaining additional strength
(milk and LF saliva) and some gaining new meaniog &nd pup salivas). These findings
indicate that the behavioral activity of maternatigup salivas clearly depend on postnatal
learning. All these processes can work separateipatusively, so that amniotic fluid and
milk can be attractive/appetitive due to the samg.( fetal odor learning) or multiple causes
(e.g., fetal learning, neonatal learning, uncoondai predisposition). Nevertheless, behavioral
activity of each substrate appears to be quite nadelevith regard to the whole odor mixture
given off by the nipples of LF, in particular faraxperienced-sucking mice.

Upcoming work will have to evaluate neonatal reggsnto the secretions of skin glands
present on the nipples of LF. Future studies shaldd introduce relative preference testing
among the different odors substrates emitted fremgssociated with, the nipples of LF, so
that potential differences in volatility, intensitgr quality between the distinct fractions are
directly assessed by the newborn pups. Anothee iséinterest will be to understand whether
the behavioral activity of the LF nipple odor farcking-naive pups is carried in separate
component substrates or whether it is a result ahponents interacting in the natural

mixture. Understanding such processes may ultimdelp to identify chemical compounds

that are involved in the initial nipple-tracking méwly born mice, and decipher the behavioral
and neural mechanisms underlying the perceptubfiebiof a newborn in face of stimuli that

are critical for survival.
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2.3) Conclusion

Dans cette étude, nous avons examiné la natureutssrats olfactifs qui induisent la saisie
orale chez le souriceau. Seules les tétines ddlteaiitante (FA) déclenchent la saisie orale
chez des souriceaux pas ou peu expérimentés &k téeci nous a conduit a utiliser les
tétines de femelle non allaitante (FNA) comme suppmeutre » pour tester la capacité de 3
substrats olfactifs (le lait, la salive maternadtela salive infantile), potentiellement présents

sur la tétine des FA, a induire la saisie d'unméétie FNA.

Les résultats ont révélé que : 1) les odeurs deidiégamniotique et de colostrum ont le
pouvoir de déclencher la premiére tentative daesdigne tétine maternelle chez le souriceau
inexpérimenté ; 2) 'odeur de salive de FA n’a coemge a induire la saisie orale qu’apres la
premiere expérience de tétée ; 3) I'odeur de sdliwantile ne déclenche la saisie orale
gu’'apres 24-36 h d’expérience de tétée ; enfirlodlelr d’'urine de FA et de I'eau sont sans
effet sur le comportement de tétée. Ces résultajgésent ainsi qu’'une réponse prédisposée
ou une familiarisation a certains composants odsrdu lait et du liquide amniotique durant
la phase prénatale du nouveau-né pourraient exgulifimplication précoce de ces deux
substrats dans la tétée du nouveau-né murin. Pauraj un apprentissage associatif positif

semble nécessaire pour engager les substratsididans la saisie de la tétine.

En résumé, ces deux premieres études mettent eéréuque les souriceaux nouveau-nés ont
la capacité d’apprendre et d'utiliser des indicesssriels expérimentés dans le milieu
prénatal et postnatal. La tétée est un contextéidimensionnel, extrémement renforcant et
donc propice aux apprentissages olfactifs dés léesuoute(s) premiere(s) tétée(s) chez le
souriceau. En effet, des stimuli variés associésoatexte de tétée ont été identifiés comme
étant des Stimulus Inconditionnel (SI), comme peengple la stimulation tactile (souris:
Bouslama et al., 2005; rat: McLean et al., 1993tdPsen et al., 1982), I'ingestion de lait (rat:
Johanson & Teicher, 1980; Sullivan & Hall, 1988pdeur de la salive maternelle (rat:
Sullivan et al., 1986b), la succion non-nutritivat(: Brake, 1981) et la chaleur (rat : Pedersen
et al.,, 1982). Si tous ces S| permettent séparéneemonditionnement olfactif chez le
nouveau-ne, leur action conjointe lors de la téigeirelle a toutes les chances de constituer

une situation robuste d’engagement des apprenéissegpnatals.

Des expériences complémentaires ont été realiséestedécrites dans I’Annexe 2.
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3) APPRENTISSAGES OLFACTIFS ASSOCIES AU CONTEXTE DE TETEE CHEZ
LE SOURICEAU

3.1) Introduction

Dans les deux études précédentes, nous avonsfiglel®s substrats olfactifs, présents sur la
tétine de femelle allaitante, impliqués dans saallsation et dans [linduction du
comportement de tétée chez le souriceau. Il eronegse I'odeur du lait est particulierement
réactogene et en mesure de déclencher la prerétéeedu nouveau-né, tandis que les salives
maternelle et infantile ont un effet plus tardieg@ndant, les mécanismes cognitifs mis en jeu
dans I'émergence de cette attractivité précoceemesiypothétiques et peuvent impliquer
I'acquisition prénatale ou postnatale, ou encore éponse prédisposée, c'est-a-dire, sans
nécessité d’apprentissage préealable. Il n'est pa&xdure que l'expression initiale de la
recherche et de la succion pourrait assigner uleiwvaositive au lait, ou encore que le lait
pourrait transférer son pouvoir attractif a d’astmeleurs présentes sur la tétine, comme par

exemple, la salive.

A ce jour, les apprentissages olfactifs dans ldecda de la tétée ont été peu étudiés chez le
souriceau. La tétée, ainsi que diverses stimulatifpar exemple, tactile, thermique et
olfactives) associées au contexte de tétée, ontidetétifiecs comme étant des Stimuli
Inconditionnels (Sl) capables de conditionner leéf@ences olfactives des souriceaux
(Armstrong et al., 2006 ; Bouslama et al., 2005]/ldBoet al., 2012). Cependant, il reste
encore a definir si la tétée elle-méme peut reefoles apprentissages olfactifs et conférer a

une odeur neutre f@ouvoir d'induire la saisie orale d’'une tétine

Notre troisieme expérience a pour objectif d’affim@s connaissances sur I'acquisition et la
rétention des apprentissages olfactifs dans leegtntrenforcant de la tétée chez des
souriceaux agés de 24 heures. Les objectifs de ékttle sont multiples. Tout d’abord, nous
fondant sur le fait que les salives n'acquiérenir lactivité comportementale qu’apres la
premiere tétée, nous souhaitons comprendre darn#e quesure un odorant neutre peut
acquérir, apres une ou plusieurs association(s} Eveétée, le pouvoir d’induire la saisie
d’une tétine de femelle dont I'abdomen en a ét&isdoA cette fin, les souriceaux seront
exposés a un odorant (le limonéne) dans les méopmditions que celles notées pour les
salives : le contexte renforcateur de la tétée muscde 24 h. Ensuite, afin d’affiner nos
meéthodes, nous explorerons la rétention de ceeapipsage et la durée d’association entre le

limonéne et la tétée nécessaires a cet apprergissag
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3.2) An exploratory study of nursing-related odor learning in mouse pups on the

1% postnatal day’

Syrina Al Ain, Mathieu Mingioni, Bruno Patris, BesbSchaal

INTRODUCTION

Localize and suckle a maternal nipple are the rskilts that mammalian newborns have to
acquire at birth. Although the mother provides nufsthe pups’ needs in term of protection,
thermoregulation and nutrition, their survival dege of their own ability to locate and attach
to the nipples, suckle and convert the milk inimntass. In this context, learning is especially
crucial to boost new acquisition and ameliorateanatctions. The developing organism has
to adapt itself to a succession of early ingestiahes including: the womb where nutrients
and energy are passively perfused, the early pastnahe requiring the sucking of nipples,

and the transition to the processing of increasamgounts of a non-milk diet. These

successive ingestive niches are dramatically cstitia pup being enforced to adaptively
adjust on anatomical, physiological, sensory andabieral levels. Numerous studies have
revealed the role of experience-sensitive procassine pups’ adaptation within and between
these ingestive niches (Albert, 1987; Schaal, 2010)

Altricial rodents are born with non functional vaduand auditory systems, and are thus
exclusively guided by somesthesis and chemoreaefibret, 1976; Weber & Olsson, 2008).
The newborn pup survival thus relies greatly onalslity to respond to olfactory cues

associated with the mother, her nipples and milkeed, transgenic mice with anosmic or
hyposmic phenotypes will often die of starvatiorakBr et al., 1999; Brunet et al., 1996;
Hongo et al., 2000; Lin et al., 2004; Wong et aDP0), as well as denaturing the odor of
nipples will disturb grasping in normal pups (Horejal., 2000).

Specifically, the first oral grasping of a nipple riats and mice is elicited by amniotic and
colostrum odors. The amniotic odor is thought toabquired byin utero exposure through
the prenatally functional olfactory system (Copp&l@’Connell, 1989; Coppola & Millar,
1997), with the possibility of further reinforcemdyy sucking nipples tainted with amniotic

* Article en préparation
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cues by mother’s self-licking (Weber & Olsonn, 2R08mniotic fluid shares also common

odor cues with colostrum, which establishes a ikgdatransnatal chimiosensory continuity
(Mendez-Gallardo & Robinson, 2011; Schaal, 2005 aalostrum may thus be initially

attractive to pups because it carries cues acquiregatero or during the birth processes
(Alberts & Ronca, 2012). With age and increasingking experience, the associative value
of other odorants present on the nipple can alsmgd progressively. For example, the
mother’s and pup’s saliva odors appear to needrakeassociations with nursing before they

can elicit nipple grasping in mouse pups.

So far, the ability to form such odor-based assmria was mainly established in newborn
rats (Wilson & Sullivan, 1994). Indeed, rat pups acquar preference for a novel artificial
odorant if it has previously been paired with rtiste or non-nutritive sucking (Brake, 1981).
The rewarding unconditional stimuli that operateimiy suckling are numerous and varied,
including tactile stimulation (McLean et al., 19%3dersen et al., 1982; tailpinch: Sullivan et
al., 1986a; mild footshock: Camp & Rudy, 1988; Falh & Wilson, 1990; quoted in Wilson
& Sullivan, 1994), olfactory stimulation (odor ofaternal saliva: Sullivan et al., 1986b),
nutritive ingestive stimulation (cow’s milk or sd@rine ingestion: Cheslock et al., 2000;
Johanson & Hall, 1979, 1982; Johanson & Teiche80i%ullivan & Hall, 1988), humidity
(Do et al., 1988) and heat (Pedersen et al., 198Pthese unconditional stimuli allow to
rapidly condition odor preferences or aversionsanpups in function to the nature of the
stimulus and the age of pups. A few studies hage akplored similar conditioning of
odorants inmice, with lithium chloride-based illness in 3 day-oloups (Alleva &
Calamandrei, 1986), maternal deprivation in 2 day-Ourand et al.,, 2003), tactile
stimulation in P1 to P6 pups (Bouslama et al., 2@05suckling experience in pups of 3, 6
and 10 days (Armstrong et al., 2006). These studésonstrated robust conditioned odor
preferences in neonatal mice in the context ofingrand maternal care (Armstrong et al.,
2006; Bouslama et al., 2005; Durand et al., 2088) tan be retained lifelong (Mainardi et
al., 1965). So far, the associative abilities ofenivere not investigated in the hours following
birth, when pups undergo their very initial reirdfed actions in contingence with the mother,
nipples and milk.

Here, we aimed to investigate associative and rareegabilities of neonatal mice within the
first 24 hours (x 12 hours). Our first goal wasagsess whether a neutral odorant, previously
associated with suckling could acquire the poweretmit oral grasping of a nipple

(Experiment 1A). The second goal was to evaluateptlps’ abilities to retain such an odor
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previously associated with suckling (Experiment .18ur third goal was to approach the
minimal duration necessary to condition odor-basedl grasping in one-day-old pups
(Experiment 2). The final goal examined whetherrag@osure, in absence of the mother and

suckling could be sufficient to assign a reinfogciralue to it (Experiment 3).

GENERAL METHODS
Animals and housing conditions

The French national and local rules about the didabmratory mice were strictly followed
(authorization n° 21 CAE 059). Pairs of female andle mice Mus musculusBALB/c
strain, purchased at Charles River, L'Arbresle,nEeg were housed together in standard
Plexiglas cages (28 x 17 x 13 cm) in the local tirgge unit. Males were continuously kept in
the cage to support their parental care and erfegrendation at postpartum oestrus. The
breeding room displayed constant temperature (22CG) and 12/12h light/dark cycle (lights
on at 8h00). Water and food pellets (Scientific rAal Food & Engineering, lonisos Aube,

Champagne) were availalad libitum
Test Animals

We tested 113 mice pups on postnatal day (P) 1h(2412 h-old), the day of birth being

recorded as PO. The conditioning of arbitrary odbveas shown to require deprivation of the
mother prior to training (Armstrong et al., 2006) pups were isolated from their mother for
2 h before each training session. Each pup wasd@stonly one experimental condition. The
tested pups came from litter comprising 4-8 pup® tsted a maximum of four pups per

litter by group; thus, pups from a same litter copérticipate in different experiments.
Stimuli
Odor Stimuli

The odorant used for the conditioning was limonén®8%, Sigma-Aldrich, Fluka), as in
previous studies on odor learning in mouse pupsméiiong et al., 2006; Bollen et al., 2007;
Bouslama et al., 2005; Schellinck et al., 2001). Baerant was diluted at 6,06:4@ (in
water), a concentration at which the odorant iected and non aversive for mice (Joshi et
al., 2006) and rats (Youngentob et al., 1997). ddharant solution was prepared each week to
avoid a potential alteration. The control stimutasisisted in water.
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Stimulus animals

The conditioned odorant was delivered on the ngpfea non-lactating female (NLF), which
were shown to be olfactorily inactive to pups tdune sucking behaviour. A tip of a glass
stick was soaked with the stimulus (viz., limonemewater) and was then transferred onto
each of the ten nipples of a NLF by a rotating rmgbmovement of the glass stick for 5 s
(one rotation/s). In total, 37 stimulus-females evased to test the pups, and 4 to 6 stimulus-
females were used per test condition. The nipplesSLé- were directly presented under the

pups’ muzzle.

General Training and Testing procedures

All behavioural training and testing of the newb@ups were run in a room adjacent to the
breeding room to avoid interference with unwanteddurs from conspecifics. The specific
training procedures are described below, in thehbldt section specific to the experiments.
Concerning the testing procedure, a 2-min test pearmed to assess oral grasping of the
nipples (adapted from Dollinger et al. 1978; Pegler& Blass, 1982). The NLF used was
sedated (Imalgéne 1000 and Rompun 2%, at the diog® @and 9 mg/kg body weight,
respectively) and held by pinching their inter-adap skin by an Experimenter A. The pup
was held similarly by an Experimenter B to be pnéseé facing a nipple (seléigure 12,
section 11.2). At the start of each trial, pups a@laced with their muzzle in slight contact
with an inguinal nipple of the stimulus female.

The behaviour of each pup was then videotaped 80r sL (SONY handycam DCR-SR90).
The videotapes were then blindly analysed (The @bse Noldus, Wageningen,
Netherlands). The following variables were quaetifi 1) percentage of pups grasping the
nipple, 2) latency to oral grasping, and 3) numtfesral movements after grasping. Only the
inguinal nipples were presented, thus, one female wsed for testing of four pups. After the
tests, all parental pairs were returned with tpaps into the breeding room.

The percentage and latency of nipple grasping aresidered to index the attractive and
appetitive potency of limonene. The number of mauthvements after grasping is taken as
an index of the avidity of pups’ sucking. Pups tfaaled to produce oral grasping response

were conservatively assigned a latency of 120 s.
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Statistical Analyses

To assess whether the data sets from each grdopvéal a normal distribution, Shapiro-Wilk
tests have been used (Statistica, Version 8, $tdtsance, Paris). Normal distribution was
not demonstrated in most groups and non paranstaiistics were thus used.

The oral grasping performance of a NLF nipple padnwith limonene was compared for pups
exposed to either limonene or water in the varioasditions specified in the following
Experiment, using Fisher’s exact tests (% oralgray and Mann-Whitney tests (latencies to

the nipple grasping and frequency of mouth movemeduting nipple grasping).

EXPERIMENT 1: Odor learning in association with sudling during 17-20 h

In newborn mice aged P1, the odor of infantilevsalbegan to induce oral grasping after
association of maternal suckling during 24 h. Heve, verified first whether an arbitrary,

neutral odorant (limonene) previously associateith wiaternal suckling during 17-20 h could
similarly acquire the power of eliciting oral grasg of the unattractive nipple of a NLF. We

then assessed the retention of this associativeiten

Methods

Training procedure The pups used in Experiment A were born betwee@ and 7:00 p.m.;
their birth was directly watched by an experimenges shown inFigure 15 the pups were
exposed to limonene (or water) during three permfdsursing occurring before 24 h of age:
1) from the completion of parturition and placeritagia by the mother up to 13-16 h during
the night; 2) from 15 to 18 h after birth lastimgy £ h; and 3) from 19-22 h after birth and
lasted for 2 h. The dam was removed from the haage ¢or 2 h. During this period, the male
was kept with the litter and the cage was put dreating plate with a temperature fixed at
40°C to limit potential effects of social stressldrypothermia. The cutaneous temperature of
the pups was then maintained between 36.0 and@§a&’measured with an infrared camera:
FlirTM A320, Flir Systems, Danderyd, Sweden). Befdhe onset of pup exposure to the
odorized mother, the male was removed from the ¢agevoid any potential disturbance.
Right before returning the mother to her littee golution of limonene or water was applied
onto each of her nipples by a rotating rubbing nnoset of a glass stick for 5 s per nipple. To

make sure that the odorant was effectively assettiaith the rewarding suckling context, we
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observed that the pups began probing and suckiiegriother after her reintroduction in the
home cage.

Test conditionsAt the end of the training procedure, the pups wagain isolated in their
home cage to be tested. Three groups were formetbrenegroup 1 (abbreviate LIML,
n=20 pups, from 5 litters) exposedlimoneneduring the 17-20 h training session and tested
1 h after isolation;Limonene group 2 (LIM 2, n=20 pups, from 5 litters) exposed to
limonene during the 17-20 h training session and tegddafter isolation;Control group
(Control, n=19 pups, from 5 litters) exposedmater during the 17-20 h training session and

testedl h after isolation. The testing procedure is describethe General Methods section.

15-18 h 19-22 h LIM1 LIM2
Experiment 1
13-16 h 2h ' 2h | 2h B 2h [ 1h{ 2h

. 15-18 h 19-22 h LIM3
Experiments 2 and 3
13-16 h ‘ 2h £ 2h | 2h & 2h 1h\L
Experiment 2 LIM 4
17-20 h 2h |Lh| 1 h\L
Birth P1

Figure 15. Time-line of the exposition procedure to the odbrgimonene) or the control stimulus
(water) during the first postpartum day (P1).

Results

The results are depicted Fgure 16. First, 21% of pups of th€ontrol group performed
spontaneous grasping of a NLF nipple odorized witiobnene. Thus, limonene does not
spontaneously elicit a high rate of grasping anckisig in newborn mice. Second, LIM 1
pups displayed grasping of the odorized NLF nipptae frequently (p<0.001), with shorter
latency (U=295; p=0.002) and with more frequent thong movements (U=82; p=0.001)
than theControl group. Thus, exposure to limonene during the first padtpn day, in
association with nursing (including the first suog) rendered limonene able to elicit oral
grasping of a non attractive NLF nipple after a ifierval between end of exposure and the
test. However, when tested after a 3-h retentigarwal, the LIM 2 pups showed lower

sucking of the NLF nipple odorized with limonenanhLIM 1 pups. These pups grasped the
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NLF nipple less frequently (p<0.001), with longatdncy (U=119; p#9.022), and with less
frequent mouthing movements (U=121; @925) than the LIM 1 pups, indicating that the 17-
20 h nursing-odor association may be lost after. 31breover, LIM 2 pups showed low
suckling performance from NLF odorized nipple sanito those obtained by Control pups

exposed to water during the 17-20 h exposure.
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Figure 16.Oral grasping of 1 day-old newborn mice of a nidpden a non-lactating female odorized
with limonene after different regimen of odor-naggiassociation and exposure-test intervals. A:
Percentage of pups orally grasping the nipple @fistexact test). B: Mean latency (+ SE) to thstfir
nipple grasping (seconds), and C: Mean number {oSEouth movements per second during nipple
grasping (Mann-Whitney test). Statistical signifitadifferences (p<0.05) between the groups
previously pre-exposed to limonene (LIM 1 and LIN!l @d the blank group pre-exposed water
(Control) were indicated with *f5 < 0.001; *p < 0.01;p <0.05.

EXPERIMENT 2: Rapid associative learning between amdorant and sucking

Experiment 1 highlighted that P1 pups were ablactquire limonene as a cue after 17-20 h of
association with sucking and milk ingestion. Have,examined whether shorter durations of
associative episodes could ensure learning of lenenin 1 day-old pups. A previous study
showed indeed that odor learning could be effectifter shorter associative episodes with

nursing in 3 day-old mouse pups (Armstrong et241Q6).
Methods

Training procedure.To assess the efficacy of lower durations to esfablearning of
limonene in association with sucking in P1 micep tdifferent training procedures were
conducted: 1) two periods of 2-h association oblene with suckling; 2) one period of 1-h

association of limonene with sucklingigure 15). The durations of CS-US association were

75



Apprentissages olfactifs associés au contextetde thez le souriceau 1. 3

modeled after other mouse studies (Armstrong eR@D6; Bollen et al., 2012; Bouslama et
al, 2005).

Test conditionsAt the end of the training procedure, the mothes veamoved from the home
cage forl h before testing the pups. Two groups were defih@donene group 3(LIM 3,
n=19 pups, from 5 litters) exposed limonene during the two nursing periods of 2 h;
Limonene group 4 (LIM 4, n=20 pups, from 5 litters) exposed to lineme during one

nursing period of 1 h. The testing procedure ixdesd in the General Methods section.

Results

TheLIM 3 pups evinced similar responsiveness thanlthd 1 pups in terms of frequency
of oral grasping (p=0.480), latency to the firsagp (U=173; p=0.633) and number of oral
movement during the grasping (U=171; ©593). The LIM 4 pups showed lower
responsiveness to limonene thalivM 3 and LIM 1 groups. However, the former group’s
performance differed only from that of LIM 1 pupsthat they expressed less frequent oral

grasping responses (p=0.0Fsgure 17).
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Figure 17. Oral grasping of 1 day-old newborn mice of a nipfsbm a non-lactating female painted
with limonene. A: Percentage of pups orally gragghe nipple (Fisher’'s exact test). B: Mean latency
(= SEM) to the first nipple grasping (seconds), &dViean number (+ SEM) of mouth movements
per second during nipple grasping (Mann-Whitney)teStatistical significant differences (p<0.05)
between the group previously pre-exposed to limerduring 17-20 h (LIM 1) and the groups shortly
pre-exposed to limonene during either, 2 x 2 h (3Mor 1 x 1h (LIM 4) with the maternal suckling,
were indicated py < 0.05.
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EXPERIMENT 3: Effect of mere exposure to the odor a oral grasping

Experiment 2 determined that two periods of 2 C&-US association were sufficient to
induce odor-based oral grasping in P1 mice. Heeetested whether suckling is necessary to

engage this learning or whether mere exposurecstodior suffices to it.
Methods

The training consisted in exposing the pups to dderant in the nest without sucking
opportunity. The nest, comprising the litter, wasered with a Petri dish (diameter x height:
8.5 cm x 2.5 cmfigure 18) which bottom was tapped with blotting paper (2.2.5 cm;
absorbant universel, 3M PowerSorb p-110) soakell 50uL of limonene. The bottom of the
Petri dish was pierced to keep aeration. The pupsewot in physical contact with the
odorized blotting paper. This device was appliethen same temporal conditions as the LIM
3 group, i. e., two periods of 2 h (LIM ME, n=15g%, from 4 litters). The testing procedure

is described in the General Methods section.

Figure 18. Thedevice used to collectively expose
the pups to the experimental odorant in the nest.

Results

As compared to the LIM 3 group, the pupsrely exposedo limonene during two episodes
of 2 h showed less frequent oral grasping of theF Niipple odorized with limonene
(p=0.037), with a slower grasping response (U=6@,@02;Figure 19).
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Figure 19. Oral grasping of 1 day-old newborn mice of a rgpfstbm a non-lactating female painted
with limonene. A: Percentage of pups orally gragghe nipple (Fisher’'s exact test). B: Mean latency
(= SEM) to the first nipple grasping (seconds), &dviean number (x SEM) of mouth movements
per second during nipple grasping (Mann-Whitney) teStatistical significant differences (p<0.05)
between the groups previously pre-exposed to 2 lindinene, either merely in the ambient air of the
nest (Lim ME) or in association with the maternadiding (LIM 3), were indicated < 0.05.

DISCUSSION

This study aimed to begin assessing associativailfgpand memory abilities in newly born
mice on their first day of life. Experiment 1 shalihat 17-20-h pairing of a novel odorant
with sucking yielded conditioning of oral graspiagd sucking behavior. Although retention
was effective 1 hour after the end of training, tlhaditioned preference appeared to be lost
within the next 3 hours. Moreover, two periods oh2of odor-nursing association were
sufficient to induce odor learning, but not oneggnperiod of 1 h nursing-odor association
(Experiment 2). Finally, the associative learnirighee neutral odorant depends on the pup’s
effective suckling experience and not on the fddbedng merely exposed to it (Experiment
3). So far, the odor conditioning studies on newbarice used place preference tests
(olfactory double-choice arena) for which newly ih@P0-P1) pups have too limited motor
abilities. Here, we obtained reliable results usiotgh a naturalistic learning training protocol

and a performance test adapted for neonatal meg Aglay-old and less.

These findings are further discussed along: 1ydleof associative learning in the elicitation
of grasping and sucking; 2) the rapid acquisitidnttee odor conditioning; and 3) the

inefficiency of a mere odor-exposure to conditiba grasping-sucking response.
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Associative learning in the induction of the oralgsping

The nursing context constitutes a concentrate as@y and physiological rewards. For
example, infantile saliva appeared to need a 2&posure in contingence witsuckling to
become behaviorally active (section 11.2). Simyatimonene became effective after a 17-20-
h exposure period with suckling. The subsequeninguefficiency of limonene for nipple
grasping was however limited to a 1-hour delayrafie end of contingency exposure. Older
mouse pups of the outbred CD-1 strain (P3, P6 d&@) Were shown to retain the associative
value of the odor for longer spans (3 h) after w@rarontingency exposure with the suckling
(2 h) in an exploration test (Armstrong et al., @00rherefore, this short retention of the odor
conditioning in newborn mice may be dependent eatgesand/or thestrain and/or the test

procedure used (exploration test versus oral gngdpst).

At this exploratory stage of our investigation aonatal odor learning in the mouse, it is not
possible to decipher which facet of the nursing texin impinges most on the early
engagement of the odor as a cue to nipple graspiokjhg. More advanced research in the
newborn rat has shown that pre-ingestive stimutaticuch as maternal licking or its mimic
by stroking (McLean et al., 1993; Pedersen et1#82), thermal stimuli (Pedersen et al.,
1982), or ingestive and post-ingestive conditiangh as (bovine) milk ingestion or gastric
infusion (Arias et al., 2007; Brake, 1981; Chesletlal., 2000), or a sweet tastant (Cheslock
et al., 2000; 2004), can all result in the learroh@n odor as a conditioned cue. For example,
a study showed that rat pups aged of 3 and 6 ddagsed an artificial odorant after a one-
trial association between the odor and aralsions of milK5uL) for 24 h (Johanson & Hall,
1982). Likewise, 3 h- and 1 day-old rat pups denrated 24-h retention of the conditioned
preference for an odor after its pairing with 5 pfisaccharin (Cheslock et al., 2004). Using
another type of positive rewarding, P1-P6 miceldisa conditioned responses to an odorant
acquired by association with 10-miactile stimulation(stroking), right after training (0-h
delay); but, then, these pups lost this odor pesfeg 5 and 24 h after the last association
(Bouslama et al., 2005). However, 6 day-old ratnaes trained to a similar tactile
conditioning memorized the conditioned response dbrleast 24 h, but less than 48 h
(McLean et al., 2005; Sullivan & Leon, 1987). Refjag thermal conditioningmouse pups
alternatively exposed to an odor CS paired withegitold or warm temperatures during a 9-
min acquisition procedure showed preference foraiher previously paired with the warm

temperature immediately after acquisition. In adeoice with our results, P3-P10 pups of the
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C57BL/6 strain showed a preference for the CS amldy immediately and 1 h after
acquisition but no conditioned preference was oleskerfrom 2 h to 4 h after acquisition
(Bollen et al., 2012).

These data suggest that the retention of the befshvactivity of the artificial odorant is

however highly dependent on the nature of thel®lduration of the associative episodes, the
postnatal age of the newborn, and notably the speé&xcept few studies which used oral
grasping tests (Cheslock et al., 2000, 2004; Psedeet al., 1982), the major part evaluated
associative and mnesic capabilities of neonatdl exiploration tests. Therefore, performance

of conditioning could be dependent on the task used

Rapid associative learning between odor and mateésuckling

In Experiment 2, the success of learning the erpantal odor appears positively related with
the duration of odor-nursing pairing. Indeed, tleecpntage of pups grasping the limonene-
scented nipple decreased in function of the dumatibexposure to limonene: 80% (17-20 h
pairing, 3 periods of association), 68 % (4-h pajyi2 periods of 2 hours), and 40 % (1-h
pairing, 1 period of 1 hour). This result differsrh those obtained in CD-1 mice aged P3, P5,
or P10 that needed only a 1-h nursing-odor assogiab exhibit a preferential exploration
towards this odorant (Armstrong et al., 2006). Heave such conditioned preferences in the
mouse pups were shown in a double-odor choice afamanot in the suckling context.
Therefore, it is conceivable that the P1 pups insitudy were able to acquire the olfactory
learning after a 1-h association, but did not slhibim our test conditions. Nevertheless, in
rats, after a brief odor-milk ingestion pairingtsr@up aged of 3-to-5 hours sustain attachment
to the empty surrogate nipple when the odorantGi$eds exposed again for at least 1 h later
(Cheslock et al., 2000). Thus, the odor-conditigrimsk, the postnatal age of the newborn as

well as the species, might be determinant in tamiag outcome.
Odor familiarization is not sufficient to elicit cal grasping response

Our preliminary data raise that one or severaltfaoéthe nursing situation are necessary to
establish limonene as an efficient cue to nippkspging. Mere exposure to limonene for the
same duration than the nursing-related associatdinates indeed no learning, or at least no
learning that is demonstrable in our nipple-attaghirtest. Nevertheless, previous studies
have reported that early mere odor exposures it i@ behavioral and neural changes for

the familiarized odor (mouse: Tazir et al., 201ddiank et al., 2005; rat: Coopersmith et al.,
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1986). For example, a 3-min exposure to a novetardoconsistently increased subsequent
preference for that odor in P10 and P15 rats iw@way preference test (Caza & Spear,
1984). Otherwise, a 4-h odor exposure repeated f@il2 weeks in either a mere exposure
condition or in an associative condition (with astEr non lactating or lactating female)
induced P15 pup’s preferences to the odors in actvaice huddling tests. However, the
association between the odorant and maternal dowtaenimics (lactating female, non
lactating female, or a warm surrogate) inducednsfeo preference than those resulting from
the mere familiarization (Alberts & May, 1984). another study, PO rat pups were more
active than non-exposed pups when they were resexpto a odor. But this effect was no
more effective in P1 pups, which did not displaffedential activity after pre-exposure or not
(Miller & Spear, 2010). Further, rats exposed to ador for 1 hour shortly after birth,
responded at 4-5 hours postpartum with higher segélactivity to this odor as compared to
non-exposed pups, and this odor pre-exposure asceased the latency to attach to a
similarly odorized surrogate nipple (Miller & Spe&008). Generally, these studies showed
that a mere odor exposure can condition the olfggqtoeference and the general behavioral
activity in newborn rats.

The lack of effect of mere exposure noted here @use pups could be explained by the fact
that it might condition general locomotor respondés exploration or cephalic orientation,
rather than specific responses such as oral gasfimother possibility may be that contrary
to PO pups, P1 pups have prior experience withntlogher, and therefore, a novel odor
without reward might not be salient, or even awer$o them. At birth, it may be adaptive for
a pup to positively react to the odors experienfostl because there is high probability that
they belong to the dam (Miller & Spear, 2009). Hoe results remain controversial
between studies (Alberts & May, 1984; Caza & Spd&84; Miller &Spear, 2010) and

further work is needed to clarify these issues.

Upcoming work will have to pursue the earliest stepthe ontogeny of neonatal associative
encoding and memory abilities in mouse pups. Anmidiuid and murine milk being

immediately attractive and appetitive at birthwiill be particularly interesting to assess
whether these fluids can transfer their reinforgnogency to any neutral odorant that may be

associated with them.
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3.3) Conclusion

Cette étude s’est attachée a mieux caractériseroegssus d’apprentissage impliqués dans le
succes du comportement de tétée au cours du deeshmmt du souriceau. Il est apparu que
le contexte de tétée constitue un renforcementspnispermettant de transférer le pouvoir
inducteur de saisie de la tétine a une odeur nélitmenene), suite a une longue association
de 17-20 h entre le limonéne et la tétée, et cptempissage est meémorisé pendant 1 h. Par
contre, cet apprentissage associatif semble digpaeprés un temps de rétention de 3 h. Par
ailleurs, deux associations de 2 h entre le limergiria tétée se sont avérées suffisantes pour
gue le limonene devienne inducteur de la tétédraioement a une association d'1 h. Enfin,
cette acquisition repose sur un mécanisme d'appsage associatif, et non sur un

mécanisme de familiarisation par simple expositierf odorant dans I'environnement du nid.

Ces résultats different, toutefois, de ceux obtamez des souriceaux de souche CD-1 de 3, 6
et 10 jours, qui ont été testés a peu prés damméeses conditions expérimentales que dans
notre étude (Armstrong et al., 2006). Ces souricesant capables d’associer une odeur
neutre a la tétée et affichent une préférence smadte odeur lorsqu’elle est présentée 3 h
aprés l'association. Les faibles performances tietéapportées dans notre étude peuvent
s’expliquer par des différences liées soit a I'dgs souriceaux (P1), soit a la souche testée.
De facon générale, il est apparu que les ratons@os performants dans I'acquisition et la
rétention de I'apprentissage olfactif associatd. durée d’association est souvent plus courte,
allant de quelques secondes a quelques minutes,qle la durée de rétention est au moins
de 24 h, pour des nouveau-nés agés de plusieurssh&ujuelgues a jours de vie postnatale
(rat : Cheslock et al., 2004 ; Johanson & Hall,2L98/iller & Spear, 2008, 2010). Cependant,
peu d’études ont réellement mis en évidence gqu&téa renforce les apprentissages olfactifs
et confere a une odeur neutre le pouvoir d'indléresaisie orale d’'une tétine (excepté :
Cheslock et al., 2000, 2004; Perdersen et al., 188Rer & Spear, 2008). En effet, la plupart
des recherches ont testé la réponse néonatalel@ dla tests de double-choix olfactifs et ont
ainsi identifié une préférence olfactive enversdéor conditionnée. Nous émettons donc
’hypothése que les capacités d’acquisition et d&ention de l'apprentissage olfactif
relativement modérées dans notre étude, seraiertigalement dues a la spécificité de la

tache, référant a I'induction du comportement dpee de saisie orale.

Il faut enfin souligner que le contexte de tétémporte de nombreux stimuli inconditionnels

apportant des renforcements positifs de nature stige (lait), mécanique (succion),
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thermique (chaleur maternelle), tactile (Iéchagastemmels) et olfactive (lait). On peut alors se
demander par quel(s) agent(s) de renforcementriengéne a-t-il pu acquérir son pouvoir
inducteur de saisie orale de la tétine et de Eet@t Aucune étude n’'a, a ce jour, examiné si
'odeur de lait murin peut intervenir comme renteur lors d’'un apprentissage associatif.
Notons que, chez le lapin, I'apprentissage assbeisit possible par le renforcement olfactif
de la phéromone mammaire (Coureaud et al., 200@).€léments de discussion fournissent
donc des pistes de recherches qui nous permettidéemieux appréhender la nature et le
fonctionnement des processus d’apprentissage iogdigans I'initiation du comportement de

tétée.

Des expériences complémentaires ont été réalistesord décrites dans I'Annexe 3.
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) FACTEURS TEMPORELS DANS LEMISSION
D’'INDICES ODORANTS PAR LA MERE ET LEUR
PERCEPTION PAR LES NOUVEAU-NES
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Préambule

Dés la naissance, les nouveau-nés se doivent dgiterapidement et efficacement avec la
femelle allaitante afin de trouver les tétines poyeuses de lait. La partie Il a mis en lumiére
gue l'odeur de lait elle-méme induisait des répsnge-ingestives et ingestives chez des
souriceaux. L'ingestion de lait stimule aussi Ipprantissages olfactifs des odorants associés.
De leur naissance jusqu’a la deuxieme semaineeajdeviait est 'unique aliment ingéré par
les souriceaux. Chez I'espéce souris, plusieursellesr peuvent occuper le méme nid et
mettre bas, de fagon plus ou moins synchrone, i ainsi un maternage en commun
(Hayes, 2000). Les soins et allaitements en commumts d’ailleurs été fréquemment
rapportés en laboratoire (Konig, 1994 ; Sayler &nfe, 1971), en milieu semi-naturel
(Manning et al., 1995), aussi bien qu’en milieuunalt (Wilkinson & Baker, 1988). Chez la
souche BALB/c, les femelles allaitantes exprimems dcomportements d’allaitements
communs uniquement lorsque les naissances ne ssntigralées de plus de 5 jours; les
meres d'ages lactationnels précoces produisantcdagportements agressifs envers des
souriceaux plus agés (Sayler & Salmon, 1969, 19itEs par Weber & Olsson, 2008). Par
conséquent, la capacité des nouveau-nés a diserimimre des femelles étant a des périodes
de lactation différentes, ou entre des laits d’dgewtionnels différents, en se basant sur leurs
odeurs respectives, optimiserait la localisatitecdés et lI'ingestion d’éléments nutritifs et

immunitaires adaptés a leurs besoins développementa

Une covariation entre les propriétés olfactivedaiuet les réponses sélectives des nouveau-
nés pourrait avoir plusieurs avantages adaptafijsdans les premiers instants suivant la
naissance, le nouveau-né doit s’orienter rapidermsantlirection des tétines maternelles et
entrer efficacement en contact avec I'une d’enliesse une telle sensibilité et attirance des
souriceaux pour la tétine maternelle devrait étaximale a la naissance pour faciliter le
succes des premiéres tétées ; 2) la survie du nauve va dépendre de sa capacité a ingérer
rapidement apres la naissance un nouveau fluid@ifjué colostrum ; des composeés actifs
présents dans le colostrum pourraient temporaireereaugmenter I'acceptabilité pendant la
période particuliere des premieres tétées ; 3)ajgsorts du lait et les besoins néonatals
doivent étre ajustés au cours du développememnt, difiptimiser I'accés aux ressources
immunitaires, nutritives, endocriniennes par lesiveau-nés a des moments adaptés du
développement (Goldman, 2000 ; Newburg, 2001)septepriétés chimiosensorielles du lait
pourraient refléter ces différentes fonctions ;ildserait envisageable que le lait puisse

contenir des composés actifs qui régulent la répaosmportementale du nouveau-né tout au
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long de son développement pour que les apportaitipdissent étre efficacement assimilés
par I'organisme et convertis en biomasse ; 5) Ie gaurrait délivrer des composés qui
stimulent I'apprentissage précoce des signaux gssacla source de lait et a I'identité de la
mere ; 6) a la fin du cycle de lactation, la femelburrait réduire l'attractivité du lait pour
faciliter le passage de la progéniture a I'alimgatasolide. Ces différents aspects soulignent
gu’'une covariation entre propriétés chimiosenslaseldu lait et préférences olfactives
infantiles pourrait faciliter I'adaptation de laggéniture aux deux périodes les plus critiques

du développement, la naissance et le sevrage.

Dans cette Partie Ill de la thesenous examinerons, au travers de trois étudégxsste une
période au cours de la lactation durant laquellaiteserait plus ou moins réactogéne pour les
souriceaux. Dans les deux premiéres études, dekemux de différents dges ont ainsi été
exposés a des laits murins de leur propre lignéprétevés a différents stades de lactation,
afin d’évaluer les réponses néonatales a I'égagstattituelles fluctuations de la composition
du lait. Dans la premiere étude, des souriceauX @eet 15 jours de vie ont été évalués quant
a leur exploration préférentielle envers des ldias2, 6 et 15 jour postpartum. Ensuite, la
deuxieme études’est attachée a examiner les préférences olfactis souriceaux a la
naissance (P0), avant ou aprés une expérience tde, tlorsqu’ils étaient présentés
simultanément au colostrum et a des laits de lactgilus avancés dans un test de double
choix olfactif. Enfin, la troisieme et derniere ééa évalué si les réponses néonatales envers
des laits d’ages lactationnels différents sont g@isébles a des laits d’autres souches de

souris.
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1) SELECTIVITE DES SOURICEAUX EN DEVELOPPEMENT FACE AU X
ODEURS DE LAITS D'AGES LACTATIONNELS DIFFERENTS

1.1) Introduction

Les souriceaux d’'ages précoces expriment des répansgdes envers des odeurs émises par
les structures mammaires, et plus spécifiquemestsécrétions lactées (voir sections 1.1 et
I1.2). Par ailleurs, la composition du lait muriodtue fortement tout au long de la période de
lactation, au moins en termes de macronutrimentsg@t al., 2009; Grueters et al., 1985;
Knight et al., 1986; Ragueneau, 1987 ; Rijnkelalet1997 ; Riley et al., 2006 ; Yoneda et al.,
2001). Par conséquent, cela nous laisse supposelegprofil olfaction du lait pourrait

également fluctuer au cours de la lactation.

Cette étude a pour objectif d’étudier s'il existeewériode, au cours de la lactation, durant
lagquelle le lait serait plus ou moins réactogendr p@s souriceaux. Le pouvoir attractif du lait
murin a été caractérisé en évaluant les réponsdérentielles de souriceaux de différents

ages pour des laits prélevés chez des femelld&éedits stades de lactation.

89



Sélectivité des souriceaux aux odeurs de laitsetdgctationnels différents ". 1

1.2) An odor timer in milk? Synchrony in the odor of milk effluvium and

neonatal chemosensation in the mouse

Syrina Al Ain, Laurine Belin, Bruno Patris, Beno&thaal

ABSTRACT

Mammalian newborns exhibit avid responsiveness dor ccompounds emanating from
conspecific milk. Milk is however developmentallyeterogeneous in composition as a
function of both evolved constraints and offsprademand. The present study aimed to verify
whether milk odor attractivity for neonates is dbualistributed along lactation iMus
musculus(Balb-c strain). Therefore, we exposed pups varyimgage to milk samples
collected from females in different lactationalgesa. The pups were assayed at postnatal days
2 (P2), 6 (P6) and 15 (P15) in a series of paitezlee tests opposing either murine milk and
a blank (water), or two samples of milk collecteddifferent stages of lactation [lactation
days 2 (L2), 6 (L6), and 15 L15)]. Pups of any agee able to detect, and were attracted to,
the odor of the different milk. When milk from diffent lactational stages were
simultaneously presented, P2 pups oriented famédasi duration to the odors of L2 and of L6
milk, but significantly less to the odor of L15 kilNext, P6 pups roamed equivalently over
L2 and L6 milk odors, but still less over the o@ddr15 milk. Finally, P15 pups explored as
much L15 milk odor as the odors of both L2 and L&knThis developmental shift in milk
attractivity is discussed in terms of changing chsemsory properties of milk and of shifting
chemosensory abilities/experience of pups.

Keywords: Milk; Olfaction; Laboratory mouseMus musculus Newborn; Mother-infant
relations; Behavioral development.

Running Head: Milk odor and neonatal olfaction synchrony

® Article sous presse dans Public Library of Scie@&E, 7, e47228
DOI: 10.1371/journal.pone.0047228.
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INTRODUCTION

Newborns from any mammalian species studied sshfaw avid responsiveness to odor cues
emitted by mammary structures, especially in mitkneammary secretions (Schaal, 2005;
2010, for reviews). Milk is indeed affluent in odactive compounds (Buettner, 2007; Moio
et al., 1996; Schaal et al., 2003; Shimoda et2@00). But it is also constantly changing in
composition and its olfactory profile is expected fluctuate accordingly. In addition to
individual variations linked with a female’s gemetiackground and habitus (ecological niche,
diet), milk composition is indeed physiologicallgtdrmined along several time scales: i.e.,
the female’s reproductive stage (parity, co-ocagrriactation and pregnancy), lactational
phase (colostral, transitional, mature milk), tiofeday (morning vs. evening milk), and the
nursing cycle (fore- vs. hindmilk). Evidence forngpositional milk variability over time
comes mainly from studies on macro- and micronuatsiecand bioactive peptides (German et
al., 2002; Hamosh, 2001; Jensen, 1995), but vddosefrom studies on the chemosensory
correlates of such constituents or on how newboeast to them. So far, the evidence for
neonatal responses to time-bound sensory propestiesilk is meager and controversial
(Coureaud et al., 2008; Drewett, 1982; Hall, 19KB8il et al., 1990; Nysenbaum & Smart,
1982).

Covariation between milk odor and infant perceptsupposes that milk composition is
reflected in its odor/flavor properties and thaobmatal organisms can detect them. The
nutritional, immunological and chemocommunicativeguirements of newborns changing
over the course of development, and the compostiomilk being adjusted accordingly
(Oftedal & Iverson, 1995; Veloso et al., 2003),ddfspring’s ability to discriminate between
females that are in different lactational stagedetween their milk, may promote the intake
of developmentally-appropriate nutritive and préiter elements, especially in the case of

species practicing shared suckling or communalimgirs

The present study aimed to address whether therpeaarods in lactation during which milk
would carry stronger olfactory potency for newboritswas run in the mouse because
newborn pups were shown to respond to conspecific odor (sections 1.1 and 1I.2) and
because mouse milk compositional fluctuations arewn during the first days of lactation
and between weeks 1 and 2 of lactation (Gors e@09; Knight et al., 1986; Ragueneau,
1987; Richards & Beardmore, 1984; Sun et al., 20823uming odorous metabolites would
change correlatively. To assess neonatal respoogsgothetic fluctuations in milk odor, we
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used a nested method in exposing infant mice ofinvgrages (potentially changing in
olfactory abilities) to milk collected from femal@s different lactational stages (potentially
varying in odor properties). The paucity of relatkeda from other mammalian taxa provides a
poor heuristic ground for predictions. Howevemight be suggested that behaviorally-potent
odorants, if any, should be emitted in higher cotragion when the selective constraints on
offspring are maximal. In this case, mouse pupsmfany age should react more avidly to
early-lactation than to late-lactation milk. A sadopossibility assumes a degree of adaptive
matching between the biological impact of milk, gensory properties, and offspring
chemoreceptive selectivity. Accordingly, mouse pupght olfactorily react more to a milk
matched with own age because of its beneficialraceptive impact. A third possibility
would suggest that pups do positively react to amik from previous lactational stages
because they have got opportunities to sense andl fikem. Finally, as maternal behavior of
Mus musculusinvolves communal nursing (Koénig, 1994; Weber &s€ain, 2008), an
opportunistic strategy might be adaptive, and ngerselective responsiveness to milk odor
might be envisioned accordingly. There is no arpmgpound to privilege one among the
above hypotheses, and the present work is intetoldoegin sorting them out based on

behavioral assays.

GENERAL METHODS
Ethic Statement

The French national and local rules concerningube of laboratory animals were strictly
followed. The protocol was approved by the Insittoél Animal Care and Use Committee of
the University of Burgundy (Protocol N° 20-09; Aatization of experimentation n° 21 CAE
059). To maximize and standardize their responsisgnthe pups were separated from the
mother for 4 hours before testing. During that {@&t-separation, the male was kept with the
litter, and the cage was put on a heating platagezature fixed at 38°C), to limit potential
effects of social stress and hypothermia. To prettermoregulatory stress, all assays were
performed on another heating plate which tempegatuas set at 33°C. Females were milked
to obtain fresh milk. Milking was done only onceridig a lactation cycle. After the test,
before being returned to their home cage, the dmetezed lactating females were laid down
in an individual cage placed on a heating platé, lanked after until complete wake up. No

adverse effect of the anesthetic was noted on madtand pup behavior: the females resumed
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normal maternal care (nursing, licking) and all puyere successful in sucking. The number
of stimulus females used in the discriminationgesas reduced to one female for 2 litters
tested. Handling and/or testing effects on newlpanps were kept minimal in designing brief
tests (2 min). The number of tested pups was kepiva as possible, but sufficient to ensure

statistical validity of data.
Animals and housing conditions

BALB/c mice Mus musculusCharles River, L'Arbresle, France) were housedtandard
Plexiglas cages (28 x 17 x 13 cm). Males were \Wath females to favor their parental
contribution and ensure conception at postpartutro@es The animals were kept under
constant 12:12 h light/dark cycle (light on at &3.and temperature (20-22°C). Water and
pellets (SAFE, Augy, France) were providad libitum The animals were fed the same
pelleted chow throughout the study, composed c4%1lof protein, 5.1% of fat, 5.7% of ash
(mineral material) and 4% fibers. Pellets were ttuted from wheat, corn, wheat bran,
barley, extruded soya seeds, soya meal, condemndeddluble, yeast, calcium carbonate,
dicalcium phosphate, and vitamin (A, E and D3) amlijoelement (copper sulfate
pentahydrate) premixes. The breeding cages weee hith wood sawdust (SAFE, Augy,
France). The number of pups by litter was culledbtto standardize pup competition at

nursing.
Test Animals

Neonatal mice (n = 381, from 112 litters) were ddsbn postnatal days 2 (P2), 6 (P6) or 15
(P15) (P2: n=129 pups from 42 litters, P6: n=128r35 litters, or P15: n=129 from 35
litters). The day of parturition was deemed as Hiese ages were chosen because: 1) up to
P17, mouse pups are exclusively suckled (Kénig &K\)al987; Williams & Scott, 1953),
hence deriving food-related chemosensory experidrm® milk (no data found on the
initiation of caecotrophy iMus); 2) major changes in mouse milk composition oauring

the first postpartum days and between weeks 1 ai@bgs et al., 2009; Knight et al., 1986;
Ragueneau, 1987; Richards & Beardmore, 1984; Sah.,e2002), leading to compare pup
responses to milk odor during week 1 (P2 vs. P6pasivon) and between weeks 1 and 2
(P2-P6 vs. 270 P15 comparison). Pups were testedlynone assay. To prevent litter effects,

at most 5 pups of a same litter were tested inresaxperiment.
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Stimuli

Fresh milk was collected from 129 unfamiliar lactgtfemales (LF) on different days of
lactation: 47, 39 and 43 on lactation days 2 (I&2§1.6) and 15 (L15), respectively. P2, P6,
and P15 groups of pups were exposed to the L2 fnmtk 19, 14, and 14 LF; to the L6 milk
from 13, 13, and 13 LF, and to the L15 milk from, 18, and 15 LF. A pup was never

exposed to the milk from its own mother. The corgtonulus consisted in mineral water.

Donor females were first separated from theirdifee 2 h (a procedure that did not affect
subsequent milk production [Kénig et al., 1988])hey were anaesthetized by an
intraperitoneal injection of a mixture of ketamifimalgene 1000, Vibrac, France; dose: 45
mg/kg in NaCl .9%) and xylazine (Rompun 2%, Bayeufeaux, France; dose: 5 mg/kg in
NaCl .9%). The females were then injected intrapedally with 0,15 mL of oxytocin
(Intervet, Unterschleissheim, Germany) and gentigssaged on the mammary areas to
stimulate milk let-down (DePeters & Hovey, 2009;vib®y et al., 1995). Each nipple was
aspired with a Pasteur pipette (2 mL). During tBemiin milking procedure, 0.5 to 1 mL of
milk was collected and aliquoted into glass vesdadpt on ice. The fresh milk was

immediately used for the tests.
Test devices and procedures

Behavioral testing was run in a room adjacent éolreeding room to avoid interference with
unwanted odor stimuli from conspecifics. Differahtresponses were quantified in a two
choice paradigm using age-adapted devices/procedtigure 20). Poorly mobile P2 pups

were exposed to a head-orientation assay whereenerg@ exploratory movements were
required, while mobile P6 and P15 pups were ass&yedlifferential exploration in age

adapted choice arenas. For P15 pups (after eyesimg), tests were run in red light during
the dark period. For all assays, the test arena puason a heating plate (28 x 20 cm;
Gestigkeit, Dusseldorf, Germany) which temperaturas set at 33°C. All tests were
videotaped for 2 min to subsequently analyze thatethn of pup orientation to, or approach
of, either stimulus. These analyses were made Iglasing the Observer software (Noldus,

Wageningen, the Netherlands).
Behavioral assay for 2 day-old pups

Device: A head-orientation test was devised (adapted fktepper, 1988). Blotting paper
(Tork Universal Wiper 310 Centrefeed Roll, Gotehoggveden) was taped on the heating
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plate. Two auto-adhesive labels (0.8 x 1.2 cm; |Apaper, Barcelona, Spain) were stuck
bilaterally at 3 mm of the midline on the blottipgper, delimiting two equidistant areas.
TwentyulL of stimulus were applied with a micropipette @acle label.

Procedure and dependent variablBups were held between the gloved thumb and index
(gloves: VWR International, Leuven, Belgium) to fiest approached from each olfactory
sources during 6 s without contact, following a-f@st procedure used with the neonates of
other species (Macfarlane, 1975; Schaal et al.54P9Then, the test began when the body
and head of the pup were aligned on the midlinta@device. The pup body was held aligned
during the whole test so that only cephalic motievexe possible. The duration of head
orientation to either stimulus was measured. Amahiwas considered to be oriented towards
a stimulus when both of its nostrils crossed thelime of the device. Pups that did respond to
this criterion were excluded from further analysése blotting paper and both labels were

replaced after every trial.
Behavioral assay for 6 day-old pups

Device It consisted in a rectangular polypropylene bioxe¢nal length x width x height: 7.1
X 5 x 7 cm) with a stainless steel mesh floor (m&igk: 3.14 mr) affixed so that it was 0.7
cm above the bottom. Under the mesh, two rectangulypropylene plates (6.1 x 2.1 cm,
0.2 cm thickness) were inserted in two equal compamts (separated by a polypropylene
barrier to avoid the mixing of odors). Foiil of milk were spiked in standardized fashion on

each plate placed to 2 mm under the mesh.

Procedure and dependent variabefore testing, the pups were introduced foriGs each
part of the arena separated by a polypropyleneidbarfhe order of this stimulus pre-
presentation was at first random, and then couakembed at each other test. For the test
itself, the pup was placed on the midline of thenar and left free to move. The duration of
exploratory roaming in the two halves of the aresas recorded. A pup was considered to be
in one half of the arena when its entire muzzlessed the midline. Pups that performed less
than 3 midline crossings or that urinated were @t from further analyses. All elements of

the device were thoroughly washed with 95° ethgblabl and distilled water, and then dried.
Behavioral assay for 15 day-old pups

Device: The arena consisted in a rectangular polycarbdmate(16 x 11 x 13.5 cm) with a

stainless steel wire-mesh (mesh size: 3.14)npiaced 0.7 cm above the bottom. Under the
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mesh, two equal compartments were delimited by ppopylene barrier. Rectangular
polypropylene plates (7.8 x 11 cm, 0.2 cm thickhessrying the stimuli were inserted in
each compartment. SixpyL of milk were spiked in a standardized patterneach plate and

placed at a distance of 2 mm under the mesh.

Procedure and dependent variablEhe procedure described for 6 day-old pups wasatepl

here.

Figure 20. The devices used to assess differential attra¢ctiopaired odor stimuli for mouse pups
aged 2, 6, and 15 days (top, middle, and bottoturgs, respectively).

Experimental groups

Eighteen experimental groups were formed. Firstassessed whether the odor of L2, L6 and
L15 milk could be differentiated from water by A6 and P15 pups. Three series of tests
were run at each age opposing a milk sample andah&ol stimulus [L2 milk vs. water (P2
pups: n tested/n analyzed =26/20, P6: n=28/20,Rifs n=20/20; from 9, 5, and 6 litters,
respectively); L6 milk vs. water (P2: n=22/20, Br622/18, and P15: n=22/22; from 5, 5, and
7 litters, respectively), and L15 milk vs. wateP(n=33/25, P6: n=24/18, and P15: n=24/24,

from 7, 6 and 6 litters, respectively)].

Second, we examined whether different milk wouldvey more or less olfactory potency for
P2, P6 and P15 pups according to the period of aallection during lactation. Three series
of tests were performed at each age contrastingdbes of two milk samples [L2 vs. L6 milk

(P2 pups: n tested/n analyzed =31/22, P6: n=22#24 P15: n=20/20; from 6, 5, and 5 litters,
respectively); 5) L6 vs. L15 milk (P2: n=27/21, R6:25/20, and P15: n=20/20; from 7, 5,
and 5 litters), and 6) L2 vs. L15 milk (P2: n=30/P6: n=34/26, and P15: n=23/23; from 8,
9, and 6 litters, respectively)].
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Statistical Analyses

The Shapiro-Wilks test indicating non-normal disiion of data in most groups, non
parametric statistics were used (Statistica 8,s8tatParis, France). Thus, Wilcoxon tests
were applied to compare the total time pups speent@d to either side of the choice devices.
Kruskal-Wallis tests yielded no significant litteffect (0.90< H<10.88, in all cases, p> 0.05)

and no significant milk donor effect in any grop03< H<9.70, in all cases, p> 0.05).

RESULTS
Attraction towards the odor of milk from different lactational ages

As shown inFigure 21, P2 pups turned their muzzle significantly longethe odor of L2, L6

and L15 milks than to the control stimulus (L2: 2527, p=0.011; L6: Z=2.763, p=0.006;
L15: Z=1.672, p=0.048; respectively). Likewise, s oriented significantly longer to L2,
L6 or L15 milk odor than to water (L2: Z=2.501, p802; L6: Z=2.461; p=0.014; L15:
Z=2.308, p=0.021). Finally, P15 pups stayed sigaiitly longer over L2, L6 or L15 milks
than over the control stimulus (L2: Z=2.053, p=@Q046: Z=2.029, p=0.042; L15: Z=2.143,
p=0.032). In sum, when presented against the dostirulus, the odor of milk from any

lactational stage was detected by, and attraabivpuips of all the ages considered.
Relative attraction towards milk odors from different lactational stages

Here, we examined whether there are periods imatiact during which milk would be more
or less olfactorily attractive to P2, P6 and P1pgrigure 22). When exposed to the odors
of L2 and L6 milk, P2 pups oriented equivalently=(0Z689, p=0.485). However, in the test
opposing L2 milk odor and L15 milk odor, pups otamh significantly longer to the former
than to the latter (Z=2.728, p=0.006). Likewisethe test opposing L6 and L15 milk odors,
the pups spent more time exploring the former thanatter (Z=2.138, p=0.033). In sum, L2
and L6 milks bear properties that confer them emaivt attraction in P2 pups. P6 pups
roamed indiscriminately over L6 milk and L2 milkard (Z=0.330, p=0.741). But, these pups
oriented significantly longer to the L2 and L6 osldhan to the L15 milk odor (Z=2.324,
p=0.020 and Z=2.053, p=0.040, respectively). To sym L2 and L6 milk odors appear
chemosensorily or motivationally equivalent, whimth of these milks are treated
differentially from L15 milk. Finally, P15 pups ebped for equivalent durations the odor of
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L2 milk and the odors of either L6 milk (Z=1.53E(126) or L15 milk (Z=0.030, p=0.976).
In addition, the odors of L6 and L15 milk were exgldd for similar durations (Z=0.187,
p=0.852). Thus, P15 pups do positively react taspenific milk odor regardless of the donor

female’s lactational stage.
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Figure 21. Absolute attraction to milk odors from differentciational stages against the control
stimulus. Box plot of the duration 2, 6, and 15-o&y (P2, P6 and P15) mouse pups spent oriented to:
1) milk of lactation day 2 (L2) vs. water (W), 2)lknof lactation day 6 (L6) vs. water, and 3) madk
lactation day 15 (L15) vs. water. The dashed lindates the theoretical level of random orientatio
Wilcoxon's tests: ** p < 0.01, * p < 0.05. The caltsquare within the box represents the median; th
box encloses the interquartile range; whiskers stidwtimes the interquartile range, “0” indicate
outliers.
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Figure 22. Relative attraction to the odors of milk samplemirdifferent lactational stages. Box plot of
the duration 2, 6, and 15 day-old (P2, P6 and Rid)se pups spent oriented to: 1) milk of lactatiag

2 (L2) vs. milk of lactation day 6 (L6), 2) milk ddictation day 2 (L2) vs. milk of lactation day (I5L5),
and 3) milk of lactation day 6 (L6) vs. milk of lation day 15 (L15). The dashed line indicates the
theoretical level of random orientation. Wilcoxonésts: ** p < 0.01, * p < 0.05. The central square
within the box is the median; the box enclosesitlterquartile range; whiskers show 1.5 times the
interquartile range, “0” indicate outliers.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The present study showed first that mouse pupsyfge can detect the odor of conspecific
milk, and that they are attracted to it againstewaiegardless of the lactation stage of the
donor female. This confirms previous work on thkesae of murine milk for mouse pups
(see sections Il.1 and II.2), and extends the pamsmalian phenomenon of neonatal
attraction toward the odor of conspecific milk (e Qoureaud et al., 2001; Keil et al., 1990;
Marlier & Schaal, 2005; Mizuno & Ueda, 2004; Schaalal., 2003; reviewed in Schaal,
2010).

But the most significant result pertains to thenaes’ relative response to the odor of milk
samples collected at different lactation stagetidigh all milk odors proved attractive in the
absolute preference tests, some were more atteaittan others in relative tests. These tests
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revealed that pups aged 6 days or below displaycesti attraction to the odor of milk
collected somewhere after postpartum days 6. Suibdvalopmental shift in responsiveness
may be explained either by lactation stage-relatedhtions in the odor properties of milk, by

variations in chemosensory abilities of mouse papgy both.

Regarding lactation stage-related variations irkrodlor, we are unaware of any study that
has analyzed milk composition changes along laxtati terms of odor or flavor correlates in
the mouse. But numerous studies point to lactasimge-related composition changes of
murine milk in terms of macronutrients and bioagtigonstituents. For example, lipid
composition is altered between L3 and L14 (Go.eR009; Knight et al., 1986; Ragueneau,
1987), lactose augments until L18 (Goérs et al., 2068 andaS1-casein increase from early
(LO-L2) to mid/late (L8-18) lactation (Rijnkels at., 1997; Riley et al., 2006; Yoneda et al.,
2001), while the epidermal growth factor peaks atbu6 and decreases at L12 (Grueters et
al.,, 1985). Lactational changes in milk compositiane obviously more extensively
documented in other species, namely humans andg daimals (Jensen, 1995), and

demonstrate species-specific developmental patténmslk composition.

Whether and how such developmental patterns of aatkposition correlate with milk odor
profiles is so far unknown. Several processes lating milk composition into odor cues may
be effective separately or conjointly. First, thékntontent in odor-active compounds or in
odor precursors may change along lactation. Onk sase is noted in the rabbit, in which a
milk compound with high odor impact, the mammaryemmone 2-methylbut-2-enal, is
significantly more concentrated in early (L3) tharate (L23) milk (Coureaud et al., 2006b).
Second, changes in the odor-binding properties it may alter the profile of hydrophobic
or hydrophilic volatiles. For example, minute véioas in fat or protein content in a milk-
based mixture notably affect the release of aromapounds (Druaux & Voilley, 1997,
Hansen, 1997; Miettinen et al., 2004). Finally,réhis evidence that newborn mammals can
actually detect odor correlates of changing milknposition, namely during the transition
between colostrum and transitional milk (Marlier &t, 1997; Schaal, 2005). In sum,
biochemical variations in milk might be olfactorilgletected by offspring, adding
communication to the recognized functions of milkatt include hydration, nutrition,
immunoprotection, endocrine control, and nonpathagbacterial transfer (Bernt & Walker,
1999; Nusser & Frawley, 2001; Peaker, 1998; Sci28dl5; 2010).
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Some concern might be raised about possible coesega on milk odor of the milking
procedure used here which implied anesthetizingopddamales and boosting their milk
ejection by oxytocin (as recommended by murine reperts; DePeters & Hovey, 2009;
Devinoy et al., 1995). Some studies demonstratatl dkytocin, xylazine and ketamine are
potentially transferred into milk in dairy speci@dlen, 1990; Gorewit & Sagi, 1984; Hameed
et al., 2010; Putter & Sagner, 1973; Sellers et28l10). However, as the same, low doses of
these agents were used in all females, we congheeipotential influence to be controlled
across groups. This is further supported by the¢ ttaat all milk gave off odors that were
attractive against water to pups of any age, aatiwere differentially attractive when tested

between milk.

As regards age-dependent variations in chemosermdxlities of mouse pups, the youngest
mice (P2, P6) approached more the odor of milkectdld in earlier (L2, L6) than in later
lactation (L15). Thus, L2-L6 milk may bear simikaolatile profiles, which may then alter in
L15 milk. P2 pups could not learn the odor of L8knalthough compounds from L2 milk
may occur in L6 milk. Similarly, P6 mice were fararized to both early (L2, L6) milk, but
not to the supposedly novel L15 milk. Learning isren evident in P15 mice that were
attracted to any milk odor. Their indiscriminanspenses may be due to reduced selectivity
to milk odor variations either: 1) because theyehalready recorded beneficial consequences
with all of them, or 2) because they were more apisicle to pre-test nursing deprivation
leading to a higher hunger state. However, thieigiossibility is mitigated by the fact that
pups of all ages displayed similar levels of aticacto milk odor in the absolute tests. In
sum, the present data can be interpreted in tefmexmosure and learning effects which
increase with age. However, for the youngest plg%sR6), interpretations based on fetal
exposure and/or on predisposed stimulus-respongaieg for some milk compounds cannot
be excluded.

How do the four predictions outlined in the Intrecdan accommodate with the present data?
The first proposal was that behaviorally-active raahbs might be predominantly emitted
during early lactation when neonates face maxinuavigal challenges. lllustrated in the
rabbit (cf. above; Coureaud et al., 2006b; Schaall.e 2003), a similar process might be
involved in the responses of P2 and P6 mice irr tyeater attraction to the odor of early-
lactation milk. A second adaptive mechanism podited neonates could express a “bias” or
an “expectation” in favor of the odor profile ofeaghatched milk. Although unrelated with

milk, a remarkable case of female chemoemissiospafig chemoreception synchrony was
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shown in the rat: dams begin emitting unidentifeetbr agents in their soft feces at P14, a
time when their pups precisely begin reacting ®nthand by P28 they cease emitting this
compound when the pups reduce responding to capbesoMoltz & Lee, 1983). Coming
back to mammary function, such a matching procestsvden milk odor and offspring
chemosensory proclivities was shown in the raldfitgbove Coureaud et al., 2006b) and the
rat. Rats aged 12 h to 10 days grasp indeed m@idlyathe nipples of a female which
lactation stage is aligned with that of their owwother than the nipples of females whose
lactation age differed from their own mothers’ kyleast 7 days (Holloway et al., 1978).
Recent evidence from the rat shows that a smalsetubf olfactory receptor genes are
expressed or overexpressed at birth, suggestingdbsibility of specialized odor reception
mechanisms in relation with the mother or milk (Ramlt et al., 2009). The third prediction
assumed that mouse pups would prefer any milk a@edefrom females that are in the same
or preceding lactational stages than that of tb@in mother because corresponding odor
profiles could be learned (Armstrong et al., 20B6uslama et al., 2005; Durand et al., 2003;
Mainardi et al., 1965). This is clearly verifiedrean P15 (for L2, L6, and L15 milk odors)
and in P6 mouse pups (for L2 and L6 milk odorshaly, it was predicted that mouse pups
would accept any murine milk in the context of teenmunal nursing regimen typical dfus
musculus(Branchi, 2009; Konig, 1994; Weber & Olsson, 200B)is prediction might not
hold for P2 and P6 pups when confronted with twamdkes differing in lactational age
(assuming that lactation stage-dependent diffeencenilk odor co-vary with odor contrasts
on the females’ ventrum and nipples; cf. Hollowayak, 1978). These latter pups behaved
indeed differentially in the relative attractiorst® as a function of lactation stage. However,
P15 pups appeared less selective in such condaiathsnight therefore take advantage of any
lactating female in a communal nursing contexth# discrimination towards milk odors of
differing lactational ages extends to the body aafdactating females, one may predict that
young pups will behave more discriminately towaliced females in the communal nursing

situation than older young. This needs to be asiced, however.

To conclude, mouse neonates are differentiallyactid to milk from different lactational

stages, when milk odors are presented in relatitraciion tests. The selective response is
clearest when cumulative exposure to milk is minjrgaunger mice being more attracted to
milk that are matched or nearly-matched to thealsmbal stage of their own mother. At later
ages, with expanding energetic needs and autonongraging, mouse pups develop more
opportunistic responses and their attraction tok mailor seems blurred by learning and
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generalization. In a broader view, these resulghlight a possible temporal coordination in
the interactions between maternal lactation phggipland neonatal perception and behavior.
They raise issues about the feeding of neonates abmtypical timing (viz., premature
infants), and whose initial adaptation and growighnhbe optimized when given age-adapted
milk. Although no chemosensory preference dataaateand as yet in these infants, there is
evidence for more optimal development when theyfadeown mothers’ milk (Atkinson et
al., 1981; Heiman & Schanler, 2006; Schanler, 20dhjch certainly is the most timely for

them.
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1.3) Conclusion

Ce travail avait pour objectif d’étudier la dynamegtemporelle du pouvoir attractif du lait

murin en évaluant les préférences de souriceauifideents ages pour des laits prélevés sur
des femelles de différents ages lactationnels.réssltats globaux montrent que : 1) tous les
laits, quelle que soit la période de lactation, #eme une odeur attractive pour les souriceaux
de 2, 6 et 15 jours; 2) les souriceaux P2 et Pemmét toutefois explorer 'odeur d’un lait de

2 et 6 jour que celle d’'un lait prélevé aué'i%jour de lactation ; 3) les souriceaux P15
n'expriment pas de préférence envers les laitsaggtaux trois différentes périodes de la

lactation testées.

Nous pouvons conclure que le lait murin présents @eopriétés chimiosensorielles
différentes a ces stades de lactation, et que rogsigtés pourraient refléter des fluctuations
biochimiques du lait (Gors et al., 2009; Gruetearalg 1985 ; Knight et al., 1986; Ragueneau,
1987 ; Rijnkels et al., 1997 ; Riley et al., 20060gneda et al., 2001). Deux mécanismes sont
susceptibles d’expliquer les réponses différem#elbbtenues aux trois ages testés: 1) Les
souriceaux seraient plus attirés par des laits @lggls ont été confrontés par rapport a des
laits d’ages plus avancés (donc non familiers)je®) souriceaux d’ages précoces (P2-P6)
seraient attirés par des laits de leur age (plusioins appareillés a I'age lactationnel de leur
mere) tandis que les souriceaux plus agés (P1l8lesémlus opportunistes du fait de leurs

besoins nutritionnels accrus, et développeraientél@onses genéralistes envers tous les laits.

Des expériences complémentaires ont été realiséestedécrites dans I’Annexe 4.
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2) SELECTIVITE DES SOURICEAUX A LA NAISSANCE FACE AUX ODEURS DE
LAITS D’AGES LACTATIONNELS DIFFERENTS

2.1) Introduction

L'étude précédente a mis en évidence des réporisesninatives a I'égard des laits de

différents &ges lactationnels chez les sourice@es. résultats suggerent que le profil olfactif
du lait change entre les 3™ jours et le 18 jour de lactation, que les souriceaux les plus
jeunes détectent ce changement et préferent lagode laits d’ages précoces L2-L6 par

rapport a L15.

Ce résultat nous amene a préciser le phénomenesenge en élargissant la fenétre des ages
testés, aussi bien au niveau des laits que degsaux. Une période de la lactation présente a
ce titre des propriétés compositionnelles tresiqdigres et donc intéressantes a aborder: La
période colostrale. Du fait de la présence d’élémaantritifs, immunologiques, hormonaux et
endocriniens, le colostrum est impliqué dans lassence neurale et intestinale, la protection
contre l'infection et I'inflammation, la régulatiode I'éveil néonatal et les apprentissages
(Ellis & Picciano, 1992; Georgiev, 2008; Jenser§5 Hchaal, 2010).

Afin de compléter nos précédents résultats et deiggr les mécanismes perceptifs des
souriceaux et chimiques du lait, nous testeronegcréponses préférentielles de nouveau-nés
a la naissance (avant et aprées la premiere tétéépgard de I'odeur de laits prélevés a

différents ages lactationnels.
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2.2) The initial response of newly born mice to the oda of murine colostrum

and milk: Unconditionally attractive, but condition ally discriminated °

Syrina Al Ain, Mathieu Mingioni, Bruno Patris, BesbSchaal

ABSTRACT

Milk conveys chemosensory cues that are attracbvenammalian neonates. However, the
potency of milk odor varies along lactation. Thimdy investigated whether olfactory
fluctuations in milk during lactation are detecteg newborn miceNlus musculusBALB/c
strain). Pups differing in early suckling experierwere exposed to the odor of milks sampled
from females varying in lactational stage. Immegliatafter birth, suckling-inexperienced
(PO) and suckling-experienced pups (PO+) were assay a series of paired-choice tests
contrasting murine milk [of lactation days 0, 3, (twted LO, L3, L15, respectively)] and a
blank stimulus (water) to evaluate olfactory detectof milk odor. Preference tests also
contrasted two milk collected at these differingtétion stages to assess their relative
attractiveness. Results showed first that PO antél 8&ected and reacted by positive
orientation to any milk odor. When LO milk was preted against L15 milk, PO pups oriented
for a similar duration towards these odor stimwiereas PO+ pups spent more time toward
the odor of LO than of L15 milk. Finally, PO+ pupsiented similarly to odors of milk
collected from nipples that were suckled or newerkked (LO+ and LO, respectively), but
odors of LO milk were more attractive than that.8fmilk. It is concluded that murine milk
conveys odor compounds which behavioral activityctihates as a function of lactational
stage of the female and of pup suckling experience.

Keywords: Newborn; Olfaction; Colostrum; Milk; Sucking; Lattan; Laboratory mouse
(Mus musculus

Running Head:Attraction for colostrum in mouse newborns

® Article en préparation
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INTRODUCTION

The perinatal period is a complex, and probablyntiost delicate, stage in an organism’s life.
The mammalian transition from fetus to newborn gmeeed with multiple physiological,
cognitive and behavioral transformations, ensurimgpnatal survival and orienting the
organism’s developmental career. The sudden chiziogethe fetal environment - providing
warmth, hydration, and nutrition - to the cold, dand potentially hostile postnatal
environment, constrains newborns to compensatenasediately as possible for the loss of
passive perfusion of matters by the mother. Fronv na, newborns have to be active in
seeking shelter, warmth, water and energy, whieh ar best achieved in contacting the
mother, localizing her mammae and incorporating ek (Alberts, 1987; Schaal, 2010).
Newly born mammals are aided in such initial tragkior the mother and milk by a range of
sensory cues she emits, and especially by odor steesming from the mammary area and
lacteal fluids (e.g., Blass, 1990; Rosenblatt, 19&thaal 2005, 2010). But the
periparturitional period is a transitional time cheerized by considerable fluctuations in the
mother’s hormonal and physiological states (e.gpseRblatt & Snowdon, 1996), and in
infants’ adaptive responses to their new life ainstances (e.g., Stawe, 1978). Thus, the
system of sensory cues that infants use to appritecimother and her nipples may change
accordingly, either in availability as lactatiorogresses or in saliency as offspring grow and

learn.

Even the main source of neonatal sustenance evdhednammals — milk — varies
dramatically. Its composition and yield change gltarctation, mirroring fluctuating demand
of offspring and maturation of lactational physgyoin the female. These changes were
documented in terms of macro/micronutrients anadtige compounds (German et al., 2002;
Hamosh, 2001; Jensen, 1995) and several stagastafibn have been identified accordingly
(i.e., the precolostral phase, beginning in late pregpatie colostral phase, starting from
birth to the beginning of lactogenesis, the tramsdl phase, setting on at lactogenesis until
the mature phase). These lactational stages doarmpng species in timing and duration
[e.g., the transitional phase begins on 4 h prapaih the rat, at parturition in the cow, on
postpartum days 3-5 in humans (Hartmann, 1973;INMeti995; Neville et al., 2001; Tovar et
al., 2001)], but the compositional contrast betweelostrum and subsequent milk seems the
sharpest and the most ubiquitous across taxa (Bain2007; Davis et al., 1994; Georgiev,
2008; Jensen, 1995; Ontsouka et al., 2003; Saétredi, 2002).
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Little is understood on whether newborns sensagtiect lactation stage-specific fluctuations
in milk composition. What is currently known is thmammalian newborns do detect the
sensory qualities of milk in general, as they ateaeted to it olfactorily and display
appetence to its aroma, taste or texture (Sch@al)2 For example, human infants react to
subtle changes in milk flavor when the mothers ‘@mip novel aromas though her diet
(Mennella & Beauchamp, 1991), and neonatal avidlitguckling behavior along the nursing
episode has been related to the lipid/protein ecandé milk (Hall, 1975, but see Drewett,
1982; Nysenbaum & Smart, 1982). Otherwise, rabl@wiorns exhibit much stronger
appetitive responses to the odor of milk producadhd the first week postpartum than to the

odor of milk preceding weaning (Coureaud et alQ@&eil et al., 1990).

In the present study, we aim testing whether neonmaimmals can detect and discriminate
chemosensory cues from lacteal secretions colleatedifferent stages of lactation. We
assessed this ability in the mouse for four motitésnurine milk was shown to convey odor-
active compounds which elicit positive orientatiand promote nipple grasping in mouse
pups (see sections II.1, 1.2; Logan et al., 2022)Compositional fluctuations of milk along
lactation have been described in the mouse, althougstly for macro/micronutrients (Gors
et al., 2009; Knight et al., 1986; Ragueneau, 198¢hards & Beardmore, 1984; Sun et al.,
2002). 3/ We have recently shown that mouse pupgpasinatal days 2 to 6 (P2-P6)
differentiate milk from early (L2-L6) versus latactation (L15) by their odor (see section
l11.1). Finally, 4/ in the wild, as well as in lakaiory conditions when it is made possible,
mouse females nurse their litters communally (Kga@o4; Manning et al., 1995; Sayler &
Salmon, 1971; Wilkinson & Baker, 1988). Therefdresir pups can effectively be exposed to
choose between females in different lactationajegaThus, as a first step before undertaking
chemical analyses, we will consider mouse pup<tieas to the odor of different milk as a
proxy to underlying chemical changes in milk aldagtation. If the chemosensory profile of
milk co-varies with its biochemical compositiongthit is not unreasonable to expect that
chemosensory processes in heonatal mice may haweskéected to induce preference for the

milk which is best adapted for species-typical diepment.

So far, mouse pups have been assayed for milk @fi@ismore or less extensive experience
of nursing, and hence repeated opportunities tonlede will turn here to the earliest
responses of mouse pups to murine milk odor inteemgt to cover the short time-window
when the change from colostrum to milk occurs. \duged on these lactational ages because

several studies reported that murine milk compasithanges abruptly during the first days
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after parturition (Knight et al., 1986; Riley et,&2006; Yoneda et al., 2001). However, what
is defined as colostrum in the mouse literatuneasfully obvious. Although several authors
agreed that mice produce a lacteal fluid namedstalm at least during the first 24 hours
postpartum (e.g., Green, 1983; Yoneda et al., 2G8&)e is no operational definition based
on compositional or organoleptic criteria. In gextecolostrum is defined as the mammary
fluid secreted during the last days of pregnanayiarthe first few hours/days (depending on
species) following birth (Langer, 2009). It afforigdration, energy and essential nutrients
(i.e., proteins, fats, lactose, essential fatty acidsamnaho acids) for initial neonatal survival.
But the distinctive feature of colostrum is thahliso carries a range of bioactive compounds
(enzymes, hormones, growth factors, nucleotidetsyxadants, cytokines, and immunological
agents) involved in neural and gut growth, protettagainst infections and allergies, and
regulation of arousal and learning (Ellis & Pic@ari992; Georgiev, 2008; Jensen, 1995;
Schaal, 2010). Colostrum also conveys chemosem$enyents that inform the neonatal brain
about odor/taste similarities between previous aondent ecologies (amniotic fluid vs.
colostrum, colostrum of day of birth vs. colostrinday 1, etc.)€.g, Marlier et al., 1997,
1998). But, despite a name that fosters an illusidmomogeneity, colostrum is transitory and
its content is in a state of rapid flux: it chandgesm one hour/day to the next to progress
toward “mature” milk after the onset of lactogesessuch change is visually obvious in its
color alterations due to decreasing concentratiogarotenoids (Patton et al., 1990).

The effect of initial suckling experience on respweness to colostrum and milk odor will be
assessed in three experiments. They will consisixposing pups on the day of birth (noted
P0), before and after they suckled for the finsteti(the groups of pups will be noted PO and
PO+, respectively), to the odors of colostrum (lo®)milk collected in later lactation, on

postpartum days 3 and 15 (noted L3 and L15, resjedgt These experiments intend to test
whether newly born mice: 1/ do olfactorily deteotastrum/milk, and are attracted by them,
2/ differentiate colostrum from late-lactation milnd 3/ perceive colostrum/milk odor

differently as a function of their very initial sklmg experience. Although subsidiary, a
fourth aim was to verify whether pups label nippleken they first suckle, either in

depositing oro-labial substrates or in favoringtbaal colonization on their surface, and

whether such a label could be entrained into niikkodection.

We hypothesized that the colostral period mightrycastronger olfactory potency for
newborns than late-lactation milk (L15), as alreatlpwn in P2-P6 pups (section IIl.1), but

perhaps also than milk produced earlier (L3). A$ trarly developmental stage, the strategy
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of producing a highly reinforcing milk secretion ynmdeed provide an adaptive kick-off to
newly born pups, when their metabolic, immunolofjieamd neurodevelopmental needs are
maximal to survive. Further, in line with theorigiwith the highly adaptive value of neonatal
learning (Alberts, 1987; Brumley & Robinson, 201@)¢ assume that the initial suckling

experience should rapidly enhance odor-based gr@fat responses toward the colostrum.

GENERAL METHODS
Animals and Housing Conditions

Female and male miceM(s musculus BALB/c strain, purchased at Charles River,
L’Arbresle, France) were housed together with thger in standard Plexiglas boxes (28 x 17
x 13 cm). Males were left with females to ensur@riagnation at postpartum estrous. The
animals were set under constant conditions ofilgh{l2:12 h, light on at 7h30), temperature
(20-22°C), and diet (SAFE, Augy, France) throughting pregnancy and lactation periods.
Pellets were made of wheat, corn, wheat bran, yjad&truded soya seeds, soya meal,
condensed fish soluble, yeast, calcium carbonatelcilm phosphate, vitamin (vitamin A, E

and D3) and oligoelement premixes, to result inied domposed of 21.4% crude protein,
5.1% crude fat, 5.7% crude ash (mineral materiad) 406 crude fibers. Pellets and water were
providedad libitum French national and local rules concerning theeafdaboratory animals

were strictly followed (authorization no. 21 CAE)5 The number of pups by litter was

culled to 8 maximum to standardize pup competi&ibnursing.
Test Animals

We tested 211 mouse pups on the day of birth, wiviete distributed into two experimental
groups as a function of age and suckling experieAcérst group was composed of pups
aged 4-6 hours (mean: 5.49 hours; SD=1.06 hourd) vere devoid of any suckling
experience (Group PO0). In the second group, thes pugre 8-15 hours old (mean: 11.16
hours; SD=1.98 hours) and had suckling experie@®yp PO+). For the PO group, an
experimenter watched the spontaneous delivery epdrated the mother from the litter just
after she completed placentophagia and lickingrohiatic fluid on pups, but before pups
could engage sucklingn the PO+ group, the pups were separated fronmibtber after 4-to-

11 hours of suckling experience and milk could therseen in their stomach by transparency

through the abdominal skin. Both of these grouppugds were devised to assess whether
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early exposure to nursing and milk during initialckling experience would be enough to
establish learning of related odor cues. To prelittat effects, at most 5 pups of a same litter

were tested in a same experiment.

To maximize their motivation to respond to matersaimuli, the pups were deprived of

contact with the mother and, hence, of suckling,4ch prior behavioral testing. The 4-h

period of pup separation from the mother was mablaler previous studies in the mouse
(sections 11.1, 11.2 et 11l.1; Armstrong et al., @& Durand et al., 2003) and in the rat (Hall et
al., 1977; Hofer et al., 1976) indicating both dmsence of jeopardy and its efficacy in

improving neonatal motivation. The potential effeeof social stress and hypothermia during
this separation period from the mother were limibgdetting the fathers with the litters and

putting the breeding boxes on a heating plate (28 xm; Gestigkeit, Disseldorf, Germany)
set at 40°C. Hence, temperature inside the nesmaasained at 37°C.

Stimuli

Different types of fresh milk were obtained fronceatly parturient females (LF) at the
following stages of lactatiorF{gure 23): 1) 2-4 h postpartum colostrum (LO), collected just
after delivery from 41 LF which have never beenksedt (cf. ‘Test Animal’ section)?) 8-15

h postpartum colostrum (LO+) from 27 LF which hdneen shortly suckle®) milk collected
from 12 LF at the 3rd day of lactation (L3), afidmilk collected from 27 LF at the 15th day
of lactation (L15). We focused on these lactaticagegs because several studies reported that
murine milk composition changes abruptly during fingt days after parturition and between
weeks 1 and 2 (Green, 1983; Gors et al.,, 2009; iKneg al., 1986; Ragueneau, 1987;
Richards & Beardmore, 1984; Sun et al., 2002; Yanetdal., 2001), leading to compare pup
responses to milk odor during the first days (LO M3+ and LO vs. L3 comparisons) and
between the first day postpartum and the second \ig€kvs. L15 comparison). In addition,
we observed subtle color differences, particuladyween yellowish LO milk from 2-4 h post-
partum and white L3 milk, suggesting that milk casion and perhaps sensory properties
may change accordingly.
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Figure 23. Freshmurine colostrum/milk collected on difiemt
lactation stage (from left to right): colostrum collected at®h
postpartum from nipples which have never been sdcKL0),
colostrumcollected at8-15 h postpartum from nipples whi
have been shortly suckled (LO+), mfrom postpartum day
(L3), and mill from postpartum day 15 (L15).

The procedure of milkingonsisted first in separating the lactating femétem their litter
for 2 h before being anaesthetized by an -peritoneal injection of a mixture of ketami
(Imalgene 1000, Vibrac, France; 69 kg body weight) and xylazine (Rompun 2%, Ba
Puteaux, France; 13.8 mg/body weight The females were then injected intraperitone
with 0.15 mL of oxytocin (Intervet, Unterschleisghe Germany) and their nipples gen
massaged to stimulate milk -down. Each nipple was suctioned with a glass Pe pipette
to obtain fresh milk. In total, the milking proceduasted 1-20 min during which 0.5 to
mL of milk was collected and aliquoted into glagssels kept on ice. The fresh milk v
immediately used for the te< It is important to note that pgpwvere never tested with t

milk of their own motherThe control stimulus consisted in wa
Test device and procedure
Device

The test consisted in a differential h-orientation assay (adapted fratepper, 198¢ Figure
24) where cephalic bilateral mor actions of the pups were quantified. To pre
thermoregulatory stress of the pups, all tests weréormed on a heating plate (tempera
set at 32°C)A blotting paper (Tork Universal Wiper 310 CenteddleRoll, Gothenbur¢
Sweden) was taped on the heating plate. A midlragvd on the blotting paper delimited t
equidistant areas. Two auddlhesive labels (0.8 x 1.2 cm; Aplil Paper S.A.rdgdona,
Span) were stuck bilaterally at 2 mm of this midli{Figure 24). Five pL of stimulus wer
applied on both labels by an experimenter A usingaopipette. The blotting paper and b
labels were changed after every t
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Procedure and dependent variable

The behavioral testing was carried out in a roonjacaht to the breeding room to avoid
potential interference with unplanned olfactoryratiations from other mice. The pup to be
tested was gently pinched by its interscapular bkinveen gloved thumb and forefinger, and
approached from both stimuli for 6 s. The presenexperimenter B was blind as to the
lateral position of the stimuli. This pre-test phbasised in studies on other mammalian
newborns (Macfarlane, 1975; Schaal et al.,, 199Bdgnded giving the pup controlled
exposure with each stimulus prior the choice fBisé order of this odor pre-presentation was
counterbalanced within groups. The 3-minute tegahewvhen a pup was deposited with its
midline aligned with the midline of the devicewas videotaped to be latanalyzed for the
differential duration of pup orientation toward kaaf the paired stimuli. Analyses were made
using the Observer software (Noldus, Wageninges,Nbtherlands) that allowed to assess
behaviour frame by frame to precisely record timeirtg of the pups’ bilateral orientation
responses. A pup was considered to be orienteddoovee stimulus, when both of its nostrils
crossed the midline toward that stimulus. A pup thd not orient to both odor stimuli during
the test was excluded from analyses. The coderbhad regarding the nature and lateral

position of stimuli.

BT ey
(o NN L

Figure 24. Cephalic orientation test used for
mouse pups on the day of birth.

Test conditions
In Experiment 1, we evaluated first whether theraafd_0 and L15 milks are detected by PO
pups against the control stimulus. The tests ctatsia exposing PO pups to either LO milk (n

tested/n analyzed =22/19, from 5 litters) or L13kniin=15/15, from 5 litters) against water.

Secondly, in simultaneously opposing LO and L15kmiMve assessed whether they would
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convey differential attractiveness for sucklingxperienced PO pups (n=30/28, from 8

litters).

Experiment 2 intended to evaluate the involvemérstuakling experience in the initiation of
odor-guided behaviors. The same test condition® wars run on suckling-experienced PO+
pups, including: 1) LO milk against water (n tegtednalyzed =20/18, from 7 litters), 2) L15
milk against water (n=23/20, from 5 litters), andL® milk against L15 milk (n=37/32, from
9 litters).

Experiment 3 gauged whether LO milk odor is différ@ted by newborn mice from milk
taken when lactation is established. Specificalygz examined whether PO+ pups, could
differentiate odor cues from LO milk (taken fronpples which have never been suckled) and
those from LO+ milk (collected from nipples thatveabeen shortly suckled) or from L3 milk.
First, we verified the differential attractive powa LO+ and L3 milk odors in absolute tests
opposing them with water [LO+ milk vs. water (ntegn analyzed =20/18; from 8 litters); L3
milk vs. water (n=25/19, from 6 litters)]. Then,dwelative preference tests opposed 1/ LO
against LO+ milk (n=23/21, from 5 litters), and 20 against L3 milk (n=23/20, from 6

litters).
Statistical Analyses

Kolmogorov-Smirnov tests indicating normal disttilom of data in the groups, parametric
statistics were used (Statistica 8, Statsoft, P&iance). The pups’ side preference were
assessed using Student’s one-sartists, comparing the observed cumulated durapents
oriented to one half of the device with the thecedtduration if the animal would have
oriented at randomi.€., 90 s). Kruskal-Wallis tests showed no significditier effects
(1.125< H <6.100, in all cases p> 0.05) and noiggmt milk donor effects in any group
(2,194< H < 9,369, in all cases p> 0.05).

RESULTS

Experiment 1. Response of PO suckling-inexperiencestwborns to LO colostrum vs. L15

late-lactation milk

As shown inFigure 25A, PO pups spent significantly longer time orientedhe odors of LO
and L15 milk than to water (L@=4.293, p<0.001; L15=3.165, p=0.007; respectively). In

114



Sélectivité des souriceaux a la naissance aux aogeiaits d’ages lactationnels différents .2

tests pairing the odors of LO and L15 milk, PO pappeared to orient equivalently to both
stimuli (t=0.161; p=0.874). In sum, PO pups are able to tétecodors of both LO and L15
milk, and display attraction to them against wakéswever, when presented simultaneously,
the odors of LO and L15 milk are treated as belralhoequivalent by PO mice pups.

Experiment 2. Response of PO+ suckling-experienceg¢wborns to LO colostrum vs. L15

late-lactation milk

This experiment was intended to evaluate the eftdcthe first suckling experience on
initiation odor-guided behaviors of pups on the ddybirth (Figure 25B). First, when
exposed to the odors of either LO and L15 milk agfawater, PO+ pups oriented significantly
longer to either milk (LOt=4.534, p<0.001; L15t=2.675, p=0.015; respectively), indicating
that these odors are attractive to them. Secon@é&nwihe LO and L15 milk odors were
simultaneously presented to PO+ pups, they oriesitgdficantly longer to the former than to
the latter (=2.265; p=0.031). Thus, PO+ pups show more attta@atiss the odor of LO milk
than to that of L15 milk, and indicate a changeither the discriminative ability of pups or in

the odor of milk between lactation days 0 and 15.

Time (s) | A. Suckling-inexperienced pups | | B. Suckling-experienced pups |
180

*kk *% *kk * *

150

120

90 =

LO L15 LO LO L15

Figure 25 Mean duration (+ SE, in sec.) mouse pups diftermsuckling experience
on postnatal day 0 (P0O) spent oriented to eithiBruditin paired choice tests assessing
absolute (milk vs. water) or relative attraction ilkmvs. milk). A) Suckling-
inexperienced pups’ orientation when facing LO nfll®) vs. water (W), L15 milkvs
water, and LO vs. L15 milk. B) Suckling-experiengedps’ orientation in the same
paired-choice tests. Student'sests: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. Daesth
line: level of random orientation duration.
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Experiment 3. Response of PO+ suckling-experiencedps to LO vs. LO+ colostrums, and
LO vs. L3 late-lactation milk

Experiment 2 indicates that milk volatiles diffeetveen ages PO and P15 for suckling-
experienced (P0+) pups. Here, we investigated Witetther PO+ pups are able to olfactorily
discriminate between milk collected in a more ietd time window following birth. We
verified first whether the first suckling episodmncaffect the odor cuing properties of the milk
collected subsequently. Thus, colostrum ejectesh fingpples which have never been suckled
(LO) is contrasted with colostrum from nipples thagre suckled for several hours (LO+) by
other PO pups. Second, odors of colostrum (LO, froersuckled nipples) and of L3 milk

were contrasted in the paired-choice test.

PO+ pups oriented their muzzle significantly long@rboth LO+ and L3 milks odors when
presented against water (LO#=2.125, p=0.049; L3t=2.601; p=0.018Figure 26). LO milk
odor having been shown attractive in Experimental, three milk substrates can be
considered to release behaviorally active odoremmtaewborn pups. In the test opposing the
colostrum extracted from non-suckled (LO) or sudkigO+) nipples, PO+ pups turned
equivalently to both stimulit£-0.201; p=0.842). Finally, when exposed to thersduf LO
and L3 milk, PO+ pups oriented significantly longerthe former than to the latte=2.909;
p=0.009). In sum, suckling-experienced PO+ pupstrddferentially to the odors of lacteal
secretions differing in lactational age (LO vs. i@k), but not to such secretions collected

from nipples differing only in suckling status (M8. LO+).

Time (s)
180

150

Figure 26. Mean time (+ SE, in sec.) that newly born, suadéxperienced pups (P0O+) spent oriented to either
stimuli opposed in four paired-choice tests (fraft to right): Colostrum from suckled nipples (LO#3 water
(W); milk from postpartum day 3 (L3ys W; Colostrum from unsuckled nipples (LO% LO+; LO vs L3.
Student's tests, ** p < 0.01, * p < 0.05. Dashed line: lesérandom orientation duration.
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DISCUSSION

The present study aimed to assess first whethesttam conveys odor compounds bearing
higher behavioral activity than late-lactation mitk newly born mice assayed several hours
post-birth, and second whether previous sucklingegence does affect the pups’ perception
of these bioactive compounds. When presented bafahvéssays contrasting a milk odor
against water, newly born mouse pups respond asyifreshmurine milk conveys attractive
odor stimuli. This result corroborates previousdsts (sections 1.1, 1.2 and 1ll.1; and
partially, Logan et al., 2012). Here, we show addglly that this positive orientation toward
murine milk is unconditional of previous exposuce duch milk in a very first suckling
episode: suckling-naive PO pups oriented indeedsdrichinately toward the odors of
colostrum (LO) and late-lactation milk (L15) (Expeent 1). However, the first suckling
experience enhances the pups’ discriminative coemget a suckling-experienced PO+ pups
turned their muzzle more to LO milk odor than tabLrilk odor (Experiment 2). Moreover,
Experiment 3 indicates that suckling-experiencedl pps can discriminate also the odors of
milk collected within a much narrower time-windowWlactation,viz. LO colostrum and early-
lactation milk (L3). Thus, after a very early expos to suckling, pups become keener
discriminators and show a clear preference for dder of milk that is best matched in
lactational stage with their age. This result ateofirms previous findings on the relative
synchrony in the odor of milk effluvium and neonathemosensation in the mouse (see

section I11.1).
Chemosensory fluctuations of murine milk

Fluctuations in the odor properties of murine méllong these lactation periods may be
partially underlain by variations in its biochemicamposition along the process of lactation.
For example: 1/ lactose concentration increasewnatieally between lactation days 3 and 18
(Gors et al., 2009); 2/ caseins are variably exgy@@édetween days 0 (colostrum) and 8 (late
lactation), with higher contents it andk-caseins and lower content @ftasein (Yoneda et
al., 2001). Furtherg- and aS1-casein expression level increases from early (b2late
lactation (L10-L18), and three peptides derivedrfie andy-caseins appear to be colostrum-
specific (Rijnkels et al., 1997; Riley et al., 2008/ epidermal growth factors peak on
postpartum day 6 and then decline from day 12 (8rseet al., 1985)4/ L-Amino acid
oxidase expression level increases 1 day beforwurgam, peaks in early lactation, and
decreases close to weaning (Sun et al., 2002gt5héreases from lactation day 2 to 10-11,
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and then stays high until days 17-18 (Goérs, e2@l09; Knight et al., 1986; Silverman et al.,
1992). The chemosensory correlates of these biachkmhanges are so far unknown, but
evidence based on model dairy matrixes indicate riiaute variations in lipid, protein or
hydrocarbon contents can make great differenceldrrelease of aroma compounds in the
headspace (e.g., Druaux & Voilley, 1997; Hanse®,/1Miettinen et al., 2004).

To our knowledge, no study has attempted to dekngee nature and range of volatiles that
are released in the headspace of milk all alontafian in the mouse (or in any mammal).
Studies targeting single volatiles in the headspdeeeloping over milk attest that such
changes do occur during lactation in the rabbg.(eCoureaud et al., 2006b) and encourage
further analyses to characterize the chemical @de® and the functional meaning of the
above hypothetical periods in murine lactationanmts of female-offspring communication.
The proposed lactational sequence may orient saghphd comparative chemical analyses of

milk in such future studies.

Newly born pups’ attraction of, and discrimination between, different milk odors
Neonatal attraction of different milk odors

Regarding the olfactory attractiveness of milk, hodings in the current and previous studies
(see sections 1.2 and l1l.1) are partly concordaith a recent comprehensive investigation
by Logan et al. (2012). These authors applied gemxental preparation that differs from
ours in an attempt to characterize the odor-acBubstrates that elicit initial nipple
seizing/sucking in newborn mice. Coating odor-rediged nipples with amniotic fluid, milk
or maternal saliva reinstated indeed the typicakisig response, thus corroborating our own
results (see section 11.2). In an attempt to cdrivo exposure effects potentially explaining
this result (the pups were aged <12 h and, herambalchance to experience all these stimuli
while suckling), Logan et al. assayed pups deldrg C-section and deprived of suckling
experience prior to testing. When facing nippleated with amniotic fluid, maternal saliva,
colostrum or milk, these “odor-naive” pups onlyaatied to the nipples painted with amniotic
odor, suggesting that the behavioral activity ad tither substrates — specifically colostrum
and milk — was conditional upon previous exposarie postnatal environment. Here, Logan
et al.’s and our present findings appear somehox@rgent. In Logan et al.’s conditions,
colostrum and milk were not effective to triggealograsping/sucking of a nipple right after

birth in absence of any exposure to these fluidsuidph prior suckling. In contrast, in our own
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conditions, unsuckled newly born pups displayeditiyesattraction toward colostrum and
later-lactation milk (present study, absolute preriee assays in Experiments 1 and 2) or oral
seizing and sucking on a nipple coated with miée(section I1.2).

Thus, in our hands, the attraction of neonatal noeeard, and “wanting” of, colostrum and
milk was unconditional of previous suckling expeade, although their ability to discriminate
between milk differing in terms of lactation stemygeared dependent on previous exposure to
milk. The reasons why such similar approaches cammgivergent outcomes remain to be
resolved. It could reside in procedural detaileagsaying pups (development ages: 4-6 hours
vs. 1 hour postpartum, maternal experience: vagieiery vs. delivered by C-section), or in
the handling of the biological substrates (e.dash degradation of the odor activity between

collection and testing cannot be excluded).
Neonatal discrimination between colostrum and ldéstation milk

In a previous study (see section I.2), newly bamouse pups were shown, before any
suckling experience (P0), to grasp and suck théralenipple of a non-lactating dam at the
condition that it has been coated with milk (or #tin fluid). The potency of milk to elicit
grasping/sucking did then rapidly improve with agelicating that an initial level of positive
response to milk odor is amplified by advancingsseimotor maturation, and probably by
accumulating suckling experience. The present stashfirmed and extended these findings
in raising an apparent effect of suckling expergeincthe development of pup responsiveness
to milk taken at different lactation stages, i@mlostrum and later-lactation milk (L3, L15).
Unlike sucking-naive PO pups, PO+ pups that couieflip suckle on the day of birth were
able to olfactorily differentiate between pairedngdes of early-lactation milk (LO vs. L3
milk), as well as between colostrum and late-la@tamilk (LO vs. L15). This between-group
difference relates to the pups’ discrimination i@pikather than to their sensitivity and
attraction response toward the odors of murine rtkigure 26A-B). In other words, while
the general attractive value of colostrum and r(al& assessed in absolute attraction assays)
does not depend on prior exposure to them, théyabol differentiate colostrum from late-
lactation milk (as assessed in relative attradtsts) is influenced by the suckling experience

pups of these two groups underwent before testing.
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Initial suckling experience may have multiple irghces on early odatiscrimination some
relating to general processes and some to olfaspecific causes.

First, it is clear that PO and PO+ pups differed in aten they were tested (approximately 5
vs. 11 hours old, respectively), and, hence, im$eof adaptive recuperation from the “stress
of being born” and of motor abilities required retpresent behavioral assay. However, as the
pups of either group were concordant in their raspan the tests opposing colostrum/milk
and the control, potential between-group motor alisies may be disregarded as a major
cause.

Second both groups of pups were fasted for 4 hours leebming tested leading to a sharp
contrast in their restlessness and motivated resgsoduring testing. The PO pups came to the
test with an empty belly driving them to express extreme arousal and motivation to
approach any potential source of milk, with a fir@iling effect actualized in non-
discriminative responsiveness. Alternatively, thé+Ppups who could suckle and had
effectively milk in their stomach, may have behalest speedily and could express an actual
choice in favor of a milk odor over the other. Tiongnate this possible source of variation, a
future study should consider comparing pups infusét an age-adapted milk load before
and after a controlled episode of suckling.

Thirdly, the nursing context is a concentrate of primanforcing agents for newborns.
While being suckled, neonates are exposed togattiérmal, odor and taste stimuli from the
mother's body and milk, they exert active probimgpting, oral grasping and sucking
motions, and eventually fill their stomach and reaatiation, all conditions that separately act
as powerful rewards (Alberts, 1987; Blass, 199@sBI& Teicher, 1980; Hudson et al., 2002;
Rosenblatt, 1983). Suckling represents thus aleged context to rapidly engage learning of
any contingent stimulus, especially odors, and edationships between odors and other
stimuli, including physiological outcomes (e.g.,batts & Ronca, 2012; Armstrong et al.,
2006; Brake, 1981; Delaunay-El Allam et al., 20T@rry & Johanson, 1996; Wilson &
Sullivan, 1994). Inaugural suckling episodes, adl a® arousal states induced in pups by
maternal care, bear a special momentum for the ateshlearning of the first postnatal
elements enriching their repertoire of meaningfdbrocues (Cheslock et al., 2000; 2004;
Miller & Spear, 2008, 2009, 2010; Wilson & Sulliat©94). Furthermore, nurturing-related
reinforcers may operate additively on the neonataih which, in the hours following birth, is
in a “sensitive” neurochemical state making newboespecially prone to learn any co-
occurring odorant as a behaviorally-active cue ghswn in rat and human newborns;
Lagercrantz & Herlenius, 2002; Ronca et al., 20@&endi et al., 2002; Wilson & Sullivan,
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1994). Thus, if such a birth-related sensitive gebrinappens in the mouse, being deprived
from direct exposure to colostrum may not be edamntain our PO and PO+ pups. Therefore,
the fact that the PO pups could not discriminatedtiors of LO and L15 milk may be related
to the absence of early exposure to LO milk durngypothetic sensitive period and the
consequent deficiency in building any postnatatnerice concerning LO milk. An example of
such separation-induced alteration in olfactorycuiisination development is shown by
Thomas et al. (2010). In contrast, exposure to L& gontingently to suckling in the PO+
pups allowed the establishment of such a referanceits actual use, in discrimination and
preference tasks (in the mouse: Armstrong et BD62Bouslama et al., 2005; Bollen et al.,
2012; in the rat: Brake, 1981; Cheslock et al.,@®hanson & Hall, 1979, 1982; Johanson
& Teicher, 1980; Sullivan & Hall, 1988; Wilson & $ivan, 1994).

Finally, another interpretation for the non-discriminatigeponse of PO pups in face of paired
LO-L15 milk odors refers to odor learning in theue While some studies have shown that
prenatal odor experience is sufficient to induaggktasting changes in sensory and hedonic
processes in neonatal rodents (Smotherman, 198#aik et al., 2011), others found that
pups will attach to an artificially odorized nippdaly if that same odor has been previously
encounteredn utero (Alberts & Ronca, 2012; Pedersen & Blass, 1982)he conditions of
the present study, it cannot be excluded that thpups, deprived of previous exposure to LO
milk, do not discriminate the odor of LO milk frothat of L15 milk because they missed
postnatal re-exposure and reconsolidation to odes cthat they met in the prenatal
environment. Numerous odor-active compounds areeddcommon to amniotic fluid and
colostrum/milk, building a thread of chemosensoontmuity across the natal transition
(Robinson & Méndez-Gallardo, 2010; Schaal, 2005).

Neonatal discrimination between pre- and post-sunll colostrum

A subsidiary goal of the present study was to weidtether colostrum collected from a
nipple that was previously suckled by an unfamilpup could be differentiated from
colostrum collected prior any suckling. Such aat#hce may be linked to the fact that the
very first colostrum may be more concentrated iaie elements which are discarded in the
first milk discharge during the initial sucklingispde. Such a compositional change between
pre-suckling and post-suckling colostrum was natethe mare, for example (Salimei et al.,
2002). Another possibility may be that the newboapply some odor label of oro-labial
origin on the nipples they suckle (as noted ingigybr kittens, e.g., Ewer, 1961; Hemworth et

al., 1976; Raihani et al., 2009) or that during thiial suckling bout pups distribute milk
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bacteria all over the nipples’ surface (e.g., Maéei al., 2004), leading to the rapid release of
odor-active compounds. This label may then be wasiveay into milk during the milking
procedure to finally influence pup responses inassays.

Thus, Experiment 3 examined whether suckling-expeed PO+ pups differentiate pre-
suckled and post-suckled colostrum. It came out tihe@y oriented indiscriminately to the
odors of colostrum collected 2-4 h post-birth ptimisuckling and colostrum collected 8-15 h
post-birth after the first suckling, leading to alisd a potential impact of the pups on the

attractive value of milk.

In conclusion, the present study demonstratedsibraie hours after birth mice are attracted to
the odor of murine milk obtained from unfamilianfales in varying lactation stages. While
suckling-naive pups oriented non-selectively to diféerent milk odors, pups having had
minimal suckling experience orient more to the oafocolostrum than to that of milk of later
lactation stages. Thus, colostrum preference inlyndwrn mice may depend on direct
exposure during a first suckling experience. Futstedies should investigate how the
attractivity of milk odor is distributed along lation, and to screen volatile compounds
carried in milk along the lactational period, todein verifying whether some milk odorants

are uniquely active on neonatal behavior.
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2.3) Conclusion

Ces deux dernieres études (voir sections Ill.11le2)I mettent en lumiére les capacités
perceptives des souriceaux de différents agesdardluctuations des propriétés olfactives
du lait murin. Il apparait d’abord que les souriceae 0, 2, 6 et 15 jours sont attirés par
'odeur de laits murins quel que soit le stade atgation auquel ces laits sont collectés. Par
conséquent, le lait murin est porteur de composéatils actifs pour les souriceaux dés la

naissance.

Ensuite, les tests de préférence relative indiggastles souriceaux ayant une expérience de
tétée a PO, P2 et P6 manifestent une attractiactsd pour des odeurs de laits d’ages
lactationnels précoces. Les souriceaux PO (sanériexge de tétée) et P15, quant a eux, ne
montrent pas d’attraction sélective envers un it particulier. Les souriceaux en
développement montrent donc des réponses difféilmstien fonction de leur niveau de
développement et de l'age lactationnel des laitgimau Ces réponses néonatales sont
interprétées soit en termes d’altération des pétgsiolfactives du lait au cours de la lactation,
soit en termes de changements des capacités peesepti motivationnelles des souriceaux,

ou encore par I'action conjointe de ces deux pces
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3) SELECTIVITE DES SOURICEAUX FACE AUX ODEURS DE LAITS ET DE
TETINES DE FEMELLES D'UNE AUTRE SOUCHE

3.1) Introduction

Nous avons montré précédemment que le lait murinaie une variété de composés olfactifs
qui contrdlent le comportement néonatal d’approehmitient la saisie de la tétine chez les
souriceaux dans les premieres heures et joursedévair sections 1.1, 1.2, 1ll.1 et III.2).
D’autre part, nous venons de décrire I'existenemed’certaine covariation entre les propriétés
chimiosensorielles du lait et les préférences tifas des nouveau-nés. De facon générale,
une covariation entre ddeur du lait et la perception des nouveau-nés suppose &gl
propriétés chimiosensorielles du lait sont un tedke sa composition et que les nouveau-nés
les détectent. Comme la composition du lait send)lestée aux besoins nutritionnels,
immunitaires et neuroendocriniens du nouveau-néeffaf & Iverson, 1995 ; Veloso et al.,

2003), un tel mécanisme devrait conférer un avandagptatif aux nouveau-nés.

Afin d’explorer plus en détail ce mécanismeptemier objectifde cette présente étude vise a
évaluer si la réactivité sélective des souriceadkBc (B) de 2 jours (ci aprés abrégé en:
PZ) envers des laits d’ages précoces, est un mécamgéneralisable au lait d’autres souches
de souris. Plus précisément, le lait murin de féasel’autres souches de début de lactation
serait-il également plus attractif pour les nouveés? Afin de répondre a cette question,
nous avons dans une premiére expérience examinéntation préférentielle de souriceaux
P2 exposés a des laits d#ifférents stades de lactation prélevés chez desnfelles
C57BL/6 (C).

Le second objectifle cette étude évalue la réponse des souriceayfad®a desétines de
différents stades de lactation et/ou de différentesouches de sourisDans la seconde
expérience, nous examinerons dans quelle mesuétina d’une femelle allaitante émet des
indices olfactifs spécifiques de I'age lactationdella femelle, déclenchant ainsi des réponses
différentielles de saisie orale de la tétine ercfiam du stade de lactation, et ce, quelle que
soit la souche considérée (B ou C).

La soucheC57BL/6 (C) a été retenue parce que : 1) la teneur enipestélactose et lipides

de son lait differe de celles de laits de la sougl{Belluardo et al., 1993; Ragueneau, 1987);
et 2) au sein de la souche C, la teneur en pratéiaetose et lipides fluctue de facon marquée
au cours de la lactation (Belluardo et al., 1998guieneau, 1987). Si la composition du lait
est reflétée par le profil olfactif, ces élémergsmpettent de prédire 1) que I'odeur de lait de la
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souche C est différente de celle de la souche® gtie son profil olfactif fluctuera au cours
de la lactation. Malgré des compositions de lags tifférentes entre les souches de souris
considérées (Belluardo et al., 1993; Ragueneaw,)1BBypothese selon laquelle le lait murin
aurait un pouvoir d’attraction olfactive plus pw@ege en phase de lactation précoce, reste

envisageable quelle que soit la souche de souris.

Par ailleurs, I'exploration préférentielle des soe@ux de la souche B envers des laits d’ages
précoces de leur propre souche, nous améne a sugpesces mémes souriceaux pourraient
exprimer une réponse préférentielle envers ledagtide femelles d’ages lactationnels
précoces de souche B. Enfin, un tel mécanismembnse sélective envers des tétines d’ages
lactationnels précoces pourrait également étretifienvers des tétines de femelle allaitante

d’'une autre souche.

3.2) Réponses néonatales envers I'odeur de laits de Bushe C57BL/6 prélevés a

différents stades de la lactation

Cette expérience a pour but d’évaluer si la pré@&gelfactive des nouveau-nés de souche B
envers des laits de stades de lactation précocksuderopre souche (voir section 1ll.1), est
généralisable au lait d’'une autre souche de so(ns.se demandera en particulier: 1) si
'odeur des laits L2 et L15 de la souche C57BLQ/Bc(et L15:) est difféerentiable par les
souriceaux de 2 jours (BRet 2) si 'odeur du lait précoce t2st plus attractive que celle

émise par un lait de lactation tardive klfour les souriceaux B2

Animaux et Méthodes

Conditions d’élevage

Chaque couple (male et femelle de la méme soucheh@ntenu dans une cage standard (28
x 17 x 13 cm) au sein de I'animalerie du Centre Seignces du Golt et de I'Alimentation
(Dijon, France). Les deux souches de laboratoudiées fus musculus domestigusuches

B et C) sont placées dans deux salles difféeremb@ss sous des conditions d’hébergement
similaires et constantes : la température ambiesttele 22°C + 2°C, le cycle Jour/Nuit est de
12h:12h (lumiere de 7h30 a 19h30) et I'eau et larmre (Scientific Animal Food &
Engineering, lonisos Aube, Champagne) sont fouradgedibitum. Notons que la nature de

croquettes délivrées est identique pour les deuglss. Par ailleurs, le méle est laissé avec la
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femelle pour favoriser sa contribution parentalepetmettre la fécondation au cours de

I'cestrus postpartum.

Animaux testés

Cent-vint-trois souriceaux de la souche BALB/c Bt testés a I'age de 2 jours (P2) (le jour
de la naissance étant considéré comme jour POAdeea été choisi parce que les souriceaux
PZs: 1) sont capables de discriminer des odeurs de laiged’ différents, collectés aupres de
femelles B, et 2) sont facilement manipulables daptés aux conditions d’expériences.
Chaque souriceau participe a une seule expériéwaamt un test, les souriceaux sont privés
de contact maternel pendant une durée de 4 h efimakimiser leur réactivité envers les
stimulations. Au cours de cette période d’isolemintage contenant la portée et le pére, est
placée sur une plague chauffante a 40°C dans leebntinimiser les risques d’hypothermie et
de stress social. Des mesures thermiques ontjllgans, réevélé que la température du nid en
condition d’isolement maternel sur plaque chau#fagtait similaire a la température cutanée
des souriceaux mesurée en condition standard @tspment 36.6 et 36.5°C), lorsque les
deux parents sont présents dans le nid sans plelqaeffante. Les souriceaux testés
proviennent de portées comprenant 4 a 8 souricebdxsouriceaux au maximum par portée

sont testés par expérience.
Stimuli

Le lait frais est collecté aupres de 29 femelldsitahtes (FA) de souche C, a des stades de
lactation différents : lait de FA C aﬁ“?jour de lactation (L& collecté sur 10 FA), et laits de
FA C au 15™jour de lactation (L1& collecté sur 9 FA). Le stimulus témoin est cdnsti

d’eau. La procédure de traite est décrite dansdesons Ill.1 et I11.2.

Dispositif et Procédures de tests

Dispositifs

Un test d’orientation céphaliqu&igure 27), adapté a la motricité réduite des souriceaux de
0-2 jours, est utilisé (inspiré de Hepper, 198&) dispositif utilisé est décrit en détail dans les

sections 1.1 et 11.2.
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b s

Figure 27. Dispositif utilisé pour évaluer l'attraction
différentielle des souriceaux BALB/c agés de 2 gour
envers des stimuli olfactifs appariés.

Procédure et variables dépendantes

Les tests se déroulent dans une salle expérimeatftald’éviter toute interférence olfactive au
sein des salles d'élevages. L'expérimentateur Aosép pL de lait ou d’eau (selon les
conditions de tests) sur chacune des vignettepok@gionnement latéral des stimulations est
randomisé. L'expérimentateur B n’est pas informéaila nature, ni de la position latérale
des stimulations. L'expérimentateur B ganté tiensburiceau entre le pouce et I'index au
niveau des épaules et I'approche successivemen8 anth de chacune de deux sources
olfactives pendant une durée de 6 secondes. L'oddreprésentation des stimuli est
contrebalancé. Cette phase de pré-exposition Méapermet au sujet d’avoir une expérience
olfactive minimale des deux stimulations. Ensuiesouriceau est aligné le long de la ligne
tracée sur le papier buvard, de sorte que son musstaplacé a 2-3 mm de chacune des
stimulations olfactives. Le test démarre au monenie museau du souriceau traverse la
ligne médiane pour la premiere fois, pour une dwée3 minutes. Le sujet est considéré
comme étant positionné dans une moitié du dispagpitand ses deux narines traversent la
ligne meédiane. Les souriceaux n‘ayant pas explesédeux stimuli olfactifs au cours des 3
minutes de test sont exclus de l'analyse statistiqes tests de 3 minutes sont filmés et
analysés par I'expérimentateur B (non informé aypdsition et la nature des stimuli) a l'aide
du logiciel Observer (Noldus, Wageningen, the Nedimels). Le papier buvard et les

vignettes sont remplacés aprés chaque essai.
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Condition de tests

Dans I'Expérience 1A, nous avons évalué si les ldé la souche C prélevés &%t au
15°™ jour de lactation (L2 et L1%) émettent des odeurs détectables et attiranteslpsu
souriceaux P2 par rapport au stimulus témoin: 1) Laitd\&. Eau (Souriceaux B2n= 23;

de 6 portées), et 2) Lait Lg5vs. Eau (Souriceaux B2 n=21; de 6 portées). Dans
'Expérience 1B, nous avons testé si le lait dedache C prélevé a un stade précoce de la
lactation differe en odeur de celui produit a uadst tardif pour des souriceauxgP2es
souriceaux P2(n=25; de 7 portées) ont donc été exposés singuttant aux laits L2et
L15¢.

Analyses statistiques

Afin de tester la normalité de nos données, dds ths Kolmogorov-Smirnov ont été realisés
pour tous les groupes expérimentaux (Statisticat@soft, Paris, France). Les données étant
distribuées de facon normale, dans tous les groujess tests paramétriques ont donc été
utilisés. L'orientation préférentielle des sourigra été évaluée a l'aide de testle Student

a un échantillon, en comparant la durée totale§eadans une moitié du dispositif a la durée
théorique passée si I'animal s’était orienté aléanoent {.e., 90 s). Par ailleurs, les tests de
Kruskal-Wallis n’'ont montré aucun effet de portde7(7 < H < 8.941, dans tous les cas, p>
0.05) et aucun effet de I'identité des femellesramrses de lait (1.717 < H< 7.296, dans tous
cas, p> 0.05).

Résultats

Expérience 1A) Détection de I'odeur de lait C57BL/6

Les souriceaux R&’orientent plus longuement vers I'odeur des laitg (t= 4.999; p<0.001)
et L15 (t= 3.115, p= 0.005) que vers l'edtdure 28). Par conséquent, les laits C prélevés a

différentes périodes de lactation, émettent uneioakractive pour des souriceauxgP2
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Figure 28. Durée moyenne (xES) passée dans un test
d’'orientation céphalique a double choix-olfactifeup des
souriceaux BALB/c de 2 jours exposés aux expérence
suivantes : 1) lait de souche C57BLC/6 produit & pur de
lactation (L2Z) versus Eau, et 2) lait de souche C57BLC/6
produit au 158™ jour de lactation (L1§ versus Eau. Testsde
Student, *** p< 0.001, ** p< 0.01. La ligne en ptikée
indique le niveau de réponse aléatoire.

Expérience 1B) Discrimination entre des odeurs alts IC57BL/6 prélevés a différentes

périodes de lactation

Les souriceaux Rdassent plus de temps vers I'odeur de lag §@e vers celle de lait L5
(t= 1.896; p= 0,049 Figure 29). Les souriceaux P2B discriminent ainsi des ld¢stades de
lactation contrastés chez la souche C en se basartodeur. De plus, ils expriment une
orientation préférentielle vers 'odeur du lait goée (L2) par rapport a celle d’un lait de stade

de lactation plus avanceé (L15).
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Figure 29. Durée moyenne (xES) passée dans un test
d’orientation céphalique a double choix-olfactifsup

des souriceaux BALB/c de 2 jours exposés aux laits
de souche C57BLC/6lu Z™ jour de lactation (L&)
versus du 1%* jour de lactation (L1§. Testst de
Student, * p< 0.05. La ligne en pointillée indigee
niveau de réponse aléatoire.

3.3) Réponses néonatales envers des tétines de femetiftgitantes (BALB/c et

C57BL/6) a différentes périodes de lactation

Dans I'Expérience 1, nous avons mis en évidencdeagusouriceaux RBZtaient attirés par les
odeurs de laits C quel que soit 'age lactationeekxpriment une préférence envers I'odeur
de lait L2 par rapport au lait L5 Ces résultats corroborent ceux obtenus par degeaux
P2; exposés aux laits de leur propre souche B. Aitatractivité du lait diminue au cours de
la lactation aussi bien pour des laits de la mémetse (section Ill.1), que pour des laits

d’autres souches (souche C).

Dans quelle mesure ces réponses préférentiellesalegeaux P2en faveur des laits de
stades de lactation précoces sont-elles transpssalliodeur des tétines de souris allaitante ?
En d’autres termes, est-ce que des souriceaux aouwes répondraient plus efficacement a
une tétine de femelle d’age lactationnel précoceqaport a celle d’age lactationnel tardif et

ceci quelle que soit la souche considérée ? L’E&pée 2 vise ainsi a comparer si: 1) 'odeur
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des tétines de souris B et C déclenchent la saiale de la tétine chez des souriceaux.ef

2) l'odeur des tétines de souris B et C induisezd teponses de tétée différentielles en
fonction de I'age lactationnel des femelles all#tiés. En nous appuyant sur les résultats de
'Expérience 1, nous predisons que les souriceazpxd@vraientexprimer une tétée plus
efficace sur une tétine de femelles &0°%our qu'au 18™jour post-partum, et ce quelle que

soit la souche.

Animaux et Méthodes

Conditions d’élevage

Les conditions d’élevage ont été décrites dansdmijgre expérience (p. 122-123).

Animaux testés

Quatre-vingt-six souriceaux BALB/c (B) sont tesééage de 2 jours. Les animaux testés ont

été décrits en détail dans la premiere expérignce2).
Stimuli

Les souriceaux ont été mis en contact avec uneetée femelle allaitante de différents stades
de lactation et/ou de différentes souches: 1) flemadlaitante de souche B aﬁmﬁjour de
lactation (n = 7), femelle allaitante de soucheuB1&™ jour de lactation (n = 5), femelle
allaitante de souche C af™jour de lactation (n = 6), femelle allaitante deiche C au 15
jour de lactation (n = 5Dans tous les cas, ces femelles sont non familoas le souriceau

(i.e.,sa propre mére n'a jamais été utilisée).

Procédure et variables

Un test comportemental de 2 minutes (adapté derigell et al., 1978; Pedersen & Blass,
1982; Todrank et al., 2005) est utilisé pour évalaeréponse de saisie orale d’'une tétine
maternelle par les souriceaux. Les femelles stimaht sédatées a l'aide d'une injection
d’anesthésiant (Imalgene 1000 et Rompun 2%, dasgectivement a 0.45 and 0.9 mg/g de
masse corporelle). Un expérimentateur A ganté teefémelle par la peau du dos et présente
verticalement son abdomen au souricegigure 30). Afin d’exposer au mieux la tétine, les
poils entourant la tétine sont écartés a l'aidendaton-tige. Le souriceau est tenu au niveau
de ses épaules par un expérimentateur B entreuleepat I'index. Le test de 2 minutes débute
au moment ou le museau du souriceau est mis eaatdager avec la tétine de la femelle

stimulus (distance museau-tétine=0 mm, sans prgsdies tests sont filmés pour coder et
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analyser ultérieurement ledponse de saisie de la tétine (pourcentage, latence éeflat e

nombre de mouvements oraux afla saisie.

Le pourcentage de souriceaux saisissant la téti et le temps de latence avant la premiér
saisie orale de la tétinent ét« relevés afin d’évalude niveau d’attraction et de mvation
des souriceaux pour téfealors quele nombre de mouvemerd oraux effectués aprés la
saisie de la tétinea étéconsidéré comme un indice d’avidité de la répcde succion. La
réponse de saisie orale é$énifiée lorsque le souriceau ouve®n museau et refee ses

levres aubur de la tétine, puis, réal des mouvements de succion de la té

Seules legjuatre tétines inguinaleont été présentées aux souriceune femelle e donc
utilisée pour tested souriceau). Apres les tests, les souriceanmt été replacés dans le
cage d’hébergemenalors we les femelles-stimulus ont éweposées dans une Cc:

individuelle,placée sur une plaque chauffante a 4t

Figure 30. Sourceaux BALB/c de 2 jours de viexposés a une tétine de femelle allaitante
familiére de souche: 1) BALB/c ai®™ jour delactation (a gauche), et 2) C57BLC/6 ™ jour de
lactation (a droite).

Conditions de tests

Afin d’examiner laréponse néonatale de saisie orale ctétine, des souricealPZ; ont été
exposes a une des quagsgeriencs suivantes : 1) une tétine gi@ouriceauxP2s: n=24, de
7 portées) ; 2) une tétine Tgl =20, de 7 portées) ; 3) une téting-12=22, de8 portées) ;
et 4) une tétine TN =20, de8 portées).

Analyses statistiques

Les tests de KolmogoroS8mirno\ indiquent que la distributiodes données ne suivait pas

Loi Normaledans la plupart des groups expérimentaux, justifatilisation de statistique
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non-paramétriques. Afin d’évaluer un effet potdntiel stade de lactation, nous avons
comparé les performances de saisie orale entrgrdeges exposés aux tétinesdta 15 au
sein de chaque souche: a) le pourcentage de sauxisaisissant une tétine L2 et L15 a l'aide
de tests exacts de Fisher; et b) la latence diesanale de la tétine, la durée totale et le
nombre de mouvements oraux par seconde pendaaisia des tétines L2 et L15 avec des
tests de Mann-Whitney (Statistica, Version 8, $fatdrance, Paris). Les analyses
guantitatives sur la latence, durée et nombre daveroents par seconde, ont été effectuées

uniquement pour les souriceaux ayant réalisésépmnse de saisie orale.

Résultats

Exposés a des tétines de femelles allaitantes ute ppre souche, les souriceauxg P2
saisissent plus fréequemment une téting g@une tétine T15 (p=0.027 ;Figure 31). De
plus, pour les individus ayant saisi une tétindétane T2 induit des mouvements oraux plus
fréquents gqu’'une tétine Ta{U=71.5, p=0.029). Pour finir, la latence de saisida durée
moyenne de saisie se sont avérées identiques gwtéatines TRet T15% (respectivement, U=
123, p=0.746 ; U= 110 ; p= 0.428). Par consequaemiy les souriceaux B2l'odeur d’'une
tétine Tz est indéniablement plus efficace pour déclenchersaisie orale de la tétine que

'odeur d’une tétine T15

Exposés a une tétine de la souche C, les sourid@présentent une fréquence, une latence
et une durée de saisie, similaires pour les téfirikset T15% (respectivement, p=0.768 ;
U=57, p=0.818 ; U=55, p=0.718). Cependant, la tétine ifduit des mouvements oraux plus
fréquents qu’une tétine TEjU=29, p=0.039).
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Figure 31. Réponses de saisie orale des souriceaux BALBZ:jdars exposés a
une tétine de femelle allaitante de stade de laotat/ou de souche différents:
tétine BALB/c au 2eme jour de lactation (T2B), tétBALB/c au 15eme jour de
lactation (T1%8), tétine C57BL/6 au 2° jour de lactation (Tg), et C57BL/6 au
15"™jour de lactation (T18.

A : Pourcentage de souriceaux saisissant la téfiest exact de Fisher, * p<
0.05), B : Latence (+ ES) pour la premiere saigigétine (Mann-Whitney test, *
p< 0.05), C: Durée totale (+ ES) de saisie (Marmitéy test, * p< 0.05), D :
Nombre de mouvements oraux par seconde (+ ES) petalaaisie orale de la
tétine (Mann-Whitney test, * p< 0.05).

N. B. : Caractéristiques du comportement de saiside de tétine (cf. latence, durée, et
nombre de mouvements oraux par seconde) relevégsemment pour les souriceaux
ayant saisi une tétine dans les 2 min de test.
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3.4) Discussion

Cette étude vise a veérifier si la covariation eroeeur du lait et la chimiosensation des
souriceaux est un mécanisme généralisable auxdaitgres souches de souris, mais aussi
aux tétines de femelles allaitantes (intra et istarche). Dans I'Expérience 1, les souriceaux
PZ; détectent 'odeur des laits L2 et L15 de la sou€hsoulignant le pouvoir attractif général
du lait murin, indépendamment de la souche. Maisésultat le plus important se rapporte a
la capacité de ces souriceaux de discriminer oliattent entre les laits k2et L1%;,
indiquant ainsi que le lait C émet des composéati®iplus actifs au®®qu’au 15™jour de

lactation pour les souriceaux 422

L’Expérience 2 examine [lattractivité de I'odeur détines de femelles allaitantes en
soumettant les souriceaux a un test de saisie.ofalgt d’abord, les tétines de femelles
allaitantes, quels que soient la souche et 'agetimnnel testés, déclenchent des réponses de
saisie plus fréquentes que les tétines de femebesallaitantes de souche B (voir section
I1.2). Ensuite, les souriceaux Peffectuent des saisies orales plus fréquentesétiess T3

gue des tétines Tg5Finalement, pour la souche C, les souriceauxtréw@ discriminants
gu’'au niveau de l'intensité de leur activité de@o; en effet, la frequence de succion est

plus rapide sur la tétine T2jue sur la tétine T15

De telles réponses mettent en lumiére a la foshBhgement des propriétés sensorielles du
lait et de la tétine au cours de la période deatamt, et une spécificité des indices sensoriels

eémis par les femelles allaitantes des souched® et

Réponse sélective des souriceaux g@nvers des laits d’ages précoces issus de la souche
C57BL/6 (C)

L’Expérience 1 met en lumiere que la réponse Sekeates souriceaux B2n faveur des

odeurs de laits d’ages lactationnels précoces Bgédaeralisable aux odeurs de laits d’ages
lactationnels précoces de la souche C. Si I'onidéns les souriceaux nouveau-nés comme
des « nez », ceux-ci nous révelent que, pour leg geuches examinées ici, les laits précoces
sont plus attractifs que les laits tardifs. Le nmés@e sous-jacent a cette hétérogéneité
hédonique du lait n'est pas expliqué a ce stade decherche. Aucune étude n’a, a ce jour,
analysé le profil odorant du lait de souris au sale la lactation. Néanmoins, une étude a mis
en évidence des différences de composition duléaid souche C, en termes de concentration

de macronutriments sur une période courte enté€"et le $™jour de lactation (Belluardo
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et al., 1993; Ragueneau, 1987l )n’est pas exclu que de telles variations des pusés au

cours de la lactation pourraient étre olfactivenugtectées par les nouveau-nés.

Réponse sélective des souriceaux f22 des tétines de femelles d’ages lactationnels
précoces (souches B et C)

L’Expérience 2 met en lumiére que la réponse desicaux Pg en faveur des odeurs de
laits d’ages lactationnels précoces est transpesablodeur de la tétine de FA d'ages
lactationnels précoces, mais uniquement pour dieesede leur propre souche B. Ce résultat
corrobore celui de Holloway et al. (1978), qui ans en évidence que les ratons de 2-3 jours
s'attachent plus rapidement a une tétine de réltizamte aux 2-3"*%jours de lactation qu'a
une tétine de ratte de 10 jours de lactation. Bluisi possibilités peuvent expliquer cette
réponse différentielle néonatale : 1) les propsiéteermiques de la tétine changent au cours
de la lactation ; cependant, des mesures thermigiiestuées par Holloway et al. (1978),
révélent que les tétines de rattes T2 et T15 onhdane température ; 2) Les propriétés
morphologiques de la tétine varient au cours ddéaddation, avec une augmentation du
diamétre et de la longueur de la tétine entre 1e8*™® et le 16™ jour
postpartum (observations personnelles chez laspiddlloway et al., 1978); Enfin, 3) les
indices olfactifs émis par la tétine pourraiencfliler notablement au cours de la lactation. La
tétine est, en effet, recouverte d’'une multitudeulestrats odorants dont I'assemblage dépend
etroitement du stade de lactation de la femellded maturation du jeune. On peut supposer
gue c’est cette dynamique olfactive que les soatkedétectent. Cette hypothése est
renforcée par le fait que les souriceaux pr&férent I'odeur du lait La celle du lait L1p.
Tout comme l'odeur de lait, d'autres substratsfedi délivrant des informations
chimiosensorielles sur I'age lactationnel de la déen pourraient également contribuer a

I'expression de cette réponse sélective de sagsla tétine.

Il est toutefois apparu que l'avidité a téter desriceaux Pg était plus forte sur les tétines
d’age lactationnel précoce, quelle que soit la Beumnsidérée. Il convient de souligner que,
si le pourcentage et la latence de saisie nougigarent sur le pouvoir des odeurs impliquées
dans I'induction du comportement de saisie, I'aéidie la succion lorsque le souriceau a en
bouche la tétine fait intervenir les caractéristig|wolfactivo-gustatives, et aussi bien que
morphologiques de la tétine. Il serait donc enwsdde que les souriceauxgent plus de
difficultés a téter efficacement une tétine ayamt longueur et un diameétre plus importants
gu’une tétine adaptée a leur age (Holloway etl&i78). Nous pourrions également supposer
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gue les propriétés olfactivo-gustatives de la &taient plus appétitives en début de lactation
gu’en fin de lactation. Ceci pourrait étre lié qunopriétés propres a la tétine ou a des résidus
de substrats attractifs, tels que les salives malleret infantile ou le lait.

3.5) Conclusion

En résumé, ces résultats fournissent un premienasit sur la généralisabilité de la réponse
préférentielle des souriceauxdqur des laits d’ages précoces. Des études comptéires

sur I'impact comportemental de I'odeur des laisulifes souches murines ou d’autres especes
(e.g., rat, vache) seraient utiles pour mieux adpgmder la question de la généralité de ce
mécanisme. Ces tests expérimentaux pourraientraégatedtre reproduits avec des souriceaux
P2 d’autres souches de souris. Pour finir, I'imgtiien des mécanismes (plastiques et/ou
prédisposes) sous-jacents aux réponses sélectmmtales face a des odeurs maternelles
d’ages lactationnels précoces pourraient étrefidarpar des méthodes d’adoption croisée.
Des portées pourraient étre adoptées a la naisgmrcdes femelles allaitantes d'un age
lactationnel plus avancé (105°JI§jour postpartum) et ces souriceaux seraient tesE3 avec

un lait familier L10-15 et un lait de leur age L xois possibilités s’offrent a nous : soit les
souriceaux préferent I'odeur du lait familier L1B;1signifiant qu'un apprentissage olfactif
serait mis en jeu dans la réponse néonatale, esisduriceaux s'orientent plus longuement
vers l'odeur du lait L2, ce qui indigue que le lagittcoce, méme inconnu, véhicule des
composeés odorants plus attractifs que ceux émimigau/fin de lactation ; cette réponse
pourrait donc étre prédisposée, ou acquisaitero puis pistée a partir de la continuité
olfactive existant entre le liquide amniotique eetldit de lactation précoce. Enfin, le fait que
les souriceaux s’orientent de fagcon similaire Vesslaits L2 et L15, suggererait que les deux

mécanismes operent conjointement sur les réposemtales.

Des expériences complémentaires ont été réaliséestedécrites dans I’Annexe 5.
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Le but de cette recherche visait a étudier 'omege des comportements qui menent a
l'ingestion du lait chez la souris. Elle a mis emlere le r6le de I'olfaction dans les premiers
comportements orientés et dans les activités oq@égaratoires a la prise lactée chez le
souriceau nouveau-né. Trois résultats majeurs pewdtee soulignés: 1) la caractérisation de
substrats olfactifsde la femelle allaitante qui sont réactogénes geunouveau-né ; 2)
I'identification des processus psychobiologiguesp(antissages vs. réponses prédisposées)
intervienant lors de I'établissement de la tétéafine 3) la covariation entre propriétés
sensorielles du lait murin et préférence olfactes souriceaux au cours du développement
précoce. Ces aspects sont discutés ci-apres eaufiarten ce qui concrerne les mécanismes
potentiellement impliqués.

Dans cette recherche, nous avons choisi d’évakistimuli olfactifs ne provenant pas de la
mere des souriceaux testés dans le but d’exameeifatteurs odorants supra-individuels

produits par la femelle allaitante sur la tétineaxts le lait.

1) SUBSTRATS OLFACTIFS EMIS PAR LA FEMELLE ALLAITANTE ET
REACTOGENES CHEZ LE NOUVEAU-NE

1.1) La femelle allaitante : Généralement attractive

Dans notre premier axe de recherche, nous soum&itomprendre comment un souriceau

nouveau-neé, doté de systemes somesthésiques ebsdmsoriels fonctionnels a la naissance,
réussissait a localiser et a téter une tétine tnpremiéres heures de vie postnatale. Tout
d’abord, I'hypothése générale selon laquelle lesucsl de femelles allaitantes, et plus

particulierement, les odeurs mammaires gouvernactiité d’ingestion des nouveau-neés, a

éte validée. Nous avons notamment mis en évideneeles odeurs abdominales de souris
allaitantes sont plus attractives pour des soucegue celles émises par une souris non
allaitante (section 11.1). Cela indique que la prottbn du colostrum et du lait s’accompagne

de I'’émission d’indices odorants qui motivent etigdint les nouveau-nés vers les régions
mammaires. Les indices olfactifs actifs ne sontdfmis pas distribués de facon homogéne sur
le corps de la femelle allaitante, mais localisés @1 autour des structures mammaires, et
déclenchent spontanément des réponses de reclatrdbesaisies orales quasi-systématiques
(section 11.1 et II.2). Le fait d’émettre des inégcolfactifs pour diriger les nouveau-nés vers la
tétine/mamelle et en motiver la tétée est uneégratcommune aux femelles allaitantes de

mammiféres, quel que soit le type d’organisatios éiehanges meére-jeune (souris : Hongo et
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al., 2000 ; rat: Galef & Muskus, 1979 ; Hofer dt, d976; Teicher & Blass, 1976;
lapin : Hudson & Distel, 1983; Moncomble et al.,08Q chat: Larson & Stein, 1984 ;
Raihani et al., 2009 ; humain : Doucet et al., 2007outon : Vince et al.,, 1987 ; porc:
Morrow-Tesh & McGlone, 1990).

1.2) La nature de substrats olfactifs maternels actifs
1.2.1)Synthése des résultats obtenus

Dans la section II.1, les effluves du lait et dakves maternelle et infantile sont apparus tres
attractives pour des souriceaux de 5-6 jours dantest d'attraction absolue (comparaison
avec de l'eau) et le pouvoir attractif de chacus dabstrats s’est avéré équivalent. Nous
supposions intuitivement que I'odeur de lait sgpaits explorée que les deux autres substrats,
du fait de I'état de faim des nouveau-nés (4 hotiment maternel) et des attentes évoquées
en les exposant a cette odeur alimentaire. Cepgndarest d’exploration a double choix
olfactif, ne nous donne gu’un indice général denlativation du souriceau. Par conséquent,
des mesures comportementales complémentaires pies, ftelles que le nombre de
mouvements oraux, auraient peut-étre pu mettre vistergce des réponses différentielles
envers le lait. Malgré ce résultat inattendu, deauvelles hypotheses, développées dans la
Discussion de la section Il.1, ont permis d’expdigeette équivalence motivationnelle entre
les différents substrats. La premiere se référ@ grésence de composés odorants communs
aux trois substrats. En effet, la salive et le fmttagent des composeés volatils similaires
dérivés du régime alimentaire ou du métabolisme2génBronstein et al., 1975; Galef &
Henderson, 1972). La seconde interprétation, la pfobable, serait que les odeurs de lait et
de salives soient associées aux mémes causes fieceements procurés par la mere

(lechages, tétées et chaleur).

Afin d’évaluer l'impact de ces apprentissages difacprécoces associés aux premieres
interactions avec la mere et l'ingestion de ladt,skection 1.2 s’est employée a tester le
comportement des souriceaux en fonction de leuérgxpce de tétée préalable au cours des
premieres 36 h. Nous souhaitions, cette fois-adiaaté@riser la nature du ou des substrat(s)
biologique(s) capables d’induire le comportementélée chez le souriceau. Déposés sur une
tétine de femelle non allaitante, liguide amniotique et lelait murin induisent la saisie
orale de la tétine chez les souriceaux a la naigsat ce, avant toute expérience de tétée et
d’exposition au lait Figure 32). La salive de femelle allaitantecommence a déclencher la
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saisie orale chez les souriceaux de 5-8 h, aveexpérience de tétée de 1-4 h. Enfin, apres
24 h d’expérience de tétée,dalive infantile devient également saillante pour les souriceaux
P1. Il est intéressant de souligner que I'expasititaternelle renforcante, a laquelle ont été
soumis les souriceaux aprés leur naissance (i-8.,hlde léchages, chaleur et odeurs

maternels), ne confere pas a la salive de femidligaate le pouvoir d’induire la tétée.

Liquide
amniotique _

+
Colostrum/Lait

+
Salive de FA

Salive
infantile

+
Urine de FA

Eau

v

PO PO+ Pl++

Figure 32. Schéma des substrats impliqgués dans les prensigigss orales
de la tétine en fonction de I'expérience de tége sburiceaux. Le signe « +
» indique l'implication d’un substrat dans l'initian du comportement de
tétée. Le signe « - » souligne I'absence d'impigatd’'un substrat dans
l'initiation du comportement de tétée [Liquide awtigue, colostrum/lait,
salive de femelle allaitante (FA), salive infantilgine de femelle allaitante
(FA), eau (contréle)].

1.2.2)Les mécanismes sensoriels impliqués dans l'indadtie la tétée chez les

rongeurs et les autres mammiferes

1.2.2.1) Souris

Au moment de la rédaction de cette Discussion Gémeéune étude relativement similaire a la
notre est parue dans Current Biology (Logan et2l12). Tout comme dans nos travaux,
Logan et al. (2012) ont testé la capacité des seanix a la naissance a initier la saisie orale
d’'une tétine de femelle allaitante lavée puis etedde différents odorants dans un test de 2

minutes. Ces auteurs ont rapporté que 100% degeaux saisissaient une tétine de femelle
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allaitante dans les 60 premiéres secondes ductaste 92% rapporté dans notre étude. Nos
deux études confirment donc que les indices offaétinis par la tétine de souris allaitante
contribuent a initier ce comportement car les nauveés exposés a une tétine de femelle
allaitante lavée a I'eau, ou a une tétine de feanadin allaitante, affichent une performance de
tétée fortement altérée. De plus, Logan et al. Zp0ht montré que pour des souriceaux de 12
h de vie, ayant eu au moins une expérience de, t&®edeurs de liquide amniotique, de
salive de femelle allaitante et de lait, restautansaisie d’'une tétine de femelle allaitante
préalablement lavée, alors que les odeurs d'uriatemelle, de salive de femelle vierge et
d’odorants non biologiques ne sont pas impliguéessde comportement. Ces résultats se
sont avérés similaires aux notres chez des sourcBABL/c de 5-8 h de vie ayant eu au

moins une expérience de tétée.

Nous pouvons néanmoins relever une différence meani de la performance de tétée :
L’ajout de liquide amniotique, de salive de femedléaitante et de lait sur une tétine de
femelle allaitante lavée induit la saisie oralecadle-ci dans les mémes proportions qu’une
tétine de femelle allaitante intacte (100% danstl@gpremiéres secondes de test) alors que,
dans notre étude, ces substrats induisent la saisie d’'une tétine de femelle non allaitante
dans des proportions plus modérées (50 a 60% deEeaux saisissent une tétine). Cette
différence peut s’expliquer par le fait qu'une néti de femelle allaitante lavée est
intrinsequement plus attractive qu’une tétine dedie non allaitante pour les souriceaux car
55% des souriceaux saisissent une tétine de feliditante lavée alors que 25 % saisissent
une tétine de femelle non allaitante au cours desirfites de test. Un lavage a l'eau ne
permet pas d’enlever toutes les molécules, commexganple les molécules hydrophobes, ce
qui pourrait expliquer I'attrait que continuent gpemer les souriceaux a I'égard de cette
tétine lavée a I'eau. Il convient de noter que zdeerat, une tétine de femelle allaitante, ayant
subi un lavage a l'aide d’'une solution de chlorideméthylene et d’éthanol, n’est saisie que
par 10% des ratons a la naissance (Teicher & Bl&§§, 1977).

Logan et al. (2012) ont également testé la répalessouriceaux nés par césarienne. Ces
souriceaux, privés de toute expérience maternktthdges et tétée), saisissent uniquement
une tétine intacte de femelle allaitante ou uneeaétavée puis badigeonnée de liquide

amniotique. Contrairement aux souriceaux expériggnt salive de femelle allaitante et le

lait ne déclenchent pas de saisie orale chez desar inexpérimentés, ce qui suggere que
'activité comportementale de la salive de femedldaitante et du lait résulterait d’'un

conditionnement préalable. Logan et al. (2012) également confirmé qu'une breve
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d’association entre des stimulations mimant lesdges maternels et un odorant est suffisante
pour induire, 1 h aprés l'association, la saisiend’ tétine de femelle allaitante lavée puis
odorisée a cet odorant. Toutefois, aucune infoonati’est fournie dans leur procédure
concernant la durée de I'association. En d’augesés, ces résultats soulignent que tout type
d’'odorant (salive de femelle allaitante, lait, itam, salive de femelle vierge, vanille)
présent au moment des léchages maternels, pagagaier un pouvoir d’induction de la saisie
de la tétine, et ce, des les premieres 5 minutesedaostnatale.

Ces résultats ne corroborent que partiellemendé®s. Dans notre étude, nous avons mis en
evidence qu’'une bréve expérience de tétée étagssame pour que la salive de femelle
allaitante induise la saisie d’'une tétine, maisuge’ simple expérience maternelle sans tétée
(Iéchages, chaleur) n’était pas suffisante pow.cel

Un autre point de divergence entre nos etudes mesigréle du colostrum dans l'initiation de
la premiére saisie orale d’'une tétine. Selon Logaral. (2012), le colostrum n’induit le
comportement de tétée qu’'aprés association avestiomulus inconditionnel (tactile, par
exemple). Pour expliquer le pouvoir initial du cstlmm dans notre étude, nous émettons
'hypothese que les souriceaux auraient pu étreosg a des traces de lait émanant des
tétines maternelles avant leur séparation et enéargainsi I'odeur au cours de la phase
d’apprentissage facilité par la parturition (Allse& Ronca, 2012). A notre connaissance, un
tel phénoméne n'a cependant pas été mis en évidemeejour. De plus, cette hypothése
apparait peu robuste car la salive de femelletafite, présente des les premiers instants de
vie postnatale, n’est conditionnée qu’aprés un@diexpérience de tétée et non apres des
Iéchages maternels.

Une seconde possibilité pourrait étre que la guali colostrum ne soit pas intacte au
moment du test de Logan et al. (2012). En effet,clemposés volatils du colostrum/lait de
lapin et d’humain n’induisent plus de réponsestpas 20-30 min aprés leur obtention chez
le lapereau (Keil et al., 1990 ; Schaal et al.,3@ quelques heures aprés I'extraction dans le
cas du lait humaimnpn publig. Afin de limiter ces pertes, nous avons pris aim £xtréme a
réduire le temps de traite, a conserver le laisdarglace immédiatement apres €jection, et a
tester aussi vite que possible les nouveau-néss [Bacas de I'étude de Logan et al. (2012),

aucun élément temporel concernant la collecteitia’&été fourni.

En somme, il serait donc préférable d’évaluer lenportement des souriceaux nés par
césarienne (dépourvus de tout contact avec la mgoe) pouvoir réellement comparer nos

résultats a ceux obtenus par Logan et al. (2012).
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1.2.2.2) Rat

Au vu des similarités phylogénétiques et dévelopgraales communément admises chez la
souris et le rat, nous supposions que les mécasisaasoriels et cognitifs régissant
linitiation du comportement de tétée seraient eedslants. Mais, cette ressemblance
fonctionnelle n’est valide que partiellement. Comnmmus I'avons observé chez la souris
(section 1I.2; Kodama, 1990), I'odeur de liquide raatique initie la saisie orale des tétines
chez le raton a la naissance (Pedersen & Blas4, T®%8cher & Blass, 1977). Par contre, la
salive maternelle est un substrat saillant pouaten inexpérimenté (Teicher & Blass, 1977),
alors que les souriceaux PO n’y répondent qu'apres expérience de tétée (section 11.2).
Cette différence comportementale est surprenamtkegsaatons PO ont été soumis a la méme
expérience maternelle que nos souriceaux PO (pséparée de la mére avant la premiére
tétée). Cette différence de réponse a la salivemnmalte notée entre le rat et la souris n’est

donc pas associée a une différence d’expositigita odeur, et demande a étre confirmée.

Apres plusieurs expériences de tétée, la salianiitdé ainsi qu’'un composé présent dans la
salive infantile (le diméthyle-disulfure), provoquda saisie orale de la tétine chez les ratons
de 2 jours de vie (Blass, & Teicher, 1980 ; TeickdBlass, 1976 ; Pedersen & Blass, 1981;
Smotherman & Robinson, 1992). A ce jour, aucundeéhia testé le réle de ce substrat et de
ce composé chez des ratons d’'ages plus précocgsarBajue la salive infantile n’est pas
olfactivement active chez la souris a la naissatagu’elle n’est pas présente sur les tétines
avant la premiére tétée, on peut s’attendre a eegsubstrat n’ait aucun pouvoir d’induction

de la premiere saisie de tétine chez le raton.

De facon surprenante, I'action du colostrum/lai pas été testée avant 'age de 7-8 jours
chez le raton. A cet age, les odeurs de lait de mtde lait bovin n'auraient pas le pouvoir
d’initier le comportement de tétée (Singh & Hoféf78). Cependant, les résultats obtenus

chez la souris laissent supposer que le lait deggalement initier la tétée chez le raton.

Finalement, méme si 'urine de femelle allaitargée motentiellement répartie sur les tétines a
la suite des auto-léchages, il est clairement appae ce substrat n'est pas impliqué dans
'expression initiale de la réponse de tétée, abEsi chez le raton (Teicher & Blass, 1976)
gue chez le souriceau (section I1.2). En se basart littérature, nous pouvons penser que ce
fluide est plutét engagé dans la régulation desticgls sociales intraspécifiques a un stade
plus avancé du développement, notamment au cours deaturation sexuelle et de la
sélection d'un partenaire sexuel (e.g., Keller ket 2008; Moncho-Bogani et al., 2002;
Roberts et al., 2010).
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Pour conclure, les résultats obtenus chez la s@irlse rat montrent des similarités, mais
également des spécificités dans l'initiation etdgulation de la recherche/saisie de la tétine.
Cependant, les données collectées chez le ratdnirepnéparses, en termes de substrats et
d’ages testés, pour que I'on puisse sérieusementiwwe sur d’éventuelles spécificités de
chacune des especes. Des travaux devraient denmétrés dans le but de compléter (lait de
ratte, salive infantile chez des ratons inexpéri@&net de confirmer les résultats obtenus
chez le rat.

1.2.2.3) Autres mammiferes

De facon générale, il convient de noter que legatra conduits chez les autres especes de
mammiféres ont examiné le pouvoir activateur d’@mbre limité de substrats olfactifs sur
des nouveau-nés a des ages précis. Peu d'étudgtuthmales ont ainsi été réalisées (voir
références citées dans Figure 33). Malgré ces connaissances trés incomplétes,inerta
substrats olfactifs sont apparus actifs pour inikepremier guidage olfactif vers la tétine.
Tout comme les souriceaux et les ratons, les nauméa des autres especes de mammiferes
réagissent positivement, et de fagcon équivalentsgl’ils sont exposés simultanément aux
fluides amniotique et lacté. Par contre, aucuneleto'a, a notre connaissance, étudié la
valeur biologique de la salive maternelle et infantlans le contexte de tétée chez les
nouveau-nés d’autres espéces que le rat et lass@hez le lapin, le mouton, le porc ou le
nouveau-né humain). Toutefois, il a été démontré gertaines especes sont pourvues de
glandes spécialisées qui produisent des sécréiarg comme fonction d’éveiller et d’attirer

le jeune vers la région mammaire, et enfin, d’inelda mise en bouche et la succion d’'une
tétine. La nature de ces glandes et sécrétionsniaselon les especes : sécrétions des glandes
de Montgomery produites par la femme, cire inguirm@abduite par la brebis, et la phéromone

mammaire produite par la lapine.

147



Discussion et perspectives

Substrats Liquide Colostrum Salive A . Sécrétions N ex
: Amniotique ILait maternelle Salive infantile des glan_des Féces Références
Especes mammaires
1) Souris &
.y POaP2 POaP1 PO+aP1 P1 P19-20 Al Ain et al. (sous presse a)
. Breen & Lehner (1977)
s dil e EE i o ; Kodama (1990)
" saisie orale saisie orale saisie orale saisie orale attraction Logan et al. (2012)
e & |
2) Rat : .
PO P7-8 PO P2 P14-28 Blass & Teicher (1980);
2 Leon (1974); Leon & Moltz (1972);
saisie orale saisie orale: saisie orale saisie orale Attraction BI’:SOS"Z(f;gi;e_ (Sli?‘zi);&P:gfeerf?fgfe).
INACTIF Ingestion Teicher & Blass (1976; 1977)
3) Lapin = -
PO PO,P2 a P8 PlaP8 Coureaud et al. (2001; 2002)
4 > > 5 Keil et al. (1990)
Attraction Recherche saisie - | - Attraction Moncomble et al. (2005)
4 orale Ingestion Schaal et al. (2003)
4) Humain De 30 semaines Gl.de
POaP3 de gestation, PO Montgomery Bingham et al. (2003)
- ) aP4 ? 2 P3 Doucet et al. (2009)
i Attraction ) X Marlier & Schaal (2005)
‘ O_ner_nauon Attraction Marlier et al. (1997)
| Activation orale saisie orale
5) Porc
Po PO . - - g2+'3(é22)7’ Morrow-Tesch & GeGlone (1990)
i : s : . L Parfet & Gonyou (1991)
Attraction Attraction Attraction
Gl. Inguinale Schaal et al. (1995b)
PO PO 5 > : > Vince & Ward (1984)
) : PO : Vince & Billing (1986)

Figure 33. Caractérisation des substrats odorants présenia giine/mamelle de femelles allaitantes
qui sont actifs pour le nouveau-né/jeune mammifénetermes d’attraction et d’induction de la saisie
orale: 1) la souris, 2) le rat, 3) le lapin, 4)dithain, 5) le porc et 6) le mouton. Les substratsrénés
sont : le liquide amniotique, le colostrum/lait slaive maternelle, la salive infantile, les séorét des

glandes mammaires et les féces.

2) IDENTIFICATION

DES

PROCESSUS

PSYCHOBIOLOGIQUES

INTERVIENNENT DANS LE COMPORTEMENT DE TETEE

QuI

Les résultats obtenus dans la section 1.2 soutgMesieurs questions : Comment et pourquoi

des individus dépourvus de toute expérience de f@b@is ayant été soumis a des léchages

maternels) sont-ils attirés par les odeurdigiede amniotique et decolostrum/lait murin ?

De quelle facon les odeurs dealives maternelle et infantileacquierent-elles le pouvoir

d’induire la tétée chez les souriceaux apres amsnane experience de tétée ?Higure 34

illustre la nature des processus qui régulent pieleement la réponse adaptative de tétée
chez les mammiféres en général, et la souris ditpigar, et dans quelle mesure ces derniers
contribuent a renforcer la similarité chimiosenslbei entre les environnements prénatal et

postnatal. Ces différents processus peuvent opargynergie.
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Naissance P1 P2 Pn

Jours
postnatals

Apprentissage par simple exposition

Apprentissage par la succion

Apprentissage par liquide amniotique
(systeme opioidergique)

Apprentissage par les contractions utérines

Apprentissage par renforcements thermo-tactiles
(léchages maternels)

Apprentissage par renforcement post-ingestif
(systeme opioidergique)

Renforcement phéromonal

Figure 34. Identification des processus psychobiologiques igtérviennent potentiellement dans
'acquisition des réponses positives aux odorarmssdles environnements prénatal et postnatal
(d’aprés Schaal, 2005).

2.1) Stimuli inducteur de la premiére tétée chez la sois

Le liquide amniotique La reconnaissance postnatale du liquide amniotsgues-entend que
ses caractéristiques ont été apprises et memorgeesurs de la vie intra-utérine par des
processus de familiarisatidn utero et/ou de conditionnement associés a des événements
périnatals renforcants, conférant au liquide anmit le pouvoir d’initier la premiére tétée.
Ce processus de continuité chimiosensorielle ti@atna été mis en évidence chez plusieurs
especes de mammiféres (souris : Logan et al., 2€Ht2 Alberts & Ronca, 2012 ; Pedersen &
Blass, 1982; lapin : Coureaud et al., 2002; moworat : Schaal & Orgeur, 1992 ; humain :
Schaal, 2005). Premierement le foetus peut encoder passivement les propriétés
chimiosensorielles du liquide amniotique puis recher cet élément familier dans
'environnement aérienDeuxiemementl’activité orale couplée a la sensation du liguid
amniotique induit l'activation opioidergique chee foestus en fin de gestation; la
proprioception de l'activité orale pourrait égalemetimuler I'acquisition des composés
olfactifs du liquide amniotique (rat: Robinson &ekdez-Gallardo, 2010 ; Korthank &
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Robinson, 1998 ; humain : Kubota et al., 1989, daés Schaal, 2005).roisiemementau
cours de la mise bas, les contractions utérinegopreent un niveau d’activation maximale
chez le feetus, favorisant ainsi I'actualisationl@signature olfactive du liquide amniotique
(rat : Chotro & Molina, 1990 ; Ronca & Alberts, 9 Wilson & Sullivan, 1994)Enfin,
guatriemementle liquide amniotique se retrouve sur I'ensentddel’abdomen de la mére et
sur ses tétines suite a l'auto-léchage de la ménelgnt et aprés la mise-bas. Les indices
olfactifs véhiculés par le liquide amniotique paunt donc étre appris dans les premiers
instants suivant la naissance, grace a des renfierts thermo-tactiles liés a la mere (chaleur,
contact physique, léchages) (souris: Bollen et 2012 ; Bouslama et al.,, 2005). Ces
différentes voies d’acquisition ont toutes les desnd’étre redondantes et de jouer un réle

dans la consolidation de la mémoire foetale.

Le colostrum.Deux mécanismes pourraient expliquer le fait queolestrum a d’emblée le
pouvoir d’'induire la premiere tété®remiérementses proprietés chimiosensorielles sont
alignées sur celles du liquide amniotique créardg oertaine continuité chimiosensorielle
transnatale. Les composés olfactifs communs aux fleides peuvent donc étre détectés et
utilisés par les nouveau-nés pour s’orienter damvironnement postnatal (Alberts & Ronca,
2012; Coureaud et al., 2002; Pedersen & Blass,;1982aal, 2005; Schaal & Orgeur, 1992).
Deuxiemementle colostrum pourrait contenir un ou des compasésisant la réponse
prédisposée de tétée chez des nouveau-neés ineepétsnMais a cette date, un tel processus
n'a été démontré que chez la lapine, dont le Eiicule un composé qui a lui seul explique le
pouvoir attractif du colostrum/lait (Schaal et 2003, 2009; Coureaud et al., 2010).

2.2) Stimuli inducteurs du comportement de tétée apresx@érience néonatale

L'implication des odeurs salivaires dans linduatiale la tétée dépend de processus
d’apprentissage (sections 1.2 et 11.3). Les r&dalpréliminaires obtenus dans la section 1.3
suggerent ainsi qu’une exposition a un odorantregpendant 2 x 2 h au cours des premieres
24 h de vie) n’a pas le pouvoir d'induire la saideela tétine lorsque celui-ci est déposé sur
une tétine neutre de femelle non allaitante. Cepatndce méme odorant, associé a une
expérience de tétée dans les mémes conditions tehgsp acquiert ce pouvoir. Nombre
d’études ont mis en lumiére la capacité des nounéaude Mammiferes a associer une odeur
neutre au contexte renforcant de la tétée materristiuris : Armstrong et al., 2006; rat :
Miller & Spear, 2008 ; lapin : Coureaud et al., @QChumain : Delaunay-El Allam et al.,

2010 ; Sullivan et al., 1991b), permettant & I'indu d’optimiser sa capacité a téter. Des la
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premiere expérience de tétée, plusieurs processusept opérer pour stimuler les
apprentissages olfactifs précocdaemierement les mécanismes de renforcement post-
ingestif et post-absorptif permettent au nouveawdtatualiser la signature olfactive du
colostrum et de tout type de substrats associés Johanson & Hall, 1979, 1982 ; Cheslock
et al., 2000, 2004 Deuxiememenies stimulations orales associées a la succi@m@nsans
ingestion) constituent un puissant renforcementfayorise le développement de préférences
olfactives stables chez le nouveau-né (rat : BlA890 ; Brake, 1981 ; lapin : Hudson et al.,
2002 ; mouton : Val-Laillet et al., 2006). Enfitxpisiemementles renforcements thermo-
tactiles peuvent agir tout au long du développerpestnatal (souris : Bouslama et al., 2005 ;
Bollen et al., 2012).

2.3) Présence d’un signal olfactif chez la souris?

A cette date, nos recherches et celles d’autrepésg|Logan et al., 2012) ne permettent pas
de conclure a I'existence d'un mécanisme phéromdaak l'allaitement chez la souris, a
l'instar de celui décrit chez le lapin. En tout clslait murin ne semble pas véhiculer un tel
signal a destination du souriceau, et les salivaemelles et infantiles sont de toute évidence
acquises par association avec la tétée. Il fautggmr que les conditions d’interaction de la
lapine et des lapereaux sont aux antipodes desaddlda souris et de sa portée. Chez le lapin,
les comportements maternels se résument a unealitt unique de 3-5 min par jour
obligeant les lapereaux a étre tres réactifs etagiés pour saisir une tétine et téter dans un
contexte de forte compétition (Coureaud et al.,026{udson & Distel, 1982; Zarrow et al.,
1965). La phéromone mammaire est ainsi un agefdadiéation de I'éveil comportemental
des lapereaux, et fonctionne comme un « ordre sagge d'une tétine dans les 15 secondes
(Hudson & Distel, 1983). Au sein de cette structsaiale mere-jeunes extrémement
contrainte, elle confére un avantage adaptatifentidDe plus, la phéromone mammaire est
un agent de renforcement qui induit un conditioneetrolfactif actif lors de la prochaine
tétée (Coureaud et al., 2006a).

Chez la souris, I'existence d’'une molécule phérammmyant une fonction d’éveiller et de
stimuler la recherche de la tétine pourrait étnetreeproductif pour les souriceaux, alors que
la mére est accessible en quasi-permanence. Néasniekistence d’un signal phéromonal
inducteur de la tétée pourrait ainsi conférer uansgage adaptatif chez les rongeurs en
assurant le maintien de la tétine en bouche. Gheat) I'éjection lactée a lieu toutes les 15
min pendant environ 6 secondes au cours de phassomeneil profond (Voloschin &

Tramezzani, 1979; Lincoln et al., 1980). Pour spadna une délivrance de colostrum/lait
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aussi breve et fréquente, les nouveau-nés rongestent « attachés » en permanence a une
tétine et I'émission d'un signal odorant conconmtta I'éjection pourrait déclencher des
réponses automatiques d’ajustement oral sur laetéfilais a ce jour, nous n'avons pu
collecter de données exploitables ou relever d’'mftions fiables sur le rythme temporel
d’éjection/ingestion du colostrum/lait au coursldeériode de lactation chez la souris. Les
travaux chez le raton, qui se développent dans adeslitions voisines de celles des
souriceaux, ont notamment mis en évidence un sifgmgment attractif dans la salive, le
diméthyle disulfure (Pedersen & Blass, 1981). Cepasé favorise la prise en bouche de la
tétine par le nouveau-né et s’avere déja actif ersens chez le feetus en fin de gestation
(Smotherman & Robinson, 1992).

En résumé, chez la souris, l'initiation de la tétéetre controlée par I'action de processus de
conditionnements olfactifs périnatals opérant dmmaconjointe. L’existence d’'un processus
de signalisation prédisposé n’est cependant paslare, méme si nos résultats actuels et
ceux de Logan et al. (2012) ne permettent pas dgemen avant un tel mécanisme dans
l'induction de la tétée du souriceau. Il ne faus ganettre que dans le cas du lapin, les
mécanismes prédisposés sont intimement mélés aultples mécanismes d’apprentissage

par familiarisation et conditionnement (Schaallgt2909).

3) COVARIATION ENTRE PROPRIETES SENSORIELLES DU LAIT M URIN ET
PREFERENCE OLFACTIVE DU SOURICEAU

La section IlIl de ces travaux de thése a, touta@bmis en évidence que les souriceaux
BALB/c entre PO et P15 sont attirés par I'odeutais murins recueillis a différents stades de
lactation. A nouveau, ces données indiquent queolestrum/lait véhicule des composés
volatils attractifs pour des souriceaux sans quiaecexposition préalable ne soit nécessaire.
Ce résultat s’oppose a ceux obtenus par Logan €CGi?2), qui soutiennent que ce fluide est
éthologiquement inactif pour des souriceaux inexpémtés. Comme mentionné plus haut,
cette divergence peut s’expliquer par des difféesnméthodologiques (en particulier, les
meéthodes de traite et de conservation du lait jasoiest que I'article sus-cité ne permet pas

d’évaluer).
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Jours
postnatals
Colostrum Lait mature de lactation

LO

Bt L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 jL10 | L11 § L12 | L13 | L14 | L15

Réponse sélective néonatale

Jours postnatals

Figure 35. Propriétés chimiosensorielles du lait et préféeenlfacitve du souriceau au cours du
développement. Dans la partie haute de la figwesimilarité chimiosensorielle relative entre le
liquide amniotique, le colostrum et les laits déwé et de fin de lactation a été représentée awec
gradient colorimétrique : les couleurs similainedigquent un fort chevauchement du profil olfactd
différents substrats et inversement. La partieddssla figure représente les variations de langgpo
sélective du nouveau-né a I'égard des odeurs tepiaglevés a des stades de lactation différents.

De plus, nous avons mis en lumiére un mécanismeremeu exploré chez les mammiferes :
I'existence de réponses sélectives des nouveaa-tiégard du lait en fonction du stade de
lactation auquel il est obtenkigure 35). D’une part, les souriceaux agés de PO+ (8-1%8lc av
une breve expérience de tétée), P2 et P6 ont deagés d’'appétence envers I'odeur de laits
prélevés a des stades de lactation précoces paacaison a des laits de périodes de lactation
plus avancées. Cette sélectivité des souriceauxBBAlpour les odeurs de laits précoces
BALB/c se généralise également au lait de femallese autre souche (section IIl.3). Les
souriceaux BALB/c de 2 jours discriminent olfactivent entre les laits L2 et L15 de la
souche C57BL/6 et explorent plus le lait précoce D& plus, les souriceaux BALB/c sont
également sélectifs envers les odeurs de tétineenules allaitantes (BALB/c), en saisissant
préférentiellement celles des femelles d’ages tiactaels les plus précoces.

Ces réponses différentielles des nouveau-nés mettemmiére que le lait présente au moins
trois profils olfactifs différents au cours de léripde de lactationHigure 35): 1) la premiére
période de lactation se situe au cours du premigrgostnatal (de 0 & 15 h postpartum) ; 2) la
seconde période désigne les stades de lactationqes (du 9" au 6™jours postpartum) ; et
enfin 3) la troisiéme période concerne les stadelctation intermédiaires/tardifs (débutant

entre le ¥™jour et le 15™jour postpartum).
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Comment peut-on expliquer que des laits collectedébut de lactation émettent des odeurs
plus attractives que des laits de lactation targiwer des souriceaux d’ages précoces et déja
expérimentés a la tétée ? Une premiére hypothasdraib que des composés volatils actifs
soient émis en plus grande quantité en début duiete lactation pour favoriser I'acces a la
tétine et I'ingestion de colostrum. Ce phénomeng pencerner des ardbmes alimentaires qui
pourraient étre plus concentrés dans le colostruen dpns le lait mature, ou alors des
composés a valeur spécifique de signalisation tiWa¢Coureaud et al., 2006b; Schaal et al.,
2003). Une deuxieme hypothése se référe au faitepusouriceaux préferent les odeurs de
laits collectés a des stades de lactation auxglslent déja été confrontés. Suite a des
renforcements nombreux et variés, les nouveau-eésiest capables, dés la premiére
expérience de tétée, de percevoir la signaturetoléadu lait et de la mémoriser tout au long
de la période de lactation (Armstrong et al., 2@&;slama et al., 2005; Durand et al., 2003;
Mainardi et al., 1965).

D’autre part, des souriceaux a d'autres stadestglaloppement ont exprimé une exploration
non sélective a I'égard de laits présentant deslpuaifactifs différents: les souriceaux PO (4-

6 h de vie postnatale, sans expérience de tété&)=etLes souriceaux PO explorent de facon
équivalente les effluves de laits LO et L15. Ce#fgonse non sélective pourrait étre liée soit &
limmaturité du systéme chimioréceptif en termes digcrimination. Toutefois, plusieurs
études montrent une aptitude de dicrimination tilfacchez de trés jeunes nouveau-nés apres
une exposition directe, méme trés breve, aux od@lberts & May, 1984; Caza & Spear,
1984; Miller & Spear, 2008, 2010). Néanmoins, lxassité d'une telle exposition peut
paraitre contradictoire avec la notion de contéoifactive transnatale, 'odeur du colostrum
constituant en quelque sorte un rappel de I'odeumietique. Mais, effectivement, chez le
raton, pour qu'un odorant présentutero devienne apte a engager la saisie d’'une tétine, il
doit préalablement avoir été rencong#& uteroen association avec d’'autres agents de
renforcement maternels (léchages) (Perdersen &sBIl&882). Par ailleurs, les réponses
apparemment indistinctes des souriceaux PO poatratee dues a I'état de faim qui leur est
imposé des la naissance donnant lieu a des étamsotleation intenses commandant des

réponses indiscriminées.

De méme, les souriceaux de P15, sensoriellemest mphtures et expérimentés a la tétée,
explorent autant les odeurs de laits L2, L6 que.l(dés souriceaux plus agés, pourraient, a

l'inverse des plus jeunes, exprimer une motivatéuite a approcher I'odeur de lait au cours
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d’'une période ou ils commencent a ingérer des alisngolides, reflétant ainsi les prémisses
du sevrage. Par ailleurs, les souriceaux de P18&atconsommé les laits L2, L6 et L15 au
cours de leur développement, assignant a ces oldetdss un niveau identique de familiarité
et d’appétence. L'absence observée de préférefaioé envers des différents laits chez les
souriceaux de P15 peut aussi trouver une explicatin coté du fonctionnement
chimiosensorielle. Au fur et a mesure que les nauvees grandissent, leurs besoins vitaux
changent et la valence du lait se transforme aivément. De tels exemples de variations ou
d’'inversions hédoniques d'odeurs au cours du d@pelment sont fréquents chez les
rongeurs. Chez laouris domestique,les souriceaux dB10 sont attirés par I'odeur de litiere
(convoyant l'urine et feces) de leur mére par rappaine litiere de femelle non allaitante et
non familiere, mais cette préférence s'inverséigd’de 14 jours (Thomas et al., 2010). De la
méme facon, chez laouris épineuse(Acomys cahirinds les souriceaux de P15 et P20
préferent explorer la litiere de femelles allaietjue de femelles non allaitantes, alors que
cette préférence s’inverse a I'age de 25 jourgjisague les souriceaux de P2 sont toujours
attirés par les odeurs maternelles de femellesce@83our postpartum (Porter et al., 1978).
Des telles variations des préférences olfactivadsétd aussi rapportées chez le rat, ou les
ratons de 14 jours sont attirés par I'odeur des fecesgé®es de « phéromone maternelle »,
alors qu’a 8 jours de vie, les ratons n'y sont passibles (Moltz & Lee, 1983). La réponse
comportementale néonatale est synchronisée auwaissidn de la phéromone maternelle au
14°™ jour postpartum, et elle décroit progressivemestjji'a disparaitre autour du 21233
jour. Un phénomeéne comparable a été décrit chieppeau exposé a une concentration fixe
de phéomone mammaire. La réponse de recherche/satsmaximale entre 0 et 9 jours de
vie (90-100%), puis diminue au 10-éTfjours de vie, pour disparaitre complétement vers |
28™jour (Coureaud et al., 2008).

D’une facon générale, les nouveau-nés de mammigx@sment des réponses préférentielles
envers les odeurs maternelles et le lait adapgu@dge, tandis que les individus plus agés
approchant du sevrage apparaissent moins sensitdtes moins sélectifs envers les odeurs
lactées ou maternelles. Ces changements physiakegjigt comportementaux favorisent la
transition entre I'alimentation lactée et postdmcpermettant I'adaptation a la nouvelle niche

ingestive de I'alimentation typique des adultesde espece.
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4) PERSPECTIVES

Notre recherche a contribué a compléter les cosaates sur la communication chimique
mise en jeu dans les interactions meére-jeunes ghebpuris de laboratoire. Elle a permis
d’ouvrir plusieurs perspectives de recherches podar : 1) Les odorants qui déclenchent le
comportement de tétée ; 2) L'implication de I'odelur lait dans les apprentissages olfactifs
néonatals ; 3) La composition chimique du lait mwet sa variation au cours de la lactation,
4) La générabilisation des processus chimiosersoéel’espéce souris; 5) Le rble des
émissions chimiosensorielles néonatales dans lgatan du comportement maternel ; et 6)

la caractérisation des mécanismes analogues chezdele humain.
4.1) Les odorants qui déclenchent la tétée

L’identification de substrats mammaires qui faeilit la saisie de la tétine par les souriceaux
demande a étre complétée dans deux directionéidepptentiel de substrats non considérés

dans cette recherche et I'effet des interactionredas substrats.

Dans nos conditions expérimentales, seulement %0-88s nouveau-nés de PO se sont
montrés réactifs a I'odeur du liquide amniotiquedat colostrum, alors que 91% l'ont été
envers l'odeur de tétine de femelle allaitante. Awetre approche, nous ne sommes pas
parvenus a reproduire le potentiel réactogene titesilations olfactives qui opéerent dans les
conditions naturelles de tétée. Il serait tout & pessible qu'une autre substance, non
examineée ici, puisse jouer un réle dans le compuwte de tétée du souriceau, comme par
exemple, les sécrétions des glandes sébacéestélinta Les tétines murines sont en effet
pourvues de glandes sébacées apicales qui augmenteambre et en taille a partir duf1
jour de gestation jusqu'au ¥ jour de lactation (Koizumi et al., 2003). Ces ®iGns sont
peut-étre corrélatives de la production/excrétiensdcrétions dont on peut a présent évaluer

I'efficacité.

Les réponses de saisie modérées des souriceaurs amo& substrats candidats pourraient
également s’expliquer par le fait que ceux-ci aiété présentés séparément. Le fait de
fractionner les mélanges odorants a pour effet éthiire leur activité comportementale
(Muller-Schwarze, 2006; Miller-Schwarze & Houlihar§91). Or, des réactions chimiques
pourraient se produire entre fractions d’'un mélabgaogique. Par exemple, I'activité
enzymatique de la salive accélere la libératiomadéecules volatiles provenant de mélanges

alimentaires complexes (Buttner, 2002). Par coredigjul serait intéressant d’évaluer I'effet
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de la mise en mélange de substrats biologiquelesuéponses des souriceaux. Par exemple,
le profil odorant de l'effluve du lait ou du liguedamniotique pourrait étre notablement

modifié par un ajout de salive maternelle ou infant

La connaissance des mécanismes olfactifs mis edgjesi les comportements initiaux de tétée
peuvent ensuite étre appliqués a la compréhensistrdubles sensoriels et comportementaux
chez des souches présentant des troubles alimeEngaiécoces suites a des manipulations
génétiques. Par exemple, I'absence du déagel2 entraine chez le souriceau des troubles
séveres de la succion : les souriceaux ne tetemtepaneurent dans les 24h suivant la
naissance (Schaller et al., 2010). Comme le caffakctid participe a [linitiation du
comportement de tétée, nous pouvons supposer quietértion et/ou le traitement de

l'information chimiosensorielle émise par la meoaipait étre altérés chez ces nouveau-nés.
4.2) L'implication de I'odeur du lait dans les apprentissages olfactifs néonatals

Le contexte de tétée englobe de nombreux facteursrdorcement, comme la présence de la
mere, la chaleur, l'ingestion de lait, I'odeur @st.| Parmi ces stimulations, I'odeur du lait
porte, & elle seule, des effets renforcants nataplgisqu’elle induit les réponses pré-
ingestives et ingestives du souriceau dés les premheures de vie. Présentée de facon isolée
des autres stimulations renforcantes associée®rexte de tétée, 'odeur du lait pourrait
donc suffire a stimuler les apprentissages olfagtiEcoces. Les mécanismes sous-jacents au
pouvoir réactogene du lait pourraient dépendre decgssus d’apprentissage olfactif

extrémement rapide s’exercant chez le nouveautnénoore d’acquisitions prénatales.
4.3) Composition chimique du lait murin au cours de la &ctation

Nos travaux ont révelé que les souriceaux BALB/ecént les variations du profil olfactif
du lait de femelles BALB/c au cours de la lactatibes souriceaux d’ages précoces (mais
ayant eu une breve expérience de tétée) sontqtienfent attirés par I'odeur du lait de déebut
de lactation. Cette sélectivité envers les odeerdad « précoce » est observée également
pour le lait d’'une autre souche (C57BL/6). Aucumedé n’ayant, a ce jour, caractérisé le
profil olfactif du lait murin au cours de la ladtat, ces données sont difficiles a interpréter.
Seules des recherches sur la composition nutrgiveiochimique du lait murin ont été
réalisées. Le potentiel « informatif » du lait, garticulier a travers des composés odorants ou
sapides, n'a a ce jour pas été envisagé chez kssmamme il a pu I'étre chez I'espece

humaine ou le lapin. Une perspective prometteuseedeavail serait donc de comprendre la
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composition de I'odeur qui émane du lait murin @&ehtifier la fraction volatile invariante

en fonction de fluctuations environnementales ouvdeations génétiques. L'immense
variabilité génétique de la souris (e. g., soudmsanguines, KO, transgéniques) peut, a cet
égard, en faire un modele de choix pour l'analyse ltens entre génes, signaux odorants et

comportements néonatals.
4.4) Générabilisation des processus chimiosensoriels’adpece souris

Peut-on généraliser les mécanismes chimiosensatislen évidence dans cette recherche sur
les souriceaux issus de la souche de laboratoideBB2 a la totalité de I'espece souris. En
d’autres termes, nos résultats sont-ils représtnti I'especeMus musculuslomesticusou
sont-ils spécifiques a la souche de laboratoirdiétudans des conditions particulieres?

Par exemple, la covariation entre les propriétésnicisensorielles du lait/de la tétine
maternelle et les capacités sensorielles des sawricreste peu abordée chez les mammiferes.
Chez le lapin, il a démontré que les lapereaux dtimees présentent la méme réponse que
les lapereaux de nombreuses souches, y compris deuype sauvage, lorsqu’ils étaient
exposes a la phéromone mammaire (Coureaud et08i8).2En revanche, les levreaux n'y
réagissent pas (Schaal et al.,, 2003). Ces résutftattent en lumiére un mécanisme de
covariation entre émissions chimiosensorielles aldapine et capacités sensorielles des
lapereaux.

De futures études devraient utiliser 'avantageladeariabilité génétique de la souris pour
évaluer la généralisabilité des mécanismes idéntithez la souche BALB/c. L’étude de la
nature des substrats impligués dans l'induction g®nses néonatales pré-ingestives et
ingestives et de la réactivité sélective des seatig face aux odeurs de laits de différents
ages pourrait étre abordée en examinant les répaaseportementales des souriceaux issus

d’autres souches de laboratoire (C57BL/6, ...) edaleches sauvages.

4.5) Les émissions chimiosensorielles_néonatalelsgulatrices des comportements

maternels

Ayant focalisé notre intérét sur le nouveau-né aurs de cette thése, les questions
réciproques sur le réle des odeurs néonatales l@acsmportement maternel n'ont pas
mangué de surgir. Chez les mammiféres, les sigomiques émis par la progéniture sont a
la base de l'attraction maternelle et de la réaipeode la relation mere-jeunes (Keller &
Lévy, 2009). On connait I'importance des vocal®adi ultrasonores du souriceau dans

I'approche, le ramené au nid ou I'expression desaiaternels spécifiques (Crawley, 2000 ;
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Ehret & Bernecker, 1986 ; Weber & Olsonn, 2008). hature des odeurs infantiles
impliquées dans les interactions mére-jeunes pesteontre mal connue chez la souris. Chez
le rat, le dodécyl propionate a ainsi été identifids les sécrétions préputiales des ratons pour
induire le léchage de la mére favorisant la mictivéonatale (Brouette-Lahlou et al.,
1991a ;b). Par conséquent, des futures rechercleesaient décrypter les processus
sémiochimiques qui stimulent I'attention de la méagorisent la recherche et le contact avec
ses nouveau-neés et déclenchent les Iéchagespetdiions d’allaitements.

4.6) Le modéle souris: Modélisation des phénomeénes liéd la naissance

prématurée chez le nourisson

Les enjeux ultimes de nos questionnements sont idexmappréhender les mécanismes
sensoriels et cognitifs régissant le comportementétée chez les mammiferes dans le but
d’optimiser les premieres prises alimentaires, ev@iiaider a la compréhension des troubles
du comportement alimentaire fréquemment observég tds nouveau-nés humains nés a
terme ou prématurés (Mellier et al., 2008). Envi@¥% des naissances annuelles sont
prématurées en France (Goldenberg et al., 2009), wio des plus fréquents troubles est
lincapacité a initier le comportement de tétéesain maternel, voire méme, toute activité
d’'ingestion orale autonome. Grace a ses caradtgrest précoces, - capacités sensori-
motrices limités et incapacité a réguler leur terapge corporelle (Ehret, 1976; Weber &
Olsson, 2008) -, le souriceau nouveau-né est soweédectionné par les néonatalogistes pour
modéliser certaines conditions/phénomenes rendejgréar les nouveau-nés humains nés
prématurément (Armstrong et al., 2006; Bouslamal.et2005 ; Elovitz & Mrinalini, 2004 ;
Ratajczak & Muglia, 2008). Il convient cependantndéer que les nourrissons nés a terme ou
prématurés possedent des capacités auditives wlles beaucoup plus abouties que les

souriceaux de quelques jours de vie postnatale.

Etudier le développement des capacités sensoriellesognitives mis en jeu dans le
comportement de tétée chez le souriceau peut, paséquent, fournir des pistes de

recherches pour mieux appréhender les phénoméses Il prématurité du nourrisson.
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ANNEXES 1

EXPLORATION PREFERENTIELLE DES SOURICEAUX P 6 DANS UNE ARENE A DOUBLE-CHOIX
OLFACTIF (compléments section 11.1)

1) Role de I'odeur du lait dans la localisation déa tétine
But & Méthodologie

Dans une étude ultérieure (voir Al Ain et al., 2)1dous avons mis en évidence que les
souriceaux P6 préeferent explorer : 1) les odeudom@inales de femelles gestantes allaitantes
(FA) par rapport a celles de femelles gestantesafiaitantes (FNA), et 2) les odeurs émanant

d’'une zone mammaire d’'une FA par rapport a une atdeminale dépourvue de tétine.

Face a ces réponses comportementales différenni@es avons supposé que les résidus de lait
présents sur 'abdomen de FA, et plus particuli@mnsur ses tétines, pourraient expliquer
cette préférence des souriceaux envers les FAi,Aixsgouttes de lait (14 pL/goutte, soit 84
puL au total) ont été déposées sur 'abdomen de Féohdition A) et quatre gouttes (14
uL/goutte, soit 56 pL au total) ont été déposéesisa zone abdominale dépourvue de tétine

d’'une FA (condition B ; voiFigure 1).

L’age lactationnel des femelles allaitantes utdsé(i.e., animaux-stimuli ou femelles
donneuses de lait) était situé entre I€"@t le 14™jour de lactation. Ce choix a été motivé
par le fait que le lait est produit en plus gragdantité a cette période de lactation (Hanrahan,

1970). Les femelles étaient isolées 4 heures dedast. Le lait utilisé était frais.

A B

FA 5 «— FNA

Tétine
découverte

Zone inter-tétines
découverte+Gouttes de
lait

Goutte Zome de tétines

Souricean delait inguinales découverte

P6

Souriceau
P6

Figure 1. Représentation du test d’exploration de deux abdsrde femelles BALB/c pour des
souriceaux P6. A) femelle gestante allaitante (¥\JFemelle gestante non allaitante (FNA) + 6
gouttes de lait frais ; B) Zone de tétines décaevdiune femelle gestante allaitante (RA)
Zone inter-tétines découverte d’'une femelle gestalthitante (FA) + 4 gouttes de lait frais.
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Résultats

Nous avons mis en évidence que la préférence erurfades FA est abolie par I'ajout de
guelques gouttes du lait frais sur I'abdomen des BFRNgure 2 ; N=21,t=0.176, p=0.862). De
méme, la préférence pour la zone mammaire d’'uned$tfbolie par I'ajout de gouttes de lait

déposées sur une zone abdominale dépourvue de datime FA (N=20t=1.027, p=0.317).

) A Durée (s) B
Durée (s)
120 120
100 100

FA Tétines FA Inter-tétines + LF

FA FNA +LF

Figure 2. Temps moyen (+ ES) passé par les souriceaux P&larex chaque

stimulus : A) Abdomen de femelle allaitante (FA). vibdomen de femelle non
allaitante (FNA) + Lait frais (LF); B) Zone découte avec tétines d’'une femelle
allaitante (FA) vs. Zone découverte dépourvue d@daéd’'une femelle allaitante
(FA) + Lait frais (LF).

Conclusion

Ce résultat peut étre expliqgué par le fait quealé puisse étre un substrat responsable de
I'attraction des souriceaux vers I'abdomen desisallaitantes, et plus particulierement, vers

leurs tétines.

2) Attraction absolue et relative envers I'odeur ddait murin congelé

But & Méthodologie

Tout d’abord, nous avons évalué I'attraction absale I'odeur du lait murin congelé et celle
d’'un odorant non familier, le lyral (odeur floralglasssiquement utilisé comme stimulus
olfactif chez les rongeurs (conditions A et B). Poela, des échantillons de lait congelé (LC)
ou de lyral ont été simultanément exposés a urukisrtémoin, i.e., I'eau. Enfin, nous avons
testé I'attraction relative du lait murin en expaissimultanément les souriceaux P6 aux odeurs

de lait congelé et de lyral (condition C).
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Comme précédemment, I'age de production du lait sitaé entre le 19" et le 14™jour de
lactation. Par ailleurs, les échantillons de lait été congelés entre 8 et 21 jours a -80°C pour
la condition A (durée moyenne de 15.7 + 1.6 jowtsentre 5 et 12 jours a -80°C pour la
condition C (durée moyenne de 7.1 £ 0.7 jours).

Six gouttes (14 pL/goutte, soit 84 uL au total) érg déposées sur un corset en polypropylene

suivant une organisation spatiale fixe et un espace régulier entre les gouttes.

Résultats

Les résultats présentés dand-lgure 3 montrent, tout d’abord, que I'odeur de lait corgel
(L10-L14) est attractive pour les souriceaux P64Bl+= 2.494; p=0.021), alors que I'odeur de
lyral ne I'est pas (N=22=0.438; p=0.666). Par ailleurs, I'odeur de lait gelé est préférée a

celle du lyral lorsque ces deux stimuli sont exgasmultanément (N=23+3.064, p=0.006).

Durée (s)

120

100

80

60

Lait congelé Eau Lyral Eau Lait congelé Lyral
(L10-L14) (L10-L14)

Figure 3. Temps moyen (+ ES) passé par les souriceaux P&plarer chaque
stimulus: A) Lait congelé vs. Eau, B) Lyral vs. Eaet C) Lait congelé vs. Lyral
(testt de Student ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01).

Conclusion

Ces résultats montrent qu’un substrat olfactif,| quél soit, n’est pas forcément attractif pour
un souriceau P6. L'odeur de lait méme congelégesint a elle, préférée a celles des substrats

témoin et contrdle, i. e., I'eau et le lyral.

189



3) Pouvoir attractif du lait murin frais et effet d e la congélation

But & Méthodologie

A présent, nous avons évalué le pouvoir attractifait frais (LF) pour des souriceaux P6 en
présentant simultanément cette odeur lactée faleel'@au (condition B). Afin de mesurer un
éventuel effet de la congélation sur le pouvoiaattf du lait, nous avons également opposé du
LF et du LC (condition C). En effet, nous avonscgdemment mis en évidence que 'odeur de
LC est attractive (condition A) ; la condition Cusopermet donc d’examiner si la congélation

du lait de souris modifie la qualité et le pouv@actogene du lait.

L’age de production du lait était entre et le 14™jour de lactation. Par ailleurs, les
échantillons de lait ont été, soit utilisés fraistg apres la traite (10 min au maximum apres la
traite), soit congelés entre 1 et 8 jours a -806Grpa condition C (durée moyenne de 5.10 +

1.1 jours).

Six gouttes de lait (14 plL/goutte, soit 84 pL ataljoont été déposées sur un corset en
polypropyléne suivant une organisation spatialee fet un espacement régulier entre les

gouttes.

Résultats

Les résultats présentés dansFigure 4 illustrent la capacité des souriceaux de 6 jours a
détecter et a étre attirés par 'odeur du lait eler lespece. Lorsque le lait est présenté par
rapport a de I'eau, les souriceaux P6 se diriggnificativement plus longuement vers I'odeur
de lait qu'il soit congelé (N=235 2.494; p=0.021) ou frais (N=2%2.62 ; p=0.017). De plus,
les souriceaux P6 passent plus de temps vers é&sde lait frais par rapport a celles de lait

congelé.
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Durée (s)

A B C
120
* * * %
100
80
60 gl ——————————— S — —————— — — — — R — — — — —
40
20
0
Lait Congelé Eau Lait Frais Eau Lait Frais Lait Congelé
(L10-14) (L10-14) (L10-14)  (L10-14)

Figure 4. Temps moyen (+ ES) passé par les souriceaux Rflarer chaque
stimulus : A) Lait congelé vs. Eau; B) Lait frais.\Eau ; et C) Lait frais vs.
Lait congelé (testde Student ; * p<0.05 ; ** p<0.01).

Conclusion

Ces résultats indiquent ainsi que la congélatiamodifié la composition chimique du lait et a,
par la méme, altéré le pouvoir attractif du sulbstrtdme si celui-ci reste réactogene pour des

souriceaux P6.

4) Reconnaissance du lait maternel

But & Méthodologie

Afin d’évaluer la capacité des souriceaux P6 ameatre I'odeur du lait de leur propre mére,
nous les avons exposés a des odeurs de « laitmabteet de « lait non maternel », c’est a dire
provenant d’'une femelle non familiére et non appirelLes laits provenaient de femelles de

méme age lactationnel (i.e>8jour post-partum, L6) et de méme régime alimeatair

Six gouttes de lait frais (14 pL/goutte, soit 84 @l total) ont été déposées sur un corset en
polypropyléne suivant une organisation spatialee fet un espacement régulier entre les
gouttes.
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Résultats

Les souriceaux P6 ont exploré de facon similaissdeux compartiments odorisés aux laits
maternel et non materndtigure 5 ; N=20, t=1.016, p=0.942).

Durée (s)
120

100

80

60 —_—
40
20
0

Lait maternel (L6) Lait non maternel (L6)

Figure 5. Temps moyen (+ ES) passé par les souriceaux P@larexchaque
stimulus : Lait frais maternel vs. Lait frais nomaternel.

Conclusion

Ces résultats peuvent étre interprétés de diffésefatcons : 1) toutes les femelles allaitantes
BALB/c au méme stade de lactation produisent uh paésentant des propriétés chimio-
sensorielles identiques, 2) soit les profils oifacties laits maternel et non maternel difféerent
mais les souriceaux n'y sont pas sensibles, 3) miin,eles souriceaux pergoivent ces
difféerences olfactives mais n’expriment pas de ocorgments discriminants dans nos

conditions expérimentales.

5) Reconnaissance olfactive du régime alimentaireaternel
But & méthodologie

Cette étude a eu pour but d’évaluer la capacitésdesiceaux a exprimer une exploration
différentielle envers des laits provenant de feeselhllaitantes (non familiéres et non
apparentés) nourries, soit a un régime alimentsiirelaire a celui de leur mere, soit a un
régime différent de celui de leur mere. Ainsi, egitude a consisté a exposer les souriceaux a

des odeurs de « lait similaire au régime materredl de « lait différent du régime maternel ».
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Par ailleurs, les deux régimes alimentaires praopoStient dits: standard (propriétés
nutritionnelles standards de laboratoire) ou emrjplopriétés nutritionnelles avec une teneur
accrue en protéines). Les deux laits provenaierfeaelles au méme age de lactation (L10-
14).

Six gouttes de lait frais (14 pL/goutte, soit 84 @i total) ont été déposées sur un corset en
polypropyléne suivant une organisation spatialee fet un espacement régulier entre les

gouttes.

Résultats

Les souriceaux P6 ont exploré les deux stimuliad@i similaire, que le régime maternel soit
standard (N=21t=0.603, p=0.555) ou enrichi (N=1851.450, p=0.163)Kigure 6).

Durée (s)

120 A B

100

80

R — — — — S

40

20

0

Régime maternel Régime non Régime maternel Régime non
enrichi maternelstandard standard maternel enrichi

Figure 6. Temps moyen (+ ES) passé par les souriceaux Pplarexchaque stimulus : A) Lait
frais identique au régime maternel (i.e., enrieisi) Lait frais différent du régime maternel (i.e.,
standard) ; et 2) Lait frais identique au régimdemeel (i.e., standard) vs. Lait frais différent du
régime maternel (i.e., enrichi).

Conclusion

Plusieurs interprétations peuvent étre proposéese@liquer ces reponses comportementales
indifférenciées: 1) soit les propriétés chimioseiedles de ces laits restent identiques malgré
des régimes alimentaires différents ; 2) soitpledils olfactifs des laits varient en fonction du

régime alimentaire mais les souriceaux n'y sontgmsibles ; ou 3) les souriceaux pergoivent

ces fluctuations olfactives mais n’expriment pasxgioration différentielle entre ces stimuli.
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ANNEXE 2

SAISIE DE TETINE DE FEMELLES ALLAITANTES A DIFFERENTS AGES LACTATIO  NNELS PAR DES
SOURICEAUX P1 (compléments section 11.2)

But & méthodologie
Nous avons testé si les tétines de femelles ail@saau cours de la lactation émettaient des
odeurs réactogenes pour des souriceaux P1. Duraesude 2 min, le museau des souriceaux

P1 a été mis en contact léger avec une tétinendelife allaitante non familiére a§ jour post-

partum (N=23) ou au £0%jour post-partum (N=22).
Résultats

Les résultats sont représentés dariiglae 7.

%
souriceaux A Nombre de B
P1 saisissant succion
la tétine

100 100

80 80
60 60
40 40

o .

FAL1(BALB/c) FAL10 (BALB/c) FA L1 (BALB/c) FAL10 (BALB/c)

120

100

80

60 M Latence (s)

O Durée (s)

40

20

FAL1 (BALB/c) FAL10 (BALB/c)

Figure 7. Réponses orales des souriceaux P1 lors d’un ¢esaidie d’une tétine de FA atl jbur
post-partum (FAL1) ou au i jour postpartum (FAL10). (A) Pourcentage de samaicx
saisissant une tétine de FA ; (B) Nombre de mouwmtsnaraux lors de la saisie (moyenne + ES) ;
(C) Latence avant la premiere saisie (moyenne * E3) Durée de saisie (moyenne + ES).
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Conclusion

Les réponses orales des souriceaux P1 lors d'tidléesaisie d’une tétine de FA alitjour
postpartum (FAL10) sont tres faibles et sont simgkaa celles rapportées pour une tétine de
femelle non allaitante. Une tétine de FAL10 appav&hiculer peu de composés olfactifs
réactogenes pour des souriceaux P1.
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ANNEXE 3

LES CAPACITES D’ APPRENTISSAGE ASSOCIATIF CHEZ LES SOURICEAUX PO-P1 (compléments
section 11.3)

1) Apprentissage olfactif associé a I'expérience détée a PO-P1

a) Expérience A

But

L’expérience A se propose de tester l'effet de dpuis d’'une seule association entre le

limonene et la tétée chez des souriceaux P1.

Phase d’apprentissage et de test

Le pattern d’exposition de I'odorant, le limonérma association avec la tétéeigure 8),

consiste soit en deux expositions de deux heuedte(p 1), soit en une seule exposition d’'une
heure (pattern 2). Deux groupes expérimentaux deicgaux sont exposés au limonéne
6,06.10°M en association avec la tétée : I'un selon legpatl (n=19), I'autre selon le pattern 2

(n=20). Un groupe de souriceaux témoin (n=20) ®sbse a I'eau selon le pattern 1.

Apres la phase d’apprentissage, tous les souricganixsoumis a un test de saisie d’'une tétine
de FNA odorisée au limonéne 6,06°M pendant 2 min. Le temps de rétention entre

I'apprentissage et le test est d’'une heure.

PO 19158 Pl g [ Période d’exposition
‘ l | 4 a l'odorant (eau ou
(h [ % | [ % | » limonéne
Tk I
PO [2.15% Pl =
@ | al

»
ih

Figure 8. Patterns d'exposition des souriceaux au limoG®@ 10°M ou & I'eau. PO : naissance ; P1:
premier jour de vie post-partum (24-36h) ; S : tstsaisie d’une tétine de FNA odorisée au limonene
6,06.10°M.

Résultats

Comme le montre I&igure 9, exposer des souriceaux au limonéne 6,08VL8n association
avec deux fois deux heures de tétée (barres gris@ermis de déclencher des réponses de
saisie orale significativement différentes de celiir groupe témoin exposé a I'eau pendant

I'apprentissage (barres blanches). Le groupe exgétial exprime des réponses orales de
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saisie plus frequentes (Figure 9A, p = 0.026),amps de latence de saisie plus court (Figure
9C, U =268, p = 0.019) et une durée de saisielphgue (Figure 9D, U = 124, p = 0.048).

Au contraire, les souriceaux exposés au limonéde.B)°M au cours d’'une seule tétée d’une
heure (barres noires) expriment des réponses coenpentales de saisie orale similaires a

celles observées chez le groupe témoin, expos@a pendant la phase d’apprentissage.

A B

100+
80
60
40
207

Pourcentage de saisie
Mouvements [/ seconde

C D
120 —=— 120
— 1004 —— — 100~
= 80+ = B0
E B0+ £ B0
2 40 2 oagq —
28 2= [
U_

ima. Lima. Limo. Limeo.
Eau 2xZh 1xth Eau ZxZh 1x1h

Figure 9. Réponses orales des souriceaux a P1 lors d'uddesaisie d’'une tétine de FNA odorisée au
limonéne 6,06.16M, suite & deux fois deux heures (barres grises)naufois une heure (barres noires)

d’association entre un odorant (limonéne 6,08MPou un contréle (eau) et le contexte de tétée et
apres une heure de rétention. (A) Pourcentage utecsaux saisissant une tétine de FNA ; (B) Nombre
de mouvements oraux lors de la saisie (moyenne)t ES Latence de saisie (moyenne = ES) ; (D)

Durée de saisie (moyenne + ES). * p < 0.05.

Conclusion

Une phase d’apprentissage associant le limonemenafdis deux heures de tétée a permis de
déclencher la saisie d'une tétine de FNA odorisgédirmonene une heure apres la derniere
association. Cependant, une seule exposition dwuee au limonéne en association avec la
tétée ne semble pas étre suffisante pour que méme acquiere le pouvoir inducteur de saisie

d’'une tétine de FNA odorisée au limonene.
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b) Expérience B

L’expérience Bse propose de tester I'effet de deux associs de deux heur entre le

limonéne et la tétéehez des souriceaux .

Phase d’apprentissage et de

Le pattern d’exposition a I'odorant en associatimec la tétée a0 (Figure 10) consiste en
deux expositions de delneure ; la premiére exposition débutant avant que la prentétée

ne soit initiée et apres que tous les nou-nés soient nés (N=16).

PO 5 P1
i *
2h 2h 2h 1h

Figure 10.Pattern d'exposition des souriceaux PO au limo6&@®&1(°M. PO: naissanc ; P1 : premier
jour de vie post-partum (24-36h}%: test de saisie d’une tétine de FNA odorisée moriene 6,06.7
2

M.

Résultats

Nous avons mis évidence que 56% (9/16) des souride@ testés ont se une tétine de FNA
odorisées au limonéne et la latence avant la preisaisie de tétine était de 61.03 s (£13.5:
La durée moyenne de saisie de la tétine était d&224 (= 7.10 <et le nombre moyen c
mouvements de succion était de 37.56 (x 12.11)u dioe vitesse de succion de 1

mouvement/s (x 0.25 mvt/s) en moye sur les 2 min de test.

Conclusion

Ces résultats suggerent que les souriceaux a daamaie sont capables d’associer un odt
neutre avec unexpeérience dd¢étée de deuxois deux heures. Ce groupe expériral doit
néanmoins étre complééd un groupe témoin de souriceaux exposés a I'gaaulus témoin

doit étre testé pour pouvaigellemer conclure sur cette capaciiéonatal.

2) L’odeur du lait : Stimulus renforcateur des apprentissages olfact ?

Nous avons misen évidence une situation expérimentale dans |egu&pprentissag
associatif entre un odorantletcontexte de tét est possible. Cependate contexte de téte
est trées complexe et englobe de nombreux factpuésénce de la mere, chaleur, inion de
lait et renforcement postgestif, odeur de lait, etc Chez la sourisnous pouvons not
interroger sur la nature déacteursqui ont permisd’induire ce type apprentisse. Est-ce
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I'ingestion de lait et le renforcement post-ingegtii suit ? Est-ce simplement I'odeur du lait ?
Afin de répondre a ces questions, les expériences [T se proposent de tester I'effet d’'une
exposition au limonéne, en association avec |'oddairlait (renforcement olfactif), sur la

réponse de saisie orale des souriceaux P1 exposéstatine de FNA odorisée au limonéne.
a) Expérience C : Exposition collective

Groupes expérimentaux

Cette expérience comporte trois groupes expérimgntan premier groupe de souriceaux est
exposé au limonéne M et & I'odeur du lait afin de tester le potenfieLivoir renforcateur de
'odeur du lait lors d'un apprentissage associ@ti£1l6). Un second groupe est exposé
uniquement au limonéne M et servira de contréle pour s'assurer qu’'un odbdevenu
familier ne déclenche pas le comportement de sdisige tétine (n=19). Enfin, un troisieme
groupe de souriceaux est exposé uniguement a €eaarvira de témoin pour vérifier que le
limonéne n’induit pas de comportement spontanéadgesd’une tétine suite a cette procédure
(n=19). Chacun des trois groupes est soumis a laamn@océdure d’exposition (décrite ci-

dessous) ; seul 'odorant varie.

Procédure générale d’exposition collective

La procédure générale d’exposition consiste aridalenére de la portée pendant deux heures
pour motiver les petits a téter, puis a exposestesgiceaux au stimulus odorant pendant une
durée de cing minute§igure 11). L’exposition est collective et se fait a I'aidaine cloche
d’exposition Figure 12). Cette cloche est constituée d’une boite de pétournée. Un carré
(2,5 x 2,5 cm) de papier absorbant inodore (absorbaiversel, 3M PowerSorb p-110) est
scotché sur le haut de la cloche. Un volume del%i® ithaque odorant est déposé sur ce carré
en prenant soin de ne pas mélanger les gouttesalitede la cloche est percé de trous afin de
permettre I'aération du dispositif. Lors de cetipasition collective, le pere est retiré de la
cage pour éviter qu’il ne perturbe linstallatidburant toute la procédure, la cage est placée
sur une plague chauffante réglée a 40°C pour éwiterhypothermie des nouveau-nés. Le test
de saisie de tétine de FNA odorisée au limonén#16st réalisé 1h aprés la fin de la phase

d’exposition.

PO 12.154 p1 3 [ Période d’exposition
| A l R a l'odorant

.

Figure 11. Pattern d'exposition des souriceaux au limonén#iét a 'odeur de lait, uniquement au
limonéne 10M ou & I'eau pendant cing minutes. PO : naissafE; premier jour de vie post-partum
(24-36h) ; S : test de saisie d’une tétine de FNArisée au limonéne M.
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Figure 12. Schéma de la cloche d'exposition olfactive utiliqgeur I'exposition collective des

souriceaux P1.

Résultats

Les résultats sont présentéskégure 13. Apres une exposition collective de cing minutes,
souriceaux exposés au limonéne®0en association avec I'odeur de lait expriment une
réponse comportementale de saisie orale similabadl@a observée chez les groupes témoins et

contréle dans nos conditions expérimentales.
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Figure 13. Réponses orales des souriceaux P1 (Moyenne +(#&3 &h de rétention, lors d’'un test de
saisie d'une tétine de FNA odorisée au limonéng R@durcentage de souriceaux saisissant une tétine d
FNA ; (B) Nombre total de mouvements oraux lordadsaisie ; (C) Nombre de mouvements oraux par
seconde ; (D) Latence (gauche) et Durée (droitespge de la tétine.
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Conclusion

Dans nos conditions expérimentales, 'odeur dudssociée a celle du limonene n’a pas suffi a

conditionner le comportement de saisie de tétinaeeltétine de FNA odorisée au limonéne.

b) Expérience D : Exposition individuelle

Groupes expérimentaux

Cette expérience comporte trois groupes expériragntan premier groupe de souriceaux est
exposé au limonéne 6,060 et & l'odeur du lait afin de tester le potentjguvoir
renforcateur de I'odeur du lait lors d’un appresdige associatif (n=20). Un second groupe est
exposé uniquement au limonéne 6,08NIGet servira de contréle pour s’assurer qu’un odbra
devenu familier ne déclenche pas le comportemergaitde d’'une tétine (n=17). Enfin, un
troisiéme groupe de souriceaux est exposé uniguedriarau et servira de témoin pour vérifier
qgue le limonene n’induit pas de comportement spani@de saisie d'une tétine suite a cette

procédure (n=20).

Phase d’apprentissage et de test

La procédure générale d’exposition au limonénessociation avec I'odeur de lait, consiste 1)
a isoler la mere de la portée pendant deux heuvas motiver les petits, 2) a déposer le
souriceau dans une coupelle en plastique (diane&b cm) contenant de la litiere du nid
pendant cing minutes pour qu’il s’habitue a I'epwinement d’exposition, 3) a maintenir le
souriceau sur le ventre en appuyant délicatemestt dgux doigts sur ses omoplates, 4) a lui
présenter, a 2 mm de son museau, deux cotonsatigeses sur lesquels sont déposés le ou les
odorant(s) et 5) a le replacer dans le nid avgmete pendant une heure (temps de rétention).
Pendant les phases d’habituation et d’expositi@rgolupelle contenant le petit est placée sur

une plaque chauffante (35°C) pour éviter toute biygmnie du nouveau-né&igure 14).

Afin d’éviter une trop grande détérioration de ceémsalus olfactif lors de la phase

d’apprentissage, la durée d’exposition a doncigéefa cinq minutes.
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Figure 14. Phase d'exposition des
stimuli olfactifs a un souriceau P1.

Apres la phase d’apprentissage, tous les souricganixsoumis a un test de saisie d’une tétine
de FNA odorisée au limonéne 6,06°M Le temps de rétention entre I'apprentissage é&st

est d’'une heure.

Résultats

Les résultats sont présentéskegure 15. Une exposition de cing minutes a P1 au limonéne
6,06.10°M en association avec I'odeur de lait (barres mjisiffit pour induire des réponses
comportementales de saisie orale significativentifférentes de celles du groupe témoin,
exposé a l'eau pendant I'apprentissage (barreschde). En effet, le groupe expérimental
exprime des réponses plus fréequentes (Figure 14A0®48), un temps de latence de saisie
plus court (Figure 14C, U = 271, p = 0.028) et doete de saisie plus longue (Figure 14D, U
= 129, p = 0.028). Bien gu'’il ne soit pas significament différent du groupe contréle, le
nombre de mouvements oraux pendant la saisieauisi tendance a étre plus important chez

le groupe expérimental (Figure 14B, U = 140, p36a@).

Dans les mémes conditions, une exposition au limerg06.16M seul (barres grises) suffit
également a induire des réponses comportementaessatsie orale significativement
différentes de celles du groupe témoin, exposéeaul’ pendant I'apprentissage (barres
blanches). En effet, le groupe expérimental expuie® réponses plus fréquentes (Figure 14A,
p = 0.003), un plus grand nombre de mouvementsxdoas de la saisie (Figure 14B, U = 95,
p = 0.012), un temps de latence de saisie plug ¢bigure 14C, U = 265, p = 0.0014) et une
durée de saisie plus longue (Figure 14D, U = 840m004).
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Figure 15. Réponses orales des souriceaux P1 lors d’'un ¢esaidie d'une tétine de FNA odorisée au
limonéne 6,06.18M, suite & cing minutes d’association entre un adorlimonéne 6,06.1M) et
I'odeur de lait (barres noires), ou cing minutesxgiosition a un contréle (limonéne 6,06°Mseul,
barres grises) ou a un témoin (eau, barres blapheha@pres une heure de rétention. (A) Pourcerdage
souriceaux saisissant une tétine de FNA ; (B) Nendle mouvements oraux lors de la saisie par
seconde (moyenne + ES) ; (C) Latence de saisiedm@y+ ES) ; (D) Durée de saisie (moyenne * ES).
*p<0.01;*p<0.05.

Conclusion

Les résultats de cette expérience montrent qu'upesition de cing minutes au limonéene en
association avec I'odeur de lait permet a cet agda¥acquérir le pouvoir inducteur de la saisie
d’une tétine de FNA. Ce résultat semble montrerlmaeur du lait pourrait intervenir en tant
que renforcateur lors de cet apprentissage. Cependans le contexte thermo-tactile
d’apprentissage de I'Expérience D, une expositioiguement au limonéne ™ permet
également d’'induire cette réponse de saisie oiex hypotheses pourraient expliquer ces
résultats. La premiére serait que le limonene@juis le pouvoir inducteur de la tétée par un
meécanisme cognitif d’apprentissage non associdétibbituation. La seconde hypothése serait
que la méthode et le contexte d’apprentisgagesesoient renforcant. En effet, les souriceaux
sont dans un environnement connu (litiere du néd), une plaque chauffante (stimulation

thermique) et maintenu sur cette plaque avec deigtsd(stimulation tactile).
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ANNEXE 4

EXPLORATION PREFERENTIELLE DES SOURICEAUX BALB /C P6 ENVERS DES LAITS EXTRAITS A

DIFFERENTS STADES DE LACTATION (compléments section I11.1)
But & Méthodologie

Ces expériences ont pour but d’évaluer les préé@snlfactives des souriceaux P6 face a des

laits produits a différents stades de lactation.

Les souriceaux P6 sont introduits dans une arestanmgulaire a double-choix olfactif pendant
2 min. Le temps passé a explorer chacune des dmesodorisées a été comptabilisé, soit 1)
un lait agé entre 6h et 32h post-partum (LO-L1) r@aport a un lait agé de"s jour post-
partum (L6-L7), ou 2) un lait agé entre 48h et paist-partum (L2-L3) par rapport a un lait
age de §our post-partum (L6-L7).

Résultats

Les résultats sont représentés dariSdare 16.

Durée (s) A B
120
100
80
60 T — -1
40
20
0

Lait LO-L1 Lait L6-L7 Lait L2-L3 Lait L6-L7

Figure 16. Durée moyenne (+ ES) passée dans un test d'aréheuldle choix-olfactif pour des
souriceaux de 6 jours (P6) exposés a : A) un kibae entre les 6h et 36h post-partum (LO-L1) ws.

lait extrait au 8™ jour post-partum (L6-L7); B) un lait extrait en#8h et 72h post-partum (L2-L3) vs.
un lait extrait au 8™jour post-partum (L6-L7). La ligne en pointilléedique une orientation aléatoire.
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Conclusion

Les souriceaux P6 expriment des réponses d’exparaimilaires envers les stimuli lactés
suivants : LO-L1, L2-L3, et L6-L7. Ces réponses ponementales indifférenciées pourraient
révéler une absence de fluctuation du profil oifadt lait entre le I et le 6-7™ jour post-
partum et entre le 223%jour et le 6-?jour post-partum. Néanmoins, une précédente étude
(voir section I11.2) a montré que les souriceau8els h de vie étaient capables de discriminer
entre certaines périodes de lactation et préférdieseur d’un lait produit le ¥ jour post-
partum par rapport a des laits produits &If pur ou 15™¢jour post-partum, soulignant ainsi
des fluctuations des propriétés chimio-sensorialiedait au cours de la lactation. Une autre
explication serait que le lait puisse étre chargéalplus grande quantité de composés olfactifs
actifs /attractifs au cours de la premiere semdaéactation afin de faciliter la prise lactée des
souriceaux d’'ages précoces. Enfin, un mécanismapdigtissage pourrait €également opérer.
En effet, les souriceaux agés de 6 jours ont dgjaré et donc expérimenté les laits de la
premiére semaine de lactations (LO a L6). L'odericds laits a donc pu étre mémorisée grace
a l'association renforgante des nombreuses tétésfo(cements ingestif et post-ingestif).
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ANNEXE 5

ORIENTATION PREFERENTIELLE DES SOURICEAUX BALB /C P2 ENVERS DES ODEURS DE LAITS

ISSUS DE FEMELLES DE DIFFERENTES LIGNEES (compléments section I11.3)

But & Méthodologie

Ces deux expériences ont pour but d’évaluer |lefeéces olfactives des souriceaux BALB/c
P2 face a des laits issus de femelles provenardiftrentes lignées : leur propre lignée
BALB/c et la lignée C57BL/c. L'objectif est de testla capacité des souriceaux de lignée
BALB/c de 2 jours & discriminer: 1) entre les odede laits BALB/c et C57 extraits ai™
jour post-partum, et 2) entre les odeurs de ladBc et C57 extraits au £5°jour post-

partum
Les souriceaux sont soumis a un test d’orientatéphalique de 2 min.
Résultats

Dans le test opposant les laits de lignées BALBIESY prélevés au®@®jour de lactation, les
souriceaux P2 passent plus de temps vers l'odelaitd€57 que vers I'odeur de leur propre
lignée Figure 17; t= -2,270; p= 0,033). Cependant, ils dirigent lewseau de facon aléatoire
lorsque des laits de lignées BALB/c et C57 de tamtatardive L15 sont présentés
simultanémentt€0,650; p= 0,521).

Durée (s)

180

150
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Figure 17. Durée moyenne (+ ES) passée dans un test d’di@mizephalique a double choix-olfactif
pour des souriceaux de 2 jours : A) lait de soBAEB/c au 2™ jour post-partum (BALB/c-L2) vs. lait
de souris C57BL/6 au®? jour post-partum (C57-L2); et B) lait de souris IH&c au 15™ jour post-
partum (BALB/c-L15) vs. lait de souris C57BL/6 a5°1° jour post-partum (C57-L15). Testsde
Student, * p< 0.05. La ligne en pointillée indiguee orientation aléatoire.
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Conclusion

Ces résultats signifient que le lait émet une sigesolfactive spécifique de la lignée atf'?
jour de lactation, percue par les souriceaux BALBZ; et que la lignée C57 produirait des
composés volatiles plus actifs que ceux émis piigteée BALB/c au 2™ jour de lactation.
Néanmoins, les laits de lignées BALB/c et C57 detaldon tardive sont, quant a eux,
considérés comme équivalents par les souriceaul8B/c, soit parce que leurs propriétés
chimio-sensorielles sont similaires, soit parce lggesouriceaux ne sont pas sélectifs face a des

laits non familiers (non appareillés en termes e’égde lignée).
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ANNEXE 6

M ESURES THERMIQUES

Température
(°C)

Cage normale Cage sur plaque chauffante (40°C)

i 26.40 °C 30.50 °C
Mesures au sein d¢

la cage hors du nic 26.30°C 30.70 °C
26.00 °C

32.00 °C
30.20 °C
32.00 °C

36.00 °C
36.00 °C

Mesures au sein d
nid

Avec 15 minsans 30 min sans Avec 15 minsans 30 min sans
parents parents parents parents parents parents
Mesures sur les 36.40 °C 34.40 °C 33.70°C 37.00 °C 36.60 °C 36.60 °C
souriceaux au seir. 36.50 °C 34.60 °C 33.80 °C l 37.00 °C 36.00 °C 36.70 °C
du nid I 36.50°C 33.00 °C 34.00 °C |1 36.20 °C
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ANNEXE 8
COMMUNICATIONS

1) Publication - Chemical Signals in Vertebrates XI(2013)

Chapter 6
Suckling Odours in Rats and Mice: Biological Substates that Guide
Newborns to the Nipple

Bruno Patris, Syrina Al Ain, and Benoist Schaal

Abstract It is a general strategy for mammalian femalesnit edour signals to direct their offspring
to the mammae and to motivate their suckling. Thevigal of newborns depends on their own
capacities to exploit the cues emitted by theirhmagtor by conspecific lactating females, and tedi
their behaviour to the vital targets on the mothdaody - the nipples. This chapter synthetises data
some natural substrates that contribute to nipgdeching and grasping in the newborns of (laboyator
strains of) two phylogenetically-close specigaftus norvegicuandMus musculus

6.1 Introduction

To survive, all mammalian neonates have to intezfftiently with the mother (and in rare caseshwit
the father) to simultaneously obtain care and ptaip, as well as energetic, nutritional, proteetiand
informational resources. To reach these resouioésnts depend on their own neural and motor
capacities to exploit the sensory cues emitted bhjemal females. Once in physical contact with the
mother, the targets of neonatal sensory and betaliskills are the nipples (Schaal 2010). But grea
taxonomic differences in neonatal sensory and mabilities are associated with different levels of
offspring development at birth. Here, the discussidl be restricted to two representatives of tneer
Rodentia family Muridae, sub-familyMurinae, namely the domestic forms Bfattus norvegicuand
Mus musculusThe rat and the mouse have in common that thegis pre born altricial, in the sense that
they have limited locomotor and thermoregulatorylittds (Rosenblatt 1983; Blass et al. 1977,
Bouslama et al. 2005). Accordingly, the pups ofhbgpecies are raised in a nest where they are in
quasi-permanent contact with their mother, andthiea case of mice where communal nursing is
frequent, with other females (Kénig and Markl 19&&Ghultz and Lore 1993). Another correlate of
neonatal altriciality is that the pups’ sensoritgnonly partially functional at birth. Somesthesia
chemoreception are then already functional (althcstgl maturing), audition comes into play only by
postnatal day 9, and vision by days 14-15, in libéhrat (Suckow et al. 2006) and the mouse (Ehret
1976; Weber and Olsson 2008). Neonate pups carotiiybe guided to the mother’s nipple by tactile,
thermal and chemical cues. Although the contributbd somesthesis is admittedly considerable (e.g.,
Rosenblatt 1983), the emphasis will be here orctitfa which appears crucial in arousing, motivating
and guiding the initial behaviour of neonates (Blamd Teicher 1980), and remains dominant in
controlling behaviour during later development apateaning (Breen and Leshner 1977; Hennessy et
al. 1980).

The mouse and the rat may differ in the chemosgnsgstems that direct their behaviour. In both
species, the main olfactory system is operativéhanfoetus several days before birth (Coppola and
Millar 1997; Pedersen and Blass 1982; SmothermdrRabinson 1987), so that olfaction is in a good
position to participate in the development of sepgoocesses and preferences. But rats and mife dif
in the range of chemosensory subsystems govereiogatal behaviour. While the vomeronasal system
functions in the rat foetus from the last days @dtgtion (Pedersen et al. 1983), it does not afipeiy

so before birth in mice (Coppola and O’Connell 1,986ppola et al. 1993).

Nipple search and suckling in newborn animals isvgx€ully triggered, directed and regulated by
olfactory cues. In this context, stimulus-resporassociations are determined by two types of
mechanisms. First are mechanisms that apparentlyotlalepend on postnatal experience for their
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development; these mechanisms rely on stimuli é#&neliciting responses which morphology is
quasi-complete at very first expressidrg. apparently without need of prior direct exposura a
training. Second are stimuli that are clearly eigare-dependentjz. involving direct exposure to give
rise to an efficient response. These experientiatgsses can operate during gestation (e.g., Reders
and Blass 1982; Smotherman 1982a, b; Todrank €204l1), during the natal process (Ronca et al.
1994), or, more obviously, postnatally in direchtaxt with the mother's body and mammae, which
form an extremely potent context for the rapid méag of contingent odour cues (Alberts 1987).
Although the suckling interaction has been studiiechany mammalian taxa from the ethological and
ecological points of view, their chemical and cheersory underpinnings remain unclear and stiklitt
investigated. This area of research has attractemhsiderable surge of work in the 1970’ and 1980’
(reviewed, for example, in Rosenblatt 1983; Bla&30), but conclusive results are still needed imyna
ways. Based on previous results and several revigwsem (Blass and Teicher 1980; Blass 1990;
Raineki et al. 2010; Schaal et al. 2009; SchaabDR&nd based on our own recent work on the mouse,
we intent here comparing the odour cues that likglide rat and mouse newborns to the nipple and
initiate suckling. From the outset, it may be pedithat any comparison will be imperfect as rat and
mouse pups have not been tested in exactly the santions with the same paradigms. However,
homologous compounds or biological substrates (atienfluid, milk, maternal and pup salivas) have
often been used in a functionally similar contexipple searching/seizing) at similar developmental
stages (i.e., in more or less nursing-experiencegborn pups). Accordingly, some comparative
inferences and prospective studies may be proposed.

6.2 Lactating Females are Uniquely Salient for Newdrn Pups

Neonatal rats and mice are strongly aroused bytloeir emitted by the whole body of conspecific
lactating females when presented against the ofloor non-lactating females. When put in contact
with the abdomen of an anaesthetised conspeciftatlag female, they express searching and oral
grasping of a nipple (Hofer et al. 1976; Belin et2811; Al Ain et al 2012b). Lactation correlatasis
clearly with the release of attractive cues in gghcies (Galef and Muskus 1979; Al Ain et al. 2012
The basic role of olfaction in suckling behaviosiattested through its perturbations either agsegc
defection of the olfactory system (Hongo et al. @0ty hampering olfactory abilities [lesion of
olfactory bulbs (e.g., Kovach and Kling 1967); pberal denervation (e.g., Hofer et al. 1976)], wr b
altering local stimuli by washing the source of ssion with organic solvents (Hofer et al. 1976;
Teicher and Blass 1976) or water (Hongo et al. 2000

Thus, nipple-related odour cues are detectablediossmand rat pups, and can be suppressed by mere
washing. Although the precise bodily source(s) mattire of substrates involved are poorly understood
it is now clear that nipples of lactating femalesymconstitute olfactory hotspots that attract
inexperienced neonatasd facilitate their suckling performance. The téhotspot” is used here in all
senses, as warmer skin regions overlaying mamntargtgres (Hofer et al. 1976) and affording at the
same time thermal cues and thermally-enhanced aims to newborn pups.

6.3 Prenatal Odour Cues in Initial Suckling

Right after being born, rat pups are endowed withrge of extra-mammary substrates brought to the
nipple by the periparturient female’s self-lickinghese include blood, amniotic fluid (AF) and
maternal saliva (see following section). AF wasvehao elicit oral grasping of a nipple that hasrbee
painted with it (Teicher and Blass 1977). Rat papspostnatal day (PND) 1 also display sustained
crawling toward AF odour, but not toward an unfaamilartificial odorant (Méndez-Gallardo and
Robinson 2011). IBalb-C mice, nursing-inexperienced 5-8 h-old pups alstabed suckling when
placed close to a nipple of a non-lactating fen@mdeted with AF taken from another conspecific
female (Belin et al. 2011). The potency of AF odaais also noted in two day-old mice who preferred
suckling a nipple coated with it, whereas salind a&anilla (as a novel odour) revealed ineffective
(Kodama 1990).

The potency of AF to trigger appetitive behavionrniewly born rodents can be explained by some
reinforcing value presumably assigned tmittera The reinforcing value of this odour experienced i
aqueous conditions of reception is then well coresin aerial conditions. But two volatile fractgof

AF compounds may be considered: the one that isiegpspecific — common to all members of the
species — and the one that is individual-specifigreper to each mother-foetus system. The above
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experiments in rats and mice used AF collecteceimales other than the mother, thus taping into the
supra-individual fraction (at least within a giveolony) of the AF odour. Individual-specific amnaot
odorants may also govern pup behaviour, and ihisugh their systematic investigation that foetal
olfactory learning was demonstrated in mammalsn&ed odour learning was established in the rat
concurrently by Pedersen and Blass (1982) and bgptlgman (1982a,b). These experimenters
injected an artificial odorant into the amnioticsan embryonic day 19 or 20, and by testing newbor
pups thereafter they showed an increased attradtiothe target odorant. Hepper (1987) later
demonstrated the ability of foetal rats to encdueindividual characteristics of their own AF odour
without addition of any extraneous odorant and satgyl its involvement in kin recognition processes.
At parturition, rat and mouse females have thepplds endowed with cues from the amniotic
environment that trigger activation, orientationdaaral grasping in their newly born offspring.
Accordingly, rat and mouse newborns are initiakp@sed to, and attracted by, the odour of the AF,
even when it is not the neonate’s own fluid (revdeévin Robinson and Méndez-Gallardo 2010); thus,
the neonates’ positive response to AF might beettacto some colony- or species-specific odor
experiencen utera

6.4 Postnatal Odour Cues in Initial Suckling

But AF is not the only releaser of initial nippleagping response in newly born rat and mouse pups.
Saliva from post-parturient females, but not fromgw females, was also shown to elicit nipple
grasping in suckling-inexperienced rat pups (Teicr Blass 1977). Olfactory correlates of lactatio
are thus also expressed in some extra-mammaryesourc

The saliva-related responses of the mouse pup adptaent from that of the rat pup, however. When
placed at the nipple of a non-lactating female thas treated with saliva collected from a parturien
dam, nursing-inexperienced mouse pupsnditteact by immediate grasping (Al Ain et al. 2012b).
Thus, when examining the initial reactions of radamouse newborns to the saliva of lactating
conspecifics, findings seem at variance in bothcigge Maternal saliva appeared indeed potent in
neonatal rats (Teicher and Blass, 1977), but nateanatal mice (Belin et al. 2011). Whether this
reflects a species difference in maternal salivapmsition or differential disponibility of it on pples

is unknown. The maternal behaviour of rats and mnuceing and after parturition is indeed
characterised by intense self- and pup licking @eo al., 2003; Weber and Olsson, 2008). With
advancing labour, between each delivery, femalebath species alternate self- and pup licking,
suggesting that maternal saliva is abundantly idiged over the ventral fur/nipples while pups are
vigorously aroused by licking while they nose otteg nipples. Thus, variation in direct exposure to
maternal saliva odour may not explain the seempegies difference in the salience of saliva toitelic
initial nipple grasping.

Regarding milk, the rat-mouse comparison is notsipbs as, surprisingly enough, it seems that no
study has assessed the behavioural activity ofpemific milk in newly born rat pups. To the best of
our knowledge, only one study has tested conspeuifk in rat pups, but these were aged PND 7-8. At
this age, rat milk was ineffective in releasing thpple grasping in rat pups (Singh and Hofer 1978)
However, the potential implication of conspecifidkmn the elicitation of nipple grasping was cliar
demonstrated in newborn mice. Painting fresh mouik on the nipples of an anaesthetised non-
lactating mouse had a strong positive effect oh gnasping in mouse pups (as compared with nipples
of painted with water) (Belin et al. 2011; Al Aiha. 2012b).

The behavioural activity of fresh milk on neonatate before any postnatal exposure may derive from
prenatal learning. Neonate mice pups might thus@mter in milk a fraction of the compounds already
met in AF, following the general process of tranahehemosensory continuity noted in most mammals
studied so far (reviewed in Schaal 2005), includhmgrat (e.g., Hepper 1987; Arias and Chotro 2006)
However, whether newborn rats respond to rat ngilan open area for future research, as they have
paradoxically been tested only with bovine milk {grhis attractive for them; e.g., Méndez-Gallardo
and Robinson 2011).

Maternal saliva and milk are, in part, transuddtesn maternal blood plasma, and as such may
compositionally overlap with AF (Schaal 2005), féating the early learning of the odours they
convey. But these different substrates may alsoljegpresent on the nipple at the very first sunckli
episode and become rapidly associated with suckling
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6.5 The Cueing Value of Nipple-Related Odour Subsaites Changes as a Function of Nursing
Experience

In the newborn mouse, the response to saliva clsamgs time and necessitates direct exposure before
it emerges. The saliva of a lactating female befginelease nipple grasping in mice 6 to 8 h diteh
(i.e., after about 1 to 4 h of suckling experienBelin et al. 2011; Al Ain et al. 2012b). After neor
extensive suckling experience during the first 24ip saliva becomes effective in mice on PND 1
(Belin et al. 2011), as well as in rat pups on PAIBnd older (Blass and Teicher 1980). Accordingly,
the cueing value of maternal saliva (in mouse pw#g) of pup saliva (in mouse and rat pups) to
promote nipple grasping depends on the amountretidexposure to saliva odour in the context of
suckling. But, in the mouse at least, current awigeindicates that pup saliva requires more sugklin
experience than maternal saliva to become behalipwwignificant.

Thus, the cuing value of milk (see previous seg¢taond of pup and maternal saliva appear to be shape
through learning. At PND 5-6, in mouse pups, alburdsubstrates presumed to be present on the
nipples were separately as potent to elicit apgraasponse as the whole nipple odour of lactating
mice, and they were all equally attractive whemrgzhi(Al Ain et al. 2012a). This suggests that &ll o
these substrates may convey common compoundsindegd probable that maternal milk and saliva
share volatiles derived from food or general metiabo(e.g., Galef and Henderson 1972; Bronstein et
al. 1975). In the same way, suckling pups may igppaée nipples with their own saliva, as well ashwit
a mixture of saliva and milk coagulate. Otherwisk of these odour substrates may have got similar
reinforcing value because they were encoded inirgerice with the same rewarding endpoinizs,,
comfort contact, warmth, and the mere action okisigz Sucking-related odour learning is indeed a
general phenomenon in mammalian perinates, (gligerts 1987; Rosenblatt 1983; Schaal 2005), &nd i
can result in an equivalent reinforcing value aidiionally different odour cues. This interpretatis
strengthened by the fact that the dorsal odour femtating females, not associated with nursintgss
attractive to mouse pups than the ventral odouAjAlet al. 2012a). Hence, being exposed for mbst o
their interactions with the mother to the blendried by mammary (milk) and extra-mammary odours
(AF, salivas), mouse pups exhibit undifferentiaadttiaction to all these substrates presented sehara

In addition, besides sucking-induced odour prefegemewborn mice also develop a preference for
odorants linked with aspects of maternal care dhatspecially arousing, such as ano-genital licking
its experimental simulation with a soft paint-brufburand et al. 2003; Bouslama et al. 2005;
Armstrong et al. 2006).

Finally, maternal urine presumably spread on nigplaring the avid licking of their own and their
pups’ ano-genital areas, is also susceptible tatersalient cues for pups. Nevertheless we haeelgle
observed in mice that maternal urine is not invdlirethe grasping-sucking response at birth aret lat
(Belin et al. 2011; Al Ain et al. 2012b), althouigls later profoundly engaged in social relatigasy.,
Hurst 1990).

6.6 Predisposed Mechanisms Implied in Suckling?

The above results explained the suckling respohsst @and mouse neonates to odour substrates on the
nipple through learning mechanisms. Neverthelasagsstimuli might initiate oral grasping before any
previous exposure. In that line, Pedersen and BlE381) have tested rat pups’ responsiveness to
dimethyldisulfide (DMDS), a compound that was taegeby extrapolation if its involvement in the
sexual attraction of male hamsters to the femaldDB was indeed traced in the saliva of rat pupd, an
shown to be effective in nipple grasping of 3-5-@é&y pups, but with a much lower potency than
nipples of lactating rats. Nonetheless as the ugispvere already aged PND 3-5, they could have
acquired DMDS odour as a cue because of its regsswciation with suckling. Nevertheless, DMDS
appears singular because it has the power to ef@litand general responsiveness already in thadpe
where it mimics the response to bovine milk (Smotia and Robinson 1992). DMDS is reported not
to be chromatographically (GC) traceable in AF &14990), leading to the logical conclusion that it
behavioural salience might not depend on prenajadsure. Overall, however, before DMDS can be
conclusively defined as an unconditional stimuhiggering oral grasping in the rat newborn, iteeff
should be tested at the very first postnatal exgosu

Compounds emitted in the mammary tract (either illk or in nipple-skin secretions) carrying similar
effects have not been evidenced so far in therrat the mouse. Nevertheless, it cannot be excluded
that mouse pups’ initial response to conspecifitk mould derive from an unconditional release of
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searching-grasping responses, in a way comparaltieet rabbit mammary pheromone (Schaal et al.
2003, 2009). But this needs more investigation.

6.7 Conclusion

Studies on neonatal behaviour in the rat and thasmdiave shown similarities, but also apparent
species-specificities, in the elicitation and redjoh of nipple searching and grasping. Right abi
neonate pups appear to rely on cues already erevednprenatally, AF, and that females spread on
their ventrum and nipples in the course of theimma maternal behaviour. Rat and mouse pups are
thus exposed to an already familiar odour substrhite rooting for, seizing and sucking, a nippde f
the first time. But, in addition, other substrases present due to the normal physiology and behavi

of the dam, such as secretions from nipple glandlk, maternal saliva, or pup saliva. All these
compounds, at least when they are presented selyadd not seem to bear the same cueing value for
neonatal rats and mice. While rat pups are atwatdesaliva right from birth, mouse pups are not.
Whether this disparity in neonatal dispositionde@s a species difference needs to be ascertaset,
will direct the search for chemicals that govere tlital responses of nursing-inexperienced rat and
mouse pups towards nipples and milk.
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Aim

to gain more insight
epithelium in flavour learning.
expected to be lower in
unchanged in acetophenone-exposed animals (see Part I).

Test effects of trans- and postnatal exposure to lyral
and acetophenone on preference and olfactory sensitivity
in the role of olfactory
If the olfactory
epithelium is involved, preference and sensitivity were
lyral-exposed animals and

Conclusions

Perinatal exposure to aceto increased preference
while lyral exposure decreased preference. Perinatal
exposure did not affect olfactory sensitivity in either
strain. No direct link between behaviour and receptor
density (Part I), suggesting that preference and
receptor changes are two independent effects of

perinatal flavour exposure.

1. Exposure procedure

M71-GFP and Mor23-GFP mice (green-fluorescent-protein

labeled olfactory receptors M71 (acetophenone) and Mor23

(lyral)) were exposed to aceto or lyral respectively, either

3. Exploration test

Mice exposed to device on P20 for 3 min
(M71 n>18, Mor23 n>19)

transnatal, postnatal or never: Aceto water Lyral water
q Mor23-GFP on petri dish on petri dish
an (Lyral exposure) 1*¥10°M 1¥105M

S B

(no exposure) Transnatal exposure (1*¥10°
M water mother,
EO to P20)

2. Sensitivity test

Habituation-dishabituation
paradigm: Mouse habituated to device
with two water trials. Then odorant in
low concentration (aceto: 9.54*107M,
lyral 9.77*10-° M). Six odor trials,
increase concentration (aceto 1.6x, lyral
4x) to 1 ¥105M.

Postnatal exposure

1h/day, PO to P20)

(pure molecule

Time spent in each half
(*:p<0.05, t-test H,=90 sec)

@ Acetophenone

 Lyral

Time (s)

*_ *
| gl =
Eppendorf with 22 ‘ i |
odorant 75 l Ml l o '
C T P (o}

Perception at
trial 5

£ 4 ¥
3
c2
s 1
)

Assumption: High exploration in water
trials, then decrease when mouse is
habituated. Increase in exploration
>50%: perception of odor (novelty in
test) in that trial: olfactory sensitivity

Aceto exposure:
higher aceto preference
(Anova p=0.05)

N
2

3

=]

T P
Lyral exposure:

lower lyral preference
(p=0.07)

4. Two-bottle consumption test

Aceto and Lyral 1*¥10-* M odourized water
in home cage for 48 hours (P21-P23).

for that odor. 123456738 (M71 n=19, Mor23 n>18)

'g 81 Trial Consumption over 48 hours

B 7 Increase exploration >50% 7 ® Acetophenone

=1 6 & Lyral

g 5° 1

2 5+ 25

8 S
4 B4

5 g

'_F 3 53 A

® 24 S 2 4

—_ (&)

Sl L | Mor23 | 1L i

|_ 0 B a——— ' e ' e e mme ' e mm— ' e mme 0 h * N

c T P c T P cC T P cC T P
Aceto exposure does ot Lyl exposure does ot B S TERIEEIR N S SRR IR0
affect olfactory sensitivity  affect olfactory sensitivity P p .
aceto water. reduces overall consumption
(Anova, p=0.0004).
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