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1 INTRODUZIONE

1.1 Lo stress negli animali

Storicamente, in biologia e medicina, il concetto di stress fu introdotto da H. Selye nel 1936, che lo
defini come “la risposta non specifica dell’organismo ad ogni richiesta effettuata ad esso”
nell’ambito di una ricerca inerente le risposte fisiologiche degli animali in seguito alla
somministrazione di sostanze nocive. Egli, nel corso di questo studio, aveva evidenziato che i ratti
sottoposti a condizioni di stress erano piu soggetti ad ammalarsi (Selye, 1936).

Tutti gli elementi di disturbo che implicano una modifica dello stato di omeostasi di un organismo
vengono comunemente definiti agenti o stimoli stressogeni per esso (Chrousos e Gold, 1992).

Il concetto di stress negli anni é stato esteso a molti ambiti e, ad oggi, ne sono disponibili
numerosissime definizioni; a causa della sua complessita, una buona definizione di stress deve
cercare di descrivere differenti fenomeni osservabili a livello di cellule, organi, organismi e
popolazioni, come, per esempio, quella fornita nel 1992 da Chrousos e Gold: “stress is defined as a
codition in which the dynamic equilibrium of animal organisms called homeostasis is threatened or
disturbed as a result of the actions of intrinsic or extrinsic stimuli, commonly defined as stressors”
Lo stress € parte integrante della vita naturale degli animali e questo non & necessariamente un
male. Tutte le forme di vita hanno evoluto meccanismi per far fronte ad esso. Ad oggi é
riconosciuto che, come 1’essere umano, anche gli altri animali possono soffrire degli effetti di un
eccesso di stress, sviluppando sintomi simili di sofferenza. Proprio come capita alla specie umana,
anche gli animali che hanno esperienza di un livello di stress eccessivo, possono diventare
vulnerabili alle malattie, oppure avere uno sviluppo anomalo o non avere successo nella
riproduzione (Moberg, 1985; 2000).

Sempre Selye fu il primo ad introdurre due diverse tipologie di stress che chiamo distress o stress
negativo ed eustress o stress positivo. Questa distinzione fece emergere il concetto di stress inteso
anche come processo finalizzato ad un migliore adattamento all’ambiente e quindi come stimolo
necessario ad una reazione di adattamento. Il distress si ha quando gli stimoli stressanti sono tali da
far permanere I’attivazione dell’organismo (a livello ormonale) anche in assenza di tali stimoli,
oppure quando 1’organismo reagisce in modo sproporzionato a stimoli di lieve entita. L’eustress,
invece, si ha quando uno o piu stimoli, anche di natura diversa, allenano la capacita di adattamento
individuale (Gabassi, 2003; Selye, 1936).

In una situazione di distress 1’organismo ¢ costretto a sottrarre energie alle funzioni biologiche

primarie, come il sistema immunitario, la riproduzione o la crescita per far fronte allo stimolo
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stressante; quindi se non interviene un qualche fattore per limitare questo stato, I’animale diventera
maggiormente vulnerabile (Moberg, 2000).

In alcuni studi, Moberg, propose un modello di stress animale al fine di facilitare la misura di
questo fattore e la valutazione di come effettivamente questo influisca nella vita di un animale.
Questo modello si divide in tre fasi generali: il riconoscimento da parte di un organismo di un
fattore stressogeno, 1’attivazione di una reazione di difesa verso questo fattore e le conseguenze
della risposta a detto fattore di stress. E in quest’ultima fase che noi possiamo verificare se, in
seguito allo stress, I’animale ha vissuto un distress oppure se lo stress e stato vissuto come un breve
episodio che non ha influito sul suo livello di benessere (Moberg, 1985; 2000).

Quando un animale percepisce uno stimolo stressogeno, mediante 1’attivazione del sistema nervoso
centrale, si ha I’organizzazione di una difesa al fattore di stress. Questa risposta ¢ composta
principalmente da quattro componenti: la risposta comportamentale, quella autonomica, quella
neuroendocrina e quella immunologica. Se la reazione dell’animale riesce a contrastare 10 Stress si
ristabilisce un equilibrio normale; se, invece, la reazione dell’animale non riesce a contrastare lo
stress si ha un’alterazione delle normali funzioni biologiche, che puo arrivare anche allo sviluppo di
una patologia quando lo stress & eccessivo (Moberg, 1999). Sappiamo, comunque, che la prima
reazione di un animale di fronte ad un fattore stressante & il tentativo di eliminare e/o evitare lo
stimolo nocivo; per esempio, in situazioni ambientali non idonee I’animale tendera a spostarsi
(Moberg, 1999, 2000).

Attraverso la risposta allo stress, un animale tenta di far fronte all’agente stressogeno modificando
le sue attivita biologiche. Questo implica una riallocazione dell’energia (Wendelaar Bonga, 1997).
In letteratura, la reazione ad una situazione o ad uno stimolo avversivo é stata definita coping
(Koolhaas et al., 1999; Wechsler, 1995). Il fatto che un animale percepisca 1’avversita di una
situazione e attui una reazione sia a livello fisiologico che comportamentale suggerisce che il
coping € un meccanismo adattativo. Possiamo affermare che il coping ha avuto successo quando lo
stress € stato ridotto oppure quando € stata rimossa la situazione avversa (Wechsler, 1995).

Misurare lo stress & da sempre riconosciuto un problema complesso, poiché si applica la parola
stress ad una vasta schiera di situazioni molto differenti tra di loro. E anche se esistono varie misure
dello stress, che si basano su valutazioni dello stato dei sistemi endocrino, nervoso e immunologico
e/o delle variazioni del comportamento, ognuna di queste fornisce solo una parziale stima dei
differenti tipi di stress (Moberg, 2000).



A causa di numerosi studi che hanno rilevato la presenza di segnali comunemente associati allo
stress, come per esempio la produzione di cortisolo, in situazioni non normalmente associabili allo
stress, come 1’accoppiamento degli stalloni (Colborn et al., 1991), si puo facilmente intuire quanto
si debba esser cauti nell’affermare che una particolare situazione o un particolare stimolo siano
fonte di stress 0 meno per un animale.

Inoltre, quando si studia lo stress, uno dei maggiori problemi che si riscontra é la variazione inter-
individuale degli animali ad uno stesso stress, poiché non necessariamente uno stesso stimolo viene
percepito con la stessa intensita da individui differenti, oppure, di fronte ad un medesimo stimolo, si
possono avere reazioni diverse. Infatti diversi fattori, quali esperienze precedenti, corredo genetico,
eta dell’animale o dinamiche sociali, possono influire sulla risposta ad uno stesso stimolo stressante
da parte di animali appartenenti alla stessa specie (Blecha et al., 1983; Henry, 1992; Marple et al.,
1972; Mason et al., 1991).

Motivo per cui valutare in modo univoco un fattore stressante per un animale o per una popolazione
puo risultare estremamente complesso. Gli esperimenti in laboratorio possono aiutare a
comprendere meglio quali sono gli effetti di uno stress e quali sono le principali reazioni di un

animale ad uno stimolo stressogeno (Moberg, 2000).

1.2 Lo stress nei pesci

Per gli organismi acquatici diverse perturbazioni ambientali possono rappresentare una potenziale
causa di stress. Infatti, a causa delle loro caratteristiche, vivono a stretto contatto con un ambiente
che & molto spesso dinamico. Quindi nel corso dell’evoluzione hanno avuto bisogno di sviluppare
una serie di complessi meccanismi atti a ripristinare le condizioni di equilibrio per espletare le
normali funzioni fisiologiche (Harper e Wolf, 2009).

Generalmente € riconosciuto che uno stimolo esterno di tipo stressante porta nei pesci

all’attivazione di una serie di risposte che possono esser suddivise in:

- Risposta primaria: caratterizzata dalla percezione di uno stato alterato con conseguente
attivazione di alcuni centri cerebrali. Seguono risposte neuroendocrine/endocrine che
portano al cospicuo rilascio di ormoni (catecolamine e corticosteroidi) con alterazione nei

livelli dei neurotrasmettitori

- Risposta secondaria: caratterizzata dall’azione degli ormoni rilasciati a livello del sangue e
dei tessuti, 1 quali attivano una serie di cambiamenti a carico dell’organismo, inclusi

I’incremento della gittata cardiaca, il consumo di ossigeno, la mobilitazione dell’energia, il
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disturbo del bilancio idrominerale e alcune modifiche nei processi metabolici, fino ad

arrivare all’alterazione delle difese immunitarie

- Risposta terziaria: caratterizzata da una serie di cambiamenti a livello dell’organismo e della
popolazione, come alterazione della capacita di crescita e inibizione della riproduzione,
modificazione di alcuni comportamenti, fino alla ridotta capacita di tollerare ulteriori fattori
di stress (quindi maggiore vulnerabilita, per esempio, alle malattie)

(Barton, 2002; lwama, 1998; Wendelaar Bonga, 1997).

Molti elementi ambientali possono alterare lo stato degli animali acquatici, tra i piu importanti
troviamo gli inquinanti ambientali (Camargo e Alonso, 2006), la concentrazione di 0ssigeno
disciolto nell’acqua (Beamish, 1978; Bickler e Buck, 2007), la temperatura (Beamish 1978;
Dickson et al., 2002; Fuiman e Batty, 1997; Koumoundouros et al., 2002a; Wieser e Kaufmann
1998) e la salinita (Beamish, 1978; Brett, 1987). | pesci risultano particolarmente vulnerabili alle
variazioni dei parametri chimico-fisici dell’ambiente acquatico a causa delle loro particolari
caratteristiche anatomico-funzionali, quali un sistema di percezione a livello del tegumento molto
sviluppato e la presenza delle branchie (Blaxter, 1992; Evans, 1987; Mallat, 1985). Per esempio, la
presenza di agenti xenobiotici causa elevato stress nelle popolazioni animali (Bucke, 1993; Harvey
et al., 2008). Infatti esiste una discreta quantita di informazioni sugli effetti neurotossici di diversi
xenobiotici nelle specie ittiche, le quali agiscono da accumulatori delle sostanze dannose e ne
manifestano gli effetti in misura spesso superiore rispetto agli organismi che occupano una
posizione piu elevata nella catena alimentare (Colborn et al., 1993; 1998). Inoltre, nel caso dei
pesci, sappiamo che caratteristiche quali il pH, la temperatura, la salinita dei bacini idrici sono
fattori limitanti per la sopravvivenza di questi animali (Schreck, 1981). E’ ben noto che variazioni
in questi parametri inducono una serie di risposte adattative di natura fisiologica che si sono evolute
per far fronte ai fattori di stress e che sono in gran parte omologhe a quelle presentate da altri
vertebrati (Wendelaar Bonga, 1997).

Inoltre i pesci sono particolarmente vulnerabili a livello delle branchie, le quali possono essere
danneggiate da agenti stressanti con effetti negativi su tutte le loro funzioni. Per esempio, & stato
osservato che agenti chimici di natura tossica, bassi livelli del pH dell’acqua, alte concentrazioni di
alluminio, rapidi e accentuati cambi di temperatura dell’acqua o manipolazioni frequenti degli
animali causano dei considerevoli cambiamenti a livello strutturale nelle branchie, minando il loro

funzionamento. In alcuni casi € stato osservato che lo stress induce un’accentuata apoptosi € necrosi



nelle branchie, oppure altera il bilancio ionico dell’animale mediante il disturbo degli scambi ionici
che avvengono a loro livello (Wendelaar Bonga, 1997).

Cosi come in altri organismi, anche nei pesci un aspetto centrale della reazione ad uno stress ¢ la
riallocazione dell’energia metabolica, spostandola dalle attivita non direttamente coinvolte nella
sopravvivenza, come la crescita corporea o la riproduzione, verso quelle attivita che permettono il
mantenimento dell’omeostasi interna, tipo la respirazione, la regolazione idrominerale e la
riparazione dei tessuti (Schreck, 1981; 1990). Questo puo portare a ridurre la performance dei pesci
durante gli stress prolungati e nella fase di ripresa che segue lo stress (Schreck, 1990). Nei pesci si
osserva frequentemente una crescita ridotta o una crescita negativa quando esposti ad uno stimolo
stressogeno, infatti I’osservazione della perdita di massa corporea ¢ stata ampiamente applicata allo
studio degli effetti degli stress prolungati sul benessere dei pesci. La ridotta crescita e stata
osservata per stress di tipo fisico, sociale e chimico, come cambiamenti rapidi di temperatura,
affollamento negli allevamenti, alcuni tipi di inquinanti, bassi valori del pH dell’acqua, frequenti
catture e manipolazioni degli animali (Wendelaar Bonga, 1997). La perdita di peso nei pesci sotto
stress puo essere imputata a differenti fattori, poiché quando presente uno stimolo stressogeno il
pesce puo diminuire il suo appetito e la sua attivita di foraggiamento, pud diminuire 1’assimilazione
del cibo oppure pud aumentare il suo tasso metabolico con conseguente perdita di peso (Barton e
Schreck, 1987; Peters, 1982; Pickering et al., 1982). E noto, perd, che non tutti i pesci reagiscono ad
uno stress con un incremento del tasso metabolico; infatti & stato osservato anche che in alcune
specie di pesci si verifica un abbassamento del tasso del metabolismo, una reazione adattativa che

viene definita metabolic depression (van Ginneken e van den Thillart, 2009).

1.3 Lo stress termico nei pesci

La temperatura dell’acqua ¢ un fattore cruciale per tutte le specie acquatiche ectotermiche, inclusi 1
pesci (Atkinson, 1996; Jobling, 1996; Manciocco et al., 2014). Infatti, I’acclimatazione termica pud
influire sulla crescita, la riproduzione, il comportamento alimentare e il metabolismo dei pesci
(Portner e Knust, 2007).

Molti studi condotti sull’influenza della temperatura sulla salute dei pesci furono realizzati in natura
nei fiumi degli Stati Uniti. In questi lavori é stato rilevato che nei pesci le variazioni fisiologiche e
comportamentali sono piu evidenti con le temperature basse invece che con quelle alte; infatti con
le basse temperature si pu0 notare un’attivita locomotoria anomala, con spostamenti verso la
superficie dell’acqua, una perdita parziale della capacita visiva degli animali fino ad arrivare alla

loro morte, a causa dell’incapacita di adattarsi a un simile regime termico (Agersborg, 1930). Si e
9


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040603108003249
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040603108003249
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040603108003249

ipotizzato che la temperatura controlli la respirazione, per cui risulterebbe essere indirettamente il
fattore pitu importante nella vita di un pesce. Le acque pure troppo fredde diventano quasi sature di
ossigeno, interferendo con la normale funzione branchiale, motivo per cui molto spesso in natura si
assiste ad una copiosa moria di pesci durante gli inverni estremamente rigidi (Agersborg, 1930;
Bennett e Judd, 1992; Miller, 1940; Simpson, 1953).

E noto, perd, che in acque inquinate sono le alte temperature a rappresentare un rischio maggiore
per la salute dei pesci, poiché con le alte temperature aumenta la tossicita e la concentrazione degli
elementi inquinanti (Agersborg, 1930; Manciocco et al., 2014).

Ad oggi sappiamo che la temperatura e una caratteristica ambientale che agisce sul tasso metabolico
di un animale poiché incide sulla velocita delle reazioni chimiche e sul consumo dell’ossigeno, i
quali crescono all’aumentare della temperatura (Clarke e Fraser, 2004; Hazel e Prosser, 1974),
mentre alle basse temperature ¢’¢ una riduzione del consumo di cibo in relazione alla diminuzione
dei processi metabolici (Clarke, 2003; Clarke e Fraser, 2004).

Molti studi sono stati condotti per comprendere come varia ’attivita dei pesci al variare delle
condizioni termiche e molti autori sono concordi nell’affermare che le basse temperature nei pesci
inducono attivita letargiche, mentre le alte temperature inducono attivita frenetiche (Beitinger et al.,
2000), cosi come molte specie di pesci sarebbero meglio adattate a tollerare temperature prossime
alla soglia superiore di sopravvivenza, piuttosto che quelle vicine alla soglia inferiore di
sopravvivenza (Bennett e Judd, 1992; Mundahl, 1990). La tolleranza alle alte temperature che si
manifesta in alcuni pesci € il risultato di una serie di adattamenti che consentono loro di assumere
0ssigeno attraverso un incremento dell’area epiteliale branchiale o attraverso un aumento del tasso
di ventilazione (Farrell et al., 1980; Taylor e Barrett, 1985).

1.4 Studio del comportamento nei pesci

Le conoscenze etologiche possono essere uno strumento utile per la valutazione di come i parametri
ambientali e le loro modificazioni possano influenzare la vita degli animali. Infatti il
comportamento rappresenta un collegamento tra la fisiologia di un organismo e il suo ambiente,
poiche rappresenta la risposta selettiva dell’organismo che deve adattarsi costantemente a tutti gli
aspetti dell’ambiente esterno che mutano (Little e Brewer, 2001).

Attualmente molti sono gli ambiti biologici che si avvalgono dell’etologia come strumento di aiuto
nella gestione degli animali, e vanno dal management e conservazione della fauna selvatica (Festa-

Bianchet e Apollonio, 2003), alla conduzione di allevamenti di animali conformi al loro benessere,
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sia per fini scientifici che per fini commerciali (Brannas e Johnsson, 2008; Hughes e Duncan, 1988;
Olsson et al., 2003).

Sappiamo che diversi fattori ambientali, quali la composizione e concentrazione dei parametri
chimico-fisici dell’ambiente, possono indurre modificazioni nel comportamento animale (Festa-
Bianchet e Apollonio, 2003; Manciocco et al., 2014; Valiela et al., 1997). Quindi lo studio dei
comportamenti fondamentali per la sopravvivenza di un organismo, come I’attivita di
foraggiamento, di locomozione o la capacita di rispondere ad uno stimolo esterno, puo dare un aiuto
nel comprendere quali effetti i cambiamenti ambientali producono su una popolazione di animali
(Domenici et al., 2007).

I pesci, essendo organismi che vivono in una enorme varieta di ambienti, sono dotati di capacita
adattative, anche comportamentali, estremamente ampie riuscendo a far fronte a molteplici
modifiche dell’ambiente circostante (Wendelaar Bonga, 1997). Per esempio, quando in presenza di
fattori di disturbo, questi animali possono facilmente cambiare la loro attivita di nuoto, le
interazioni sociali o I’attivita di foraggiamento (Abrahams e Colgan, 1985; Domenici et al., 2007
Schreck, 1990). Alterazioni chimico-fisiche dell’acqua portano a delle modifiche delle strategie
anti-predatorie, cosi come influenzano I’attivita di schooling di molte specie (Domenici et al., 2002;
Israeli e Kimmel, 1996; Lefrancois e Domenici, 2006). In generale, & possibile osservare un
cambiamento nell’attivita di nuoto al variare della temperatura (Claireaux et al., 2006;
Koumoundouros et al., 2002a, b; Scherer e Harrison, 1988), della salinita (Gonzales e MacDonald,
1992; Postlethwaite e MacDonald, 1995) e della concentrazione di ossigeno (Metcalfe e Butler,
1984).

L’attivita di nuoto € uno dei parametri comportamentali che maggiormente viene modificato in
seguito all’esposizione ad un stress. A seconda della specie, si possono osservare un incremento
dell’attivita locomotoria o una sua diminuzione; per esempio, il pesce serra (Pomatomus saltatrix)
esposto ad una temperatura inappropriata mostra un rapido aumento della sua attivita di nuoto,
mentre nella stessa situazione, la tautoga (Tautoga onitis) mostra una improvvisa diminuzione della
sua attivita locomotoria (Schreck et al, 1997).

Anche I’esposizione ad alcuni inquinanti, come 1’amianto, in molte specie di pesci porta ad una
variazione dell’attivita di nuoto che diventa caotica (Belanger et al., 1986).

In diverse specie ittiche si € osservata una modifica del comportamento anti-predatorio in relazione
alle variazioni chimico-fisiche dell’ambiente (Domenici et al., 2007). Per esempio, spesso si &

potuto osservare un’alterazione della risposta di fuga, intesa come direzione e velocita degli
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animali, al variare della temperatura o della disponibilitd di ossigeno, anche se con rilevanti
differenze specie-specifiche (Domenici e Blake, 1991; Lefrancois et al., 2005). In alcuni studi é
stato possibile osservare che anche lo stress da manipolazione da parte dell’'uomo induce i pesci a
compiere errori nelle loro tecniche di fuga, andando ad influenzare la loro vulnerabilita di fronte ad
un atto predatorio (Olla et al., 1992; 1998).

Inoltre, in molti lavori condotti su specie di ciprinidi e ciclidi, é stato possibile osservare alterazioni
dell’attivita di schooling, soprattutto a livello di struttura e dinamica del banco, in condizioni di
stress ambientale (Domenici et al., 2002; Israeli e Kimmel, 1996). L’attivita di schooling,
considerata anche una strategia anti-predatoria, ¢ fortemente influenzata dall’esposizione agli agenti
inquinanti, i quali inducono una dispersione del banco o portano i pesci a nuotare vicini in modo
disordinato, incrementando la percentuale di predazione (Sullivan et al., 1978).

L’attivita di foraggiamento implica 1’attivazione di diverse capacita, tra cui la reazione ad uno
stimolo visivo e/o chimico e il cercare/cacciare la preda (Schreck et al., 1997). Uno stato di stress
puo influire su tutte queste componenti e risultare nel mancato consumo di cibo. Per esempio, lo
stress da cattura cui sono sottoposti i pesci sia negli allevamenti che nei laboratori di ricerca, induce
una perdita dell’attivita di foraggiamento per un intervallo di tempo vario, che dipende dalla specie
che subisce lo stress e dal livello di stress vissuto (Pickering et al., 1982). Il ritorno ad una normale
attivita di foraggiamento implica che 1’equilibrio dell’animale sia stato ristabilito (Schreck et al.,
1997).

Anche se molti studi pongono 1’attenzione su come uno stress altera il comportamento dei pesci,
andando quindi a modificare o danneggiare alcuni aspetti di quelle attivita essenziali alla loro
sopravvivenza, non dobbiamo dimenticare che, molto spesso, le modifiche del comportamento in
seguito ad uno stimolo stressante sono, in realta, adattative, risultando in un incremento delle
possibilita di sopravvivenza degli animali (Schreck et al., 1997).

Recentemente sono in aumento gli studi inerenti il benessere dei pesci negli allevamenti e in questo
ambito il comportamento ha assunto un’importanza di rilievo, poiché diversi parametri
comportamentali vengono modificati da uno stato di malessere sia fisico che psichico degli animali
(Fletcher, 1997). Molti autori sostengono che alcuni comportamenti anche nei pesci possono esser
interpretati come delle vere e proprie stereotipie causate da condizioni di allevamento non
appropriate (Lymbery, 2002; Kristiansen et al., 2004). Quello che molti autori suggeriscono e di
porre particolare attenzione alle conoscenze specie-specifiche del repertorio comportamentale delle

singole specie e a tutte quelle modifiche comportamentali eta-dipendenti che si possono presentare
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a seconda della specie presa in considerazione, poiché solo attraverso una conoscenza precisa di
questi dati sara possibile garantire un ambiente idoneo alle esigenze specie-specifiche degli animali
(Ashley, 2007).

1.5 Gli studi che impiegano i pesci per generare modelli animale

I pesci dal 1960 in poi, hanno rappresentato una specie che ha trovato sempre piu impiego nella
ricerca scientifica, anche se tuttora non raggiunge i numeri di altre specie (come topi e ratti). Infatti,
dalla settima relazione sulle statistiche riguardanti il numero di animali utilizzati a fini sperimentali
o ad altri fini scientifici negli Stati membri dell’Unione europea risulta che nel 2011 oltre un
milione di pesci é stato impiegato nella ricerca scientifica (REPORT, 2013).

Gli ambiti scientifici in cui i pesci sono utilizzati sono piuttosto vari. Principalmente li troviamo
impiegati in studi di: tossicologia, genetica, biomedicina, neurobiologia, ricerca sul cancro,
endocrinologia, ecologia, gerontologia e biologia dello sviluppo (Bolis et al., 2001; Powers, 1989).
Gran parte della ricerca scientifica che impiega i pesci per creare modelli animali e di tipo
tossicologico, poicheé i pesci sono particolarmente utili per segnalare rischi e pericoli potenziali di
un inquinamento delle acque causato da tossine o agenti chimici (Powers, 1989). Gli approcci in
questo tipo di studio sono principalmente quello morfologico e fisiologico, anche se non manca un
approccio di tipo comportamentale (Bolis et al., 2001; Kane et al., 2005).

Inoltre i pesci sono diventati animali modello molto usati nelle ricerche inerenti la carcinogenesi.
Differenti specie di pesci sono usate come indicatori di sviluppo di processi tumorali in condizione
di contaminazione ecologica. Molte, come il medaka (Oryzias latipes) o il pesce zebra (Danio
rerio) sono particolarmente sensibili alle sostanze cancerogene poiché, a causa delle branchie e
dell’epitelio, hanno uno stretto contatto con 1’ambiente esterno e sviluppano molto rapidamente
processi tumorali (Bolis et al., 2001; DeKoven et al., 1992).

Proprio il pesce zebra (chiamato anche danio zebrato) negli ultimi anni é diventato sempre piu
presente all’interno dei laboratori di ricerca. Gli studi per cui viene impiegato sono numerosissimi,
poiché € un animale che ben si adatta alla creazione di ceppi mutanti e per il basso costo del suo
allevamento (Gerlai et al., 2006). Originariamente, il danio zebrato era impiegato principalmente
per le ricerche di embriogenesi e biologia dello sviluppo, poiche risulta particolarmente semplice
seguirne I’accrescimento, essendo un animale a sviluppo esterno e con uova trasparenti (Dooley e
Zon, 2000; Zon, 1999). Con gli anni il suo impiego si € esteso a moltissimi altri ambiti di ricerca,
infatti oggi lo troviamo come modello animale di moltissime patologie umane (Santoriello e Zon,

2012): malattie cardiache (Stainier et al., 1996), muscolari (Bassett e Currie, 2003), ematiche
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(Brownlie et al., 1998), renali (Swanhart et al.,, 2011), tumorali (Liu e Leach, 2011) e
neurodegenerative (Xi et al., 2011).

Sempre negli ultimi anni, il danio zebrato ha visto crescere il suo uso negli studi sulle sostanze di
abuso ansiogeniche e ansiolitiche. Infatti, & stato ampiamente dimostrato che il comportamento di
questo piccolo pesce ¢ influenzato da agenti psicotropi, come il diazepam, la caffeina, I’etanolo, la
morfina, la cocaina, la nicotina, i barbiturici e gli allucinogeni (Braida et al., 2007; Cachat et al.,
2010; Egan et al., 2009; Gerlai et al., 2006; Kily et al., 2008; Levin et al., 2007; Renier et al.,
2007;). Essendo un campo di ricerca relativamente giovane, le neuroscienze comportamentali
applicate al pesce zebra hanno adattato i tradizionali paradigmi comportamentali dei roditori a
questo animale, tipo 1’open field test, il dark/light preference test e il test dell’esposizione al
predatore (Cachat et al., 2011).

1.6 La scelta delle specie impiegate nel presente lavoro

In questo lavoro si sono studiati gli effetti della temperatura sul comportamento dei pesci per capire
quali sono le condizioni termiche che possono rappresentare uno stress per questi animali e quali
sono le strategie che vengono attuate per reazione.

In questo studio si sono scelti due organismi acquatici differenti, la spigola (Dicentrarchus labrax),
specie marina, e il pesce zebra, specie d’acqua dolce.

La scelta é ricaduta su queste specie per motivi differenti.

Dicentrarchus labrax. La spigola ¢ stata scelta poiché ¢ una specie fondamentale per 1’economia di
molti paesi del Mediterraneo, quindi la si trova molto spesso negli allevamenti intensivi di specie
ittiche eduli. L’acquacoltura ¢ il principale metodo di produzione di questa specie, anche se la pesca
rappresenta ancora piu del 10% della produzione complessiva di spigole in tutto il mondo. L’Italia
fa parte di quei paesi del Mediterraneo che, a livello mondiale, sono tra i maggiori produttori di
spigole. All’interno dell’UE, comunque, il principale produttore é la Grecia, seguita dalla Spagna
(http://ec.europa.eu/fisheries/marine_species/farmed_fish_and_shellfish/seabass/index_it.nhtm).

La spigola € una specie euriterma ed eurialina che tollera ampie variazioni di temperatura e salinita.
Tuttavia, variazioni di temperatura rapide ed elevate, influenzando la disponibilita di ossigeno e di
anidride carbonica, possono rappresentare un fattore limitante per la crescita, quando non anche per
la sopravivenza, di questi animali (Koumoundouros et al., 2002a). Scarsa é la letteratura esistente
sulle risposte comportamentali esibite dalla spigola in presenza di modifiche dell’ambiente
acquatico. L’attivita del nuoto, intesa come velocita esibita e sviluppo muscolare raggiunto, &

I’aspetto del comportamento maggiormente studiato in questa specie. Nella spigola europea si
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visto che la temperatura influenza gli aspetti sopra elencati, oltre a modificare il tasso metabolico
(Claireaux et al., 2006), lo sviluppo ontogenetico (Koumoundouros et al., 2001) e il rapporto tra i
sessi (Pavlidis et al., 2000). In particolare, la velocita del nuoto risulta raddoppiare passando dai 7 ai
30° C (Claireaux et al., 2006). La capacita di modificare rapidamente le caratteristiche del nuoto
rappresenta un adattamento ecologico fondamentale, poiché aspetti quali ’interazione preda-
predatore, il comportamento riproduttivo, la selezione dell’habitat, sono strettamente dipendenti
dalla capacita dell’individuo di spostarsi (Armsworth, 2001; Reidy et al., 2000).

Studiare le risposte comportamentali di questi animali al variare della temperatura pud portare
informazioni fondamentali applicabili ai modelli ecologici di riscaldamento globale (Cioni et al.,
2011; Manciocco et al., 2014). L’incremento della temperatura ¢ ritenuto essere uno dei principali
effetti del cambiamento climatico e si ipotizza che questo incremento influira negativamente sulle
proprieta biologiche e chimiche dei sistemi acquatici, andando quindi ad intaccare la qualita
dell’acqua e la composizione delle comunita acquatiche (IPCC, 2007). Inoltre, alcuni ambienti
acquatici, come le lagune e le zone umide costiere, sono riconosciute essere particolarmente
vulnerabili, quindi si ipotizza che su di essi questi cambiamenti influiranno in modo particolare
(Eisenreich, 2005). E proprio negli ecosistemi costieri e lagunari, stagionalmente migrano dal mare
le fasi giovanili di moltissime specie eurialine, come le spigole, che in questi particolari ambienti
trovano le condizioni termiche e trofiche migliori per il loro sviluppo. Qui, occupando le zone di
bassi fondali e delle praterie a fanerogame, riescono a trovare un efficiente riparo dalla pressione
predatoria. Questa migrazione di avannotti dal mare viene chiamata “montata” o “rimonta” e
rappresenta, per alcune zone dell’Italia, un fenomeno particolarmente imponente soprattutto durante
i mesi primaverili; in particolare nelle zone dell’Alto Adriatico si assiste ad una migrazione degli
avannotti di orata e di spigola, che vengono indicati con il termine collettivo di “pesce novello” o
“novellame” (Granzotto et al., 2001). Dopo un periodo pit 0o meno lungo di permanenza
nell’ambiente lagunare, caratterizzato da una fase di accrescimento rapido, i giovani ed i sub-adulti
di queste specie eurialine migrano in mare per completare il loro ciclo biologico e riprodursi. In
queste zone dell’Italia e in molte altre (valli di Comacchio, Orbetello, Gargano, Sardegna) &
ampiamente diffusa una forma di allevamento estensivo che fa uso proprio di questo novellame,
nota con il nome di “vallicoltura” (Brunelli, 1933; Ardizzone et al., 1988), in cui, mediante
’utilizzo di differenti tipi di sbarramenti, si impedisce al novellame di tornare in mare dopo aver
concluso il periodo si sviluppo all’interno delle lagune (Granzotto et al., 2001). In Italia, inoltre, e

molto diffusa I’allevamento in mare con gabbie flottanti (sommerse ¢/o sommergibili), un tipo di
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allevamento ittico intensivo in acque marine con strutture galleggianti provviste di reti di
contenimento (API/ICRAM 2007).

Monitorare il benessere di queste popolazioni e di fondamentale importanza per la conservazione di
tradizioni storico-culturali, come quella della vallicoltura, e per il mantenimento di attivita ittiche di
rilevanza commerciale, come 1’allevamento in acque marine. In quest’ottica, conoscere quali sono
le principali variazioni comportamentali al variare della temperatura, pud rappresentare un valido
strumento al servizio della salvaguardia della salute delle popolazioni animali naturali. Poiché e
ipotizzabile che, a causa del riscaldamento globale, le acque naturali subiranno delle modifiche
nella loro condizione termica é di fondamentale importanza studiare la reazione di questi organismi,
poiché in simili allevamenti sono impossibilitati alla ricerca di habitat maggiormente idonei alle
loro esigenze.

Danio rerio. Il pesce zebra € stato scelto per questo studio poiché e una specie sempre piu presente
nei laboratori di ricerca; infatti negli ultimi anni il suo impiego negli studi scientifici & aumentato
notevolmente. Inoltre, lo troviamo impiegato anche in studi inerenti 1’ansia e lo stress e i disturbi
neurocomportamentali che ne derivano.

Anche il danio zebrato € una specie euriterma, che tollera un intervallo di temperatura piuttosto
ampio. In natura questa specie ¢ presente in zone dove 1’escursione termica delle acque tra inverno
ed estate & molto intensa, con temperature dell’acqua estive di 38°C, invernali di 6°C (Spence et al.,
2008). In laboratorio sono stati condotti alcuni studi sulla tolleranza termica di questo piccolo pesce
ed e stato possibile identificare come range massimo di tolleranza quello compreso tra i 6,7 e i
41,7°C (Cortemeglia e Beitinger, 2005; Schaefer e Ryan, 2006). E pratica comune nei laboratori
allevare questa specie a 28-28.5°C, poiché questa é la temperatura a cui mostra un incremento della
crescita piu rapido e anche perché € la condizione termica ottimale per le femmine affinché abbiano
una costante produzione di uova (Lawrence, 2007; Matthews et al., 2002; Schaefer e Ryan, 2006).
Non mancano comunque in letteratura informazioni sull’allevamento del Danio rerio a temperature
comprese tra i 22 e i 30°C (Reed e Jennings, 2010).

Ad oggi pochi studi sono stati fatti su come varia il comportamento del danio zebrato al variare
della temperatura; uno dei pochi lavori che ha preso in esame parametri comportamentali in
relazione alla condizione termica e stato quello di Pritchard e colleghi (2001), il quale osservo
un’influenza del trattamento termico sull’attivita di nuoto, con pesci maggiormente attivi quando
tenuti, anche per brevi periodi, a temperature piu alte. Inoltre, dalla letteratura sappiamo che la

temperatura nel pesce zebra influenza il sistema endocrino (Jin et al., 2009), la stagionalita dei suoi
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ritmi biologici-riproduttivi (Condon et al., 2010) e la produzione di un fenotipo aerobico
muscolature (McClelland et al., 2006). Inoltre, dalla letteratura sappiamo che la temperatura di
allevamento influenza la tolleranza termica dell’adulto; in particolare pesci allevati con temperature
che giornalmente avevano delle forti fluttuazioni termiche risultavano essere piu piccoli nelle
dimensioni ma avevano una tolleranza termica maggiore. Sembra quindi che condizioni variabili di
temperatura durante le 24 ore giornaliere aumentino la probabilita di sopravvivenza ai cambiamenti
dell’ambiente, ma risultino energeticamente dispendiose (Schaefer e Ryan, 2006). Da un altro
lavoro, condotto da Cortemeglia e Beitinger (2005), emerge che questo pesce riesce ad estendere la
sua temperatura di tolleranza a soglie piu alte o basse a seconda sia stato acclimatato, anche solo per
pochi giorni, a temperature maggiori 0 minori, rafforzando I’ipotesi che la temperatura di
acclimatazione, per questi animali, sia un fattore molto importante.

Essendo evidente che la temperatura rappresenta un parametro importante per la vita di questi pesci,
focalizzare su eventuali soglie che possano rappresentare un fattore di stress permette di valutare
I’ipotesi di indurre, negli studi su sostante ansiolitiche, una situazione avversa mediante la
variazione di temperatura, tecnica che potrebbe esser facilmente replicabile nei laboratori di ricerca
cON una spesa non eccessiva.

Dalla letteratura € emerso, inoltre, che molto spesso nei laboratori di ricerca scientifica vengono
impiegati come animali di controllo (genericamente indicati wild-type) pesci zebra di provenienza
commerciale (Bass e Gerlai, 2008; Egan et al.,, 2009; Maximino et al., 2010a). Ossia pesci
geneticamente non conosciuti, acquistabili nei negozi di animali, aventi probabilmente un tasso di
eterozigosi differente rispetto alle linee selezionate in laboratorio, e quindi con una potenziale
elevata variabilita fisiologica e comportamentale tra individui, di cui bisogna tenere conto quando
impiegati come animali di controllo. Per cui, nell’ambito della scelta di questa specie, ¢ stato
ipotizzato di verificare anche se il comportamento di animali wild-type di due linee differenti sia

influenzato dal regime termico imposto.

1.7 La scelta dei test comportamentali

Dicentrarchus labrax. Per questa specie si sono scelti dei test comportamentali che fossero
maggiormente adatti ad analizzare gli aspetti fondamentali per la sua sopravvivenza. In particolare,
si sono voluti studiare i comportamenti associati ad un contesto di foraggiamento, di risposta ad un
disturbo esterno e sociale. Quindi, prendere in considerazione questi test, ci permette di fare delle
ipotesi inerenti la capacita delle spigole di tollerare e far fronte a simili cambiamenti ambientali, in

un contesto in cui la temperatura dell’habitat non sia piu conforme alle loro esigenze.
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In un’ottica di benessere animale alcune variazioni nei comportamenti scelti, tipo assenza di
consumo di cibo, maggiore aggressivita o incapacita di attuare un’idonea risposta ad uno stimolo
avverso, possono rappresentare anche dei possibili indicatori da monitorare per assicurare un
adeguato livello di salute degli animali nelle produzioni commerciali.

Danio rerio. Essendo questo pesce particolarmente importante per la ricerca scientifica, si sono
scelti dei test comportamentali che gia sono frequentemente impiegati in letteratura. In particolare
sono stati impiegati due test usati per gli studi di ansia e due test usati per analizzare il
comportamento sociale del danio zebrato. Questo ci permette di fare delle ipotesi su come la
temperatura va ad influire sui principali paradigmi comportamentali sviluppati per questo animale e
ci permette anche di valutare 1’impiego delle variazioni della temperatura di allevamento come
possibile fattore stressante da replicare nei laboratori.

La scelta di due test impiegati per valutare 1’ansia di questo pesce e due test per valutare la risposta
sociale, ci permette anche di verificare quali componenti del bagaglio comportamentale del danio
zebrato vengono influenzate dalle variazioni della temperatura o se una componente in particolare
viene modificata piu velocemente e in modo piu cospicuo dal trattamento termico. In questo modo
si possono fare delle ipotesi su quali fattori andare a monitorare piu attentamente in uno studio

inerente le risposte comportamentali del pesce zebra ad uno stress ambientale prolungato nel tempo.

1.8 Durata del trattamento termico

Un’importante caratteristica che identifica lo stress € la durata di questo. Alcuni autori definiscono
uno stress acuto quando questo dura per un intervallo di tempo che va da qualche minuto a qualche
ora, uno stress cronico quando questo dura per giorni o mesi (Dhabhar, 2000).

Dalla letteratura sullo stress dei pesci, appare chiaro che gran parte degli autori applicano la stessa
definizione di stress acuto e cronico, poiché la cattura attraverso reti oppure la manipolazione degli
animali negli allevamenti vengono indicati come stress acuti (Barreto e VVolpato, 2004; McCormick
et al., 1998), mentre il sovraffollamento degli allevamenti intensivi e il conseguente inquinamento
delle acque, vengono intesi come stress cronici (Barcellos et al., 1999; Santos et al., 2010;
Wendelaar Bonga, 1997).

In questo studio abbiamo analizzato il comportamento degli animali dopo un’acclimatazione
prolungata a differenti regimi termici.

Dicentrarchus labrax. Come precedentemente spiegato (paragrafo 1.6) questa specie é stata scelta
poiché nelle zone del Mediterraneo il suo allevamento e una pratica molto comune; quindi, si €

ipotizzato che studiare 1’effetto di un trattamento termico di lunga durata avrebbe fornito maggiori
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informazioni su quali parametri comportamentali possono esser presi in considerazione per
monitorare queste popolazioni.

Danio rerio. Come precedentemente spiegato (paragrafo 1.6) questa specie e stata scelta poiche
sempre piu diffusa nei laboratori di ricerca come animale modello di numerosissime patologie
umane, anche legate all’'uso di farmaci che alterano il comportamento. Partendo dall’ipotesi di
utilizzare la temperatura come possibile fattore di stress, si & scelto di studiare le influenze del
trattamento termico sul comportamento di questo pesce in due periodi differenti, uno di breve e uno
di lunga durata, per avere maggiori informazioni sulla tipologia di adattamento e il tipo di risposta

che gli animali attuano al fine di adattarsi a simili condizioni ambientali.

1.9 Scopo del lavoro

L’idea alla base di questo lavoro ¢ che la condizione termica possa avere un’influenza sul
comportamento dei pesci. Le specie utilizzate per questo studio sono state due, la spigola e il pesce
zebra.

Per la spigola si e partiti dall’ipotesi che regimi termici inappropriati potessero compromettere la
capacita di risposta agli stimoli esterni dell’animale, andando quindi a minacciare la capacita di

sopravvivenza di questo pesce. Quindi, gli obiettivi che sono stati presi in considerazione sono stati:

- Valutare quali tratti comportamentali sono maggiormente influenzati dalle variazioni di

temperatura

- Valutare se uno i regimi termici scelti puo rappresentare uno stress, al punto da modificare
attivita fondamentali per la sopravvivenza di questo animale, quali il foraggiamento o la

risposta ad uno stimolo avverso

Per il pesce zebra si & partiti dall’ipotesi che un regime termico inappropriato potesse essere
utilizzato come fattore di stress negli studi che riguardano ’'uso di farmaci antidepressivi 0 le

sostanze ansiolitiche. Quindi, gli obiettivi che sono stati presi in considerazione sono stati:

- Valutare quali tratti comportamentali sono maggiormente influenzati dalle variazioni di

temperatura
- Valutare se uno i regimi termici scelti puo rappresentare uno stress per questi pesci

- Valutare come si modifica il comportamento a seconda della durata del regime termico

imposto
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- Valutare se la temperatura imposta modifica il comportamento di pesci wild-type di linee
differenti

I risultati di questo lavoro saranno potenzialmente importanti per comprendere se le variazioni di

temperatura influiscono sul comportamento di queste due specie di pesci, una fondamentale per

I’economia dei paesi del Mediterraneo, 1’altra per I’impiego che se ne fa nella ricerca scientifica.
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2 MATERIALI E METODI
2.1 Dicentrarchus labrax

2.1.1 Stabulazione spigola

Un totale di 216 giovani spigole sono state prelevate in tre differenti riprese (marzo, luglio e
novembre 2012) in una azienda di acquacoltura di Brindisi (Panittica Pugliese s.r.l., Italia). Ogni
prelievo é consistito nella presa di 72 pesci.

Le informazioni ottenute dall’allevamento sulle dimensioni degli animali prelevati (10 cm di
lunghezza) ci hanno permesso di collocare questi animali nella fascia d’eta “giovanile” (circa due
anni di eta: Giffard-Mena et al., 2011).

Gli animali sono stati trasferiti all’Istituto Superiore di Sanita, Dipartimento di Biologia Cellulare e
Neuroscienze, Reparto di Neuroscienze comportamentali, Roma (ltalia). Al loro arrivo gli animali
sono stati suddivisi in sei gruppi da 12 individui ciascuno ed alloggiati in vasche da 180L (100 x 40
x 50 cm, lunghezza x ampiezza x altezza), munite di filtri interni (ricircolo di 300L/h) e ossigenatori
con porose. Per replicare le condizioni dell’allevamento, in una fase iniziale le vasche sono state
tenute a 19°C attraverso I’uso di termostati elettronici a colonna (Eden 430el) inseriti negli acquari,
con salinita dell’acqua di 15%1 %eo.

Durante il mese di quarantena e stato somministrato agli animali un agente disinfettante (Oidimol
Dajana Pet, Brno, Czech Republic; somministrato ad una concentrazione di 0.2 ml/L, come da
indicazione del prodotto) per I’eliminazione di parassiti della pelle, tipici patogeni infestanti negli
allevamenti commerciali. Inoltre, sulla base della letteratura, durante questo periodo & stata
gradualmente diminuita la salinita dell’acqua per diminuire il rischio di infezioni patogene, fino ad
arrivare al 5+2 %o (Chang e Plumb, 1996).

Per assicurare agli animali un fotoperiodo adeguato é stato impostato un ciclo luce:buio di 12:12 ore
attraverso I’uso di timer nella stanza in cui erano alloggiate le vasche.

Gli animali sono stati alimentati con pellets commerciali (Aqualim, France). Venivano distribuiti tre
pasti giornalieri e si continuava a somministrare cibo fin quando non veniva lasciato un avanzo sul
fondo della vasca per piu di cinque minuti. A quel punto si procedeva alla rimozione del cibo
avanzato mediante sifonatura. Per assicurare un’adeguata qualita dell’acqua tre volte a settimana si
procedeva al monitoraggio della salinita, della concentrazione dello ione ammonio e dei nitriti e
nitrati; una volta a settimana si procedeva al parziale cambio d’acqua per rimuovere 1 residui

organici dagli acquari. Durante le operazioni di pulitura degli acquari veniva sostituito non piu del
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30% del volume di acqua, per non andare ad intaccare la colonia di batteri presenti nella vasca.
Durante i tre periodi di quarantena (marzo, luglio e novembre 2012) sono morti un totale di 43
pesci, probabilmente a causa di infezioni dovute a parassiti della pelle. Quindi, in media durante le
quarantene si sono registrate circa due o tre morti in ognuna delle sei vasche di mantenimento in
uso. Invece, nei periodi sperimentali (durante il trattamento termico) sono state registrate solo due

morti considerando tutte e tre le replicate.

2.1.2 Trattamento spigola

Le tre temperature sperimentali utilizzate in questo studio sono state scelte in base all’intervallo
termico considerato ottimale per la crescita della spigola (21-25°C: Barnabé, 1991). Le tre
temperature sono state selezionate tre gradi sotto (18°C), all’interno (22°C) e tre gradi sopra (28°C)
di detto intervallo. Le tre condizioni termiche sono state raggiunte modificando gradualmente la
temperatura nelle vasche di mantenimento di un grado al giorno partendo dall’iniziale temperatura
di 19°C. Pertanto, la vasca a 18°C e stata portata alla temperatura sperimentale ipotermica in un
giorno, la vasca a 22°C é stata portata alla temperatura sperimentale intermedia in tre giorni, la
vasca a 28°C & stata portata alla temperatura sperimentale ipertermica in nove giorni. Per
raggiungere la temperatura di 18°C sono stati utilizzati dei refrigeratori (TK500) collegati a delle
pompe poste nelle vasche delle spigole, per raggiungere la temperatura di 22°C e di 28°C sono stati
utilizzati termostati elettronici (Eden 430el) inseriti negli acquari. L’ambiente interno delle vasche
era identico, per cui tutte le vasche di mantenimento a temperatura avevano all’interno lo stesso
numero di termostati e pompe, anche se il loro uso non era necessario. Il periodo sperimentale
aveva inizio quando le tre temperature sperimentali sono state raggiunte. Il trattamento termico é
stato applicato per 21 giorni. Questo intervallo di tempo e stato scelto sulla base della letteratura,
che indica 20 giorni come il tempo necessario agli organismi ectotermici per acclimatarsi ad un
cambiamento estremo (Lutterschmidt e Hutchinson, 1997; Schaefer e Ryan, 2006). In ogni sessione
sperimentale (marzo, luglio e novembre 2012), si avevano due vasche per ogni temperatura
sperimentale (due acquari rispettivamente a 18, 22 e 28°C), per cui nel totale delle tre replicate, si
sono avute sei vasche di mantenimento per ognuno dei tre trattamenti termici. In ogni sessione
sperimentale sono state testate tutte e tre le temperature per evitare che qualche fattore esterno
(dovuto alla stagione o al particolare gruppo di pesci prelevato dall’allevamento) potesse influire
sulla risposta delle spigole al trattamento termico.

La fine dei 21 giorni per le tre temperature sperimentali veniva raggiunta in periodi sfalsati di modo

da avere una settimana per eseguire 1 test comportamentali prima che un’altra temperatura
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sperimentale avesse raggiunto il termine del trattamento termico. Nel periodo di trattamento termico
si procedeva alla misurazione della temperatura due volte al giorno (10.00 e 17.00) e si registravano
eventuali fluttuazioni; saltuariamente si e osservata una variazione di £1°C dal valore desiderato.
Per evitare il contatto visivo tra i pesci appartenenti alle sei diverse vasche di mantenimento sono
stati posizionati tra di esse dei pannelli coprenti.

In uno studio pilota precedentemente effettuato era stato osservato che spesso le spigole isolate
restavano inattive per gran parte del tempo dei test comportamentali, mentre se mantenute in coppia
mostravano un comportamento di nuoto normale. Pertanto, al fine di ridurre 'inattivita degli
animali dovuta allo stress da isolamento, é stato deciso di svolgere i test comportamentali con una
coppia di spigole per volta, invece che con un singolo animale. Per evitare un effetto di
trascinamento tra i due soggetti che partecipavano alla prova comportamentale, in sede di analisi del
comportamento, si & deciso di considerare solo un animale registrando quindi il comportamento di
un solo membro della coppia.

Al termine dei 21 giorni di temperature sperimentali si effettuavano quattro test comportamentali: il
test di foraggiamento, il test olfattivo, il mirror test e il test avversivo. Per ogni temperatura si sono
testate un numero di coppie pari a 25 (50 animali in totale per ogni temperatura), quindi la
dimensione del campione intra-temperatura e stata di 25 soggetti sperimentali.

Una volta che la coppia sperimentale aveva concluso la batteria di quattro test, veniva spostata in
una vasca uguale a quella di mantenimento in dimensioni, aspetto e caratteristiche chimico-fisiche
dell’acqua (in seguito definite “vasche finali”). In questo modo si evitava la ricattura di una stessa
coppia di individui per i test comportamentali.

Gli ultimi soggetti sperimentali pescati dalle vasche di mantenimento a temperatura avevano una
condizione sociale simile a quella dei primi soggetti sperimentali catturati. Infatti, & stato adottato
un disegno sperimentale tale per cui tutti i pesci impiegati nei test comportamentali avessero sempre
un gruppo sociale con cui stare, questo affinché la condizione di isolamento sociale, di per sé
stressante, non influenzasse il loro comportamento. Nello specifico 1’ultimo giorno di test venivano
pescati contemporaneamente quattro animali a comporre due coppie da testare, lasciando almeno un
altro animale in vasca che non veniva impiegato nei test comportamentali. Questo soggetto, appena
allontanate le ultime due coppie sperimentali, veniva catturato e messo nelle vasche finali affinché
non subisse uno stress da isolamento sociale.

Terminata la fase delle prove comportamentali, gli animali venivano lasciati nella vasca finale in

modo da diminuire eventuali effetti stressanti derivati dalla cattura necessaria per effettuare i test
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comportamentali. In seguito il gruppo di ricerca del Dipartimento di Biologia e Biotecnologie
“Charles Darwin” dell’Universita Sapienza di Roma ha effettuato la cattura random di 38 soggetti
nelle diverse sessione sperimentali (rispettivamente 14, 12, 12 per i 18, i 26 e i 28°C) per procedere
al sacrificio necessario alla conduzione delle analisi neurochimiche. L’eutanasia era provocata
attraverso I’immersione in un eccesso di feniletanolo (8 ml/L). Le restanti spigole sono state
trasferite in acquari a 19°C e impiegate per altri studi. Prima di procedere all’eutanasia, i 38 soggetti
sono stati pesati.

Tutte le procedure di mantenimento e quelle sperimentali sono state eseguite nel rispetto sia dei
requisiti per la cura e la sistemazione degli animali (allegato Ill, sezione B della Direttiva
2010/63/EU) che delle linee guida per la sistemazione e la tutela degli animali impiegati a fini

sperimentali o ad altri fini scientifici (Raccomandazione 2007/526/EC).

2.1.3 Test comportamentali spigola

Il comportamento dei pesci € stato videoregistrato durante sessioni sperimentali che si svolgevano
in una fascia oraria compresa tra le 10.00 e le 14.00. In guesto periodo € stata condotta una batteria
di test comportamentali (quattro) eseguiti uno di seguito all’altro. Lo svolgimento di questi test ha
previsto la separazione della coppia sperimentale dal resto del gruppo ed il suo inserimento in
vasche (da qui chiamate “vasche sperimentali”) da 45L (50 x 30 x 30 cm, lunghezza x altezza x
ampiezza) ognuna munita di un ossigenatore con porosa ed un termostato. Le videoregistrazioni
sono avvenute mediante una videocamera Sanyo (VPC-GH1, Vietnam), posta frontalmente a circa
50 cm dalle vasche sperimentali; in questo modo € stato possibile avere una completa inquadratura
dell’acquario.
La coppia sperimentale veniva catturata con un retino e posta nella vasca sperimentale 24 ore prima
dell’inizio dei test comportamentali cosi che potesse familiarizzare con 1’ambiente nuovo; inoltre, in
questo modo si evitava che lo stress legato alla cattura influenzasse il comportamento.
Videocamera e treppiedi erano posizionati davanti alle vasche per far familiarizzare i pesci con la
struttura necessaria alle videoriprese. La videocamera era attivata due minuti prima dell’inizio dei
test comportamentali in modo da arrecare il minor disturbo possibile agli animali.
Poiche gli animali venivano spostati nella vasca sperimentale il giorno prima dei test, queste erano
munite di termostati e pompe collegate ai refrigeratori (per mantenere I’acqua alle tre differenti
temperature sperimentali) e di ossigenatori con porosa (per far in modo che la coppia sperimentale
non dovesse subire nessun tipo di stress fisico dovuto a modifiche dei parametri chimico-fisici
dell’acqua).
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Vista la natura estremamente schiva della spigola e visto che il loro trasferimento nella vasca
sperimentale avveniva il giorno prima degli esperimenti, & stato deciso di dotare la vasca
sperimentale di un rifugio che veniva rimosso molto delicatamente due ore prima dell’inizio dei test
comportamentali.

Tutti i test fatti agli animali sono stati condotti in una stanza vuota e con pareti chiare, per ridurre gli
stimoli visivi esterni che avrebbero potuto distrarre i soggetti testati dagli stimoli sperimentali che
gli venivano presentati. L’acqua nelle vasche sperimentali aveva la stessa temperatura ¢ la stessa
composizione chimica delle vasche di mantenimento. La condizione termica dell’acqua veniva
sistematicamente controllata al termine di ogni prova.

I quattro test venivano eseguiti nella stessa vasca sperimentale (53.5 x 40.0 x 36.5 cm lunghezza x
ampiezza X altezza) uno di seguito all’altro, con un intervallo di 30 minuti tra un test e il seguente,
poiché in uno studio pilota era stato osservato che questo fosse il periodo appropriato affinché il
pesce tornasse ad una attivita di nuoto normale. Con I’'impiego di due telecamere e di due treppiedi
giornalmente venivano registrate le prove comportamentali di due coppie di spigole. Poiché la
spigola € un animale che puo reagire alla presenza delle persone attuando comportamenti difensivi
(per esempio, nascondersi, stare immobile sul fondo della vasca o nuotare velocemente), sono stati
usati dei pannelli coprenti che permettevano di azionare le telecamere e di introdurre negli acquari
gli oggetti usati nei test senza disturbare gli animali. Al fine di amplificare la risposta degli animali
al cibo presentato in due test comportamentali (test di foraggiamento e test olfattivo) le coppie di
pesci isolate venivano tenute a digiuno dal momento della loro cattura dalla vasca di mantenimento
per esser collocate nella vasca sperimentale.

Data la natura delle prove comportamentali scelte per le spigole era ipotizzabile un effetto di
trascinamento di un test sul successivo, cioe che il comportamento di un soggetto in un test potesse
essere in parte influenzato da quanto avvenuto nel test precedente. Pertanto, si € deciso di
mantenere lo stesso ordine delle prove al fine di mantenere costante 1’interferenza tra di essi. Si €
scelto di presentare come primi test quelli riguardanti 1’alimentazione e come ultimo test quello che
prevedeva I’inserimento in vasca di un disturbo e una loro reazione di fuga. Questa scelta Si & basata
sulla letteratura scientifica che evidenzia come le spigole possono smettere di alimentarsi per
reazione ad un disturbo (Pickett e Pawson, 1994). L’ordine scelto ¢ stato: 1) test di foraggiamento,

ii) test olfattivo; iii) mirror test e iv) test avversivo.

Test di foraggiamento. Lo scopo del test era quello di verificare un’eventuale influenza della

temperatura sul comportamento alimentare delle giovani spigole. A tale scopo sono state utilizzate
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larve di zanzara rossa congelate (Chironomus salinarius) di lunghezza media di 1 cm, facilmente
reperibili nei negozi di acquariofilia poiché frequentemente impiegate come arricchimento
alimentare per pesci. Poiché la conoscenza della preda € uno dei fattori fondamentali nel
comportamento alimentare di alcune specie di pesci (Brown et al., 2003), si & deciso di far
familiarizzare le spigole con la preda scelta; quindi, durante i 21 giorni di trattamento termico,
settimanalmente venivano date come alimento le larve di zanzara rosse. Il test di foraggiamento
durava cinque minuti e aveva inizio quando venivano rilasciate circa 30 larve di zanzara rossa
attraverso una siringa (priva di ago) ad una estremita della vasca sperimentale (Fig. 2.1). La
posizione di rilascio delle zanzare (presentate sul lato destro o sinistro della vasca sperimentale) &

stata bilanciata tra le prove. Per dare inizio al test si aspettava che le spigole avessero un’attivita di

nuoto normale per circa cinque minuti.

Fig. 2.1. Test di foraggiamento

Test olfattivo. I pesci utilizzano 1’olfatto per 1’individuazione, il riconoscimento e la selezione del
cibo (Atema, 1980; Hara, 1993). In particolare diversi studi supportano il ruolo dell’olfatto come
senso fondamentale per il foraggiamento nelle spigole, poiché attraverso 1’aggiunta alla dieta di
miscele appetibili (per esempio, aggiunta di tessuto di calamari) aumenta 1’assunzione del cibo, la
crescita corporea e 1’utilizzo delle proteine di questi animali (Mackie e Mitchell, 1982; Dias et al.,
1997).

Per questo test sono state scelte come stimolo olfattivo larve di Sarcophaga carnaria

(comunemente detto bigattino), usate come esche vive nell’hobby della pesca. Queste esche
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venivano proposte ai pesci all’interno di un infusore da te di metallo in cui erano inseriti 10 bigattini
e che veniva adagiato ad un lato della vasca comportamentale, a meta della colonna d’acqua (Fig.
2.2). Nelle tre settimane di trattamento termico venivano presentati una volta a settimana gli
infusori da te sia vuoti che con le larve al loro interno. Cosi le spigole potevano familiarizzare con
questo oggetto prima dello svolgimento della prova comportamentale. Poicheé il bigattino produce
ammoniaca come sostanza di scarto si procedeva ad un lavaggio in acqua delle larve nell’ora che
precedeva il test. Si aspettava che le spigole avessero cinque minuti di nuoto normale prima di
procedere all’inserimento dello stimolo olfattivo nella vasca sperimentale. La posizione dello
stimolo olfattivo (presentato sul lato destro o sinistro della vasca sperimentale) e stata bilanciata tra
le prove. Per evitare che le giovani spigole fossero maggiormente interessate allo stimolo olfattivo a
causa del precedente test di foraggiamento, i due stimoli non si sono presentati nella stessa parte
della vasca, quindi quando una coppia di animali aveva il rilascio delle larve (nel test di
foraggiamento) nella parte destra della vasca sperimentale, lo stimolo olfattivo veniva loro
presentato nella parte sinistra. 1l test olfattivo durava dieci minuti.

Fig. 2.2. Test olfattivo

Mirror test. In letteratura & noto che lo stimolo dello specchio € utilizzato sia per studiare la risposta
sociale dei pesci allo stimolo del riflesso, sia per studiare la valutazione del predatore (Meliska et
al., 1980; Miklosi et al., 1997; Milinski, 1987). Inoltre, in alcuni studi & emerso che alcuni pesci
mostrano una preferenza nell’uso di un occhio con cui ispezionare il proprio riflesso e questa

lateralizzazione influenza il loro comportamento (Tsubokawa et al., 2009).
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In questo test si e voluto studiare se la risposta delle spigole al proprio riflesso nello specchio
potesse subire qualche modifica in base alla temperatura di mantenimento. Uno specchio (24 x 18
cm) era delicatamente posto al di fuori dalla vasca sperimentale su uno dei lati corti (40 cm) (Fig.
2.3). La posizione dello specchio (presentato sul lato destro o sinistro della vasca sperimentale) &

stata bilanciata tra le prove. Il test durava cinque minuti.

Fig. 2.3. Mirror test

Il test avversivo. Lo scopo di questa prova era quello di riprodurre il movimento e/o la vibrazione

dell’acqua in seguito all’entrata in acqua di un elemento potenzialmente pericoloso, tipo una rete da
pesca 0 un predatore aereo, per studiare come le temperature influenzino la risposta ad un disturbo.
E stato scelto come stimolo una fascia di plastica del diametro di 8 cm che veniva lasciata cadere da
una piattaforma posta a 0.5 m al di sopra della vasca sperimentale. Prima di lasciar cadere I’oggetto
si aspettava che le spigole si trovassero sotto la piattaforma (Fig. 2.4). Il comportamento dei pesci &

stato registrato per 10 minuti dopo 1’esecuzione dello stimolo avverso.
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Fig. 2.4. Test avversivo

2.1.4 Etogramma spigola

Esistono pochi studi condotti sul comportamento delle spigole in natura; la maggior parte dei lavori
inerenti il comportamento di questo animale sono stati fatti in cattivita e riguardano principalmente
aspetti importanti per I’allevamento, come il comportamento di foraggiamento o I’attivita motoria
(Georgalas et al., 2007; Lefrancois e Dominici, 2006).

Anche la risposta antipredatoria della spigola e stata studiata, soprattutto in relazione a fattori
ambientali stressanti per gli animali, come stati di ipossia 0 cambiamenti climatici (Lefrancois e
Dominici, 2006; Malavasi et al., 2013).

A causa della mancanza in letteratura di un etogramma da applicare a questa specie, in questo
studio si & usata come guida il libro di Pickett e Pawson (1994), il quale nasce come libro di
biologia ed ecologia, conservazione ed allevamento della spigola. In un capitolo sono
dettagliatamente descritti alcuni comportamenti che sono stati in seguito osservati nel corso delle
prove comportamentali qui eseguite.

In questo studio sono state rilevate categorie comportamentali differenti a seconda del test eseguito.

Test di foraggiamento:

- first biting, tempo trascorso tra il rilascio delle prede in vasca e 1’attuazione della prima

predazione da parte del soggetto sperimentale

- feeding, definito come il catturare e/o mangiare la preda in seguito a movimenti rapidi e con
frequenti cambi di direzione
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- fast swimming, movimenti rapidi e con frequenti cambiamenti di direzione (definiti darting

movements)

- fin raising, innalzamenti e abbassamenti rapidi e ripetuti delle pinne dorsali
Questi comportamenti sono indicatori dell’interesse degli animali verso la preda, mostrabile sia
attraverso un semplice stato di eccitazione (visibile dai movimenti della pinna dorsale e dal nuoto
veloce) sia attraverso la predazione vera e propria.

Test olfattivo:

- swimming close to the cue, definito come la presenza del pesce in vicinanza dello stimolo

olfattivo
- contact with the cue, toccare lo stimolo olfattivo con la bocca o urtarlo con il corpo

- fin raising, innalzamenti e abbassamenti rapidi e ripetuti delle pinne dorsali
La misurazione di questi comportamenti permette di mettere in evidenza I’interesse degli animali
verso lo stimolo olfattivo, evidenziabile sia attraverso 1’espressione di un semplice stato di
eccitazione (visibile dai movimenti della pinna dorsale), sia attraverso un differente modo di
interagire con lo stimolo (avvicinandosi alla zona dove era presente lo stimolo o entrando in
contatto con esso).

Mirror test:

- latency to the contact with the mirror, valutata come tempo trascorso tra la presentazione
dello specchio e il primo contatto con questo

- contact with the mirror, definito come il toccare con la bocca o con il corpo lo specchio

- C-start right reaction/ C-start left reaction, definito come una flessione del corpo verso

destra/sinistra a formare una C quando di fronte allo specchio

- arousal, innalzamenti e abbassamenti rapidi e ripetuti delle pinne dorsali associati con un
nuoto a zig-zag e/o apertura ripetuta della bocca, in prossimita dello specchio
Questi comportamenti mettono in evidenza un differente interesse degli animali verso lo specchio e
verso la propria immagine riflessa, esprimibile sia attraverso un semplice stato di eccitazione
(visibile dai diversi movimenti del corpo) sia attraverso un’interazione con lo stimolo
(avvicinandosi alla parete dove era presente lo specchio o entrando in contatto con essa).

Test avversivo:
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- escape response, definita come il tempo trascorso tra la caduta dell’oggetto e la fuga

attraverso movimenti rapidi e con frequenti cambi di direzione

- swimming close to the object, definito come la presenza del pesce nelle vicinanze

dell’oggetto
- contact with the object, toccare 1’oggetto con la bocca o con il lato del corpo

- inactivity, assenza di nuoto in galleggiamento lungo la colonna d’acqua, con leggeri

movimenti delle pinne pettorali

- freezing, totale assenza di movimento e posizionamento sul fondo della vasca
L’espressione di questi comportamenti fornisce un’indicazione sia di una reazione di paura degli
animali (la latenza alla fuga o il nuoto veloce e I’immobilita indici di uno stato di malessere) che di
un interesse degli animali verso 1’oggetto introdotto in vasca (attraverso un avvicinarsi o toccare

I’oggetto).

2.1.5 Analisi dei filmati spigola

Parte dei filmati sono stati sbobinati ed elaborati nei mesi che seguivano la singola replicata, il resto
a partire dal mese di gennaio 2013 mediante 1’utilizzo del software Observer XT 10.5 della Noldus.
Anche se i test comportamentali sono stati condotti su coppie di spigole, 1’analisi del
comportamento € stata condotta su un solo soggetto sperimentale. Questo per evitare un effetto di
trascinamento tra i due soggetti che partecipavano alla prova comportamentale. E stato definito
“soggetto sperimentale” il primo animale che si muoveva all’interno della vasca durante le
videoregistrazioni. Sono stati utilizzati piccoli dettagli fisici (le dimensioni del pesce, colore e
forma della pinna caudale, differenze nella colorazione del corpo) per riconoscere il soggetto
sperimentale dal conspecifico. Per ogni soggetto sperimentale nelle differenti prove, sono stati
registrati la durata e la frequenza di diversi comportamenti.

I comportamenti analizzati (descritti precedentemente nel paragrafo 2.1.4) sono diversi a seconda
della prova e sono stati scelti sulla base della letteratura disponibile sul comportamento della
spigole (Pickett e Pawson, 1994) e in seguito ad uno studio pilota condotto sulle stesse prove
comportamentali.

Test di foraggiamento. I comportamenti analizzati sono stati i seguenti: first biting (latenza alla

prima predazione), feeding (frequenze degli atti di predazione), fin raising (frequenza degli

innalzamenti delle pinne dorsali), fast swimming (durata e frequenza dei darting movements).
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Test olfattivo. | comportamenti analizzati sono stati i seguenti: swimming close to the cue (definito
come la presenza del pesce, in durata e frequenza, in un’area di 8 cm? disegnata su un foglio
trasparente attaccato al video in riproduzione con al centro lo stimolo olfattivo); contact with the
cue (durata e frequenza), fin raising (frequenza degli innalzamenti delle pinne dorsali).

Mirror test. | comportamenti analizzati sono stati i seguenti: latency to the contact with the mirror
(latenza al primo contatto con lo specchio), contact with the mirror (durata e frequenza), C-start
right reaction e C-start left reaction (frequenza e durata delle flessioni), arousal (durata di questi
comportamenti entro 2 cm dal vetro della vasca dove era poggiato lo specchio).

Test avversivo. | comportamenti analizzati sono stati i seguenti: escape response (registrata subito
dopo la caduta dell’oggetto), swimming close to the object (frequenza e durata della presenza del
pesce intorno all’oggetto), contact with the object (frequenza e durata), inactivity (frequenza e
durata), freezing (frequenza e durata). Tutti i comportamenti sono stati registrati all’interno di
un’area di 64 cm? con al centro I’oggetto, disegnata su un foglio trasparente attaccato al video in

riproduzione.

2.1.6 Analisi statistica spigola

Un totale di 16 variabili sono state considerate nei quattro test comportamentali. Nel test olfattivo
due variabili (swimming close to the cue e contact with the cue) sono state analizzate sia
separatamente che insieme e indicate come interest in the cue. Nel test avversivo due variabili
(swimming close to the object e contact with the object) sono state analizzate sia separatamente che
insieme e indicate come interest in the object. L’elaborazione statistica e stata effettuata attraverso
I’impiego del software Statview II (Abacus Concepts). Non sono state condotte delle analisi
parametriche poiché i dati non soddisfavano gli assunti di normalita e omoschedasticita. Percio sono
state effettuate delle analisi non parametriche, attraverso il test di Kruskal-Wallis; i post hoc sono
stati effettuati con il test di Mann-Whitney. E stata applicata la correzione di Bonferroni-Holm per i
confronti multipli (Perneger, 1998).

2.2 Danio rerio

2.2.1 Stabulazione dei wild-type linea commerciale (primo gruppo)

Nel mese di luglio 2013 sono stati acquistati 65 pesci zebra wild-type adulti della linea commerciale

da un fornitore autorizzato (Auryfish s.r.l., Bologna, Italia).
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Gli animali sono stati trasferiti all’Istituto Superiore di Sanita, Dipartimento di Biologia Cellulare e
Neuroscienze, Reparto di Neuroscienze comportamentali, Roma (ltalia). Al loro arrivo gli animali
sono stati stabulati insieme, per un periodo di due settimane, in un acquario da 120L (100 x 45 x 40
cm, lunghezza x altezza x ampiezza), munito di filtro esterno (ricircolo 300L/h), ossigenatore con
porosa e un termostato per mantenere 1’acqua a una temperatura iniziale di 26°C.

Le luci al neon nella stanza dove era alloggiata la vasca erano regolate da un timer al fine di avere
un ciclo luce:buio di 14:10 ore. Gli animali sono stati alimentati con mangime in fiocchi JBL Novo
Bel (Germania). Venivano distribuiti tre pasti giornalieri e si continuava a somministrare cibo fin
quando non veniva lasciato un avanzo sul fondo delle vasche per piu di cinque minuti. A quel punto
si procedeva alla rimozione del cibo avanzato mediante sifonatura.

Dopo due settimane di acclimatazione al nuovo stabulario, durante le quali si é registrata la morte di
due animali, i pesci sono stati suddivisi in tre gruppi da 20 individui ciascuno. Su questi é stato
studiato I’effetto dell’esposizione a tre diversi trattamenti termici per un periodo di quattro giorni
Quindi, i tre gruppi sono stati posti ciascuno in una vasca da 45L (50 x 30 x 30 cm, lunghezza x
altezza x ampiezza), munita di filtro esterno (ricircolo 300L/h), ossigenatore con porosa e
termostato impostato in modo da mantenere la temperatura dell’acqua a 26°C. Il fotoperiodo nella
stanza € stato mantenuto uguale a quello impostato all’arrivo dei pesci, tale cio¢ da avere un ciclo
luce:buio di 14:10 ore. Per assicurare un’adeguata qualita dell’acqua una volta a settimana si
procedeva al monitoraggio della concentrazione dello ione ammonio e degli ioni nitriti e nitrati e,
ogni due settimane, al parziale cambio d’acqua per rimuovere i residui organici dagli acquari.
Durante il cambio d’acqua non si cambiava mai piu del 30% del volume per non andare ad
intaccare la colonia di batteri presenti in vasca.

Tre pesci non sono stati distribuiti nelle vasche a temperatura, ma impiegati come stimolo sociale
nel group preference test; sono quindi stati messi in una vasca di dimensioni 28 x 25 x 16 cm
(lunghezza x altezza x ampiezza, corrispondente a circa 10L di acqua), munita di ossigenatore con
porosa e termostato per mantenere I’acqua a 26°C, privi di filtro (essendo un numero esiguo, il filtro
non ¢ stato necessario, si procedeva al cambio del 50% dell’acqua all’occorrenza).

Dopo due settimane di acclimatazione alla vasca da 45L, € iniziata la modifica della condizione

termica.

2.2.2 Condizione termica dei wild-type linea commerciale (trattamento di breve periodo)

Le temperature sperimentali applicate in questo studio sono state scelte in base all’intervallo che

molti autori considerano ottimale per la sopravvivenza del pesce zebra: 22-30°C (Matthews et al.,
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2002). In questo studio si ¢ deciso di studiare animali mantenuti a 26°C (a meta dell’intervallo
sopracitato) e animali mantenuti 8°C al di sopra e 8°C al di sotto di questa temperatura. Di
conseguenza le tre temperature studiate sono state: 18°C (condizione ipotermica), 26°C (condizione
intermedia), 34°C (condizione ipertermica). Le temperature sperimentali sono state raggiunte in un
giorno. Nella vasca a 18°C la temperatura era raggiunta attraverso un refrigeratore (TK 500) posto
di fianco alla vasca, ma non visibile dai pesci, collegato ad una pompa inserita nella vasca. Nella
vasca a 26°C la temperatura era raggiunta mediante un termostato elettronico a colonna (Eden,
430el) posto all’interno dell’acquario. Nella vasca a 34°C la temperatura era raggiunta attraverso un
termostato a cavo riscaldante (Eden, 415) posto sul fondo della vasca. Per rendere identico
I’ambiente all’interno dei tre diversi acquari, tutti erano muniti di pompa, termostato elettronico a
colonna e termostato a cavo. Si procedeva alla misurazione della temperatura due volte al giorno
(10.00 e 17.00) e si registravano eventuali fluttuazioni dai valori desiderati. Per evitare il contatto
visivo tra i pesci ospitati nelle diverse vasche di mantenimento sono stati posizionati dei pannelli
coprenti tra di esse.

Il trattamento termico di breve periodo durava quattro giorni, il quinto giorno si procedeva allo
svolgimento delle prove comportamentali con I’impiego di 10 soggetti sperimentali per ogni
temperatura (10 pesci zebra rispettivamente per la vasca a 18, a 26 e a 34°C). | restanti 10 animali
lasciati in vasca non venivano testati affinché I’ultimo animale sperimentale avesse altri animali con
cui fare banco e quindi non subisse uno stress legato alla privazione sociale.

I giorni di inizio delle tre temperature sperimentali sono stati sfalsati di modo da avere un giorno
per I’effettuazione dei test comportamentali.

Gli animali sono stati sottoposti a tre prove comportamentali (dark/light preference test, novel
diving tank test e group preference test). Si e deciso di sottoporre gli animali solo a tre prove
comportamentali poiché 1 test dovevano essere effettuati in un’unica giornata per ogni temperatura.
Ogni soggetto sperimentale, dopo aver effettuato i tre test comportamentali, veniva posto in una
vasca uguale, nelle dimensioni e aspetto, temperatura e chimica dell’acqua, a quella di
mantenimento (di seguito definite “vasche finali”). Questa procedura assicurava che non si pescasse
due volte lo stesso soggetto per le prove comportamentali. Al termine dei test comportamentali, tutti
gli animali (sia i soggetti sperimentali che i pesci usati come banco) venivano pesati e poi rilasciati
nelle vasche finali a temperatura, quindi il gruppo di ricerca del Dipartimento di Biologia e
Biotecnologie “Charles Darwin” procedeva al sacrificio di tutti gli animali, attraverso un eccesso di

feniletanolo (8 ml/L), per le analisi di natura neurochimiche.
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Tutte le procedure di mantenimento e cura degli animali hanno rispettato sia i requisiti per la cura e
il mantenimento dei pesci riportati nella Direttiva Europea 2010/63/UE, Allegato Ill, Sezione B
(UE, 2010), sia la Raccomandazione 2007/526/CE sulle linee guida per la cura degli animali

impiegati per scopi sperimentali e scientifici (CE, 2007).

2.2.3 Stabulazione dei wild-type linea commerciale (secondo gruppo)

Nel mese di settembre 2013 sono stati acquistati 125 pesci zebra wild-type adulti della linea
commerciale acquistati presso un fornitore autorizzato (Auryfish s.r.l., Bologna, Italia).

Gli animali sono stati trasferiti all’Istituto Superiore di Sanita, Dipartimento di Biologia Cellulare e
Neuroscienze, Reparto di Neuroscienze comportamentali, Roma (Italia). Per un periodo di due
settimane i pesci sono stati stabulati insieme in un acquario da 180L (100 x 45 x 40 cm, lunghezza x
altezza x ampiezza), munito di filtro esterno (ricircolo 300L/h), ossigenatore con porosa e un
termostato per mantenere 1’acqua a una temperatura iniziale di 26°C. Le luci al neon nella stanza
dove era alloggiata la vasca erano regolate da un timer al fine di avere un ciclo luce:buio di 14:10
ore. Gli animali sono stati alimentati mangime in fiocchi JBL Novo Bel (Germania). Venivano
distribuiti tre pasti giornalieri e si continuava a somministrare cibo fin quando non veniva lasciato
un avanzo sul fondo delle vasche per piu di cinque minuti. A quel punto si procedeva alla rimozione
del cibo avanzato mediante sifonatura.

Dopo due settimane di acclimatazione al nuovo stabulario, durante le quali non si € registrata alcuna
mortalita, gli animali sono stati suddivisi in tre gruppi da 40 individui ciascuno su cui condurre lo
studio di un trattamento termico sul lungo periodo (21 giorni). Quindi, i tre gruppi sono stati posti
ciascuno in tre vasche da 45L (50 x 30 x 30 cm, lunghezza x altezza x ampiezza) ognuna munita di
filtro esterno (ricircolo 300L/h), ossigenatore con porosa e termostato impostato per mantenere la
temperatura a 26°C. Il fotoperiodo nella stanza é stato mantenuto uguale a quello impostato
all’arrivo dei pesci, tale da avere un ciclo luce:buio di 14:10 ore. Per assicurare un’adeguata qualita
dell’acqua una volta a settimana si procedeva al monitoraggio della concentrazione dello ione
ammonio e degli ioni nitriti e nitrati e, ogni due settimane, al parziale cambio d’acqua per
rimuovere 1 resti organici dagli acquari. Durante il cambio d’acqua non si sostituiva mai piu del
30% del volume per non andare ad intaccare la colonia di batteri presenti in vasca.

Cinque pesci non sono stati distribuiti nelle tre vasche a temperatura poiché sono stati impiegati per
fungere da gruppo durante il test comportamentale nominato group preference; questi soggetti sono
quindi stati messi in una vasca di dimensioni 28 x 25 x 16 cm (lunghezza x altezza x ampiezza,

corrispondente a circa 10L di acqua), munita di ossigenatore con porosa e termostato per mantenere
35



I’acqua a 26°C, privi di filtro (essendo un numero esiguo, il filtro non ¢ stato necessario, si
procedeva al cambio del 50% dell’acqua all’occorrenza).
Dopo due settimane di acclimatazione alla vasca da 45L, e iniziata la modifica della condizione

termica.

2.2.4 Condizione termica dei wild-type linea commerciale (trattamento di lungo periodo)

Le temperature sperimentali usate in questo studio sono le stesse usate per il pesce zebra wild-type
linea commerciale su cui e stato eseguito lo studio del trattamento termico di breve periodo, quindi
18°C (condizione ipotermica), 26°C (condizione intermedia), 34°C (condizione ipertermica). | pesci
sono stati portati a 18°C e a 34°C (26°C di partenza) in una sola giornata. Si procedeva alla
misurazione della temperatura due volte al giorno (10.00 e 17.00) e si registravano eventuali
fluttuazioni dei valori; saltuariamente sono state osservate variazioni di £1°C. Per evitare il contatto
visivo tra i pesci mantenuti nelle diverse vasche di mantenimento sono stati posizionati dei pannelli
coprenti tra di esse.

Il trattamento di lungo periodo dei pesci zevra wild-type linea commerciale e durato 21 giorni, al
termine dei quali si conducevano quattro test comportamentali (dark/light preference test, novel
diving tank test, group preference test e mirror test). Questo intervallo di tempo é stato scelto sulla
base della letteratura, che indica 20 giorni come il tempo necessario agli organismi ectotermici per
acclimatarsi ad un cambiamento estremo (Lutterschmidt e Hutchinson, 1997; Schaefer e Ryan,
2006). Durante i 21 giorni di trattamento termico sono morti 4 pesci nella vasca tenuta a 26°C. Per
ogni condizione termica sperimentale (18, 26 e 34°C) si e deciso di testare 25 animali, di modo da
lasciare dagli 11 (nella vasca mantenuta alla temperatura intermedia) ai 15 animali (nelle vasche
mantenute a 18 e 34°C) a fare da banco nelle vasche di mantenimento. Questa procedura € stata
adottata per far si che la condizione sociale dei soggetti sperimentali catturati per le prove
comportamentali fosse identica. Una volta che il soggetto sperimentale aveva concluso la batteria di
quattro prove, veniva spostato in un acquario uguale, nelle dimensioni e aspetto, temperatura e
chimica dell’acqua, a quello di mantenimento (in seguito definito “vasca finale”). In questo modo
non si correva il rischio di catturare un soggetto che aveva gia effettuato i test comportamentali. Gli
animali sono stati alimentati con mangime in fiocchi JBL Novo Bel (Germania), con la stessa
procedura descritta precedentemente nel paragrafo 2.2.3.

Terminata la fase delle osservazioni comportamentali tutti gli animali (i pesci tenuti a fare da banco
e i soggetti sperimentali) venivano pesati e rilasciati nella vasca finale a temperatura. Di seguito il

gruppo di ricerca del Dipartimento di Biologia e Biotecnologie “Charles Darwin” procedeva al
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sacrificio di tutti gli animali nella vasca, attraverso un eccesso di feniletanolo (8 ml/L), per le analisi
di natura neurochimiche. Gli animali usati per fare da stimolo sociale nel group preference test sono
stati messi insieme e impiegati per altri studi.

Tutte le procedure di mantenimento e cura degli animali hanno rispettato sia i requisiti per la cura e
il mantenimento dei pesci riportati nella Direttiva Europea 2010/63/UE, Allegato Ill, Sezione B
(UE, 2010), sia la Raccomandazione 2007/526/CE sulle linee guida per la cura degli animali

impiegati per scopi sperimentali e scientifici (CE, 2007).

2.2.5 Stabulazione dei wild-type linea AB

All’inizio del mese di luglio 2014 sono stati messi a disposizione 69 pesci zebra wild-type adulti
linea AB dall’Universita di Copenhagen, Department of Veterinary Disease Biology, Laboratory of
Aquatic Pathobiology.

| pesci provenivano da un sistema di allevamento ad armadio (Aquaschwarz, V30), munito di due
pompe e di un sistema automatizzato per regolare il pH (7,4) e la conducibilita dell’acqua (540
ps/cm). 1l sistema era mantenuto a 28°C e il ciclo luce:buio di 14:10 ore era assicurato attraverso un
timer impostato nella stanza.

Sono stati formati tre gruppi da 22 individui ciascuno e posti in tre differenti vasche da 45L ognuna
(50 x 30 x 30 cm, lunghezza x altezza x ampiezza).

Gli animali sono stati alimentati con cibo secco per adulti ZM-300 (ZM systems UK). Venivano
distribuiti tre pasti giornalieri e si continuava a somministrare cibo fin quando non veniva lasciato
un avanzo sul fondo delle vasche per piu di cinque minuti. A quel punto si procedeva alla rimozione
del cibo avanzato mediante sifonatura.

Ogni vasca di mantenimento a temperatura era munita di filtro interno (ricircolo 300L/h),
ossigenatore con porosa e un termostato, per mantenere I’acqua ad una iniziale temperatura di
26°C+1. 1l fotoperiodo nella stanza in cui erano alloggiate le vasche di mantenimento a temperatura
era tale da assicurare un ciclo luce:buio di 14:10 ore. Per assicurare un’adeguata qualita dell’acqua
una volta a settimana si procedeva alla valutazione dei suoi parametri chimico-fisici con il
monitoraggio della concentrazione dello ione ammonio e degli ioni nitriti e nitrati. Inoltre, ogni due
settimane, si procedeva al cambio d’acqua per rimuovere i resti organici dagli acquari durante il
quale non si cambiava mai piu del 30% del volume di acqua per non andare ad intaccare la colonia
di batteri presenti nell’acqua.

I tre pesci rimanenti sono stati posti in una vasca di dimensioni minori (28 x 25 x 16 cm, lunghezza

x altezza x ampiezza, corrispondente a circa 10L di acqua), fornita di ossigenatore con porosa e
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termostato per mantenere 1’acqua a 26°C, privi di filtro dato il numero esiguo di animali. Questi tre
soggetti sono stati utilizzati come stimolo sociale nel test comportamentale nominato group
preference.

Dopo due settimane di acclimatazione al nuovo ambiente € iniziata la procedura sperimentale.

2.2.6 Condizione termica dei wild-type linea AB (trattamento di lungo periodo)

Le temperature sperimentali applicate in questo studio sono le stesse cui sono stati sottoposti i pesci
zebra wild-type linea commerciale negli studi sul trattamento termico di breve e lungo periodo
descritti precedentemente (paragrafi 2.2.2 e 2.2.4). Quindi, le tre temperature studiate sono state:
18°C (condizione ipotermica), 26°C (condizione intermedia), 34°C (condizione ipertermica). Le
temperature sperimentali sono state raggiunte in un giorno. Nella vasca a 18°C la temperatura era
raggiunta attraverso un refrigeratore (TK 500) posto di fianco alla vasca, ma non visibile dai pesci,
collegato ad una pompa inserita nella vasca. Nella vasca a 26°C la temperatura era raggiunta
mediante un termostato elettronico a colonna (Eden, 430el) posto all’interno dell’acquario. Nella
vasca a 34°C la temperatura era raggiunta attraverso un termostato a cavo riscaldante (Eden, 415)
posto sul fondo della vasca. Per rendere identico I’ambiente all’interno dei tre diversi acquari, tutti
erano muniti di pompa, termostato elettronico a colonna e termostato a cavo.

Gli animali sono stati utilizzati per lo studio delle modifiche comportamentali a seguito di un
trattamento termico applicato nel corso di un prolungato periodo di tempo (21 giorni) (come
descritto precedentemente nel paragrafo 2.2.4).

I 21 giorni per le tre temperature sperimentali sono stati raggiunti in periodi sfalsati in modo che lo
svolgimento dei test comportamentali nelle diverse temperature non si sovrapponessero.

Nel periodo di trattamento termico si procedeva alla misurazione della temperatura due volte al
giorno (10.00 e 17.00) e si registravano eventuali fluttuazioni; saltuariamente sono state osservate
variazioni di £1°C dal valore desiderato. Per evitare il contatto visivo tra i pesci appartenenti alle
diverse vasche di mantenimento sono stati posizionati dei pannelli coprenti tra di esse.

Durante i 21 giorni di trattamento termico si € somministrato cibo agli animali con la stessa
procedura descritta precedentemente nel paragrafo 2.2.5. In questa fase sono morti quattro pesci
nella vasca mantenuta a 34°C e uno nella vasca mantenuta a 26°C. Per far in modo che gli ultimi
soggetti sperimentali pescati avessero una condizione sociale simile a quella dei primi soggetti
sperimentali catturati, si sono lasciati in ogni vasca sperimentale (18, 26 e 34°C) un gruppo di

cinque individui che fungeva da banco e che non era sottoposto ai test comportamentali. Di

38



conseguenza, il numero di soggetti sperimentali che si € ottenuto dalle vasche mantenute a 18, 26 e
34°C e stato rispettivamente di 17, 16 e12 animali.

Al raggiungimento dei 21 giorni di temperatura si effettuavano quattro prove comportamentali
(dark/light preference test, novel diving tank test, group preference test e mirror test). Una volta che
il soggetto sperimentale aveva concluso la batteria di quattro test veniva spostato in una vasca (di
seguito chiamata “vasca finale”) uguale nelle dimensioni e aspetto, temperatura e chimica
dell’acqua, a quella di mantenimento. In questo modo i pesci gia sperimentati non potevano essere
catturati una seconda volta per effettuare i test comportamentali.

Terminata la fase delle prove comportamentali, tutti gli animali (i cinque pesci tenuti a fare da
banco e i soggetti sperimentali) venivano pesati e rilasciati nella vasca finale. In seguito il gruppo di
ricerca dell’Universita di Copenhagen, Laboratory of Aquatic Pathobiology procedeva al sacrificio
di tutti gli animali, attraverso un eccesso di feniletanolo (8 ml/L) per le analisi di natura
neurochimica. | tre pesci usati per fare da stimolo sociale nel group preference test sono stati
impiegati per altri studi.

Tutte le procedure di mantenimento rispettavano sia i requisiti per la cura e la sistemazione degli
animali come indicato dall’allegato III, sezione B della Direttiva 2010/63/EU, sia le linee guida per
la sistemazione e la tutela degli animali impiegati a fini sperimentali o ad altri fini scientifici come

riportate nella Raccomandazione 2007/526/EC.

2.2.7 Test comportamentali condotti sul pesce zebra

Il comportamento di tutti i pesci € stato videoregistrato durante sessioni sperimentali che si
svolgevano sempre in una fascia oraria compresa tra le 10.00 e le 17.00. In questo periodo € stata
condotta una batteria di test comportamentali (tre nel trattamento termico di breve periodo, quattro
nel trattamento termico di lungo periodo), eseguiti uno di seguito all’altro. Lo svolgimento di questi
test ha previsto la separazione del soggetto sperimentale dal resto del gruppo ed il suo inserimento
in apposite vasche sperimentali.

Tutti i test fatti agli animali sono stati condotti in una stanza vuota e con pareti chiare, per ridurre gli
stimoli visivi esterni che avrebbero potuto distrarre i soggetti testati dagli stimoli sperimentali che
gli venivano presentati. La stanza e stata mantenuta alla temperatura della vasca sperimentale per
far in modo che, durante il test comportamentale, non ci fossero variazioni di temperatura
dell’acqua. La condizione termica dell’acqua ¢ stata regolarmente controllata al termine di ogni
prova e, grazie all’ausilio del condizionatore, non si sono registrate variazioni maggiori di £1°C. Le

videoregistrazioni sono avvenute mediante una videocamera Sanyo (VPC-GH1, Vietnam), posta
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frontalmente a circa 50 cm dalle vasche sperimentali; in questo modo é stato possibile avere una
completa inquadratura dell’acquario. Il soggetto sperimentale veniva catturato con un retino ¢
quindi posto in un beacker da 50 ml non trasparente, nel quale restava per circa un minuto prima di
esser rilasciato nella vasca sperimentale.

Come da letteratura si e deciso di mantenere un ordine costante dei test, al fine di minimizzare
I’interferenza tra i diversi test eseguiti (Gerlai et al., 2000; Blaser e Gerlai, 2006). Inoltre si &
costruito un disegno sperimentale tale da garantire un numero minimo di catture al soggetto
sperimentale, attraverso la scelta di un ordine dei test che permettesse di effettuare alcune prove
nella stessa vasca sperimentale. L’ordine scelto ¢ stato: i) novel diving tank test e ii) dark/light
preference test, eseguiti come primo e secondo test in alternanza tra di loro; iii) group preference
test e iv) mirror test, eseguiti come terzo e quarto test in alternanza tra di loro. Nel breve periodo il
group preference test e sempre stato eseguito come ultima prova e il mirror test non e stato
eseguito.

Dark/light preference test. Questo ¢ un test d’ansia che si basa sulla naturale preferenza per gli

ambienti scuri osservata nel pesce zebra e in molti pesci teleostei (Jesuthasan, 2012; Maximino et
al., 2010a,b; Serra et al., 1999; Speedie e Gerlai, 2008). 1l comportamento in questa prova (per
esempio, Dl’attivita attuata nella porzione bianca della vasca) ¢ influenzato dal conflitto tra la
preferenza dell’animale verso le aree protette (substrato scuro, dove ¢ possibile essere criptici) e
un’innata motivazione ad esplorare ambienti nuovi (Maximino et al., 2010a,c). Dopo una revisione
della letteratura (Blaser et al., 2010; Champagne et al., 2010; Maximino et al., 2011) si & deciso di
utilizzare una vasca in plexiglass non riflettente (per evitare la tendenza di questi animali ad
interagire con un eventuale riflesso; Maximino et al., 2011), suddivisa in una meta bianca ed una
meta nera, di dimensioni di 33 x 18 x 18 cm (lunghezza x altezza x ampiezza, corrispondente a circa
10L di acqua), riempita con 4L di acqua a temperatura sperimentale (18, 26 €34°C). Inoltre, era
presente una zona centrale, per meta nera e per meta bianca, di dimensioni 5 x 18 x 18 cm
(lunghezza x altezza x ampiezza), provvista di due porte scorrevoli trasparenti (per permettere al
soggetto sperimentale di vedere le due diverse meta dell’acquario) dove veniva alloggiato il pesce
prima di iniziare la prova. A meta della vasca erano presenti anche due setti trasversali trasparenti
per rendere piu stretto il passaggio tra le due aree, quella bianca e quella nera, di modo tale da
evitare che 1 pesci potessero spostarsi dall’una all’altra zona a causa di un nuoto veloce. La zona

nera e stata coperta con un pannello scuro (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Vasca per il dark/light preference test

Dopo circa 30 secondi dall’inserimento del pesce nella parte centrale, iniziava la videoregistrazione
(della durata di 10 minuti) e le due porte scorrevoli venivano sollevate simultaneamente per dar
modo al soggetto sperimentale di scegliere in quale parte della vasca stare. Poiché in questo test le
pareti della vasca sperimentale non erano trasparenti, la telecamera é stata posta circa a 80 cm di
altezza sopra la meta vasca bianca. Terminata la prova il pesce veniva catturato con un retino e
posto nuovamente nel beacker per circa un minuto.

Novel diving tank test. Questo ¢ un test d’ansia che serve ad analizzare la risposta degli animali

all’esposizione ad un nuovo ambiente. Il pesce si trova di fronte al dilemma se esplorare un
ambiente nuovo, potenzialmente fonte di risorse alimentari, partner riproduttivi e rifugi, o restare
immobile a causa della paura di un ambiente sconosciuto, fonte di potenziali pericoli (Champagne
et al, 2010). In questa prova il danio zebrato puo esibire un’elevata attivita all’inizio
dell’osservazione che si stabilizza con I’abituazione all’ambiente (Gerlai, 2003), oppure puod
mostrare comportamenti legati all’ansia, tipo la totale immobilita (Gerlai et al., 2000). Dopo una
revisione della letteratura (Jesuthasan, 2012; Sackerman et al., 2010; Wong et al., 2010) si € deciso
di utilizzare una vasca avente base inferiore a forma di triangolo equilatero, con lati del triangolo di
30 cm e altezza di 22 cm (corrispondenti a 8L di acqua circa), riempita con 4L di acqua a
temperatura sperimentale (18, 26 e 34°C) (Fig. 2.6). La videoregistrazione (della durata di 10
minuti) iniziava nel momento in cui il pesce era inserito nella vasca sperimentale attraverso il
beacker. Terminato il test, il pesce veniva catturato con un retino e posto nuovamente nel beacker

per circa un minuto.
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Fig. 2.6. Vasca per il novel diving tank test

Group preference test. Il pesce zebra € un animale altamente sociale, che in condizioni normali
esibisce comportamenti sociali, come nuotare in banco, preferenze sociali (Engeszer et al., 2004;
Grossman et al., 2011; Riehl et al., 2011) e fenomeni di aggressivita (Oliveira et al., 2011). La
naturale preferenza a stare in gruppo mostrata da questo pesce & alla base del paradigma
sperimentale usato in questo test comportamentale. Dopo una revisione della letteratura (Blaser e
Gerlai, 2006; Gerlai et al., 2000) si e deciso di utilizzare una vasca di dimensioni 28 x 25 X 16 cm
(lunghezza x altezza x ampiezza, corrispondente a circa 10L di acqua), riempita con 4L di acqua a
temperatura sperimentale (18, 26 e 34°C). La vasca sperimentale aveva sui lati destro e sinistro due
partizioni scure che impedivano la vista di due acquari adiacenti, entrambi di dimensioni identiche e
con lo stesso quantitativo di acqua. Una delle due vasche adiacenti conteneva tre pesci zebra non
familiari (delle stesse dimensioni e della stessa eta del soggetto testato) rappresentanti lo stimolo
sociale, 1’altra vasca era vuota. Dopo 30 secondi da che il pesce era stato posto nella vasca
sperimentale centrale si iniziava la videoregistrazione (della durata di 10 minuti) e in
contemporanea venivano rimossi i due pannelli laterali (Fig. 2.7). La posizione del gruppo
(presentato sul lato destro o sinistro della vasca sperimentale) é stato bilanciato tra le prove. Al
termine dell’osservazione venivano riposizionati i pannelli scuri sui lati destro/sinistro della vasca
sperimentale e si aspettavano circa 30 secondi prima di dar inizio al test successivo (quando il

group preference test era condotto come terzo test comportamentale).
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Fig. 2.7. Group preference test

Mirror test. La stimolazione con I’immagine riflessa dallo specchio € un paradigma
tradizionalmente utilizzato per studiare il comportamento affiliativo/aggressivo dei pesci
(Desjardins e Fernals, 2010; Oliveira et al., 2011). Pesci zebra solitari che incontrano un altro
individuo spesso esibiscono un comportamento agonistico piuttosto che un comportamento
affiliativo (Blaser e Gerlai, 2006; Gerlai et al., 2000). Dopo una revisione della letteratura si &
deciso di utilizzare una vasca di dimensioni 28 x 25 x 16 cm (lunghezza x altezza x ampiezza,
corrispondenti a circa 10L di acqua), con 4L di acqua a temperatura sperimentale (18°C, 26°C,
34°C). Il pesce posto in questa vasca € stato lasciato ambientare per circa 30 secondi; quando la
videoregistrazione (della durata di 10 minuti) iniziava si posizionava lo specchio con una
angolazione di 22.5° sul lato lungo della vasca con la telecamera posizionata sul lato opposto (in
modo che 'immagine riflessa risultasse piu vicina da un lato della vasca e piu lontana dall’altro)
(Fig. 2.8). La posizione dello specchio (immagine riflessa piu vicina al lato sinistro/destro
dell’acquario) ¢ stata bilanciata tra le prove. Al termine dell’osservazione si rimuoveva lo specchio.
Al fine di evitare un’influenza del group preference test o del mirror test (a seconda di quale veniva
svolto prima) sulla scelta del lato della vasca sperimentale in cui sostare, gli stimoli di questi due
test non erano mai presentati sullo stesso lato della vasca. In questo modo gli animali che
effettuavano prima il group preference test e avevano lo stimolo sociale sul lato sinistro, nella prova
successiva avevano lo specchio sul lato destro. Viceversa, gli animali che facevano come terza
prova il mirror test e avevano il riflesso dell’immagine piu vicino a sinistra, nella prova successiva
(group preference test) avevano lo stimolo sociale sul lato destro. In questo modo si € cercato di

evitare un effetto “preferenza lato” dovuto alla prova precedente.
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Fig. 2.8. Mirror test

2.2.8 Etogramma pesce zebra

Il pesce zebra negli ultimi anni e diventato un modello animale molto diffuso anche per gli studi sul
comportamento, sia normale che patologico, e come modello per malattie cerebrali (Kalueff et al.,
2014; Miller e Gerlai, 2007; Norton e Bally-Cuif, 2007; Stewart et al., 2010). Le risposte
comportamentali del danio zebrato sono robuste, conservative dal punto di vista evolutivo e, per
alcuni aspetti, somigliano a quelle di molti mammiferi (Bilotta et al., 1999; Champagne et al.,
2010). Comunque, poiché é tuttora un modello animale nuovo, la terminologia etologica presenta
alcune lacune, mancando di una standardizzazione dettagliata (Kalueff et al., 2013). Inoltre resta
ancora da definire completamente il significato evolutivo di alcuni comportamenti poiché le
osservazioni di questo pesce in natura sono estremamente difficoltose viste le sue ridotte dimensioni
e I’habitat che occupa. In aggiunta ¢ probabile che alcuni comportamenti siano il risultato della
condizione di cattivita o del trattamento a cui sono sottoposti gli animali impiegati per gli studi
comportamentali, motivo per cui trovare una spiegazione ad alcuni comportamenti puo risultare
difficoltoso. Solo nel 2013 e comparso il primo catalogo del comportamento del pesce zebra, ad
opera di Kalueff e colleghi, un primo passo nel tentativo di unificare, attraverso una descrizione
dettagliata, la terminologia usata nella ricerca comportamentale eseguita sul Danio rerio.

In letteratura, inoltre, € possibile trovare differenti approcci nell’analisi degli stessi test qui eseguiti;
per esempio, in alcuni lavori & possibile osservare come i comportamenti non vengano analizzati,
dando importanza solo alla distribuzione spaziale degli animali nelle vasche comportamentali
(Champagne et al., 2010; Maximino et al., 2011; Ninkovic e Bally-Cuif, 2006). Oppure, in alcuni
lavori & possibile osservare come, con I’impiego di un differente software (Ethovision della

Noldus), si possano definire le diverse categorie comportamentali sulla base della velocita motoria
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degli animali o sulla frequenza di battito delle pinne pettorali e caudale (Blaser e Gerlai, 2006;
Mathur e Guo, 2011). Ancora, in alcuni studi, le categorie comportamentali possono esser piu
sintetiche, con il raggruppamento di pit comportamenti sotto un’unica definizione (locomotory
activity, inactivity: Champagne et al., 2010; Echevarria et al., 2008; Gerlai et al., 2000; Gerlai et al.,
2006; Lopez-Patifio et al., 2008).

Poiché alcuni tipici comportamenti compaiono solo in seguito a specifici trattamenti o in particolari
fasi di crescita degli animali (Kalueff et al., 2013), in questo studio si e cercato di applicare un
etogramma semplificato basato su cio che e stato definito nella letteratura riportata su test
comportamentali simili (Blaser e Gerlai, 2006; Maximino et al., 2010a,b; Stewart et al., 2011,
2012) e sulla base dei comportamenti maggiormente osservati nel corso degli esperimenti condotti
con le linee wild-type qui utilizzate.

Sono state complessivamente rilevate sei categorie comportamentali comuni a tutti gli animali e a
tutti i trattamenti, esibite in tutti i test eseguiti. In un’unica prova (mirror test) e stata rilevata una
nuova categoria comportamentale.

Le sei categorie comportamentali comuni a tutti i test effettuati e le loro relative definizioni sono:

swimming, nuoto a velocita normale

erratic movements, un nuoto veloce caratterizzato da bruschi ed improvvisi cambiamenti di
direzione, spesso eseguito sul fondo della vasca con il corpo inclinato dalla parte della testa;

effettuato spesso anche a differenti altezze della colonna d’acqua
- freezing, totale immobilita sul fondo, eccetto che per occhi e branchie
- thrashing, nuoto impetuoso avanti e indietro contro la parete della vasca

- floating, pesce stazionario o che si muove molto lentamente senza usare la pinna caudale; le

pinne pettorali possono battere con una frequenza molto bassa

- slow swimming, nuoto molto lento, in cui 1’animale batte con una frequenza bassa la pinna
caudale
Solo per il mirror test ¢ stato analizzato un comportamento aggiuntivo 1’aggressive/attack display,
definito come una postura in cui il pesce ha le pinne (dorsale, caudale, pettorali e/o anale) erette, in
associazione con dei movimenti ondulati del corpo; spesso sono visibili dei movimenti circolari 0 a
zig-zag di fronte lo specchio e brevi periodi di nuoto veloce verso I’immagine riflessa.
Dalla letteratura & emerso che i comportamenti maggiormente legati a stati di ansia sono il freezing,

e I’erratic movements (Maximino et al., 2010a,b; Stewart et al, 2012). Mentre, lo swimming &
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I’attivita motoria considerata normale per questo animale. Poco ¢ emerso per il thrashing dalla
letteratura, poiché e uno di quei comportamenti di difficile interpretazione, probabilmente perché
espresso solo in un ambiente di cattivita. Alcuni autori lo sommano allo swimming e prendono in
considerazione un’unica grande categoria “locomotory activity” (Gerlai et al., 2006; Lopez-Patifio
et al., 2008), che renderebbe in qualche modo il thrashing simile allo swimming, un movimento
normale non indice di uno stato di malessere. Altri autori lo associano al comportamento di
tigmotassi (I’evitamento degli spazi aperti), definendolo quindi un comportamento legato all’ansia
dello spazio aperto (Blaser et al., 2010; Lockwood et al., 2004). Negli studi sulle sostanze di abuso,
dove il comportamento del pesce zebra viene alterato dalla somministrazione di sostanze
allucinogene, il thrashing & considerato una stereotipia (Lopez-Patifio et al., 2008).

Essendo la letteratura cosi varia su questo particolare comportamento, in questo studio si € deciso di
considerarlo separatamente dal nuoto e di discuterlo caso per caso.

Dalla letteratura & emerso che é di fondamentale importanza la posizione degli animali nella
colonna d’acqua quando si lavora con questa specie di pesce, poiché una maggior presenza nella
parte bassa della vasca o in vicinanza delle pareti dell’acquario, rappresentano un indice di maggior
ansia degli animali (Maximino et al., 2010a,b; Stewart et al., 2011; Stewart et al, 2012).

Per cui, a seconda dei test effettuati, sono state considerate le categorie comportamentali associate
anche alle zone occupate dai soggetti sperimentali nelle vasche comportamentali.

La zonazione della vasche é stata differente nei diversi test e quindi le posizioni analizzate sono

state differenti da prova a prova:

- dark/light preference test, é stata analizzata la durata del tempo trascorso nella zona nera e in
quella bianca; il tempo trascorso nella zona bianca € stato a sua volta suddiviso in tempo

trascorso in prossimita delle pareti e nella zona centrale

- novel diving tank test, é stata analizzata la durata del tempo trascorso sul fondo, nella parte
centrale e nella parte alta della vasca. La parte centrale e stata volutamente considerata di
dimensioni doppie rispetto alle altre parti, per far in modo che la parte alta e bassa della

vasca fossero rappresentate da porzioni limitate;

- group preference test, € stata analizzata la durata del tempo trascorso nella zona vicino o

lontano dal gruppo e nella parte bassa o alta della vasca.

- mirror test, é stata analizzata la durata del tempo trascorso nella meta vasca con lo specchio

(mirror zone) o nella meta vasca senza specchio (no mirror); la zona specchio é stata a sua
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volta suddivisa in due, una in cui I’immagine riflessa risultasse maggiormente vicina (near

mirror) e I’altra in cui I’'immagine riflessa risultasse piu distante (distant mirror).

2.2.9 Analisi dei filmati pesce zebra

.....

.....

periodo luglio-ottobre 2014, mediante I’utilizzo dello stesso software.

Per ogni soggetto sperimentale nelle differenti prove, sono stati registrati la durata dei diversi
comportamenti e del tempo trascorso nelle diverse zone delle vasche.

I comportamenti analizzati (descritti precedentemente nel paragrago 2.2.8) sono uguali per tutte le
prove e si sono scelti sulla base della letteratura disponibile (Blaser e Gerlai, 2006; Maximino et al.,
2010a,b; Stewart et al., 2011; Stewart et al., 2012) e di seguito riportati: swimming, erratic
movements, freezing, thrashing, floating, slow swimming. Solo per il mirror test é stato analizzato
un comportamento aggiuntivo, 1’aggressive/attack behaviour. Di ogni comportamento si € registrata
la durata.

La zonazione della vasche ¢ stata differente nei diversi test e quindi le posizioni analizzate sono

state differenti da prova a prova:

- dark/light preference test, durata del tempo (espresso in secondi) nella parte nera/bianca
della vasca, e nella zona bianca vicino le pareti/centrale. La zona centrale nella porzione

bianca della vasca é stata delimitata da un rettangolo di 10 x 12 cm, lunghezza x larghezza;

- novel diving tank test, durata del tempo (espresso in secondi) trascorso nella parte
bassa/intermedia/alta della vasca. La parte intermedia é stata considerata doppia rispetto alla

parte bassa e alta.

- group preference test, é stata analizzata la durata del tempo (espresso in secondi) trascorso
vicino/distante lo stimolo sociale (il gruppo) e nella zona bassa/alta della vasca. In questa
prova per delimitare le zone sono state semplicemente divise a meta la lunghezza della vasca

(vicino/lontano) ¢ la colonna d’acqua (porzione alta/porzione bassa);

- mirror test, € stata analizzata la durata del tempo (espresso in secondi) trascorso nella mirror
zone /no mirror ; la zona dello specchio a sua volta e stato suddiviso in due zone: near

mirror/distant mirror.
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2.2.10 Analisi statistica pesce zebra

L’unita sperimentale ¢ 1’individuo. Il totale del campione € cosi costituito:

1) Per i pesci zebra wild-type linea commerciale nel trattamento termico di breve periodo: N=10 per
18, 26 e 34°C

2) Per i pesci zebra wild-type linea commerciale nel trattamento termico di lungo periodo: N=25 per
18, 26 e 34°C.

3) Per i pesci zebra wild-type linea AB nel trattamento termico di lungo periodo: N= 17 per 18°C,
N=16 per 26°C e N=12 per 34°C.

L’elaborazione statistica ¢ stata effettuata attraverso 1’impiego del software Statview II (Abacus
Concepts). Le variabili sono state inizialmente analizzate applicando una analisi non parametrica,
attraverso il test di Kruskal-Wallis (confronti multipli effettuati attraverso il test di Mann-Whitney).
Si & proceduto anche ad una analisi parametrica dell’ANOVA, semplice e per misure ripetute; i
confronti multipli sono stati eseguiti con il test Tukey/Kramer. Il livello di significativita é stato
posto pari a 0.05. Qui sono presentati quei risultati dell’analisi parametrica che risultavano essere
significativi anche nella analisi non parametrica, poiché i grafici ad istogrammi sono di piu facile
lettura.

Le prove comportamentali, della durata di dieci minuti, sono state analizzate sia nel totale che
suddivise in cinque intervalli da due minuti ciascuno, per vedere I’andamento del comportamento
sia nella totalita del test che nel susseguirsi dei minuti.

Inoltre, le prove comportamentali sono state analizzate sia inter-temperatura che intra-temperatura.
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3 RISULTATI

3.1 Trattamento termico in Dicentrarchus labrax

Prima di considerare, entro ogni temperatura, i 25 soggetti sperimentali come unico campione e
quindi analizzarli insieme, si é verificato, attraverso analisi statistica, che la stabulazione in diverse
vasche non avesse influito sul comportamento. L’eventuale presenza di un “effetto vasca” intra-
temperatura e stata valutata per tutti i comportamenti osservati e per ogni test. Nessun risultato
statisticamente significativo € stato trovato per questo fattore, pertanto le diverse replicate si sono
potute considerare uguali.

3.1.1 Test di foraggiamento. In questo test non e stato trovato nessun effetto della temperatura per
quanto riguarda i comportamenti del first biting e del feeding, anche se i pesci mantenuti per 21
giorni alla temperatura piu alta (28°C) hanno mostrano un numero di eventi di feeding lievemente
superiore (una media di 19 eventi di predazione) rispetto alle spigole mantenute alle altre due
temperature (un media di 15 e 16 eventi di predazione, rispettivamente per i 18 e i 22°C).

E’ stato trovato un effetto della temperatura sui comportamenti del fin raising (H2=6,90; P<0.01) e
del fast swimming (H>=11,366; P<0.01). I confronti multipli hanno mostrato che le spigole
mantenute a 28°C hanno compiuto un numero di eventi di fin raising significativamente maggiore
rispetto ai pesci mantenuti a 18°C e trascorso un tempo maggiore nell’attivita di fast swimming

rispetto ai pesci mantenuti a 18 e 22°C (Fig. 3.1 e 3.2).

Test di foraggiamento
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Fig. 3.1. Frequenza del comportamento di fin raising. Il box-plot descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni box-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: il box delinea il 23-
75% dei dati: la barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore il 10° percentile: i pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis; i post-hoc sono stati etfettuati con il test di Mann-Whitnev, a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonterroni-Holm. € indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 28°C
(P<0.05). (n=25. N=75)
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Fig. 3.2. Durata del comportamento di fast swimming. 1l box-plot descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni box-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: 1l pox delinea il 25-
75% dei dati: la barra superiore rappresenta il 907 percentile. quella inferiore il 107 percentile: i pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis: 1 post-hoc sono stati eflettuati con il test di Mann-Whitney. a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. € indica una differenza significativa tra 18°C e 28°C (P=<0.05). $$ indica
una differenza statisticamente statistica tra 22°C ¢ 28°C (P<0.01). (n=25: N=75)

3.1.2 Test olfattivo. In questo test & stato trovato un effetto della temperatura solo sul
comportamento del fin raising (H>=12,861; P<0.01), mentre per tutti gli altri comportamenti presi
in considerazione non é stato trovato un effetto dovuto alla temperatura. In particolare, dai confronti
multipli e risultato che le spigole mantenute a 28°C hanno compiuto un numero di eventi di fin

raising significativamente maggiore rispetto ai pesci mantenuti a 18°C (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Frequenza del comportamento di fin raising. 11 box-plot descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni box-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana; il box delinea il 25-
75% dei dati; la barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore i1 10° percentile; 1 pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico & stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis; i post-hoc sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui é stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. €€ rappresenta una differenza statisticamente significativa tra 18°C e
28°C (P<0.01). (n=25; N=75)
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Dal test di Mann-Whitney é risultato anche che gli animali mantenuti a 22°C hanno effettuato un
numero di fin raising maggiore rispetto alle spigole tenute alla temperatura pitu bassa, ma
nell’applicare la correzione di Bonferroni-Holm questa differenza non si € mantenuta significativa.
Per tutti gli altri comportamenti analizzati, sia in frequenza che in durata, non si osservano effetti
dovuti alla temperatura sperimentale.

3.1.3 Mirror test. In questo test é risultato esserci un effetto della temperatura nella misura della
latency to the contact with the mirror (H.=7,263; P<0.05), nei comportamenti di arousal
(H2=10,135; P<0.01), C-start reaction (H.=6,544; P<0.05), C-start right reaction (H>=8,262;
P<0.05) e contact with the mirror (H>=8,319; P<0.05). Dai confronti multipli si osserva che le
spigole mantenute alla temperatura sperimentale maggiore (28°C) hanno avuto una latenza al
contatto con lo specchio significativamente maggiore rispetto ai soggetti sperimentali provenienti
dagli altri due trattamenti termici (22°C e 18°C) (Fig. 3.4).

Inoltre, gli animali mantenuti a 22°C hanno avuto un numero di contact with the mirror (Fig. 3.5),
di C-start reaction (Fig. 3.6), di C-start right reaction (Fig. 3.7) e una durata del comportamento di

arousal (Fig. 3.8) significativamente maggiori rispetto ai pesci mantenuti a 28°C.
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Fig. 3.4. Latency to the contact with the mirror. Il box-plot descrive le caratteristiche della distribuzione.
Ogni hox-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: il hox delinea il 25-75% dei dati; la
barra superiore rappresenta il 90 percentile. quella inferiore il 10 percentile: 1 pallini rappresentano punti
isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di Kruskal-Wallis: i post-hoc
sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui ¢ stata applicata la correzione di Bonferroni-Holm.
€ indica una differenza statisticamente statistica tra 18°C e 28°C (P<0.05). $ indica una differenza
statisticamente statistica tra 22°C e 28°C (P<0.05). (n=25: N=73)
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Fig. 3.5. Frequenza del comportamento contact with the mirror. Il box-plor descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni hox-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: il hox delinea il 25-
75% dei dati: la barra superiore rappresenta il 90 percentile, quella inferiore 1l 10° percentile: 1 pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis: 1 post-hoc sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. $$ indica una differenza statisticamente significativa tra 22°C e 28°C
(P<0.01). (n=25: N=75)
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Fig. 3.6. Frequenza del comportamento di C-start reaction. 1l box-plot descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni box-plof contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: 11 box delinea 1l 25-
753% det dati: la barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore 1l 107 percentile: 1 pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis: 1 post-hoc sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. $ indica una differenza statisticamente significativa tra 22°C e 28°C
(P<0.05). (n=25,N=73)
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Fig. 3.7. Frequenza del comportamento di C-start right reaction. Il box-plot descrive le caratteristiche
della distribuzione. Ogni hox-plof contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: il box delinea il
25-75% dei dati: la barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore il 107 percentile: i pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettvato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis: 1 post-hoc sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney. a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. $ indica una differenza statisticamente significativa tra 22°C e 28°C
(P<0.05). (n=25. N=73)
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Fig. 3.8. Durata del comportamento di arousal. Il box-plot descrive le caratteristiche della distribuzione.

Ogni hox-plof contiene una linea centrale che rappresenta la mediana: il box delinea il 25-75% dei dati: la
barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore 1l 10° percentile: 1 pallini rappresentano punti
isolati. Il confronto statistico ¢ stato effettuato mediante test non parametrico di Kruskal-Wallis: 1 post-hoc
sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui & stata applicata la correzione di Bonterroni-Holm.
$% indica una differenza statisticamente significativa tra 22°C e 28°C (P<0.01). (n=25. N=73)

3.1.4 Test avversivo. Con alcuni animali provenienti dalle vasche mantenute a 18°C e 22°C non é
stato possibile eseguire questo test, poich¢ hanno mostrato per I’intero tempo della sessione
sperimentale uno stato di immobilita in vicinanza di una parete dell’acquario. Questo ha reso
impossibile procedere all’inserimento dello stimolo avversivo, poiché cio richiedeva che il soggetto

fosse al centro della vasca al momento dell’input negativo (vedere paragrafo 2.1.3). Quindi in
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questa prova comportamentale abbiamo un numero di soggetti sperimentali di 25, 19 e 24
rispettivamente per le temperature di 28°C, 22°C e 18°C.

In questo test ¢ risultato un effetto del trattamento termico sulla latenza all’escape response
(H2=11,278; P<0.01) e sulla durata del comportamento di inactivity (H>=6,502; P<0.05). Dai
confronti multipli si osserva che gli animali acclimatati alla temperatura piu alta hanno una latenza
all’escape response minore rispetto agli animali mantenuti a 22°C (Fig. 3.9) e una durata del
comportamento di inactivity maggiore rispetto a quelli mantenuti alla temperatura intermedia,

differenza che pero non si mantiene dopo la correzione di Bonferroni-Holm.
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Fig. 3.9. Latenza al comportamento di escape response. Il box-plot descrive le caratteristiche della
distribuzione. Ogni hox-plot contiene una linea centrale che rappresenta la mediana; il hox delinea il 25-
75% dei dati: la barra superiore rappresenta il 90° percentile, quella inferiore 1 107 percentile: 1 pallini
rappresentano punti isolati. Il confronto statistico e stato effettuato mediante test non parametrico di
Kruskal-Wallis: 1 post-hoc sono stati effettuati con il test di Mann-Whitney, a cui ¢ stata applicata la
correzione di Bonferroni-Holm. $% indica una differenza statisticamente significativa tra 22°C e 28°C
(P<0.01). (n18°C=24. n22°C=19. n28°C=25: N=08)

3.1.5 Peso degli animali. In un sottocampione di 38 pesci ¢ stato osservata un’influenza del
trattamento termico sul peso degli animali (H>=16,615; P<0.01). Dai confronti multipli si evince
che il peso medio dei pesci acclimatati per 21 giorni al trattamento termico di 28°C é
significativamente maggiore del peso medio degli animali mantenuti alle altre due temperature
sperimentali; inoltre, anche il peso medio delle spigole tenute a 22°C risulta in maniera
statisticamente significativa maggiore rispetto al peso di quelle soggette al trattamento termico piu
basso (Fig. 3.10).
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Fig. 3.10. Peso delle spigole dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature sperimentali. I valori
sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita
dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 22°C (P<0.01),
€€ indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 28°C. $$ indica una differenza
statisticamente significativa tra 22°C e 28°C (P<0.01). (n18°C=14, n22°C=12, n28°C=12: N=38)

3.2 Trattamento termico di breve periodo in Danio rerio wild-type linea commerciale

3.2.1 Novel diving tank test. Nel totale dei dieci minuti di osservazione si nota un effetto della
temperatura per quanto riguarda la presenza dei pesci zebra nelle varie zone lungo la colonna
d’acqua. La temperatura influenza I’utilizzo della parte superiore (F2,27=6,282; P<0.01), del mezzo
(F2,27=7,601; P<0.01) e della parte inferiore della vasca (F.27=9,264; P<0.01). Dai confronti
multipli & risultato che gli animali mantenuti alla temperatura piu elevata (34°C) per quattro giorni
hanno trascorso un maggior tempo nella parte alta della vasca rispetto ai pesci zebra tenuti a 18°C
(Fig. 3.11).
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Fig. 3.11. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo quattro giorni di acclimatazione alle
tre temperature sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le
medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una
difterenza statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01). (n=10: N=30)

Di contro, i pesci mantenuti alla temperatura piu bassa (18°C) hanno trascorso un periodo di tempo
significativamente minore nella parte intermedia della vasca rispetto alle altre due temperature
sperimentali (26°C e 34°C) e significativamente maggiore nella parte bassa della vasca rispetto alle

due temperature sperimentali piu alte (26°C e 34°C) (Fig. 3.12).
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Fig. 3.12. Tempo trascorso nella parte bassa dopo quattro giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza significativa tra 18°C e 26°C
(P<0.01), €€ indica una differenza significativa tra 18°C e 34°C (P=0.01). (n=10: N=30)
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Nel fare un’analisi intra-temperatura della presenza degli animali nelle diverse zone in cui e stata
suddivisa questa vasca, si pud osservare che tutti gli animali, indipendentemente dal trattamento
termico subito, hanno frequentato in maniera significativamente maggiore il fondo della vasca
(18°C: F,,18=115,838; P<0.01; 26°C: F2,18=27,556; P<0.01; 34°C: F218=5,988; P<0.01).
Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
suddividendo il tempo del test in cinque intervalli da due minuti ciascuno, non si 0sservano
differenze statisticamente significative.

Per quanto riguarda i comportamenti considerati in questo test, si puo osservare un effetto della
temperatura sperimentale sui comportamenti di freezing (F227=25,653; P<0.01), swimming
(F2,27=4,793; P<0.05) e thrashing (F227=3,656; P<0.05). In questo test non sono stati presi in
considerazione i comportamenti di floating e slow swimming poiché avvenivano molto raramente.
Dai confronti multipli risulta che gli animali mantenuti alla temperatura minore (18°C) hanno
trascorso un periodo significativamente maggiore esibendo il comportamento di freezing rispetto

agli animali mantenuti alle altre due temperature sperimentali (Fig. 3.13).
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Fig. 3.13. Tempo trascorso nel comportamento di fieezing dopo quattro giorni di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra
le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una
differenza statisticamente significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01), €€ indica una differenza
statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01). (n=10:. N=30)

I confronti multipli indicano che i pesci zebra tenuti alle due temperature maggiori hanno trascorso
un tempo maggiore esibendo il comportamento di swimming rispetto agli animali che erano

sottoposti al trattamento termico piu basso (Fig. 3.14).
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Fig. 3.14. Tempo trascorso nel comportamento di swimming dopo quattro giorni di
acclimatazione alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il
confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di
Tukev. ## indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01). €€
indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01). (n=10. N=30)

Invece, per quanto riguarda il thrashing, dai confronti multipli non si conferma la differenza
significativa (P=0.039) tra le tre differenti temperature, poiche la correzione insita nel test della
varianza fa si che le differenza tra la durata del thrashing dei pesci mantenuti a 18°C e le altre
temperature sia borderline (P>0.05 ma <0.10).

Inoltre, analizzando i comportamenti degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque
intervalli da due minuti ciascuno, si puo osservare che il comportamento di freezing (Fs 108=2,934;
P<0.01) e di swimming (Fs108=2,909; P<0.01) risultano significativamente differenti con il
trascorrere del tempo. Dai confronti multipli infatti si puo notare come gli animali mantenuti a 18°C
esibiscano un comportamento di freezing significativamente maggiore nei primi due minuti di
osservazione rispetto agli ultimi due minuti del test (Fig. 3.15).

Invece per quanto riguarda lo swimming risulta che i pesci mantenuti alla temperatura di 26°C nel
corso dei primi due minuti di osservazione passano un tempo significativamente inferiore a nuotare
rispetto agli ultimi due minuti del test, mentre i pesci mantenuti a 34°C nel corso dei primi due
minuti di osservazione passano un tempo significativamente inferiore a nuotare rispetto al secondo

intervallo da due minuti (Fig. 3.16).
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Fig. 3.15. Tempo trascorso nel comportamento di fieezing dopo quattro giornt di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra
le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una
differenza statisticamente significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01). €€ indica una ditferenza
statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01). ** indica una differenza statisticamente
significativa tra il tempo trascorso in freezing nei primi due minuti rispetto agli ultimi due
minuti nella temperatura di 18°C (P<0.01). (n=10; N=30)
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Fig. 3.16. Tempo trascorso nel comportamento di swimming dopo quattro giorni di
acclimatazione alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. 1l
confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di
Tukev. ## indica una differenza significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01), €€ indica una
differenza significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01), $$ indica una differenza significativa tra
26°C e 34°C (P<0.01). * e ** indicano rispettivamente una differenza significativa tra il tempo
trascorso in swimming nei primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti negli animali
mantenuti a 26°C (P<0.05) e una differenza significativa tra il tempo trascorso in swimming nei
primi due minuti rispetto al secondo intervallo di due minuti negli animali mantenuti a 34°C
(P<0.01). (n=10. N=30)

3.2.2 Dark/light preference test. Per quanto riguarda la distribuzione dei pesci zebra nelle zone in
cui é suddivisa questa vasca nel totale dei dieci minuti di osservazione si puo rilevare un effetto
principale della temperatura sia per la durata del tempo trascorso nella zona nera (F226=37,257,;
P<0.01) che in quella bianca (F2,26=37,212; P<0.01). Dai confronti multipli risulta che i Danio rerio

tenuti per quattro giorni a 18°C hanno trascorso un periodo di tempo significativamente maggiore
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nella parte nera (565,6 secondi di media +15,7 SE) rispetto agli animali mantenuti alle altre due
temperature sperimentali. Inoltre, i pesci mantenuti alla temperatura intermedia (26°C) hanno
trascorso un tempo significativamente maggiore (243,6 secondi di media £59,1 SE) nella parte nera
della vasca rispetto ai pesci tenuti alla temperatura di 34°C. Di contro, gli animali tenuti a 34°C
hanno trascorso nella parte bianca della vasca sperimentale 559,7 secondi di media (37,8 SE) (Fig.
3.17). Infatti, analizzando la distribuzione intra-temperatura, risulta che i Danio rerio mantenuti a
18°C trascorrono un tempo significativamente maggiore nella porzione nera della vasca
(F1,8=283,664; P<0.01) mentre quelli acclimatati per quattro giorni a 34°C trascorrono un intervallo
di tempo significativamente maggiore nella porzione bianca (F19=47,133; P<0.01). Per i pesci
acclimatati a 26°C, invece, non si rileva nessuna preferenza per le due differenti partizioni della

vasca sperimentale.

Dark/light preference test

800 -

Tempo 400 - s$
(sec)

18°C 26°C 34°C

Temperature sperimentali

Fig. 3.17. Tempo trascorso nella parte nera dopo quattro giornt di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le
medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukev. ## indica una
differenza statisticamente significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01). €€ indica una differenza
statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01), $$ indica una differenza statisticamente
significativa tra 26°C e 34°C (P<0.01). (n=10; N=30)

Per quanto riguarda il tempo trascorso nelle due zone in cui é stata divisa la parte bianca della vasca
sperimentale (la zona bianca vicina le pareti della vasca e la zona bianca centrale) sono stati presi in
considerazione solo i soggetti mantenuti alle due temperature maggiori (26°C e 34°C) poiché i pesci
tenuti a 18°C hanno trascorso nella parte bianca solo un periodo limitato di tempo. E stata
riscontrata un’influenza della temperatura sul tempo trascorso nella zona vicina le pareti che ¢
maggiore per la temperatura di mantenimento piu elevata (F226=21,663; P<0.01). Se si stima il

tempo trascorso nella parte bianca vicino la parete come percentuale del tempo totale trascorso nella
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porzione bianca di vasca dagli animali mantenuti alle due temperature piu alte, possiamo pero
osservare che i pesci mantenuti rispettivamente a 26 e 34°C trascorrano vicino la parete il 71%
(£5,65 SE) il 76% (£6,36 SE) del loro tempo. Infatti, effettuando un’analisi intra-temperatura, sia i
26°C che i 34°C hanno trascorso un tempo significativamente maggiore nella zona bianca vicino la
parete (26°C: F1,9=7,359; P<0.05; 34°C: F19=13,684; P<0.01).

Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, non si osservano differenze statisticamente
significative.

In questo test i comportamenti sono stati analizzati per la sola porzione bianca, 1’unica visibile, e i
comportamenti di floating e slow swimming sono stati esclusi dalle analisi poiché avvenivano solo
per pochi secondi. Essendo presenti nella zona bianca solo gli animali mantenuti alle due
temperature maggiori (26°C e 34°C) si e proceduto al confronto dei comportamenti solo tra questi
due trattamenti. La durata dello swimming & risultata influenzata dalla temperatura, con i pesci
tenuti a 34°C che effettuavano questo comportamento in modo significativamente maggiore rispetto

agli animali mantenuti alla temperatura intermedia (F2,26=7,763; P<0.01) (Fig. 3.18).
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Fig. 3.18. Tempo trascorso nell’attivita di swimming dopo quattro giorni di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. 11 confronto statistico
tra le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. $ indica
una differenza statisticamente significativa tra 26°C e 34°C (P<0.05). (n=10; N=30)

L’espressione degli altri comportamenti in durata non e risultata influenzata dalla temperatura di

mantenimento.
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Analizzando il comportamento degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli
da due minuti ciascuno non si rilevano differenze statisticamente significative.

3.2.3 Group preference test. Per quanto riguarda la presenza dei soggetti sperimentali nelle varie
zone della vasca e lungo la colonna d’acqua nei dieci minuti del test ¢ stato osservato un effetto
della condizione termica sia per 1’utilizzo della parte superiore (F2,27=11,464; P<0.01) e inferiore
della vasca (F2.27=11,420; P<0.01), sia per quanto riguarda la parte vicina (F2,27=3,730; P<0.05) e
lontana (F2,27=3,705 P<0.05) dallo stimolo sociale (il gruppo). Dai confronti multipli si e potuto
osservare che gli animali mantenuti alla temperatura sperimentale piu bassa (18°C) hanno trascorso
un tempo significativamente minore nella parte alta rispetto ai pesci tenuti alle altre due temperature
(26°C e 34°C) (Fig. 3.19).
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Fig. 3.19. Tempo trascorso nella parte alta dopo quattro giormi di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato

mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza statisticamente significativa
tra 18°C e 26°C (P<0.01). € indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (P<0.03)
(n=10: N=30)

Inoltre, gli animali mantenuti alla temperatura di 26°C hanno trascorso nella porzione adiacente lo

stimolo sociale un intervallo di tempo maggiore rispetto ai soggetti tenuti a 18°C (Fig. 3.20).
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Fig. 3.20. Tempo trascorso nella zona adiacente lo stimolo sociale dopo quattro giorni di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢
stato eftettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. # indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 26°C (P<0.05). (n=10: N=30)

Nel fare un’analisi intra-temperatura della distribuzione degli animali nelle varie zone in cui €
suddivisa questa vasca si puo osservare che tutti gli animali, indipendentemente dal trattamento
termico cui sono stati sottoposti, trascorrono un intervallo di tempo significativamente maggiore
nella meta vasca adiacente il gruppo di tre pesci (18°C: F19=5,032; P<0.05; 26°C: F19=165,222;
P<0.01; 34°C: F19=14,048; P<0.01).

Nell’analizzare la distribuzione dei pesci nelle diverse zone in cui ¢ stata divisa questa vasca
suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli da due minuti ciascuno si puo notare che i
pesci mantenuti a 18°C trascorrono un intervallo di tempo statisticamente maggiore nella porzione
alta negli ultimi due minuti di osservazione rispetto ai primi due minuti (Fs 108=5,611; P<0.01) (Fig.
3.21).
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Fig. 3.21. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo quatiro giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie & stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01), € e €€ indicano una differenza statisticamente significativa tra 18°C
e 34°C (rispettivamente P<0.05 e P<0.01). ** indica una differenza statisticamente significativa tra il
tempo trascorso nella parte alta della vasca nei primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti nella
temperatura di 18°C (P<0.01). (n=10; N=30)

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questa prova si e visto un effetto della temperatura
sperimentale nei dieci minuti di test solo sul comportamento dell’erratic movements (F2,27=4,134;
P<0.05), che risulta compiuto in modo significativamente maggiore dai soggetti sperimentali
provenienti dalla vasca mantenuta a 18°C rispetto agli animali provenienti dalla vasca a temperatura
intermedia (Fig. 3.22).
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Fig. 3.22. Tempo trascorso nellattivita dell’erratic movements dopo quattro giorni di acclimatazione alle
tre temperature sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie &
stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. # indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 26°C (P<0.05). (n=10: N=30)
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Nel eseguire un’analisi intra-temperatura dei comportamenti si puo osservare che tutti i soggetti
sperimentali, indipendentemente dal trattamento termico cui sono sottoposti, mostrano di trascorrere
in modo significativamente maggiore il tempo nei comportamenti di thrashing e swimming (18°C:
F327=7,974; P<0.01; 26°C: F327=28,419; P<0.01; 34°C: F327=17,317; P<0.01), rispetto agli altri
comportamenti analizzati.

Nel fare un’analisi del comportamento degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque
intervalli da due minuti ciascuno non si notano differenze statisticamente significative.

3.2.4 Peso degli animali. Per quel che riguarda il peso degli animali si puo osservare una differenza
significativa tra le differenti temperature sperimentali (F2,69=10,148; P<0.01), in particolare dai
confronti multipli si pud notare come il peso dei pesci mantenuti a 34°C sia statisticamente inferiore

del peso dei pesci mantenuti alle altre temperature sperimentali (26°C e 18°C) (Fig. 3.23).
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Fig. 3.23. Peso del pesce zebra wild-type linea commerciale dopo quattro giomi di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie é stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01), $$ indica una differenza statisticamente significativa tra 26°C e
34°C (P<0.01). (n=10; N=30)

3.3 Trattamento termico di lungo periodo in Danio rerio wild-type linea commerciale
3.3.1 Novel diving tank test. Nel fare un’analisi della distribuzione degli animali nelle diverse zone
in cui & suddivisa questa vasca nei dieci minuti totali del test, si puo notare un effetto della

temperatura. In particolare risulta che la temperatura influenza I’utilizzo della parte superiore
(F2,72=19,754; P<0.01) e della parte inferiore della vasca (F27.=12,349; P<0.01). Dai confronti

multipli e risultato che gli animali mantenuti alla temperatura di 26°C hanno trascorso meno tempo
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nella porzione alta dell’acquario rispetto agli individui mantenuti alle altre due temperature
sperimentali (Fig. 3.24).

Inoltre, i pesci acclimatati alla temperatura intermedia passano un tempo significativamente
maggiore nella parte bassa della vasca rispetto agli animali acclimatati alle altre due temperature
(Fig. 3.25).

Novel diving tank test

300 -+

200 - 4]‘;

Tempo (sec.)

100 -

18°C 26°C 34°C

Temperature sperimentali
Fig. 3.24. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e stato effettuato

mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza significativa tra 18°C e 26°C
(P<0.01). $$ indica una differenza statistica tra 26°C e 34°C (P<0.01). (n=25. N=73)
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Fig. 3.25. Tempo trascorso nella parte bassa della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza significativa tra
18°C e 26°C (P<0.01), $$ indica una differenza statistica tra 26°C e 34°C (P=0.01). (n=25; N=73)
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L’analisi intra-temperatura della presenza dei pesci nelle diverse zone della colonna d’acqua ha
mostrato che i soggetti tenuti alla temperatura intermedia sono significativamente piu presenti nella
parte bassa e nel mezzo della vasca rispetto alla parte alta (F24=46,678; P<0.01).

Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, si € trovata una differenza statisticamente
significativa nel tempo trascorso nella parte alta della vasca da parte dei pesci zebra mantenuti a
18°C che negli ultimi due minuti di osservazione hanno trascorso un tempo maggiore in questa

porzione rispetto al primo intervallo di tempo considerato (Fs28s=4,201; P<0.01) (Fig. 3.26).
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Fig. 3.26. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. # e ## indicano una differenza significativa tra 18°C e
26°C (rispettivamente P<0.05 e P<0.01), €€ indica una differenza signitficativa tra 18°C e 34°C (P<0.01),
$$ indica una differenza significativa tra 26°C e 34°C (P<0.01). ** indica una differenza significativa tra il
tempo trascorso nella parte alta nei primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti negli animali mantenuti
a 18°C (P<0.01). (n=25; N=75)

Mentre i pesci mantenuti a 26°C hanno trascorso un tempo maggiore nella parte bassa dell’acquario
nei primi due minuti di osservazione rispetto agli ultimi (Fg2ss=2,381; P<0.05).
Per quel che riguarda i comportamenti analizzati nel totale dei dieci minuti di osservazione é stato
trovato un effetto della temperatura sui comportamenti di: freezing (F2,72=6,186; P<0.01), swimming
(F2,72=4,261; P<0.05), thrashing (F272=10,933; P<0.01) ed erratic movements (F27,=3,913;
P<0.05). I confronti multipli hanno mostrato che i pesci mantenuti alla temperatura intermedia
hanno trascorso un periodo di tempo statisticamente maggiore nell’attivita di freezing rispetto agli
animali tenuti a 34°C (Fig. 3.27) e un tempo maggiore nell’esibizione dell’erratic movements
rispetto ai pesci provenienti dalla vasca mantenuta a 18°C (Fig. 3.28).
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Fig. 3.27. Tempo trascorso nel comportamento di freezing dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato

effettuato mediante ANOVA seguita dal test posr-hoc di Tukev. $$ indica una differenza significativa tra
26°C e 34°C (P<0.01). (n=25: N=735)
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Fig. 3.28. Tempo trascorso nel comportamento di erratic movements dopo 21 giorni di acclimatazione alle
tre temperature sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢

stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukeyv. # indica una differenza significativa
tra 18°C e 26°C (P-0.05). (n=25: N=75)

Inoltre, 1 pesci stabulati nella vasca tenuta a 26°C trascorrono un minor tempo nell’attivita dello

swimming rispetto agli individui mantenuti nella condizione di temperatura pit bassa (Fig. 3.29).
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Fig. 3.29. Tempo trascorso nel comportamento di swimming dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hioc di Tukey. ## indica una differenza significativa tra
18°C ¢ 26°C (P<0.01). (n=25; N=75)

Gli animali mantenuti alla temperatura sperimentale piu alta trascorrono un periodo di tempo
statisticamente maggiore nell’attivita del thrashing rispetto ai pesci zebra acclimatati alle altre due

temperature (Fig. 3.30).
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Fig. 3.30. Tempo trascorso nel comportamento di thrashing dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una difterenza significativa tra
18°C ¢ 34°C (P<0.01), $$ indica una differenza statistica tra 26°C ¢ 34°C (P<<0.01). (n=25; N=75)
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L’analisi intra-temperatura di tutti i comportamenti considerati ha mostrato che, indipendentemente
dalla condizione termica in cui si trovano, tutti i pesci trascorrono piu tempo manifestando i
comportamenti di swimming e thrashing rispetto agli altri comportamenti.

L’analisi del repertorio comportamentale svolta suddividendo i dieci minuti di test in cinque
intervalli da due minuti ciascuno, ha mostrato che i pesci tenuti per 21 giorni a 18°C hanno
trascorso un tempo significativamente maggiore nell’attivita di freezing (Fs288=2,733; P<0.01) (Fig.
3.31) ¢ un tempo significativamente minore nell’attivita di swimming durante i primi due minuti di

test rispetto agli ultimi due minuti di osservazione (Fs2g8=2,070; P<0.05).
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Fig. 3.31. Tempo trascorso nel comportamento di fieezing dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una differenza significativa tra
18°C e 34°C (P<0.01). $$ indica una differenza significativa tra 26°C e 34°C (P=0.01). ** indica una
differenza significativa tra il tempo trascorso nel comportamento di freezing nei primi due minuti rispetto
agli ultimi due minuti negli animali mantenuti a 18°C (P<0.01). (n=25: N=75)

3.3.2 Dark/light preference test. Per quanto riguarda la distribuzione degli animali nelle diverse
zone in cui é stato suddiviso questo apparato sperimentale, é stato trovato un effetto principale della
temperatura sia per quanto riguarda la durata del tempo trascorso nella zona nera (F2,72=15,663;
P<0.01)) che in quella bianca (F2,72=15,637; P<0.01). I confronti multipli mostrano che i pesci che
sono stati tenuti per 21 giorni a 18 e 26°C hanno trascorso un periodo di tempo significativamente
maggiore nella parte nera, rispetto ai soggetti tenuti alla temperatura sperimentale piu alta (Fig.
3.32).
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Fig. 3.32. Tempo trascorso nella zona nera dopo 21 giomi di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test posr-hoc di Tukey. €€ indica una differenza statisticamente significativa
tra 18°C e 34°C (P<0.01). $S indica una differenza statisticamente significativa tra 26°C e 34°C (P<0.01).
(n=25. N=73%)

I pesci provenienti dalla vasca tenuta alla temperatura di 34°C hanno trascorso un intervallo di
tempo significativamente maggiore nella parte bianca rispetto alle altre due temperature.

Per quanto riguarda il tempo trascorso nelle due zone in cui era stata divisa la parte bianca della
vasca sperimentale (la zona bianca vicina le pareti della vasca e la zona bianca centrale) non si €
proceduto all’analisi inter-temperatura della distribuzione degli animali poiché solo i pesci tenuti a
34°C hanno trascorso gran parte del tempo del test nella porzione bianca dell’acquario.

Poiché i comportamenti sono stati registrati solo per la porzione bianca della vasca, non si €
condotta un’analisi statistica sulle loro variazioni dovute ai diversi trattamenti termici, essendo tutti
compiuti in modo significativamente maggiore dai pesci mantenuti a 34°C. Eccezione fatta per il
freezing, comportamento che é risultato essere espresso per un tempo significativamente maggiore
dagli individui stabulati a 18°C rispetto ai pesci tenuti a 34°C (F2,71=3,356; P<0.05) (Fig. 3.33).
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Fig. 3.33. Tempo trascorso nel comportamento di freezing dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. € indica una differenza statisticamente
signiticativa tra 18°C e 34°C (P<0.05). (n=25: N=73)

L’analisi del pattern comportamentale esibito dai Danio rerio tenuti a 34°C ha mostrato una
frequenza significativamente piu alta delle attivita di thrashing e swimming rispetto gli altri

comportamenti presi in considerazione (Fs,115=32,350; P<0.01) (Fig. 3.34).
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Fig. 3.34. Comportamenti effettuati dagli animali mantenuti a 34°C nella porzione di vasca bianca dopo 21
giorni di acclimatazione alla temperatura sperimentala. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto
statistico tra le medie ¢ stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukev. ** indica una
differenza statisticamente significativa tra 1 comportamenti del thrashing e dello swimming e gli altri
(P<0.01). (n=25)
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La suddivisione della sessione sperimentale, lunga dieci minuti, in cinque intervalli da due minuti
ciascuno ha mostrato un’unica differenza statisticamente significativa nel comportamento di
thrashing espresso dagli animali mantenuti a 34°C, con un incremento di questa attivita tra i primi
due minuti di test e gli ultimi due (Fs28s=7,261; P<0.01) (Fig. 3.35).
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Fig. 3.35. Tempo trascorso nel comportamento di thrashing 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ** indica una differenza statisticamente significativa
tra il tempo trascorso in thrashing nei primi due intervalli rispetto al terzo, quarto e quinto intervallo di
tempo considerato negli animali mantenuti a 34°C (P<0.01). (n=25)

3.3.3 Group preference test. In generale i pesci, indipendentemente dalla temperatura di
mantenimento, hanno trascorso un intervallo di tempo significativamente maggiore nella meta vasca
adiacente il gruppo di conspecifici rispetto alla meta vasca lontana dallo stimolo sociale (18°C:
F1,24=509,481; P<0.01; 26°C: F124=37,143; P<0.01; 34°C: F124=171,162; P<0.01).

Per quanto riguarda la presenza di Danio rerio nelle varie zone della vasca (vicino e lontano dal
gruppo sociale) e lungo la colonna d’acqua (parte alta e bassa della vasca) nei dieci minuti del test &
stato osservato un effetto della condizione termica sia per la presenza dei pesci nella parte superiore
(F2,72=32,016; P<0.01) e inferiore della vasca (F27.=32,118; P<0.01), sia per quanto riguarda la
presenza nella parte vicina (F2,72=4,057; P<0.05) e lontana (F2,72=4,100; P<0.05) lo stimolo sociale
(il gruppo). Dai confronti multipli & risultato che gli animali mantenuti alla temperatura
sperimentale intermedia hanno trascorso un intervallo di tempo significativamente minore nella

parte alta della vasca rispetto ai pesci tenuti alle altre due temperature (18 e 34°C) (Fig. 3.36).
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Fig. 3.36. Tempo trascorso nella parte alta dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie & stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test posi-hoc di Tukey. #% indica una differenza statisticamente significativa
tra 18°C e 26°C (P=0.01), $$ indica una differenza statisticamente significativa tra 26°C e 34°C (P=0.01)
(n=25: N=75)

Inoltre, gli animali mantenuti alla temperatura piu bassa passano nella porzione adiacente lo stimolo

sociale un tempo significativamente maggiore rispetto i soggetti mantenuti a 26°C (Fig. 3.37).

Group preference test

600 - #
400 A
Tempo (sec)
200 +4
1]
18°C 26°C 34°C

Temperature sperimentali

Fig. 3.37. Tempo trascorso nella zona adiacente lo stimolo sociale dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. # indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 26°C (P<0.05). (n=25;. N=73)

Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca

considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, si & osservato che i pesci mantenuti a 18°C
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trascorrono nella porzione alta della vasca un intervallo di tempo statisticamente maggiore negli
ultimi due minuti di test rispetto ai primi due minuti di osservazione (Fs2ss=7,982; P<0.01) (Fig.
3.38).
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Fig. 3.38. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza statisticamente significativa
tra 18°C e 26°C (P<0.01). $$ indica una differenza statisticamente significativa tra 26°C e 34°C (P<0.01).
** indica una differenza statisticamente signiticativa tra il tempo trascorso nella parte alta della vasca nei
primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti sia nella temperatura di 18°C che di 34°C (P<0.01). (n=25:
N=75)

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questa prova nel totale dei dieci minuti di
osservazione si € trovato un effetto della temperatura sperimentale sui comportamenti di swimming
(F2,72=9,419; P<0.01) e thrashing (F272=5,481; P<0.01). Infatti, gli animali tenuti a 34°C hanno
effettuato per un tempo significativamente maggiore ’attivita di swimming in confronto ai pesci
mantenuti a 18°C (Fig. 3.39), mentre questi ultimi hanno trascorso piu tempo nell’attivita di
thrashing se confrontati con i pesci mantenuti alla temperatura sperimentale piu alta (Fig. 3.40).
Nell’analisi intra-temperatura del tempo trascorso nell’esibizione dei vari comportamenti
considerati tutti i pesci, indipendentemente dalla condizione termica in cui si trovavano, hanno
speso piu tempo esibendo il comportamento di thrashing e swimming (18°C: Fs120=157,687;
P<0.01; 26°C: Fs5120=37,428; P<0.01; 34°C: Fs5120=70,556; P<0.01), rispetto agli altri
comportamenti analizzati.

L’espressione dei diversi comportamenti non ha mostrato differenze significative quando i dieci

minuti di test sono stati suddivisi in 5 intervalli da due minuti ciascuno.
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Fig. 3.39. Tempo trascorso nel comportamento di swimming dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. T valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P<0.01). (n=25; N=73)
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Fig. 3.40. Tempo trascorso nel comportamento di fhrashing dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. €€ indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P<<0.01). (n=25: N=735)

3.3.4 Mirror test. Per quanto riguarda la presenza degli animali nelle varie zone della vasca é stato
osservato un effetto della condizione termica solo nella zona dello specchio piu vicina alla vasca
(near mirror, in cui I’immagine del pesce risulta piu vicina). I pesci zebra mantenuti a 34°C
trascorrono in questa porzione di vasca un tempo significativamente maggiore rispetto ai pesci
tenuti a 26°C (F2,72=3,643; P<0.05) (Fig. 3.41).
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Fig. 3.41. Tempo trascorso nella parte piu vicina dello specchio dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato

effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. $ indica una differenza statisticamente
significativa tra 26°C e 34°C (P<0.05). (n=25, N=75)

Nell’analisi della distribuzione degli animali intra-temperatura si puo osservare che tutti gli animali,
indipendentemente dal trattamento termico cui sono stati sottoposti, trascorrono un tempo
significativamente maggiore nella porzione di vasca dove e presente lo specchio (mirror zone)
(analizzato nel suo insieme quindi senza la distinzione near mirror e distant mirror) rispetto alla
porzione di acquario in cui non e presente lo specchio (no mirror) (18°C: F245=48,431; P<0.01;
26°C: F248=35,734; P<0.01; 34°C: F,,4=38,891; P<0.01).

Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, non si osservano differenze statisticamente
significative.

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questo test nel totale dei dieci minuti di osservazione
’unica significativita si rileva nel comportamento di slow swimming, poiché gli animali che sono
stati tenuti per 21 giorni a 18°C effettuano questo comportamento per un tempo significativamente
maggiore se confrontato con le altre due temperature (F2,72=7,788; P<0.01) (Fig. 3.42).

77



Mirror test

20 4
#HEE
Tempo (sec) 1o {
0 e e
18°C 26°C 34°C

Temperature sperlmentall
Fig. 3.42. Tempo trascorso nel comportamento di slow swimming dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. 1 valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. ## indica una differenza statisticamente

significativa tra 18°C e 26°C (P<0.01). €€ indica una differenza statisticamente significativa tra 18°C e
34°C (P<0.01). (n=235: N=73)

L’analisi dell’espressione dei comportamenti intra-temperatura, ha mostrato che in tutti i trattamenti
termici gli animali hanno effettuato il comportamento di swimming in modo significativamente
maggiore rispetto alle altre attivita (18°C: Fs144=21,398; P<0.01; 26°C: Fs,144=30,180; P<0.01;
34°C: Fe,144=22,005; P<0.01).

In nessuna delle tre temperature € stata trovata una differenza statisticamente significativa nella
durata con cui i singoli comportamenti sono stati espressi nei cinque intervalli da due minuti
ciascuno in cui si sono, successivamente, divisi i dieci minuti di test.

3.3.5 Peso degli animali. Per quel che riguarda il peso degli animali si pu osservare una differenza
significativa tra le differenti temperature sperimentali (F2,107=2,967; P<0.05). In particolare dai
confronti multipli si pud notare come il peso dei pesci mantenuti a 18°C sia statisticamente

maggiore del peso degli animali tenuti alla temperatura di 26°C (Fig. 3.43).
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Fig. 3.43. Peso del pesce zebra wild-type linea commerciale dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. # indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 26°C (P<0.05). (n=25; N=75)

3.4 Trattamento termico di lungo periodo in Danio rerio wild-type linea AB

3.4.1 Novel diving tank test. Nel totale dei dieci minuti di osservazione si nota un effetto della
temperatura per quanto riguarda la presenza degli animali in due delle tre zone in cui e stata
suddivisa la colonna d’acqua. Infatti la temperatura influenza I’utilizzo della parte superiore della
vasca (F2,42=5,275; P<0.01) e della parte intermedia (F242=4,793; P<0.05). Dai confronti multipli
risulta che gli animali mantenuti alla temperatura piu elevata (34°C) hanno trascorso un maggior
tempo nella parte alta della vasca rispetto ai soggetti sperimentali provenienti dalla vasca tenuta a
18°C (Fig. 3.34).

Ancora, i confronti multipli mostrano che gli animali tenuti per 21 giorni alla temperatura piu bassa
(18°C) hanno trascorso un intervallo significativamente maggiore nella parte intermedia della vasca

rispetto ai pesci tenuti alla temperatura sperimentale di 34°C (Fig. 3.45).
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Fig. 3.44. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukeyv. €€ indica una differenza statisticamente signiticativa
tra 18°C e 34°C (P<0.01). (n18°C=16. n26°C=17. n34°C=12: N=45)
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Fig. 3.45. Tempo trascorso nella parte intermedia della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukeyv. € indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P<0.05). (n18°C=16. n26°C=17, n34°C=12: N=45)

L’analisi dell’utilizzo della colonna d’acqua all’interno di ogni singola temperatura sperimentale ha
mostrato che solo gli animali tenuti per 21 giorni alle due temperature sperimentali di 18 e 26°C
hanno frequentato in maniera significativamente maggiore il fondo della vasca (18°C: F230=22,859;
P<0.01; 26°C: F2,32=8,892; P<0.01).
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Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, si osserva che la presenza nella parte alta
della vasca dei pesci mantenuti sia a 26°C che a 34°C aumenta in modo significativo negli ultimi

due minuti di osservazione in confronto ai primi due minuti (Fs,166=1,960; P<0.05) (Fig. 3.46).
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Fig. 3.46. Tempo trascorso nella parte alta della vasca dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢ stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukeyv. €€ indica una difterenza statisticamente significativa
tra 18°C e 34°C (P--0.01). ** indica una difterenza statisticamente significativa tra il tempo trascorso nella
parte alta della vasca nei primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti nelle due temperature di 26°C e
34°C(P=0.01). (n18°C=16.n26"C=17. n34°C=12: N=435)

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questo test si pud osservare un effetto della
temperatura di mantenimento solo sul comportamento di swimming (F24.=3,627; P<0.05). Dai
confronti multipli risulta che i pesci tenuti alla temperatura minore (18°C) hanno trascorso un
periodo significativamente maggiore esibendo il comportamento di swimming rispetto agli animali
mantenuti a 34°C (Fig. 3.47).
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Fig. 3.47. Tempo trascorso nel comportamento di swimming dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre
temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e stato
effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. € indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P=0.05). (n18°C=16, n26°C=17, n34°C=12: N=45)

Nell’analizzare i comportamenti intra-temperatura si pud notare come i pesci tenuti alle condizioni
sperimentali di 18°C e 26°C abbiano trascorso un intervallo di tempo significativamente maggiore
nel comportamento di swimming rispetto agli altri comportamenti presi in considerazione (18°C:
Fs75=51,991; P<0.01; 26°C: F23,=8,892; P<0.01), mentre gli animali mantenuti a 34°C abbiano
trascorso un intervallo di tempo significativamente maggiore sia nel comportamento di swimming
che in quello di thrashing (Fs55=6,352; P<0.01).
Analizzando i comportamenti degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli
da due minuti ciascuno non si osserva nessuna differenza statisticamente significativa.
3.4.2 Dark/light preference test. Per quanto riguarda la distribuzione degli animali nei due comparti
in cui e divisa questa vasca nel totale dei dieci minuti di osservazione non si rileva nessun effetto
principale della temperatura sulla scelta delle due zone bianca e nera di questa vasca
comportamentale. Anche per il tempo trascorso nella parte bianca vicino la parete e la parte bianca
centrale non si rilevano effetti della temperatura di mantenimento.
Solo nell’analisi intra-temperatura si rileva che gli animali acclimatati per 21 giorni alle tre
differenti condizioni termiche hanno preferito la porzione bianca vicino la parete piuttosto che la
porzione bianca centrale (18°C: F114=10,067; P<0.01; 26°C: F116=11,010; P<0.01; 34°C:
F1,11=6,764; P<0.05).
Analizzando la distribuzione degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli da
due minuti ciascuno non si osserva nessuna differenza statisticamente significativa.
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In questo test i comportamenti sono stati analizzati per la sola porzione bianca, I’unica visibile, e nel
totale dei dieci minuti nessun comportamento risulta influenzato dalla temperatura di
mantenimento.

Solo nell’analisi dei comportamenti intra-temperatura si rileva che gli animali esposti per 21 giorni
alle tre differenti condizioni termiche hanno trascorso piu tempo nell’attivita di swimming rispetto
agli altri comportamenti analizzati (18°C: F456=31,041; P<0.01; 26°C: F464=10,107; P<0.01; 34°C:
F4,44=5,346; P<0.01).

Analizzando il comportamento degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli
da due minuti ciascuno non si rilevano differenze statisticamente significative.

3.4.3 Group preference test. Per quanto riguarda la presenza degli animali nelle varie zone della
vasca (vicino e lontano dal gruppo sociale) e lungo la colonna d’acqua (parte superiore e inferiore
della vasca) nei dieci minuti del test non e stato trovato un effetto della condizione termica.

Nel fare un’analisi intra-temperatura della distribuzione dei pesci nelle diverse zone della vasca si
osserva che, indipendentemente dal trattamento termico cui erano sottoposti, tutti gli animali
trascorrono un intervallo di tempo significativamente maggiore nella meta vasca adiacente il gruppo
di tre pesci (18°C: F1,15=53,900; P<0.01; 26°C: F1,16=23,286; P<0.01; 34°C: F1,11=18,775; P<0.01).

Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, non si osservano differenze statisticamente
significative.

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questa prova nei dieci minuti di test non si osserva
nessun effetto della temperatura sperimentale.

Nel fare un’analisi intra-temperatura, tutti gli animali, indipendentemente dal trattamento termico
cui erano sottoposti, mostrano di trascorrere in modo significativamente maggiore il tempo nel
comportamento di swimming (18°C: F40=176,440; P<0.01; 26°C: F44=75,905; P<0.01; 34°C:
F4.44=19,062; P<0.01) rispetto agli altri comportamenti analizzati.

Analizzando il comportamento degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque intervalli
da due minuti ciascuno non si rilevano differenze statisticamente significative.

3.4.4 Mirror test. Per quanto riguarda la presenza degli animali nelle varie zone della vasca nel
totale dei dieci minuti di osservazione non é stato osservato nessun effetto della condizione termica.
Nel fare un’analisi intra-temperatura della distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui e

stata suddivisa questa vasca non si osserva nessun effetto della condizione termica.
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Nell’analizzare la distribuzione degli animali nelle diverse zone in cui ¢ suddivisa la vasca
considerando cinque intervalli da due minuti ciascuno, non si osservano differenze statisticamente
significative.

Per quanto riguarda i comportamenti esibiti in questo test, nel totale dei dieci minuti di
osservazione, 1’unica significativita osservata ¢ nel comportamento dell’erratic movements poiché
gli animali che sono stati tenuti per 21 giorni a 34°C effettuano questo comportamento per un
tempo significativamente maggiore se confrontato con i pesci mantenuti a 18°C (F2,42=3,965;
P<0.05) (Fig. 3.48).
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Fig. 3.48. Tempo trascorso nel comportamento dell”erratic movemernts dopo 21 giorni di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie e
stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. € indica una differenza statisticamente
significativa tra 18°C e 34°C (P<0.03). (n18°C=16, n26°C=17, n34°C=12: N=43)

Nel fare un’analisi intra-temperatura dei comportamenti esibiti dai pesci, si pud osservare che in
tutti i trattamenti termici gli animali effettuano il comportamento di swimming in modo
significativamente maggiore rispetto a tutti gli altri (18°C: Fe06=30,641; P<0.01; 26°C:
F6,90=40,725; P<0.01; 34°C: Fe66=18,333; P<0.01).

Nell’analizzare il comportamento degli animali suddividendo i dieci minuti di test in cinque
intervalli da due minuti ciascuno si osserva una differenza significativa nel comportamento
dell’erratic movements per gli animali mantenuti a 34°C, i quali trascorrono un intervallo di tempo
maggiore nell’esibire questo comportamento nei primi due minuti del test rispetto agli ultimi due

minuti (Fs168=2,275; P<0.05) (Fig. 3.49).
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Fig. 3.49. Tempo trascorso nel comportamento dell’erratic movements dopo 21 giorni di acclimatazione
alle tre temperature sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie ¢
stato effettuato mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. € e €€ indicano una differenza
statisticamente significativa tra 18°C e 34°C (rispettivamente P<0.05 e P<0.01); $ e $$ indicano una
differenza statisticamente significativa tra 26°C e 34°C (rispettivamente P<0.05 e P<0.01). ** indica una
differenza statisticamente significativa tra il tempo trascorso nel comportamento di erratic movements nei
primi due minuti rispetto agli ultimi due minuti nella temperatura di 34°C (P<0.01). (N18°C=16,
N26°C=17, N34°C=12; n=45)

3.4.5 Peso degli animali. Per quel che riguarda il peso degli animali si puo osservare una differenza
statisticamente significativa tra le tre differenti temperature sperimentali (F238=5,364; P<0.01). In
particolare dai confronti multipli é risultato che il peso dei pesci mantenuti a 18°C é statisticamente
maggiore del peso degli animali tenuti a 34°C (Fig. 3.50).
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Fig. 3.50. Peso del pesce zebra linea wild-type AB dopo 21 giorni di acclimatazione alle tre temperature
sperimentali. I valori sono espressi in media + SE. Il confronto statistico tra le medie é stato effettuato
mediante ANOVA seguita dal test post-hoc di Tukey. € indica una differenza statisticamente significativa
tra 18°C e 34°C (P<0.05). (n18°C=16, n26°C=17, n34°C=12; N=45)
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4 DISCUSSIONE

4.1 Dicentrarchus labrax

La spigola & una specie estremamente resistente alle variazioni di temperatura, infatti tollera
variazioni comprese tra 2 ¢ 30° C. In questa specie si ¢ visto che la temperatura influenza I’attivita
di nuoto (Claireaux et al., 2006), modifica il tasso metabolico (Claireaux et al., 2006), lo sviluppo
ontogenetico (Koumoundouros et al., 2001) e il rapporto tra i sessi (Pavlidis et al., 2000). Pur
essendo una specie euriterma, variazioni di temperatura rapide ed elevate possono rappresentare un
fattore limitante per la sua crescita, fino ad arrivare a minacciarne la sopravivenza. Attualmente
scarse sono le informazioni sulle variazioni del comportamento esibite da questa specie in risposta a

cambiamenti della temperatura dell’acqua in cui vivono.

4.1.1 Trattamento termico di lungo periodo

I risultati trovati in questo lavoro indicano che le condizioni termiche influiscono su alcuni aspetti
del comportamento della spigola. Dopo tre settimane di trattamento termico (18, 22 e 28°C) il
comportamento di feeding non ha subito modifiche, mentre i comportamenti di fin raising e fast
swimming sono chiaramente influenzati dalla temperatura di mantenimento. Infatti, le spigole
mantenute per 21 giorni alla temperatura di 28°C hanno mostrato un incremento in questi due
comportamenti in due test, riguardanti uno la presenza di prede vive ¢ 1’altro uno stimolo olfattivo
di natura alimentare. Inoltre, gli eventi di fin raising sono aumentati linearmente attraverso i tre
trattamenti termici, andando dal numero maggiore di eventi effettuati dagli animali tenuti a 28°C
fino al numero di eventi minore effettuati dalle spigole acclimatate a 18°C.

Alcuni autori sostengono che questi due comportamenti nelle spigole possono essere associati alle
situazioni di foraggiamento (Pickett e Pawson, 1994), rappresentando una risposta alla presenza di
cibo. Questo e in linea con cio che si conosce dalla letteratura di questa specie, ossia che alte
temperature sono correlate ad un incremento della domanda di cibo (Claireaux e Lagardere, 1999;
Peres e Oliva-Teles, 1999; Person-Le Ruyet et al., 2004). 1l peso maggiore riscontrato in questo
studio, misurato in un sotto-campione di pesci, delle spigole acclimatate a 28°C potrebbe aver
influenzato il comportamento di questi animali in presenza di cibo, anche se non sono stati osservati
effetti legati alla temperatura di mantenimento sul consumo di cibo e nella latenza al first biting (al
primo atto di predazione) nel test di foraggiamento. Inoltre, anche un aumento delle attivita generali
dovuto ad un incremento della temperatura potrebbe essere una spiegazione ai risultati ottenuti in

questo studio. In questo senso, la risposta di fuga piu rapida osservabile nei pesci mantenuti a 28°C
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puo essere spiegata da una generale maggiore ricettivita nei confronti dell’ambiente (Manciocco et
al., 2015).

Indipendentemente dalla temperatura di acclimatazione a cui erano tenuti, tutti i pesci di questo
studio hanno mostrato una risposta di paura all’oggetto gettato nella vasca sperimentale,
confermando che la risposta di fuga & una componente comportamentale innata del loro repertorio
di difesa (Manciocco et al., 2015).

In questo studio la reazione all’immagine riflessa dallo specchio ¢ stata usata per valutare la risposta
sociale delle spigole in funzione della temperatura. Il paradigma dello specchio é stato ampiamente
utilizzato negli studi riguardanti i pesci e i contesti in cui & stato impiegato sono quelli inerenti
I’ispezione del predatore (Bisazza et al., 1999; Milinski, 1987) e gli incontri agonistici (Bronstein,
1985a,b; Meliska et al., 1980). Nei pesci i contesti in cui la risposta di C-start reaction e stata
osservata sono principalmente quelli di caccia e cattura delle prede (Canfield e Rose, 1993). Gli
animali nel presente studio hanno mostrato una latency to the contact with the mirror relativamente
alta, suggerendo che le spigole mostrano una sorta di cautela nell’approcciare con lo specchio, in
particolare quelle mantenute alla condizione termica maggiore. | pesci alla condizione termica
intermedia, invece, hanno mostrato un maggior interesse verso lo specchio, interaggendo con lo
stimolo piu velocemente e per un periodo di tempo piu lungo rispetto alle altre due temperature.
Inoltre, le spigole acclimatate alla temperatura intermedia hanno anche esibito un numero piu alto di
C-start reaction e una maggior durata dell’arousal. Infatti questi animali hanno effettuato per un
periodo di tempo piu lungo comportamenti quali nuoto a zig-zag rivolto verso lo specchio, apertura
e chiusura della bocca e movimenti della pinna dorsale di fronte lo specchio. Queste osservazioni
indicano uno stato generale di eccitazione e interesse dovuti allo stimolo proposto e riconducibili,
molto probabilmente, ad un comportamento agonistico (Manciocco et al., 2015; Pickett e Pawson,
1994). In alcuni studi presenti in letteratura sono stati interpretati come comportamenti aggressivi
anche risposte comportamentali verso lo specchio come 1’estensione delle branchie e morsi
(Meliska et al., 1980). In questo studio non é stato possibile misurare la distensione degli opercoli
branchiali, spesso associati con il comportamento agonistico delle spigole (Pickett e Pawson, 1994),
poiché i repentini movimenti dei pesci non permettevano la visione delle branchie per tutta la durata
del test.

In molti studi ¢ stato possibile osservare un’eccellente tasso di crescita e un’ottima efficienza di
conversione del cibo nelle spigole mantenute a 22°C, se confrontate con animali tenuti a
temperature piu basse (16°C) o piu alte (29°C) (Gardeur et al., 2001; Pichavant et al., 2001; Person-
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Le Ruyet et al., 2004). In linea con questi studi, la maggiore risposta allo stimolo dello specchio
nelle spigole acclimatate a 22°C qui osservata, puo rappresentare una misura indiretta di un buono
stato di salute di questi pesci, espresso come una maggiore propensione alle interazioni sociali,
inclusi i display aggressivi e/o di paura.

I pesci acclimatati a 28°C hanno mostrato un peso maggiore delle spigole mantenute alle
temperature di 22°C e 18°C, nonostante questo dato sia stato ottenuto da un sotto-campione
proveniente dai differenti gruppi sperimentali. E noto che le dimensioni corporee influenzano il
comportamento aggressivo e competitivo se le fonti di cibo sono severamente limitate (Knights,
1987). In questo studio la scarsitd di nutrimento non pu0 esser considerata una condizione
sperimentale, poiché i pesci erano mantenuti ad un regime alimentare tale da non far nascere accese
competizioni per la risorsa cibo; inoltre, il comportamento competitivo dimensioni-dipendente non
puo esser considerato poiche le coppie di pesci erano simili nelle dimensioni corporee per ogni
prova sperimentale. Il comportamento aggressivo era indirettamente analizzato nel mirror test
poiche il riflesso dello specchio ha indotto una risposta negli animali. Ma anche in questo caso non
ci sono evidenze che le dimensioni corporee influenzano i comportamenti osservati. Saranno
necessari ulteriori studi per chiarire I’effetto della dimensione corporea sul comportamento di
spigole acclimatate a differenti trattamenti termici (Manciocco et al., 2015).

I risultati ottenuti con questo studio suggeriscono che la temperatura dell’acqua esercita una certa
influenza sul comportamento dei giovanili di spigola. In questo lavoro gli animali sono stati esposti
alle tre differenti condizioni termiche per 21 giorni, quindi una acclimatazione che dovrebbe esser
considerata come un lungo periodo. Dato il valore commerciale delle spigole e la diffusione di
sistemi di allevamento in cui questa specie & presente, questi effetti hanno bisogno di esser
monitorati. | dati raccolti in questo studio possono esser un aiuto nel contesto dell’acquacoltura, per
esempio nei sistemi di allevamento a gabbie flottanti o nella vallicoltura, in cui gli animali non
possono migrare verso acque dalla temperatura piu idonea.

Essendo le spigole molto importanti per I’economia di gran parte dei paesi del Mediterraneo
analizzare le variazioni dei comportamenti legati alla loro sopravvivenza (come la capacita di
alimentarsi, di reagire ai disturbi e le modifiche della loro socialita) rappresenta un passo nello
sviluppare delle tecniche di monitoraggio negli allevamenti che ci diano informazioni sul loro stato

di benessere in condizioni ambientali poco adatte alle loro esigenze.
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4.2 Danio rerio

Il pesce zebra puo essere classificato come organismo euritermico, che esibisce un intervallo di
tolleranza alla temperatura ampio. Dati ottenuti da esperimenti di laboratorio indicano come
massimo range di tolleranza di questa specie quello compreso tra 6,7 e 41,7°C (Cortemeglia e
Beitinger, 2005; Schaefer e Ryan, 2006). In natura € stato possibile osservare questa specie in acque
con temperature che variavano dai 6°C in inverno ai 38°C in estate (Spence et al., 2008).
Normalmente, si preferisce allevarlo a 28-28.5°C, temperatura a cui il Danio rerio mostra un
aumento nella crescita (Lawrence, 2007; Schaefer e Ryan, 2006), anche se in cattivita & stato
mantenuto per lunghi periodi a temperature comprese tra 22° e 30°C (Matthews et al., 2002). In
letteratura € noto che la condizione termica influenza 1’attivita locomotoria del danio zebrato, con

pesci pil attivi quando mantenuti in vasche a temperature maggiori (Pritchard et al., 2001).

4.2.1 Trattamento termico di breve periodo dei wild-type linea commerciale

Dai risultati ottenuti in questo studio si pud osservare che gia dopo quattro giorni di trattamento
termico ci sia un’influenza della temperatura sia sulla distribuzione spaziale degli animali sia nei
comportamenti esibiti nei diversi test comportamentali condotti.

In questo trattamento di breve periodo sono stati condotti due test ampiamente impiegati in
letteratura per studi di ansia e stress, quali il novel diving tank e il dark/light preference e un test per
studiare la socialita degli animali, il group preference, e in tutti i test i pesci provenienti dai tre
trattamenti termici mostrano un’influenza della temperatura sul comportamento.

Nel test del novel diving tank i pesci mantenuti a 18°C trascorrono un periodo di tempo maggiore
nella parte bassa della vasca rispetto agli animali provenienti dalle altre due condizioni termiche,
mentre i pesci mantenuti alle due temperature piu alte trascorrono un tempo maggiore nella parte
intermedia rispetto ai Danio rerio acclimatati alla condizione di ipotermia. Inoltre, i pesci
acclimatati alla temperatura piu alta hanno trascorso un periodo di tempo maggiore nella parte alta
rispetto agli animali provenienti dalla vasca mantenuta a 18°C.

I comportamenti che in questo test hanno subito un’influenza della temperatura sono I’attivita del
freezing e dello swimming. | pesci mantenuti alla temperatura pit bassa effettuano per un periodo
maggiore il comportamento di freezing e per un periodo minore il comportamento dello swimming
rispetto agli animali provenienti dalle altre condizioni termiche.

Dalla letteratura emerge che, in questo particolare test comportamentale, il tempo speso nella parte

alta della vasca e interpretato come un basso livello di ansia, cosi come una prolungata attivita di
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nuoto (Cachat et al., 2010). Infatti, animali che riflettono un maggior livello di ansia o stress sono
caratterizzati da un’elevata attivita di erratic movements e/o di freezing e una limitata attivita
esplorativa nei confronti del nuovo ambiente, riconducibile anche ad una maggiore permanenza
degli animali sul fondo della vasca (Barcellos et al., 2007; Cachat et al., 2010; Egan et al., 2009;
Levin et al., 2007).

Quindi dai risultati di questo test sembrerebbe che i Danio rerio mantenuti a 18°C siano quelli che
mostrano maggiori livelli di ansia, poiché trascorrono un lasso di tempo maggiore sul fondo della
vasca e nell’attivita del freezing, attivita che diminuisce nel corso dei dieci minuti di osservazione
comportamentale. Inoltre, i pesci zebra mantenuti alle due temperature maggiori sembrerebbero
quelli con un profilo di ansia minore, poiché sono quelli che, come attivita preponderante, hanno
quella dello swimming. | pesci provenienti dalla vasca mantenuta alla temperatura di 34°C sono
anche quelli che, rispetto ai Danio rerio acclimatati a 18°C, trascorrono un intervallo maggiore
nella porzione alta della vasca, quindi sembrerebbero i pesci maggiormente interessati all’attivita di
esplorazione di un nuovo ambiente.

Nel test del dark/light preference si puo osservare che i Danio rerio mantenuti per quattro giorni
alle tre differenti temperature mostrano una distribuzione molto diversa nelle due porzioni
bianca/nera della vasca sperimentale. In particolare i pesci acclimatati per quattro giorni alla
temperatura piu bassa trascorrono un tempo maggiore nella porzione nera della vasca rispetto ai
pesci provenienti dagli altri due trattamenti termici, mentre gli animali mantenuti a 34°C
trascorrono un lasso di tempo maggiore nella porzione bianca della vasca rispetto ai pesci
acclimatati a 18 e a 26°C. Inoltre, esaminando la preferenza per una porzione o 1’altra della vasca
intra-temperatura, possiamo osservare come i pesci mantenuti a 18 e 34°C trascorrano la gran parte
del tempo del test rispettivamente nella porzione nera e in quella bianca, quindi mostrano una chiara
preferenza per 1’'una o D’altra parte di questa vasca, mentre i pesci provenienti dal trattamento
termico intermedio non mostrano una cosi netta scelta per le due porzioni della vasca sperimentale.
Anche in questo test, i Danio rerio mantenuti a 34°C trascorrono un lasso di tempo maggiore
nell’attivita dello swimming rispetto ai pesci zebra mantenuti a 26°C, gli unici con cui si € potuto
confrontarli poiché trascorrevano un cospicuo lasso di tempo nella porzione visibile della vasca,
quella bianca.

In letteratura questo particolare test comportamentale e molto discusso, poiché i risultati ottenuti da
diversi gruppi scientifici sono effettivamente molto vari. In alcuni casi i pesci zebra sembrano

preferire la porzione bianca della vasca (Champagne et al., 2010; Gerlai et al., 2000; Gerlai et al.,
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2006), in altri quella nera (Maximino et al., 2007; Maximino et al., 2010Db; Serra et al., 1999). In
uno studio condotto da Champagne e colleghi (2010) si pud osservare che il danio zebrato
mantenuto a livelli bassi di stress trascorre gran parte del test nella porzione bianca della vasca,
mentre animali sottoposti a livelli acuti di stress aumentano la loro presenza nella porzione nera
dell’acquario.

Probabilmente la varieta di risultati riscontrati in questo particolare test comportamentale & dovuta
alla mancata standardizzazione dell’apparato sperimentale (in alcuni casi la forma della vasca ¢
circolare, altre volte é rettangolare; Blaser et al., 2010; Stephenson et al., 2011) e dell’illuminazione
dello stesso (alcune volte si utilizza la luce della stanza, altre volte ¢’¢ un’illuminazione specifica
sopra o sotto la vasca sperimentale; Blaser e Pefialosa, 2011; Steenbergen et al., 2011 Stephenson et
al., 2011). Infatti, e stato osservato che incrementando il livello di luce nella porzione bianca della
vasca andava decrescendo il tempo trascorso dai pesci zebra in questa porzione (Stewart et al.,
2010).

Verosimilmente, essendo una specie di pesce diurno, il Danio rerio durante il giorno e in condizioni
di non di pericolo puo preferire ambienti luminosi piuttosto che quelli scuri, poiche in questi sono
piu alte le chance per trovare cibo e/o partner riproduttivi e per evitare eventuali predatori, anche se
puo nacondersi in aree scure in risposta a pericoli (Gerlai et al., 2000).

L’impiego del test del dark/light preference nello studio di sostanze ansiogene, come la caffeina, ha
mostrato un incremento significativo del tempo trascorso nella porzione nera della vasca (Maximino
et al., 2011; Stewart et al., 2010), mentre le sostanze ansiolitiche, come le benzodiazepine o
I’alcool, inducono un aumento significativo del tempo trascorso nella porzione bianca della vasca
(Maximino et al., 2011; Sackerman et al., 2010).

Alla luce di questo, sembrerebbe che anche la temperatura di acclimatazione di 18°C dopo quattro
giorni di acclimatazione in questo studio abbia indotto un livello di malessere nel pesce zebra,
paragonabile all’effetto delle sostanze ansiogene, poiché i pesci provenienti da questa condizione
hanno trascorso la maggior parte del tempo del test nella porzione nera della vasca. Al contrario, gli
effetti della temperatura piu alta sembrerebbero essere paragonabili alle sostanze ansiolitiche, vista
la quasi totale preferenza di questi animali per la porzione bianca della vasca sperimentale.

Alla luce anche della sua ecologia di pesce diurno, sembrerebbe che i pesci mantenuti a 34°C
abbiano una maggior propensione all’esplorazione della vasca e questo risultato ¢ in linea anche con

il comportamento osservato nel test del novel diving tank in questo stesso studio.
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Dalla letteratura emerge che in periodi di acclimatazione brevi (quali 10 minuti o un giorno) la
temperatura influenza [’attivitd locomotoria e il tasso di foraggiamento dei pesci zebra; in
particolare questi animali aumentano [Dattivita locomotoria all’aumentare della temperatura
(Pritchard et al., 2001) e diminuiscono il tasso di foraggiamento al diminuire della temperatura
(Condon et al., 2010).

Sulla base di questi risultati, si potrebbe ipotizzare che il profilo maggiormente esplorativo dei pesci
mantenuti per quattro giorni a 34°C sia dovuto ad un aumento temperatura-dipendente sia della
necessita di foraggiamento che dell’attivita locomotoria.

Effettivamente, in letteratura € noto che il metabolismo basale di organismi acquatici, in particolare
marini, cresce al crescere della temperatura, per cui cresce il fabisogno di cibo. Questo non si
traduce necessariamente con un aumento delle dimensioni corporee, poiché molto spesso a
temperature maggiori ¢’¢ un’efficienza di crescita minore, poiché gran parte dell’energia viene
assorbita dall’aumentato costo di mantenimento (per la produzione, per esempio di proteine
specifiche capaci di far fronte alle alte temperature), riducendo quindi sia la crescita corporea che la
riproduzione (Barnes e Clarke, 1995; Hoffmann e Parsons, 1991; Peck e Conway, 2000; Somero,
2000). C’¢ da dire, comunque, che una maggiore attivita degli animali ¢ possibile solo con un
metabolismo basale maggiore, quindi ¢’¢ una chiara connessione tra maggiore attivita degli animali
e maggior metabolismo negli organismi acquatici che vivono in acque piu calde (Clarke and
Johnston, 1999; Gillooly et al., 2001; Johnston et al., 1991; Zimmerman e Hubold, 1998).

Alla base di questo si puo facilmente supporre che il pesce zebra mantenuto per quattro giorni ad
una temperatura ipertermica di 34°C aumenta la sua attivita esplorativa in risposta ad una maggior
esigenza di cibo dovuta ad un aumento del metabolismo temperatura-dipendende. Sulla stessa base
si puo spiegare il comportamento poco esplorativo del Danio rerio mantenuto per quattro giorni alla
temperatura ipotermica di 18°C, il quale sembra effettivamente meno propenso all’esplorazione
dell’ambiente, forse perché il suo fabbisogno di cibo ¢ calato in funzione dell’abbassamento della
temperatura. Quindi lo stare nella porzione nera della vasca nel dark/light preference test o sul
fondo in un’attivita di freezing abbastanza accentuata nel test del novel diving tank potrebbero esser
spiegati come un comportamento di protezione (per esempio, da un eventuale predatore) che ha
avuto il sopravvento in un ambiente completamente nuovo. In questo contesto, i pesci mantenuti
alla temperatura intermedia di 26°C sembrano avere un profilo a meta nei due test finora
considerati, poiché tendono a visitare entrambi i comparti bianco/nero nel test del dark/light

preference e tendono ad avere una spiccata attivita di nuoto nel test del novel diving tank. In
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quest’ultimo test tendono pero ad esplorare meno la parte alta della vasca rispetto ai pesci mantenuti
a 34°C, cofermando quindi un’attivita esploratoria che si va a posizionare a meta tra I’accentuata
attivita esploratoria dei pesci zebra mantenuti a 34°C e quella ridotta degli animali mantenuti a
18°C.

Il terzo test comportamentale che é stato proposto ai pesci zebra acclimatati per quattro giorni alle
tre temperature, il group preference, serve ad analizzare un eventuale effetto del trattamento
termico sul comportamento sociale/affiliativo di questi pesci. In questo particolare test i pesci
mantenuti per quattro giorni a 18°C mostrano nuovamente un profilo molto differente dai pesci
mantenuti alle altre due temperature, poiché trascorrono meno tempo nella meta superiore della
vasca, soprattutto nei primi minuti di osservazione. Inoltre, rispetto alla temperatura intermedia
trascorrono anche meno tempo vicino allo stimolo sociale e un maggior tempo nel comportamento
dell’erratic movements.

Dalla letteratura sappiamo che I’erratic movements nel pesce zebra € un comportamento associato
con alti livelli di ansia evocato da stress acuti (esposizione ad un predatore o il rilascio in acqua di
un odore legato alla predazione, un cambio improvviso nell’intensita della luce nelle forme larvali)
o che riflette uno stato generale di ansia e/o paura (Ahmad et al., 2012; Cachat et al., 2011; Egan et
al., 2009; Kalueff et al., 2013).

Ancora in questo test i pesci zebra mantenuti a 18°C sembrerebbero essere quelli con un maggior
livello di malessere, poiché manifestano questo comportamento per un tempo piu lungo rispetto agli
animali acclimatati alle altre due temperature sperimentali.

In alcuni lavori condotti su differenti specie di pesci un’elevata attivita nella fase iniziale di un test
comportamentale condotto su animali isolati & stata motivata come un modo di esplorare un nuovo
ambiente velocemente e/o una ricerca di conspecifici (Gomez-Laplaza e Morgan, 1991). In questo
contesto 1’erratic movements degli animali mantenuti a 18°C potrebbe essere un modo per esplorare
velocemente la vasca al fine di trovare un accesso al gruppo sociale, oppure potrebbe rappresentare
la somma delle due spiegazioni, ossia essere un indice di malessere dei pesci mantenuti a 18°C che
modificano il loro comportamento rispetto ad un test di esplorazione (il novel diving tank test),
passando da una spiccata attivita di freezing ad un aumento dell’attivita dell’erratic movements nel
tentativo di entrare in contatto velocemente con il gruppo di conspecifici. C’¢, comunque, da
aggiungere che nelle analisi intra-temperatura, tutti i trattamenti termici mostrano di trascorrere piu
tempo nelle attivita di swimming e thrashing, quindi 1’erratic movements dei pesci zebra acclimatati

per quattro giorni a 18°C € maggiore rispetto a quello compiuto dagli animali acclimatati alle altre

94



temperature, ma non ¢ I’attivita comportamentale maggiormente espressa da questi soggetti
sperimentali. Invece i pesci provenienti dai trattamenti termici piu elevati ancora una volta mostrano
un profilo simile, tendente ad una permanenza maggiore nella porzione di vasca adiacente lo
stimolo sociale.

Al momento dei test comportamentali i pesci provenienti dai tre trattamenti termici avevano un peso
differente, poiché risultano piu pesanti i Danio rerio provenienti dalle vasche mantenute a 18 e
26°C. Questa differenza di peso fa supporre che la maggiore attivita esplorativa dei pesci mantenuti
a 34°C sia principalmente dovuta alla temperatura e non alle dimensioni corporee. Infatti sappiamo
che in alcune specie di pesci un comportamento maggiormente audace e non timoroso € spesso
associato ad una maggiore dimensione corporea (Brown et al., 2007; Dowling e Godin, 2002; Ward
et al., 2004). Quindi dai risultati di questo studio sembrerebbe che per il Danio rerio le dimensioni
non sono necessariamente un indice di audacia/timorosita, mentre sembrerebbe che un trattamento
ipertermico di quattro giorni possa influire positivamente sull’attivita esplorativa di questi animali.

I risultati ottenuti con questo trattamento condotto su pesci zebra wild-type linea commerciale
suggeriscono che la temperatura dell’acqua esercita un’influenza sul loro comportamento. In questo
lavoro gli animali sono stati esposti alle tre differenti condizioni termiche per quattro giorni, quindi
una acclimatazione che dovrebbe esser considerata non acuta, ma di breve periodo. Dato che il
pesce zebra rappresenta una specie che sempre piu spesso viene impiegata come modello per le
malattie umane, verificare se la temperatura puo rappresentare uno stimolo stressante per questa
specie puo favorire I’impiego di un simile fattore, facilmente riproducibile nei laboratori, negli studi
su farmaci o patologie legate all’ansia e allo stress. Inoltre, scegliendo 1 paradigmi comportamentali
maggiormente utilizzati ad oggi con il Danio rerio (Cachat et al., 2010; Champagne et al., 2010;
Gerlai et al., 2000; Gerlai et al., 2006; Maximino et al., 2007; Maximino et al., 2010b; Serra et al.,
1999), come il novel diving tank test o il dark/light preference test, si € cercato di verificare quali di
questi test possono esser funzionali allo studio di una reazione da trattamento termico inappropriato.
Cio che é stato osservato in questo studio porta a supporre che le variazioni di temperatura
influiscono sul comportamento del pesce zebra, gia dopo soli quattro giorni di trattamento termico.
Sembrerebbe inoltre che in un trattamento di breve durata sia la temperatura ipotermica quella che

elicita maggiormente comportamenti poco esplorativi e affini ad uno stato di ansia nel Danio rerio.
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4.2.2 Trattamento termico di lungo periodo dei wild-type linea commerciale

Dai risultati ottenuti in questo studio ¢ emerso che dopo 21 giorni di trattamento termico c’¢
un’influenza della temperatura sia sulla distribuzione spaziale degli animali sia nei comportamenti
esibiti nei diversi test comportamentali qui condotti.

Nel test del novel diving tank risulta che i pesce acclimatati per 21 giorni alla temperatura
intermedia trascorrono un periodo maggiore di tempo nella parte bassa della vasca rispetto ai pesci
acclimatati alle altre due temperature. Inoltre, questi soggetti sperimentali trascorrono nella parte
alta della vasca un minor periodo di tempo rispetto ai pesci acclimatati a 18 e 34°C. Nei
comportamenti possiamo osservare che i Danio rerio acclimatati alla temperatura intermedia
effettuano per un periodo maggiore i comportamenti del freezing e dell’erratic movements, il primo
rispetto ai pesci provenienti dalla vasca ipertermica, il secondo rispetto ai pesci provenienti dalla
vasca ipotermica. Invece, i pesci mantenuti a 18°C mostrano di trascorrere pit tempo nell’attivita
dello swimming rispetto ai pesci acclimatati a 26°C, mentre i Danio rerio provenienti dal
trattamento ipertermico una maggiore attivita di thrashing rispetto agli altri animali. Dopo 21 giorni
di trattamento termico, a quanto sembra, sono gli animali mantenuti alla temperatura intermedia
quelli che mostrano un profilo poco esplorativo e affine ad uno stato di malessere, poiché
trascorrono un maggior tempo sul fondo e in due attivita comportamentali fortemente legate a stati
di ansia. Mentre i pesci mantenuti ai due regimi termici estremi mostrano delle attivita
maggiormente legate all’esplorazione, visitando la parte alta della vasca ed effettuando per un
periodo di tempo maggiore le attivita dello swimming e del thrashing. In questo caso il thrashing
effettuato dagli animali mantenuti a 34°C non sembrerebbe avere nessuna implicazione con attivita
stereotipate, poiché questi pesci alternano frequentemente le due attivita del thrashing e dello
swimming e visitano molto spesso la parte alta della vasca.

Effettivamente, anche nel dark/light preference test i pesci acclimatati per 21 giorni alla
temperatura intermedia mostrano un profilo meno incline all’esplorazione, poiché, insieme agli
animali provenienti dal trattamento ipotermico, trascorrono un tempo maggiore nella porzione nera
della vasca comportamentale. Solo i Danio rerio provenienti dalla vasca mantenuta a 34°C hanno
trascorso un periodo di tempo maggiore nella porzione bianca, effettuando maggiormente le due
attivita dello swimming e del thrashing. Anche in questo caso il thrashing sembrerebbe essere
associato ad una attivitd maggiormente esplorativa poiché nuovamente in associazione all’attivita

del nuoto.
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In questo particolare test i pesci mantenuti al trattamento ipotermico mostrano un’espressione del
comportamento del freezing maggiore rispetto ai pesci mantenuti a 34°C, soprattutto nei primi
minuti del test, questo pur trascorrendo la gran parte del tempo sperimentale nella porzione nera
della vasca.

In questo test, i pesci mantenuti a 18°C invertono il loro comportamento rispetto al test del novel
diving tank, poiché se in uno trascorrono gran parte del tempo nella porzione alta e nell’attivita
dello swimming, nell’altro tendono invece a trascorrere molto tempo nella porzione nera ¢
nell’attivita del freezing. Quindi, mostrano un profilo comportamentale diverso a seconda del test,
come se il test del dark/light preference fosse in qualche modo un test che inibisce 1’attivita
esplorativa di questi animali rispetto al novel diving tank test. In alcuni lavori condotti sullo studio
della tolleranza termica dei pesci in realta € emerso che alcuni pesci tendono a tollerare temperature
pit elevate quando sono mantenuti con un fotoperiodo lungo, mentre fotoperiodi corti inducono gli
animali ad essere maggiormente resistenti a temperature molto basse (Hoar e Robertson, 1959;
Lutterschmidt e Hutchinson, 1997). Per cui, la preferenza dei pesci mantenuti a 18°C per 21 giorni
per la zona nera della vasca potrebbe essere correlata non tanto ad una maggior cautela
nell’esplorare 1’ambiente sconosciuto, ma alla temperatura ipotermica che induce gli animali ad
avere una preferenza per la parte scura della vasca (una preferenza per un ambiente che simuli un
fotoperiodo corto) in aggiunta, anche, alla probabile diminuizione del loro metabolismo a causa del
trattamento ipotermico.

Inoltre, nella letteratura dei roditori, € noto che, a seconda del trattamento o del genotipo degli
animali osservati, capita spesso che ci siano conclusioni contraddittorie tra i risultati che emergono
dai differenti test per la misura dei comportamenti legati all’ansia, come per esempio 1 test dell’open
field, dell’elevated plus maze e del dark/light preference (Ramos et al., 1997a,b; Ramos et al.,
2008; Trullas e Skolnick, 1993). Capita a volte che cio che emerge in alcuni soggetti sperimentali
con uno di questi test non & confermato con gli altri. E questo perché, nonostante la loro ampia
diffusione, nessun test riesce a fornire una misura indiscutibile dello stato emozionale del soggetto
sperimentale poiché ogni prova comportamentale valuta una frazione del profilo emozionale
dell’animale (Blizard et al., 2007; Cryan e Holmes, 2005; Ramos e Morméde, 1997a,b; Ramos et
al., 2008).

Invece i pesci mantenuti per 21 giorni a 34°C mostrano anche in questo test una maggiore attivita
esplorativa, trascorrendo molto tempo nella porzione bianca della vasca ed effettuando

principalmente le due attivita dello swimming e del thrashing.
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Nel group preference test di nuovo i Danio rerio acclimatati al trattamento termico intermedio
mostrano un profilo comportamentale apparentemente non esplorativo poiché sono i pesci che
trascorrono un periodo di tempo maggiore nella parte bassa della vasca rispetto ai pesci mantenuti
alle altre due temperature. Invece dopo 21 giorni di trattamento i pesci mantenuti a 18°C sono quelli
che trascorrono piu tempo nella meta vasca vicina lo stimolo sociale rispetto al trattamento termico
intermedio. Anche se, andando ad analizzare il comportamento intra-temperatura,
indipendentemente dal trattamento termico, tutti i pesci hanno mostrato di preferire la meta vasca
con adiacente il gruppo sociale e le attivita di swimming e thrashing, comportamenti in linea con
questo tipo di test. Perd mentre i pesci acclimatati a 18°C mostrano di esibire per un tempo
maggiore il comportamento del thrashing rispetto ai pesci tenuti a 34°C, questi ultimi si dedicano
maggiormente all’attivita dello swimming rispetto ai primi. Ancora una volta sembra che il
comportamento del thrashing sia effettuato da animali che mostrano un profilo non ansioso in
questo particolare test, pur avendo manifestato un profilo maggiormente ansioso nel test del
dark/light preference.

Come gia si era potuto osservare nel trattamento termico di breve durata i pesci mantenuti a 34°C
mostrano un’attivita di swimming maggiore e questo puo esser nuovamente spiegato dal fatto che
questi animali aumentano la loro attivita locomotoria all’aumentare della temperatura (Pritchard et
al., 2001). Inoltre, dalla letteratura si sa che in alcune specie di pesci (come le spigole) le alte
temperature sono correlate ad un incremento della domanda di cibo (Claireaux e Lagardere, 1999;
Peres e Oliva-Teles, 1999; Person-Le Ruyet et al., 2004).

Dalla letteratura e noto che le prestazioni di nuoto di pesci zebra mantenuti per tre settimane a 18°C
subiscono un significativo decremento nella velocita di nuoto (McClelland et al., 2006), ma questo
non ¢ in linea con quanto osservato nel presente lavoro, poiché i pesci mantenuti a 18°C nel novel
diving tank test mostrano una spiccata attivita di nuoto. Questo potrebbe esser spiegato con la
possibile capacita di questi animali di adattarsi a una temperatura non idonea per la loro
sopravvivenza ottimale, capacita che ha impiegato diversi giorni per essere attuata. Infatti sappiamo
che i pesci sono in grado di reagire ad una moltitudine di condizioni stressanti, anche di lunga
durata, mettendo in pratica una serie di risposte adattative capaci di far tornare 1’organismo in una
situazione di omeostasi (Schreck, 2000; Schreck, 2010).

Aii pesci acclimatati per 21 giorni alle tre differenti temperature e stato proposto anche il mirror test,
per verificare se la temperatura puo influire in questo paradigma comportamentale solitamente

impiegato nel pesce zebra per studiare il comportamento agonistico.
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Per questo test si e scelto di posizionare lo specchio come suggerito in alcuni lavori in letteratura, a
45° sulla parete posteriore della vasca rispetto alla telecamera, di modo da avere un riflesso molto
vicino da un lato della vasca e un riflesso pit lontano man mano che il pesce si spostava dal lato
della vasca verso il centro (Blaser e Gerlai, 2006; Gerlai et al., 2000). E stata perd inserita una
variante, quella di lasciare una meta vasca priva dello specchio, in modo da concedere agli animali
la possibilita di scegliere se trovarsi nella parte di vasca dove era presente un’immagine riflessa o se
trovarsi nella parte di vasca priva dello specchio. Da questo studio € emerso che i pesci mantenuti a
34°C per 21 giorni trascorrevano piu tempo nella parte dello specchio dove I’immagine riflessa era
piu vicina rispetto agli animali mantenuti a 26°C (la zona definita near mirror). Un pesce zebra
isolato che incontra un conspecifico spesso esibisce un comportamento agonistico (Blaser e Gerlai,
2006; Gerlai et al., 2000); quindi il paradigma comportamentale dello specchio nel pesce zebra €
utilizzato per studiare il comportamento agonistico. Poiche pesci solitari che incontrano un
conspecifico dello stesso genere mostrano display aggressivi, negli studi che hanno impiegato
questo paradigma comportamentale sono stati considerati attacco al conspecifico (il riflesso del
pesce nello specchio) tutte quelle posture aggressive come I’erezione delle pinne, movimenti
ondulatori del corpo o morsi rivolti verso lo specchio. In questo studio questo comportamento non €
risultato influenzato dalla temperatura, sempicemente i pesci acclimatati a 34°C mostravano una
maggior permanenza nella zona dove il riflesso era piu vicino. Questo potrebbe essere non tanto un
indice di un maggior comportamento agonistico, poiche non si osserva un aumento nell’espressione
dei comportamenti aggressivi, ma semplicemente un indice di maggior interesse verso il
conspecifico riflesso. E questo potrebbe significare che per i pesci mantenuti a 34°C lo specchio ha
elicitato un interesse di tipo affiliativo e non aggressivo e questo potrebbe essere in linea con la
maggior attivita esplorativa degli animali mantenuti a 34°C. Poiché e ipotizzabile che animali che
hanno maggior bisogno di esplorare, a causa di un innalzamento nel loro livello di metabolismo
(Clarke e Johnston, 1999; Gillooly et al., 2001; Johnston et al., 1991; Zimmerman e Hubold, 1998),
possono sentire maggiormente il bisogno di fare shoaling con un conspecifico, al fine di sentirsi
maggiormente protetto da un eventuale predatore (Gerlai et al., 2000). Anche se nel test del group
preference, pur risultando dalle analisi intra-temperatura che tutti i trattamenti erano maggiormente
propensi a stare nella meta vasca adiacente allo stimolo sociale, solo i pesci provenienti dal
trattamento ipotermico hanno mostrato di preferire la vicinanza al gruppo rispetto agli animali

mantenuti alla condizione intermedia.
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Inoltre nel mirror test risulta che i pesci acclimatati per 21 giorni al trattamento ipotermico
mostrano un’attivita di slow swimming maggiore rispetto ai pesci acclimatati alle altre due
temperature. In questo studio I’attivita di slow swimming & sempre stata molto ridotta e appare
strano che questo paradigma comportamentale possa averlo elicitato. Potrebbe esser spiegato come
I’esplicazione di un comportamento cauto, in qualche modo anche questi animali reagiscono al
riflesso dello specchio, non con un comportamento aggressivo, ma con un nuoto cauto e lento che
potrebbe permettere agli animali di valutare meglio il comportamento del presunto conspecifico.
Dopo 21 giorni di trattamento termico, il peso degli animali é risultato differente, in particolare i
pesci mantenuti a 18°C sono piu pesanti dei pesci acclimatati a 26°C.

Importante notare la differenza di comportamento dei pesci mantenuti a 26°C per quattro e 21
giorni di acclimatazione termica, poiché questa temperatura rappresenta la condizione termica
molto diffusa sia in natura che nei laboratori di ricerca (Lawrence, 2007; Matthews et al., 2002;
Schaefer e Ryan, 2006; Spence et al., 2008).

Andando a confrontare il peso degli animali acclimatati a 26°C per quattro e 21 giorni risulta che i
pesci mantenuti per un tempo piu lungo a questa temperatura sono di dimensioni maggiori rispetto a
quelli acclimatati per un periodo piu breve (dati non mostrati); quindi dai dati qui riportati
sembrerebbe nuovamente che il Danio rerio non ¢ un pesce in cui 1’audacia del comportamento sia
dimensione-dipendente. Dalla letteratura sappiamo che nelle situazioni di rischio, come 1’attacco di
un predatore, 1’abbandono dei rifugi in molti pesci ¢ dimensione-dipendente, con animali piu grandi
che impiegano piu tempo ad uscire da un rifugio rispetto a quelli piu piccoli. Questo perché un
animale piu grande nelle dimensioni pu0 stare un periodo maggiore senza doversi occupare della
ricerca del cibo (Fuiman e Magurran, 1994; Krause et al., 1998; Sogard, 1997). Poiché la cattura dei
pesci (e in generale degli animali da laboratorio) per esser posti negli apparati sperimentali puo
esser piuttosto stressante (Stewart et al., 2011), ¢’¢ da aspettarsi un’iniziale risposta di ansia da
parte di tutti gli animali. E in quest’ottica la differenza del comportamento dei pesci mantenuti a
26°C troverebbe una possibile spiegazione, poiché gli animali mantenuti per 21 giorni hanno delle
dimensioni di molto superiori rispetto a quelli provenienti dal trattamento termico intermedio di
breve periodo. Quindi la loro poca attivita potrebbe esser spiegata come una reazione alla cattura
per esser messi nelle vasche sperimentali in un contesto di scarsa necessita di nutrimento, essendo
stati sottoposti per piu di un mese ad un regime alimentare consistente.

Invece, I’clevata attivita degli animali mantenuti alle due temperature estreme (18 e 34°C)

potrebbero trovare una spiegazione nell’inizio di un malessere temperatura-dipendente. Infatti dalla
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letteratura sappiamo che pesci zebra acclimatati per un mese alle temperature di 18 e 34°C
mostrano un declino delle caratteristiche funzionali (Vergauwen et al., 2010), ma ’acclimatazione
al trattamento termico di 34°C é stata considerata maggiormente stressante rispetto ad una
acclimatazione a 18°C, poiché é una temperatura piu vicina alla soglia di tolleranza del Danio rerio
(Cortemeglia e Beitinger, 2005; Schaefer e Ryan, 2006). In realta, diversi studi dimostrano che i
pesci, soprattutto quelli marini, sono meglio adattati a resistere ad improvvise esposizioni a
temperature vicine al limite letale superiore rispetto a quello inferiore (Beitinger et al., 2000;
Bennett e Judd, 1992; Mundahl, 1990).

Quanto rilevato a livello di crescita corporea nel presente progetto di dottorato € effettivamente
poco in linea con quanto osservato da Vergauwen e colleghi (2010) poiché il peso degli animali
mantenuti ai due trattamenti termici di 18 e 34°C non ci fa supporre che queste due temperature
hanno rappresentato uno stress per la crescita degli animali. Questo pero potrebbe esser spiegato dal
differente regime alimentare adottato in questo studio, poiché nel lavoro di Vergauwen e colleghi
(2010) gli animali venivano nutriti con una quantita di cibo pari all’1% del loro peso medio, mentre
nel presente lavoro gli animali sono stati nutriti presumibilmente con quantita maggiori, poichée
venivano alimentati tre volte al giorno fin quando non restava del cibo in avanzo sul fondo della
vasca. La scelta di un differente regime alimentare ¢ stata dettata proprio dall’osservazione in una
fase pilota, che i Danio rerio mantenuti per piu giorni alla temperatura di 34°C con un regime
alimentare basato sugli standard dei laboratori di ricerca (dove la temperatura dell’acqua ¢
mantenuta solitamente a 28-28,5°C) portava gli animali ad un veloce deperimento fisico. Quindi,
pur non essendoci stato un declino nel loro peso, I’esser stati mantenuti per 21 giorni a due
temperature non conformi alle loro esigenze pud aver comunque indotto uno stato di disagio negli
animali. Infatti sappiamo che animali stressati dal punto di vista energetico ripristinano le attivita
pit velocemente di quelli che non lo sono (Lima, 1998). Per cui gli i Danio rerio mantenuti a 26°C
per 21 giorni potrebbero aver avuto una reazione maggiore alla cattura per esser posti nelle vasche
sperimentali, poiché mantenuti in un regime termico che probabilmente non produceva in loro
nessun tipo di disagio fisico e ad un regime alimentare abbastanza cospicuo da indurli ad esser poco
esplorativi nei dieci minuti di test comportamentale.

Inoltre, dalla letteratura sappiamo che normalmente, quando sono in natura, i pesci migrano verso
zone con temperature piu idonee alle loro necessita (Martins et al., 2011; Ottersen et al., 2004),
quindi I’elevata attivita dei pesci acclimatati alle due temprature di 18 e 34°C potrebbe esser anche

un modo per cercare un habitat pit conforme alle loro esigenze.
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I risultati ottenuti con questo trattamento nei pesci zebra wild-type linea commerciale suggeriscono
che la temperatura dell’acqua esercita un’influenza sul loro comportamento. In questo lavoro gli
animali sono stati esposti alle tre differenti condizioni termiche per 21 giorni, quindi
un’acclimatazione che dovrebbe esser considerata come di lungo periodo. Come gia sottolineato
precedentemente, 1I’importanza del pesce zebra come animale modello in patologie umane spesso
legate allo stress aumenta costantemente, quindi verificare se la temperatura puo rappresentare uno
stimolo stressante per questa specie puo dare indicazioni per studi di questo tipo. Inoltre, utilizzando
i paradigmi comportamentali maggiormente frequenti nella letteratura di questa specie, si & voluto
esaminare quali di questi test possono esser funzionali allo studio di una reazione da trattamento
termico inappropriato. Cio che e stato osservato in questo studio porta a supporre che le variazioni
di temperatura influiscono in modo differente sul comportamento del pesce zebra, a seconda di
quanto dura il trattamento termico. Sembrerebbe infatti che in un trattamento di lungo termine il
trattamento ipotermico vada ad elicitare risposte presumibilmente legate a stati di ansia (tipo il
freezing) solo in alcuni paradigmi comportamentali, mentre il trattamento ipertermico sia quello a
cui gli animali reagiscono con una maggiore risposta di esplorazione e attivita. Resta da verificare,
attraverso un possibile prolungamento del trattamento termico, se 1’attivita esplorativa dei pesci
mantenuti a 34°C possa esser un indice di benessere degli animali o se sia riconducibile ad uno stato
di disagio, che si traduce nel tentativo di ricerca di vie di fuga per cercare un habitat maggiormente
idoneo alle esigenze di questa specie. Forse i risultati di natura neurochimica che saranno presentati
dal gruppo di ricerca del Dipartimento di Biologia e Biotecnologie “Charles Darwin”
dell’Universita Sapienza di Roma che ha collaborato nel presente progetto, potranno dare delle

indicazioni maggiori su come interpretare questo comportamento.

4.2.3 Trattamento termico di lungo periodo dei wild-type linea AB

Dai risultati ottenuti in questo studio € emerso che dopo 21 giorni di trattamento termico in questa
linea wild-type si puo osservare un’influenza della temperatura solo in alcuni test comportamentali:
il novel diving tank test e il mirror test.

Nel test del novel diving tank risulta che i pesci acclimatati per 21 giorni alla temperatura
ipertermica trascorrono un periodo maggiore di tempo nella parte alta della vasca rispetto ai pesci
acclimatati al trattamento ipotermico, soprattutto negli ultimi minuti del test comportamentale.
Invece, i danio zebrati mantenuti a 18°C trascorrono un periodo di tempo maggiore nella parte

intermedia della vasca.
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Anche in questa linea sembra che gli animali acclimatati alla temperatura maggiore abbiano una
maggiore attivita esplorativa nei confronti della parte alta della vasca rispetto agli animali
provenienti dagli altri trattamenti.

L’attivita dello swimming & maggiore nei Danio rerio acclimatati a 18°C rispetto agli animali
mantenuti al trattamento ipertermico. Questo comportamento non € in inea con quanto trovato in
altri studi (Pritchard et al., 2001) e anche in questo stesso studio con gli altri pesci zebra wild-type
linea commerciale, poiche solitamente negli organismi ectotermici sono le alte temperature che
aumentano le attivita di nuoto (Clarke e Jhonson, 1999; Gillooly et al., 2001; Johnston et al., 1991;
Zimmerman e Hubold, 1998). Si pud osservare che i pesci di questa linea mantenuti a 34°C hanno
effettuato una grande attivita di thrashing che, associato alle loro escursioni nella parte alta della
vasca per periodi piu lunghi, potrebbe esser interpretato, comungque, come un comportamento
esploratorio.

Per quanto riguarda il mirror test 1’unica differenza si rileva a carico del comportamento
dell’erratic movements, poiché e maggiore nei pesci acclimatati a 34°C, i quali lo compiono
nell’arco dei primi due minuti di test. Poiché dalla letteratura sappiamo che questa attivita frenetica
e principalmente legata a stati di ansia nel pesce zebra (Kalueff et al., 2013; Maximino et al.,
2010a,b; Stewart et al, 2012), sembra che la principale influenza dell’alta temperatura in questa
particolare linea si rifletta su un iniziale stato di malessere. Questo comportamento si osserva, pero,
solo nel mirror test, il quale € considerato in letteratura un paradigma comportamentale per studiare
il comportamento agonistico del danio zebrato. Infatti € noto che un pesce zebra che incontra un
altro individuo solitario dello stesso sesso solitamente esibisce un comportamento aggressivo,
attraverso tutta una serie di display fisici (Blaser e Gerlai, 2006; Desjardins e Fernald, 2010;
Elwood et al., 2014; Gerlai et al., 2000). Per cui, una maggiore attivita dell’erratic movements da
parte dei pesci zebra della linea AB mantenuti a 34°C potrebbe indicare una maggiore reazione al
riflesso dello specchio. Sappiamo infatti che a seconda della linea di Danio rerio impiegata gli
animali possono risultare piu 0 meno audaci, aggressivi 0 ansiosi (Barba-Escobedo e Gould, 2012;
Cachat et al., 2010; Moretz et al., 2007; Robison e Rowland, 2005; Wringht et al., 2003). Poco
sappiamo del comportamento della linea AB, 1’'unico lavoro fatto confrontando questa linea con
altre, ci dice che questi animali hanno un profilo maggiormente ansioso dei pesci zebra wild-type
linea WIK (Sackerman et al., 2010). Quindi possiamo supporre che in questo ceppo particolare il
trattamento termico di 34°C abbia indotto un maggior malessere in un contesto agonistico, visto

anche che la letteratura ci indica un maggior costo energetico per gli animali mantenuti a questa
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temperatura (Vergauwen et al., 2010). Possiamo ipotizzare che, in una situazione di inizio di
malessere fisico dovuto all’acclimatazione ad una temperatura poco idonea, i pesci abbiano reagito
in un primo momento con un’attivita legata all’ansia piuttosto che con un comportamento
aggressivo.

Un’ulteriore differenza la notiamo anche a carico del peso, poiché i Danio rerio acclimatati a 18°C
risultano esser piu pesanti di quelli mantenuti alla temperatura piu alta. Presumibilmente, le
maggiori dimensioni dei pesci mantenuti a 18°C non sembrerebbero legate alla propensione di
questi animali di esplorare la parte alta della vasca nel novel diving tank test. Infatti sono proprio i
pesci acclimatati a 34°C, i piu piccoli, ad attuare la maggiore attivita esplorativa nella porzione alta
di questo acquario.

Essendo questa linea selezionata in laboratorio (ZFIN lab, University of Oregon), una sua probabile
caratteristica potrebbe essere quella di avere un tasso di eterozigosi minore rispetto alle linee
acquistabili nei negozi, quindi con una potenziale variabilita fisiologica ridotta. Anche in questo
contesto non possiamo escludere che il comportamento dei pesci mantenuti a 34°C possa indicare
un inizio di uno stato di malessere legato al trattamento ipertermico, visto l’elevata attivita
dell’erratic movements rilevabile nel mirror test e la scarsa propensione all’attivita dello swimming
nel novel diving tank test. Come gia detto, i pesci zebra possono vivere per lunghi periodi (circa un
anno) a temperature di 18°C (Cortemeglia e Beitinger, 2005; Matthews et al., 2002; Vergauwen et
al., 2010), mentre acclimatazioni a temperature maggiori (prossime alla soglia di sopravvivenza di
questi animali) sono energeticamente piu costose per questi pesci.

In questa particolare linea di pesci zebra e possibile che, a causa di una tasso di eterozigosi minore,
’alta temperatura abbia rappresentato uno stress gia in tre settimane di acclimatazione, inducendo
quindi un inizio di malessere nei pesci acclimatati a 34°C. Quindi non possiamo ecludere che
I’elevata attivita esplorativa osservabile nel novel diving tank test (ipotizzabile dagli spostamenti
verso ’alto e anche dal thrashing) stia ad indicare, piuttosto che una maggiore audacia, un’esigenza
dei pesci di cercare un possibile passaggio verso situazioni ambientali piu consone ai loro bisogni.

I risultati ottenuti con questo trattamento suggeriscono che la temperatura dell’acqua esercita
un’influenza sul comportamento degli adulti di pesce zebra di una linea geneticamente selezionata
in laboratorio. In questo lavoro gli animali sono stati esposti alle tre differenti condizioni termiche
per 21 giorni, quindi una acclimatazione che dovrebbe esser considerata come di lungo periodo.
Dato che il pesce zebra rappresenta una specie che sempre piu Spesso viene impiegata come

modello per le malattie umane, verificare se, a seconda del ceppo che si impiega nella ricerca, c’¢
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una differenza di reazione alla temperatura pud rappresentare uno stimolo ad un maggior cautela
nell’uso di pesci acquistati nei negozi come animali di controllo. Cio che e stato osservato in questo
studio porta a supporre che le variazioni di temperatura influiscono in modo differente sul
comportamento del pesce zebra. Sembrerebbe infatti che in un trattameto termico di lungo periodo
in pesci zebra wild-type linea AB, sia la temperatura maggiore ad indurre un comportamento legato
all’ansia in un test sociale (mirror test). Sicuramente, va indagata maggiormente 1’attivita
esplorativa dei pesci della linea AB, poiché non possiamo ancora affermare se sia legata ad un
aumento del tasso metabolico degli animali o se sia legata ad una ricerca di un habitat piu idoneo.
Probabilmente gia con i dati di natura neurochimica che saranno presentati dal gruppo
dell’Universita di Copenhagen, Department of Veterinary Disease Biology, Laboratory of Aquatic
Pathobiology che ha collaborato nel presente progetto, si potranno dare delle indicazioni maggiori

su come interpretare questo particolare comportamento.
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5 CONCLUSIONI

Lo scopo del presente studio era verificare se il comportamento di due specie diverse di pesci
potesse subire delle modificazioni a seconda della temperatura di allevamento.

In tutti gli esperimenti qui condotti si ¢ potuta osservare un’influenza del trattamento termico sul
comportamento dei pesci utilizzati. Tuttavia, le risposte osservate non sono univoche e tendono ad
esser specifiche a seconda della specie o della linea di animale impiegata, nonché del tipo di

trattamento termico imposto agli animali.

Nei test effettuati con le spigole, acclimatate per 21 giorni alle tre temperature sperimentali,
possiamo osservare che:
1) La temperatura di acclimatazione ha un’influenza sul comportamento di questi animali
2) Gli animali mantenuti alla temperatura maggiore hanno mostrato un’eccitazione maggiore in
presenza di una preda, senza perd aumentare il consumo di questa
3) Tutti gli animali provenienti dai tre diversi trattamenti termici hanno risposto con la fuga al
test avversivo
4) | pesci mantenuti alla temperatura intermedia hanno mostrato un maggiore interesse al

proprio riflesso nello specchio

Nei test effettuati con i Danio rerio wild-type linea commerciale acclimatati per quattro giorni alle
tre temperature sperimentali, emerge che:
1) La temperatura di acclimatazione ha un’influenza sul comportamento di questi animali
2) | pesci acclimatati alla temperatura piu bassa mostrano un profilo comportamentale meno
esplorativo
3) | pesci mantenuti alla temperatura piu alta mostrano un profilo comportamentale piu
esplorativo
4) | pesci mantenuti alla temperatura intermedia mostrano un profilo comportamentale che
sembra essere a meta tra 1’accentuata esplorazione dei pesci provenienti dal trattamento

ipertermico e la ridotta esplorazione dei danio zebrati provenienti dal trattamento ipotermico

Nei test effettuati con i Danio rerio wild-type linea commerciale acclimatati per 21 giorni alle tre
temperature sperimentali, emerge che:

1) La temperatura di acclimatazione ha un’influenza sul comportamento di questi animali
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2) | pesci mantenuti alla temperatura intermedia mostrano un profilo comportamentale poco
esplorativo

3) | pesci mantenuti alla temperatura piu alta mostrano un profilo comportamentale esplorativo
ed hanno un’attivita di nuoto accentuata

4) | pesci mantenuti alla temperatura piu bassa sembrano essere esplorativi solo in un test

comportamentale (il novel diving tank), attuando in questo una notevole attivita di nuoto

Nei test effettuati con i Danio rerio wild-type linea AB acclimatati per 21 giorni alle tre temperature
sperimentali, emerge che:
1) La temperatura di acclimatazione ha un’influenza sul comportamento di questi animali solo
in alcuni test
2) | pesci mantenuti alla temperatura maggiore hanno alcuni tratti comportamentali
riconducibili ad un’attivita esploratoria

3) | pesci mantenuti alla temperatura piu bassa hanno una maggiore attivita di nuoto

Quindi, le risposte e gli adattamenti di questi pesci sembrano esser differenti, a seconda sia dalla

durata del trattamento termico, sia dalla linea genetica impiegata.
A causa delle risposte comportamentali cosi varie ottenute nel presente lavoro, saranno necessari

ulteriori studi per poter affermare che le temperature qui impiegate possano avere un effetto

stressante su queste specie di pesci.
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esser complesso il comportamento di un pesce, e non pensavo si potesse creare cosi tanta empatia
con questi animali. Spero veramente di esser sempre riuscita a farli stare bene e che il mio lavoro
possa dare un contributo per migliorare la condizione degli animali che vengono allevati in cattivita.

Studiare il comportamento degli animali ¢ un’avventura fantastica, non priva di difficolta, che
richiede impegno, dedizione, sacrifici e tanta curiositad. Mi ¢ stata data un’occasione bellissima, che
mi ha permesso di crescere non solo scientificamente e professionalmente, ma anche umanamente,
poiché il costante confronto con persone che sono molto piu brave di me, nel lavoro e nella vita, mi
e stato di esempio per cercare di fare sempre il meglio. A tutti coloro che ho dimenticato, ma che
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sono stati parte di questo percorso, nel bene e nel male, devo un ringraziamento, perché in
qualunque modo siano entrati in contatto con la mia vita ne hanno in qualche modo modificato il
percorso, dandomi la possibilita di essere oggi quella che sono.
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