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1 INTRODUZIONE

1.1 Studio del comportamento animale

L’etologia ¢ quella branca della biologia che si occupa dello studio comparato del
comportamento animale. Citando il padre dell’etologia Konrad Lorenz ‘“consiste
nell’applicare al comportamento degli animali e delle persone quei metodi divenuti d’uso
corrente e naturali in tutti gli altri campi della biologia dopo Charles Darwin e di formulare
gli interrogativi seguendo lo stesso criterio.” (Lorenz, K. (2011).

La meraviglia dell'etologia sta nel farci capire i motivi ed i modi tramite cui agiscono gli
animali e a far progredire le conoscenze zoologiche. Uno tra i padri fondatori della
disciplina fu Nikolaas Tinbergen, vincitore del premio Nobel per la Fisiologia ¢ la Medicina
con Konrad Lorenz e Karl von Frisch, ideatore delle famose quattro domande. Queste
domande o livelli di analisi sono alla base degli studi etologici e permettono di analizzare
comportamenti anche piuttosto complessi che possono interessare 1’individuo di una
specie, o un’intera popolazione ed ottenere delle risposte scientificamente accurate
accompagnate da prove empiriche (Dawkins, 2014). Le 4 domande riguardano causazione,
funzione, sviluppo ed evoluzione del comportamento.

1. Causazione: Il motivo del perché un comportamento si scatena piuttosto che un
altro a livello di stimolo - risposta e meccanismi fisiologici mediatori.

2. Sviluppo: L’ontogenesi del comportamento, cio¢ come un comportamento si
sviluppa nella vita di un individuo. Da che geni deriva e da quali relazioni
fisiologiche.

3. Funzione: La funzione del comportamento e che vantaggi da all’individuo in
termini di fitness.

4. Evoluzione: Com’¢ cambiato il comportamento nella storia evolutiva dell’animale
in questione.

Le quattro domande operano a due diversi livelli. Le domande 1 e 2 danno spiegazioni piu
immediate e vengono chiamate cause prossime. Queste sono risposte che esaminano le
ragioni biologiche per cui un comportamento viene espresso. D'altra parte, le domande 3 e
4 danno spiegazioni piu radicate nella storia evolutiva che ha portato alla nascita
dell’individuo, chiamate cause ultime. Queste sono risposte che richiedono una ricerca piu
lunga e cercano di spiegare come e perché il comportamento si € evoluto. Per ottenere una
piena comprensione dei costi, dei benefici e dei vincoli che hanno plasmato un determinato
comportamento ¢ necessario rispondere sia alle cause ultime che alle prossime.

Non tutte le ricerche utilizzano tutte le domande o cercano di rispondere a queste
direttamente, ma stanno alla base di ogni esperimento sul comportamento animale e sono
cio che porta un etologo a compiere tali ricerche (Beer, 2020).

Grazie agli studi sul comportamento animale si € riusciti ad esplorare e a rispondere a
sempre piu quesiti sulla vita animale portando alla crescita dell’etologia e allo sviluppo di
diverse branche della psicologia animale.

Strutturandosi sempre di piu in termini teorici e metodologici, 1’etologia divenne
pienamente riconosciuta a livello scientifico ¢ fu piu facile per scienziati con diverse
specializzazioni collegare le loro ricerche a quelle sul comportamento animale.
(Strassmann & Joan Strassmann, 2014).



L’etologia ando a influenzare le diverse branche della biologia e della psicologia andando
cosi a produrre risultati molto importanti come il “Gene egoista” di Richard Dawkins o il
libro divulgativo “La scimmia nuda - Studio zoologico sull'animale uomo” di Desmond
Morris tra i pit conosciuti dal pubblico in generale. Inoltre, la pervasivita dell’etologia ha
portato miglioramenti in diversi ambiti come nel benessere animale (Millman et al., 2004),
manipolazione genetica, tecnologie ambientali, fisiologia comportamentale, conservazione
e relazioni uomo-animale (Appleby & Hughes, 1993).

Tra le branche della psicologia interessate all’etologia la psicologia cognitiva propone un
modo di studiare i meccanismi del comportamento animale piu concentrato sulle sue facolta
cognitive, espressione del sistema nervoso nella sua interezza. “Lo scopo della psicologia
cognitiva ¢ quello di spiegare il comportamento di un animale in termini della sua
organizzazione mentale e come avvenga l’elaborazione delle informazioni (cio€, come
l'animale acquisisce, memorizza e agisce sulle informazioni presenti nel suo mondo).
Studiando i meccanismi cognitivi di un animale, si puo studiare come I'animale percepisce,
impara, memorizza e prende decisioni.” (Britannica, 2023).

Nella ricerca cognitiva i modelli animali sono stati ampiamente usati, in quanto il cervello
umano € molto complesso da studiare e non tutti gli esperimenti si possono condurre sugli
uomini per ragioni etiche. Le ricerche si sono concentrate su specie diverse nell’ultimo
secolo, comprendendo ad oggi rappresentanti di molte specie del regno animale: i
mammiferi sono stati studiati estensivamente, principalmente utilizzando primati(Barrett
et al., 2003) e topi (Nelson, 2016), ma anche molti altri come elefanti (Hart et al., 2001),
delfini (Reiss et al., 1997), cani(Fuller et al., 1957) e pipistrelli (Vernes & Wilkinson,
2020), per menzionarne alcuni. La loro appartenenza alla nostra stessa classe rende
particolarmente proficua la scoperta di omologie e similitudini tra i nostri sistemi cognitivi,
cosi anche come la scoperta di differenze e specializzazioni peculiari di ogni sistema.
Molti anche i modelli di uccelli: tra i piu celebri il piccione, modello di elezione della prima
ricerca Skinneriana (Skinner, 1948) sul condizionamento operante ¢ ancora oggi utilizzato
(Fujita et al., 2012). Molti gli uccelli utilizzati per le straordinarie capacita di orientamento
durante le migrazioni e il foraggiamento (Alerstam, 2011), mente altri come il pappagallo
(Pepperberg et al., 2008b) o Passeriformi sono stati studiati per le loro abilita canore, in
una sorta di ricerca comparativa sui linguaggi (Salzen, 1967; Williams, 2004). I corvidi,
ritenuti il vertice piu alto dell’intelligenza aviaria, o per meglio dire simile al nostro stile e
livello, sono stati studiati in compiti di problem solving (Eppe et al., 2022), di memoria
prospettica (Brandimonte et al., 2014) e perfino di cognizione sociale (Holzhaider et al.,
2010). Infine, il pollo (Gallus gallus domesticus), sfruttando lo straordinario meccanismo
dell’imprinting e I’indipendenza alla nascita dei pulcini ha contribuito in maniera decisiva
a distinguere con chiarezza il concetto di abilita innate e apprese (Seddon, 1990).
Relativamente diffusi anche gli studi sui pesci, che approfondiremo nel seguente paragrafo,
mentre la ricerca su rettili ¢ anfibi (Bisazza et al., 1998) & rimasta sempre scarsa. In ultimo
gli invertebrati, da sempre considerati alla stregua di automi incapaci di azioni complesse,
si sono rivelati una preziosa fonte di informazioni. Ad un’osservazione attenta si ¢ scoperto
che molti invertebrati sono in grado di portare a termine compiti complessi, come
I’orientamento (Janssen et al., 1998), I’ottimizzazione dei percorsi (Stelinski & Tiwari,
2013), le abilita numeriche (Butterworth et al., 2018). Di conseguenza si € posto il problema
di come organismi cosi “rigidi” cognitivamente potessero avere successo in compiti
tradizionalmente ritenuti appannaggio di menti complesse, plastiche e associative.



1.1.1 Studio del comportamento nei pesci

Uno dei gruppi di vertebrati piu utilizzati recentemente per studiare il comportamento
animale e collegarlo a quello umano ¢ infatti il gruppo degli Osteitti(pesci).

Per cominciare, i pesci mostrano un'estrema diversita. Comprendono piu della meta di tutte
le specie di vertebrati esistenti (circa 33 000 specie descritte su 64 000 specie di vertebrati).
Hanno colonizzato una grande varieta di habitat, dagli oceani aperti alle rocce costiere,
dalle profondita abissali agli ambienti terrestri € mostrano anche una gamma molto ampia
di adattamenti comportamentali, fisiologici ed ecologici. Molte specie depongono le uova,
alcune sono vivipari e altre mostrano cure parentali delle uova e degli avannotti. Molti pesci
vivono in grandi aggregati sociali, alcuni formano legami di coppia stabili e altri sono
solitari. Queste differenze interspecifiche associate alla diversita delle specie e agli
adattamenti forniranno uno strumento prezioso per verificare diversi ipotesi sperimentali
permettendo di ampliare gli esperimenti su diverse specie (Norton & Bally-Cuif, 2010). I
pesci sono animali da ricerca ideali anche per motivi logistici. Circa 5400 specie sono
disponibili grazie all'industria dell'acquariofilia e da allevatori dilettanti e quasi 1'80% di
tutte le specie d'acqua dolce sono attualmente allevate in cattivita (Dahm & Geisler, 2006).
Diverse specie hanno tempi di riproduzione molto brevi, consentendo studi genetici
quantitativi ed effetti cross-generazionali. Altri vantaggi sono la loro rapida riproduzione
che permette di avere molti soggetti a disposizione, il loro rapido sviluppo, le dimensioni
ridotte di diverse specie (come gli Zebrafish) che consentono di ridurre gli spazi e i costi di
mantenimento, la possibilita di manipolazione genetica e la possibilita di manipolazione
dei fattori ambientali. Altri fattori di grande importanza sono il basso sviluppo neurologico
dei pesci, che permette cosi di individuare con maggiore precisione i meccanismi fisiologici
alla base delle abilita cognitive e I’elevata omologia genetica che vi € tra 1’uomo e i pesci
(Norton & Bally-Cuif, 2010).

Nonostante tutti questi vantaggi la psicologia cognitiva aveva a lungo ignorato il gruppo
degli Osteitti, considerandoli organismi semplici, senza abilita particolari, o tutt’al piu
frutto di un meccanismo automatico (Brown, Laland & Krause, 2011). Negli anni piu
recenti invece si € scoperto come questi abbiano abilita cognitive non banali, in certi casi
paragonabili a quelle dei primati non umani (Bshary, Wickler & Fricke, 2002). Inoltre, si ¢
data maggiore attenzione ai vantaggi che 1’uso di questo tipo di animali come soggetti
sperimentali puo apportare. Tra i primi e pitl importanti studi che utilizzarono i pesci come
organismi sperimentali ci fu “The Curious Behavior of the Stickleback” grazie al vincitore
premio Nobel e uno dei padri fondatori della moderna biologia comportamentale Niko
Tinbergen (Tinbergen, 1952). Questo lavoro si limita a dimostrare 1’esistenza di un
collegamento automatico tra uno stimolo semplice ed una risposta comportamentale
complessa. La vista di una macchia rossa scatenava nel soggetto maschio una reazione
aggressiva, come se avesse davanti a sé un altro maschio.

Se questo esperimento diede inizio ad un proliferare di studi sullo spinarello (vedi figura
1), nel corso degli anni si iniziarono ad utilizzare anche altre specie e la concezione dei
pesci come autonomi lascido sempre piu spazio all’apprezzamento delle complessita
cognitive proprie di questo gruppo.
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Figura 1: grafico che riporta il numero di articoli riguardanti lo spinarello (Huntingford
& Ruiz-Gomez, 2009).

A conferma delle abilita cognitive dei pesci seguono diversi articoli che ne mostrano alcune
capacita, un articolo del 1994 ¢ riuscito a mostrare come gruppi di Pomacentridi che si
nutrono di zooplancton cercano luoghi dove nutrirsi in modo metodico e molto lento, ma
dopo aver scoperto queste zone riescono a nuotare molto velocemente tra queste posizioni
di foraggiamento, dimostrando dunque di star coinvolgendo la memoria spaziale e
l'aspettativa di utilizzo delle risorse (Noda et al., 1994). I pesci hanno quindi mostrato
capacita cognitive nell’eseguire azioni importanti per la loro sopravvivenza. (Brown et al.,
2015). Un articolo del 2000 ¢ riuscito a dimostrare come i pesci possano essere addestrati
a nutrirsi in un determinato luogo e in un particolare momento della giornata, ad esempio,
i Golden Shiners (Notemigonus crysoleucas (Mitchill, 1814)) hanno imparato ad aspettarsi
il cibo esattamente a mezzogiorno in uno degli angoli luminosi della loro vasca (Reebs,
2000). Piu si avvicinavano le dodici pitl i pesci iniziavano a nuotare molto velocemente ed
agitarsi nelle aree dove normalmente veniva rilasciato il cibo. Dunque, dimostrano un
comportamento di anticipazione alimentare quotidiana molto simile agli esperimenti sul
condizionamento automatico di Pavlov.

Molto recentemente nei laboratori dell’Universita di Padova c’¢ stato un grande aumento
di esperimenti riguardanti proprio i pesci, con ottimi risultati che confermano le abilita
cognitive di questi ultimi. Ad esempio, nel campo della numerosita ci si potrebbe aspettare
che i pesci, dati i loro cervelli relativamente piu piccoli dei grandi vertebrati, abbiano abilita
quantitative piu scarse dei vertebrati superiori. Al contrario, studi di laboratorio basati
sull'osservazione del comportamento spontaneo e sul condizionamento operante hanno
dimostrato che l'accuratezza dei pesci nei giudizi di numerosita relativa ¢ uguale alle
capacita di molti uccelli e mammiferi (Agrillo et al., 2009).

In uno degli esperimenti recenti dell'universita di Padova riguardante proprio la numerosita
nei pesci sono stati scelti diversi individui di Gambusia holbrooki (Girard, 1859), i quali
dopo diverse procedure di addestramento dovevano discriminare tra due gruppi di stimoli
e scegliere quello corretto. Gli stimoli rappresentavano diversi ordini di grandezza e con i
risultati ottenuti si ¢ riuscito a dimostrare come 1 pesci riuscissero a distinguere 1 diversi
ratio come 2:1 o 3:2 (Agrillo et al., 2008).
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Figura 2: Questo grafico mostra proprio [’aumento dell utilizzo dei pesci negli studi di
psicologia e i diversi organismi che piu vengono utilizzati, con [’aggiunta anche degli
articoli dell’Universita di Padova (Agrillo & Bisazza, 2018).

Tra questi pesci ¢ presente anche Danio rerio (HAMILTON, 1882) che ¢ cresciuto in
popolarita grazie a molti dei vantaggi che puo portare il suo utilizzo in laboratorio come
organismo modello (Al-Imari & Gerlai, 2008) (Sison & Gerlai, 2010) (Al-Imari & Gerlai,
2008) (Sison & Gerlai, 2010). Zebrafish ¢ un pesce tropicale appartenente alla famiglia dei
Cyprinidae. A differenza di altri pesci di laboratorio lo Zebrafish adulto ¢ un animale diurno
e sociale che preferisce sempre la presenza di conspecifici (Engeszer et al., 2007), rendendo
cosi facile I’osservazione di comportamenti in gruppo e in orari lavorativi. Infatti, diversi
studi sono gia stati eseguiti con Zebrafish come organismo modello per creare protocolli di
studio riguardanti aggressivita (Way et al., 2015), reazione in allarme (Parker et al., 2012),
comportamento antipredatorio (Gerlai, 2010), ansia (Maximino et al., 2010), locomozione
(Drapeau et al., 2002), apprendimento (Sison & Gerlai, 2010), memoria(Roberts et al.,
2013), sonno(Zhdanova, 2011), ricompense (Al-Imari & Gerlai, 2008) ed infine
comportamento sociale (Dreosti et al., 2015). Dunque, sono eccellenti modelli per
I’osservazione del comportamento soprattutto riguardanti questioni di socialita (Norton &
Bally-Cuif, 2010). Infine, Zebrafish, ¢ un organismo modello per la genetica, la fisiologia
e laricerca sullo sviluppo. Questo consentira ai ricercatori di collegare i risultati degli studi
comportamentali alla fisiologia e alla genetica (Oliveira, 2013).

Zebrafish ¢ diventato nel corso degli ultimi anni un organismo modello molto importante
per i vertebrati soprattutto grazie alla sua utilita in ambiti come embriologia, biologia dello
sviluppo e analisi genetiche (Bilotta & Saszik, 2001; Linney et al., 2004; Norton & Bally-
Cuif, 2010; Oliveira, 2013). Tra le somiglianze riscontrate con i vertebrati forse la piu
importante sta nelle sue componenti anatomiche, fisiologiche ¢ comportamentali del
sistema visivo (Fleisch & Neuhauss, 2006). Diverse procedure sono gia state sviluppate
proprio per studiare lo sviluppo ed il comportamento visivo in Zebrafish.



Ad esempio, lo studio del nistagmo optocinetico (OKR), un movimento ondulatorio ma
involontario effettuato dai bulbi oculari. E un riflesso che appare ogni volta che si fissano
degli oggetti che presentano un rapido movimento regolare presente anche in Zebrafish,
che si manifesta quando osserva pattern a strisce in movimento, probabilmente perché porta
a pensare ad un conspecifico. Questo metodo ¢ stato utilizzato per osservare come possibili
pesci con mutazioni della retina rispondessero a questi pattern (Neuhauss et al., 1999).
L’OKR ¢ stato utilizzato anche per dimostrare come Zebrafish sia in grado di svolgere
esperimenti visivi da quando ¢ in grado di nuotare. Creando degli apparati sperimentali in
grado di mostrare i pattern a strisce si € riusciti a provare come Zebrafish migliori in
accuratezza visiva con ’eta ed allo stesso modo sia in grado di scappare piu efficacemente
in caso di predazione. Seguendo sempre la stessa procedura in una ricerca ¢ stato possibile
studiare il ritmo circadiano, la risposta a mutazioni della retina ed effetti di mancanza di
dopamina in Zebrafish (Li & Dowling, 2000). Tutto cio va a confermare come Zebrafish
rappresenti un ottimo organismo modello sia per I'embriologia, la biologia dello sviluppo,
il comportamento animale ed anche per l'analisi genetica grazie alla sua versatilita ed il
semplice fatto che sia un vertebrato (Oliveira, 2013).

Un altro aspetto molto importante per la ricerca & dato dal fatto che gli Zebrafish sono
animali sociali e che necessitino di stare in gruppo per sopravvivere € in caso si ritrovino
da soli cercheranno un conspecifico in modo tale da sentirsi sicuri. Questo loro istinto di
ricerca conspecifici ha proprieta gratificanti e che, come rinforzo, pud supportare
I'apprendimento associativo in Zebrafish. (Al-Imari & Gerlai, 2008).

Diversi esperimenti hanno esplorato infatti la tendenza alla gregarieta in Zebrafish e che
influenze abbia sulla sua attivita (Moretz et al., 2007; Nunes et al., 2020; Suriyampola et
al., 2016). Nel 2001 I’Universita di Leeds ha eseguito dei test su diversi individui cercando
di capire come la temperatura dell’acqua ed altre condizioni dell’acquario andasse ad
interferire con la shoal-choice utilizzando come possibili stimoli da uno a quattro
conspecifici. A temperatura ambiente i pesci preferivano sempre gruppi piu grandi, se
invece lo shoal maggiore era a temperatura minore e dunque ad attivita minore la loro
attrattivita diminuiva. Dimostrando cosi come gli Zebrafish prendano in considerazione
I’attivita di uno shoal prima di unirsi a loro, preferendo in molti casi quello piu attivo
(Pritchard et al., 2001).

La propensione degli Zebrafish di unirsi agli conspecifici in base a segnali visivi come
colore ed attivita (Gerlai, 2014) ¢ stata utilizzata per osservare come i pesci reagissero a
robot simili a conspecifici. In questo studio robot Zebrafish di colori diversi e con attivita
simulate da un motore hanno suscitato nei veri pesci risposte molto interessanti. Per
esempio, in presenza di un cospicuo quantitativo di robot gli Zebrafish cercavano di
approcciare il gruppo, mentre nel caso venisse presentato un robot solo che nuotava molto
velocemente, questo provocava nel soggetto di studio movimenti erratici ed un aumento di
stress. Tutto cio denota dunque una riposta complessa data dagli Zebrafish, i quali pero non
hanno mai riconosciuto i robot come conspecifici, probabilmente anche perché spaventati
dai rumori dei motori e dall’innaturalezza dei modelli. Secondo I’articolo, comunque, i
risultati ottenuti sono molto importanti e probabilmente 1’utilizzo di immagini o robot simili
a pesci potra portare in futuro un nuovo strumento di enrichment nei diversi stabulari del
mondo (Butail et al., 2014).



1.1.2 Paradigmi di studio

In psicologia cognitiva vengono utilizzati dei paradigmi per studiare i comportamenti degli
animali. Tra questi normalmente si usano paradigmi di scelta spontanea e/o di
apprendimento tramite condizionamento operante, nel quale si usano diversi tipi di rinforzi
in base all’animale scelto come soggetto di studio (Agrillo, Miletto Petrazzini & Bisazza,
2017).

La scelta spontanea consiste nella presentazione di stimoli biologicamente rilevanti e
I’osservazione della naturale risposta dell’animale. Cio che rende molto utile questo
metodo ¢ la sua relativa semplicita: si presenta lo stimolo al soggetto non addestrato e si
osserva la sua risposta comportamentale. Gli stimoli devono essere salienti per 1’individuo,
poiché il loro scopo ¢ scatenare le sue risposte innate. Si puo utilizzare del cibo, dei
conspecifici se i soggetti sono animali sociali, predatori naturali oppure oggetti mai visti
prima dall’individuo nelle specie tendenti all’esplorazione.

L’opportunita di modulare sperimentalmente i fattori degli stimoli prima di presentarli ai
soggetti ¢ un grande vantaggio dato da questa modalita. Da qui si pud constatare come al
variare dello stimolo cambi anche la risposta dell’individuo, il tutto senza il bisogno di
addestrarlo con nuove associazioni stimolo-risposta (Dadda, 2022). Questa procedura evita
possibili errori o difficolta sperimentali che potrebbero accadere in una ipotetica fase di
addestramento verso una discriminazione non innata (Agrillo & Bisazza, 2014). Dunque,
il metodo delle scelte spontanee implica un’alta validita ecologica, dato che si osservano
reazioni spontanee a stimoli naturali, non condizionati (Agrillo & Bisazza, 2014). Il suo
vantaggio € anche il suo piu grande limite: infatti il carattere finito dei possibili
comportamenti e delle risposte innate limita le possibilita di progettazione sperimentale.
Utilizzando pero un ambiente controllato e le giuste accortezze in modo tale che il pesce si
senta a suo agio, si possono eseguire diversi esperimenti molto importanti senza rischiare
di stressare troppo il soggetto di studio o modificare la sua risposta per cause esterne ed
ottenere 1 risultati voluti.

Questo metodo ¢ ottimale per studiare i pesci nel modo piu naturale possibile, ovvero cid
che interessa a noi in questa tesi, ad esempio, in una recente ricerca, ¢ stata utilizzata la
risposta innata di D. rerio, Xenotoca eiseni (Rutter, 1896) e Carassius auratus ( Linnaeus,
1758) per definire la cognizione dell’orientamento. Lo “spontaneous social cued memory
task™ ¢ stato utilizzato per questo test. Nell’esperimento i pesci venivano osservati in un
acquario labirintico e grazie alle registrazioni veniva valutato il comportamento di
riorientamento dei pesci. I ricercatori hanno concluso che queste tre specie utilizzano il
sistema visivo per definire le geometrie ambientali ed in certi contesti utilizzavano anche
altri sensi (Miletto Petrazzini et al., 2020);

L’altro metodo molto utilizzato ¢ I’apprendimento tramite condizionamento operante, piu
comunemente chiamato addestramento, che consiste nella presentazione di rinforzi in
seguito a specifici comportamenti e quindi nell’apprendimento di una regola. Il vantaggio
di questa metodologia consiste nel poter utilizzare virtualmente qualsiasi stimolo, astratto
o concreto, nello studio (Dadda et al., 2022).


https://it.wikipedia.org/wiki/Linnaeus

Gli stimoli sono associati a una ricompensa alimentare sulla base di alcune regole,
solitamente la scelta dello stimolo considerato corretto (Peruzzi, 2022).Spesso
nell’addestramento dei pesci vengono utilizzati come rinforzi pezzi di cibo o I’introduzione
di conspecifici, 1'uso di questo tipo di rinforzo funziona perché i pesci hanno la stessa
tendenza istintiva alla massimizzazione dell’alimentazione degli altri animali, mentre per
quanto riguarda i conspecifici si ritiene che siano animali altamente sociali che cercano il
gruppo pit numeroso di simili come strategia antipredatoria, diminuendo cosi il loro stress
se in gruppo (Agrillo et al., 2017) .

Il meccanismo di training ¢ stato utilizzato per studiare illusioni ottiche come la “solitaire
illusion”, un’illusione ottica di numerosita composta da puntini bianchi e neri, questi ultimi
sono disposti in modo da sembrare in numero maggiore dei primi ma la numerosita ¢ la
stessa, in un esperimento del 2018 dei Guppy sono stati addestrati a scegliere un’immagine
con un quantitativo di puntini maggiori. I risultati del test hanno dimostrato che i Guppy
venivano influenzati dalla illusione anche se c’erano differenze individuali importanti
(Miletto Petrazzini et al., 2018);

Uno dei metodi molto importanti per studiare il comportamento animale ¢ il reversal
learning. (Izquierdo et al., 2017; Shahan & Sweeney, 2011) (Izquierdo et al., 2017; Shahan
& Sweeney, 2011). II reversal learning ¢ un test che utilizza i meccanismi del
condizionamento operante, per testare la plasticita mentale. Ai soggetti viene insegnato
tramite addestramento a preferire uno stimolo. Quando ¢ chiaro che i soggetti abbiano
appreso quello stimolo, si inizia a rinforzarne uno diverso. Il numero di prove che il
soggetto impiega a imparare la nuova "regola”, ovvero che la scelta giusta non € piu quella
di prima, ¢ indice della sua plasticita mentale. Il training in uno studio con Zebrafish ¢ stato
utilizzato per indurre questo comportamento, facendo imparare delle azioni per poi
addestrare a d eseguire il comportamento opposto. Dopo questo test iniziale, sono stati
riproposti gli stimoli dei primi addestramenti dimostrando come questi riemergessero,
come se fossero delle abitudini (Kuroda et al., 2017). Riuscendo cosi a dimostrare come il
“reversal learning” sia possibile in Zebrafish cosi come anche I’insorgenza di
comportamenti estinti(Kuroda et al., 2017).

Terminati gli esempi passiamo invece alle possibili problematiche del metodo
dell’addestramento, il quale ¢ molto delicato e impegnativo: le sessioni spesso sono svolte
quotidianamente, possono anche richiedere tempi lunghi ed & sempre necessaria la presenza
di una persona per effettuare le prove dall’inizio alla fine. La necessita della presenza di
almeno uno sperimentatore aumenta il rischio di errori umani nelle fasi di training e di
valutazione dei risultati di ogni soggetto a causa dell’eccessiva interpretazione soggettiva
del comportamento dei soggetti in esame. Per ovviare a tali limiti si puo adoperare
I’addestramento automatico, che utilizza i medesimi comportamenti della controparte
manuale ma senza I’ausilio di una figura umana nelle fasi piu critiche degli esperimenti,
utilizzando invece macchinari adibiti a fare questi esperimenti. Un esempio di tali
macchinari € 1’acquario Zantiks, un apparato sperimentale con uno schermo in grado di
mostrare immagini ai pesci ed una telecamera sensibile ai movimenti per registrare i
comportamenti esibiti. Zantiks ¢ stata utilizzata per studiare come la lateralizzazione possa
influire sull’utilizzo di un occhio rispetto ad un altro in Zebrafish (Petrazzini et al., 2020) ,
oppure i possibili cambiamenti di riflessi o di comportamento in base alla dieta (Anwer et
al., 2022), cosi come anche possibili cambiamenti fisiologici dovuti a cambiamenti nella
composizione dell’acqua (Fontana et al., 2021) ed infine i diversi effetti di medicinali per
quanto riguarda le prestazione di nuoto (Fontana et al., 2022).



Per quanto riguarda invece 1’esperimento trattato da questa tesi si ¢ preferito utilizzare il
metodo delle scelte spontanee per cercare di ottenere la risposta piu naturale possibile. Il
nostro scopo era di osservare se i soggetti sperimentali venissero ingannati dagli stimoli
illusori presentati e li riconoscessero erroneamente come dei conspecifici, eseguendo
comportamenti tipici dello shoaling. Gli animali sociali come gli Zebrafish vivono in
banchi (o shoal) e sin da quando sono larve cercano di stare in questi gruppi € necessitano
dunque di distinguere i propri conspecifici e di avere un istinto a raggrupparsi insieme.
Proprio per questo istinto di raggrupparsi la presenza di conspecifici viene usata come
stimolo o rinforzo e ottiene ottimi risultati (Al-Imari & Gerlai, 2008). L’utilizzo di
conspecifici come stimolo negli esperimenti con pesci € chiamato Shoal-choice (Pritchard
etal., 2001). Nel caso dello Zebrafish nello specifico sono stati eseguiti diversi esperimenti
che utilizzano e studiano la shoal-choice, anche nel caso dello studio delle abilita cognitive
come il riconoscimento di illusioni (Agrillo et al., 2020).

1.2 Illusioni ottiche negli animali

Negli ultimi trenta anni la neuroscienza ha fatto passi da gigante nello studio del sistema
visivo arrivando alla conclusione che i meccanismi molecolari che stanno alla base del
funzionamento della fototrasduzione sono simili tra gli organismi (Shichida & Matsuyama,
2009), che si tratti di meduse o di esseri umani lo sviluppo del sistema visivo € molto simile
(Gori et al., 2014). Le somiglianze non finiscono qui, tramite studi su gatti, umani e
macachi si € scoperto come persino 1’organizzazione principale del sistema visivo ed i suoi
circuiti neurali siano estremamente affini (H., 1977; Hubel & Wiesel, 1959). 1l processo
secondo cui un animale percepisce il mondo visivo, dunque, ¢ molto simile nel mondo
animale ma non necessariamente porta agli stessi risultati, cervelli diversi possono
elaborare in modo attivo immagini in maniere a noi sconosciute e lo studio della percezione
¢ infatti molto complicato (Agrillo et al., 2020). Proprio per questo motivo lo studio del
sistema visivo tramite le illusioni ottiche puo aiutarci a capire come funzioni la percezione
animale, osservando le differenze nel comportamento animale in seguito ad una illusione
si possono fare diverse ipotesi su come il cervello di quest’ultimo stia elaborando
quell’informazione (Smith, 1978).

A questo proposito, le illusioni ottiche possono essere un ottimo strumento non invasivo,
che integra l'investigazione neurobiologica permettendoci di capire come un animale
percepisce il mondo. La ricerca sulle illusioni ha dimostrato, ad esempio, che 1 sistemi
visivi di mammiferi, uccelli ed insetti seguono principi simili per la segregazione degli
oggetti di sfondo (Gori et al., 2014).

Ci sono tante possibili illusioni utilizzate nello studio della psicologia animale e della
percezione, tra le piu importanti troviamo: illusioni geometriche, illusioni di numerosita,
illusioni di movimento, illusioni di lucentezza ed illusioni dei contorni (Agrillo et al.,
2020). Ecco alcuni esempi:



e [ ’illusione di Ponzo:

Una delle illusioni piu utilizzate negli animali €
I’illusione geometrica, ovvero un’illusione che
distorce le dimensioni di un oggetto, molto

importante nello studio della percezione globale.
Tra queste troviamo [I’illusione di Ponzo
comunemente usata per studiare la percezione nei
piccioni (Fujita et al,, 1991). Questa semplice
illusione di prospettiva fa vedere allo spettatore

due oggetti di dimensioni diverse, quando in realta
questi sono esattamente uguali. In un esperimento
del 1997 ¢ stato confermato come 2 specie di
primate non umani vengano  ingannati
dall’illusione di Ponzo. (Fujita, 1997). Altre Figura 3:
ricerche piu avanti nel tempo hanno confermato

illusione di Ponzo.

che questa illusione riusciva da ingannare anche
cavalli (Timney & Keil, 2016), pappagalli
(Pepperberg et al., 2008a), scimmie (Fujita, 1997),
scimpanzeé (Bayne & Davis, 1983) e piccioni
(Salva et al., 2014).

e [’illusione Rotating Snakes

Un’altra illusione globale molto importante e
popolare ¢ l’illusione di movimento. Queste
illusioni ingannano lo spettatore nel pensare
che un’immagine statica sia in realta in
movimento. Un perfetto esempio ¢ 1’illusione
dei Rotating Snakes o RS, un'immagine statica
di cerchi concentrici che sembrano girare tra di
loro. Questa illusione ¢ stata utilizzata ad
esempio per studiare ’effetto di possibili
illusioni come strumenti di enrichment nelle
leonesse dello zoo di Verona. Le leonesse
sembravano molto interessate alle immagini e £igura 4: illusione dei Rotating Snakes.

presentavano dei comportamenti propositivi

durante e dopo le sessioni di gioco
confermando quindi come riuscissero a vedere
I’RS muoversi (Regaiolli et al., 2019).
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1.2.1 Illusione ottiche nei pesci

Ad oggi, l'osservazione del comportamento animale per quanto riguarda le illusioni ottiche
¢ stata in gran parte confinata agli studi sui mammiferi e sugli uccelli. Recentemente, c'¢
stato un crescente interesse anche per le indagini sui pesci. L’attenzione ¢ stata
particolarmente focalizzata su Guppy, Xenotoca eiseni (Rutter, 1896), squali bambu
(Chiloscyllium punctatum, Miiller & Henle, 1838) e come abbiamo visto ultimamente
anche in Zebrafish (Gori et al., 2014).

Nel complesso, ¢ stato dimostrato che queste specie ed altre testate sperimentano una
percezione simile a quella umana di diversi fenomeni illusori che possono coinvolgere
illusioni di dimensione, numero, movimento, stima della luminosita ¢ contorni illusori
(Agrillo et al., 2013). Tuttavia, in alcuni casi, non sono stati segnalati effetti illusori.

Tra i diversi studi eseguiti per scoprire ’effetto delle illusioni ottiche nei pesci troviamo,
ad esempio:

e La ricerca sul “completamento amodale” ovvero la capacita di vedere un intero
oggetto nonostante parti di esso siano coperte da un altro oggetto di fronte ad esso,
il cui effetto ¢ stato confermato essere visibile dal pesce Xenotoca eiseni (Rutter,
1896) tramite procedure di training (Sovrano & Bisazza, 2008);

e L’illusione di Muller-Lyer, ovvero una linea che pud essere vista allungata o
accorciata nel caso questa termini con dei segmenti angolati, addestrando ancora
Xenotoca eiseni a scegliere sempre il segmento piu lungo si € riusciti a confermare
come questi venissero ingannati dall’illusione (Sovrano et al., 2016);

e L’illusione di Delboeuf, un illusione di grandezza che inganna il soggetto facendo
ingrandire o rimpicciolire un immagine in base allo sfondo, in uno studio ¢ stato
confermato come i Guppies vengano influenzati da questa illusione ma in modo
contrario agli esseri umani (Tyrone Lucon-Xiccato et al., 2018) ;

Molto importante per questa tesi ¢ invece la Rotating Snakes, un’illusione di movimento
che ¢ stata recentemente testata anche nei pesci, vista nel capitolo precedente. Nella ricerca
chiamata “Do Fish Perceive Illusory Motion?” (Gori et al., 2014) diversi individui di
Guppy e Zebrafish sono stati addestrati ad avvicinarsi fisicamente ad un’immagine
circolare in movimento e ad ottenere del cibo come ricompensa. Nel test il soggetto
sperimentale era posizionato al centro di un acquario con due immagini ai lati, una falsa
Rotating Snake di controllo ed una reale RS che doveva dunque ingannare il pesce. Questa
¢ la ricerca madre che ha portato al concepimento dell’esperimento alla base di questa tesi.
Nel risultato il 25% dei pesci non riconosceva la RS ma il resto dei pesci invece veniva
ingannato; dunque, il risultato ¢ molto simile allo stesso test eseguito negli esseri umani in
cui il 16% della popolazione non riesce a vedere i cerchi girare. Questo dimostra dunque
come i pesci dovrebbero essere in grado di vedere le illusioni ottiche di movimento, anche
se ovviamente piu ricerche sono necessarie per arrivare a questa esatta conclusione. (Gori
etal., 2014)
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Infine, I’illusione di Ouchi-Spillman, ovvero 1’illusione di
movimento utilizzata nell’esperimento discusso in questa
tesi. Questa illusione visiva consiste in un disco con
rettangoli bianchi e neri orientati verticalmente circondati
da una pedina di rettangoli orientati orizzontalmente dello
stesso colore (Jazi et al., 2011; Spillmann, 2013). In caso la
si osservi muovendosi o venga mossa 1’immagine il disco
al centro sembrera vibrare o scivolare sui suoi contorni.

L’illusione di Ouchi-Spillman dovrebbe essere dunque, una
buona illusione di movimento statica adatta ai pesci che,

Figura 5: illusione di Ouchi-
Spillman.

come organismi, non smettono quasi mai di muoversi ed osservano perifericamente il
mondo circostante in ogni occasione. Purtroppo, pero non ci sono esempi di funzionamento
di questa illusione in animali al di fuori degli esseri umani, quindi, sara molto interessante
provare ad osservare il suo funzionamento con i pesci.

L’illusione funziona tramite le differenze di luminosita e di grandezza tra il cerchio interno
e lo sfondo (Pinna et al., 2005). Come si vede nella figura 6 man mano che il  cerchio

interno aumenta di dimensione 1’illusione sparisce.
% | %ﬁﬁ

S

Figura 6: illusione di Ouchi-Spillman e come si degrada.

Ci sono diverse teorie sul funzionamento di questa illusione e su come noi esseri umani
siamo in grado di percepirla. Come Rotating Snake alcune persone non sono in grado di
vederla, ma non sono chiari i motivi di queste differenze individuali (Agrillo et al., 2020).
Dunque, come abbiamo visto le illusioni ottiche sono un ottimo modo per studiare la
psicologia cognitiva nei pesci, cosi come anche la loro percezione, ma i benefici ¢ le
possibilita non finiscono qui. Recentemente diversi studi hanno iniziato ad utilizzare le
abitudini sociali dei pesci nei loro esperimenti, come abbiamo gia visto la shoal-choice ¢
un importante meccanismo utilizzato in psicologia animale e puo anche essere utilizzato
attraverso le illusioni ottiche. Inoltre, un'altra opportunita offerta dai pesci nelle illusioni
ottiche proviene dal fatto che gli osteitti non presentano corteccia, che nei diversi studi sui
mammiferi sembra essere il componente chiave per ’emergenza di illusioni ottiche. Ma
come abbiamo visto nei diversi esperimenti avvenuti finora i pesci sembrano avere tutte le
componenti necessarie per percepire le illusioni ottiche (Gori et al., 2014), quindi potrebbe
essere molto interessante scoprire 1 possibili circuiti neuronali adibiti a tali mansioni in
animali senza corteccia proprio tramite pesci, usando magari Zebrafish gia utilizzato come
modello nelle neuroscienze. Inoltre, studiando la storia evolutiva di questi sviluppi si
potrebbe scoprire in quale momento 1’elaborazione di tali processi € passato alla corteccia
nei vertebrati € un giorno scoprire quali siano i motivi dell’esistenza delle differenze
percettive tra gli esseri viventi (Dadda, 2022).
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Quindi, ¢ necessario ampliare la nostra conoscenza sulle illusioni ottiche nei pesci per
formare una pitu ampia comprensione dei sistemi percettivi dei vertebrati. Inoltre, questo
tipo di indagine potrebbe aiutarci ad affrontare questioni generali importanti negli studi
percettivi, come il ruolo dell'ecologia nella formazione dei sistemi percettivi, I'esistenza
della variabilita interindividuale nella percezione visiva delle specie non umane ed il ruolo
della corteccia nella comprensione delle illusioni ottiche. (Agrillo et al., 2020).

1.3 Enrichment

Il termine enrichment o arricchimento ambientale indica “ogni cambiamento nella vita di
un animale o nell’ambiente in cui vive in grado di avere un effetto positivo per il suo
benessere senza comportare alcuna conseguenza negativa. L'arricchimento ambientale € in
grado di stimolare la manifestazione di comportamenti tipici della specie, che
rappresentano un indice molto importante dello stato di benessere degli animali”
(Arricchimento Ambientale | Parco Natura Viva,2023).

Esistono diverse tipologie di arricchimento, le principali sono:

e Arricchimenti alimentari: con lo scopo di prolungare 1’esperienza di alimentazione
rendendola piu impegnativa ed interessante per 1’animale;

e Arricchimenti strutturali o educativo-occupazionali: qualunque variazione,
temporanea o permanente, dell’ambiente fisico in cui un animale vive costituisce
un importante arricchimento strutturale, che questi siano giochi o aggiunte
all’ambiente che garantiscono un miglioramento del suo stato fisico e mentale;

e Arricchimenti sociale: I’interazione con altri animali rappresenta un'importante
forma di arricchimento e una fonte di stimolazione sociale dinamica ed
imprevedibile, per questo motivo ¢ fondamentale fornire agli animali un adeguato
contesto sociale nel loro ambiente controllato;

e Arricchimenti sensoriale: in ambiente naturale gli animali vengono esposti ad una
miriade di stimoli sensoriali che difficilmente possono essere replicati in
laboratorio. Fornendo arricchimento sensoriale come diversi stimoli visivi,
olfattivi, uditivi e tattili, si puo essere in grado di emulare parte della complessita
dell'ambiente naturale (Stevens et al., 2021);

1.3.1 Enrichment in Zebrafish

Anche se non c¢'¢ ancora un accordo generale sul fatto che i pesci siano senzienti, diversi
autori ritengono che esista un ampio e convincente insieme di prove a sostegno
dell'opinione che lo siano, come il fatto che possano soffrire e possano provare dolore,
sperimentare stati mentali positivi e negativi (Franks et al., 2018; Sneddon et al., 2018).
Quindi se si ha intenzione di analizzare il benessere animale nei pesci € necessario tenere
conto non solo del loro benessere fisico ma anche del loro stato mentale. Non solo per
motivi etici e di regolazioni ma anche per il semplice fatto che pesci in condizioni precarie
di salute o con livelli di stress elevati portino a risultati poco affidabili negli esperimenti
(Ohnesorge et al., 2021).
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La nostra tesi verte su un pesce molto importante come organismo modello per le
neuroscienze ovvero Zebrafish. Uno dei suoi pregi come animale sperimentale ¢ la sua
facilita di mantenimento, ma questo potrebbe essere un’arma a doppio taglio che porta a
sottovalutare le sue condizioni di vita.

Per quanto riguarda I’enrichment strutturale ed alimentare le scelte sono abbastanza
semplici: Zebrafish ¢ un pesce d’acqua dolce il cui habitat ¢ prevalentemente piccoli fiumi
o ruscelli d’acqua poco profondi con ghiaia ed argilla come substrato. Preparare dunque un
acquario con ghiaia, piccole piante anche di plastica e del cibo vivo qualche volta a
settimana puo portare ad un forte miglioramento del benessere animale di tutti gli Zebrafish
al suo interno (Stevens et al., 2021). Importante per i pesci ¢ anche ovviamente il loro
benessere fisico, questo comprende la loro salute, la loro dieta e la manutenzione
dell’acquario. Zebrafish necessita di un ricambio dell’acqua stabile cosi come una dieta
ferrea, inoltre ¢ importante controllare le ore di luce in modo tale da permettere un ritmo
circadiano corretto. La pulizia dell’acquario dovrebbe essere eseguita periodicamente in
base alle necessita e alle caratteristiche dell’enclosure, lavare con acqua sia le piante che il
substrato ¢ d’obbligo cosi come rendere trasparente il vetro, permettendo cosi una facile
osservazione dei diversi pesci(Lawrence, 2007).

Passando invece a possibili arricchimenti, non necessari ma di aiuto allo stato fisico e
mentale di Zebrafish troviamo: immagini di sfondo agli acquari come il letto di un fiume,
musica classica (Barcellos et al., 2018) ad intervalli regolari, 1’aggiunta di vere piante e
altri organismi tipici di un acquario d’acqua dolce ed infine la formazione di un tappeto
algale controllato puo aiutare a diminuire lo stress perché puo essere utilizzato dai Zebrafish
per nascondersi od evitare la luce(Stevens et al., 2021).

Portando la discussione invece all’arricchimento sensoriale le cose diventano piu difficili,
gli Zebrafish sono abituati a vivere in ambienti con correnti d’acqua anche importanti;
dunque, proporre all’interno dell’acquario una corrente forzata o degli esercizi di nuoto
potrebbe migliorare le capacita fisiche dei pesci. Pero questi arricchimenti sono difficili da
implementare, da mantenere e non sempre portano ai risultati voluti, alcuni test eseguiti
con diversi campioni di acquari hanno portato all’evidenza che si i pesci che fanno esercizio
sono piu in salute, ma allo stesso tempo 1’aggressivita all’interno del banco tende ad
aumentare (Woodward et al., 2019). Parlando sempre di stress ed aggressivita questa ¢
molto importante in animali gregari come Zebrafish ed andrebbe sempre considerata, si
consiglia un controllo periodico del banco e della salute soprattutto delle femmine, le quali
vengono disturbate molto spesso dai maschi, soprattutto in contesti stressanti(Stevens et
al., 2021).

La parte pero piu importante per il benessere animale di Zebrafish ¢ data dall’arricchimento
sociale e sensoriale. Lo Zebrafish ¢ un organismo estremamente sociale, cosi tanto da essere
stimolato ad unirsi a branchi di Zebrafish animati da computer o da fantocci in 3d mossi da
motori(Bartolini et al., 2016; Polverino et al., 2012).Se lasciato da solo un Zebrafish
iniziera a dimostrare comportamenti inusuali dovuto all’aumento esponenziale di stress,
cerchera disperatamente conspecifici e di nascondersi , cambiera colore e sara
estremamente erratico o immobile (Maximino et al., 2010).Invece lasciando Zebrafish
vivere in banco portera ad una diminuzione di stress ed ad un comportamento molto piu
naturale , soprattutto se aggiunto a tutti gli altri arricchimenti gia citati .Ad esempio, uno
studio di shoal-choice ci ha confermato come gli Zebrafish necessitino di stare in gruppi e
come I’esplorazione e la ricerca di conspecifici sia molto stimolante per i singoli individui,
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portando ad una forte diminuzione dello stress ed un aumento nell’accuratezza nel saper
distinguere i conspecifici (Graham et al., 2018).Dunque, 1’enrichment sociale ¢ il piu
importante per la stabilita comportamentale in Zebrafish e sarebbe importante riuscire a
darlo persino ai soggetti sperimentali in cui ¢ necessario I’isolamento sociale (Stevens et
al., 2021).Un metodo per poter implementare enrichment sociale a costo quasi zero senza
dover veramente inserire nell’acquario un conspecifico potrebbe essere attraverso le
illusioni ottiche. Come abbiamo osservato nel capitolo riguardante le illusioni si ha
abbastanza prove da porter affermare che i pesci vengano ingannati dalle illusioni di
movimento, come Rotating Snakes (Gori et al., 2014), quindi se si riuscisse ad
implementare queste illusioni come enrichment sociale, si riuscirebbe a rendere un
possibile isolamento forzato di Zebrafish molto meno stressante per il pesce, perché
ingannato da possibili conspecifici in movimento illusorio. Questa tesi tratta proprio di un
esperimento che ha cercato di confermare questa possibilita.Nel nostro caso, inserendo
sulle pareti di un acquario immagini di Zebrafish con I’illusione di Ouchi-Spillman
crediamo di poter emulare dei conspecifici in movimento, per produrre cosi
dell’enrichment sociale a Zebrafish soli nella loro enclosure senza creare problemi di
contaminazione tra conspecifici. Ovviamente si ¢ ai primi stadi di questo studio e c’¢
bisogno di molta piu ricerca per riuscire ad affermare che questo enrichment funzioni, ma
se si riuscisse porterebbe grande beneficio sia agli Zebrafish che ai ricercatori.

1.4 Scopo della tesi

Lo scopo di questa tesi € di studiare 1’effetto di alcune illusioni ottiche di movimento su
Danio rerio. In particolare, le illusioni sono state utilizzate per cercare di rendere piu
realistiche delle sagome statiche di Zebrafish, col fine di studiare il comportamento
gregario di Zebrafish e sviluppare possibili nuovi strumenti di arricchimento.

I risultati ricavati dall’analisi di dati comportamentali non hanno mostrato preferenze
significative per gli stimoli presentati.
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2 MATERIALI E METODI

2.1 Soggetto sperimentale

Danio Rerio (Hamilton, 1822) ¢ un teleosteo di acqua dolce appartenente alla famiglia dei
Cyprinidae. Questa specie presenta un corpo fusiforme di dimensioni ridotte e non supera
140 mm di lunghezza (Spence et al., 2008). Il suo aspetto ¢ caratterizzato da cinque a sette
striature longitudinali di colore blu scuro che si estendono dall’opercolo alla pinna caudale
(Barman, 1991), presenti anche sulla pinna anale (Spence et al., 2008) e per questo che ¢
comunemente noto come Zebrafish. Lo Zebrafish presenta un lieve dimorfismo sessuale,
che permette di distinguere i due sessi: le femmine hanno colori meno vivaci, una forma
del corpo piu arrotondata per via della presenza delle uova e una papilla genitale davanti
alla pinna anale (Laale, 1977). In natura lo Zebrafish si trova principalmente nel nord est
indiano, in Bangladesh e in Nepal (Spence et al., 2008). Il suo habitat naturale sono acque
calde, poco mobili e di bassa profondita come risaie ma si trovano anche in ruscelli e rive
dei fiumi (Spence et al., 2008). Come alimentazione € una specie onnivora, si nutre dunque
di zooplancton, insetti acquatici e terrestri (Spence et al., 2008) ma anche elementi
inorganici come i detriti (Lawrence, 2007). 11 ciclo riproduttivo avviene nel periodo dei
monsoni (da giugno ad agosto) che permette alle acque di formare un ambiente ideale per
temperatura e disponibilita di cibo (Spence et al., 2008). Che sia in ambiente naturale o in
laboratorio Zebrafish ¢ un animale gregario, impara a riconoscere i suoi conspecifici dal
periodo larvale e tentera sempre di stare con il banco (Spence et al., 2008). In base alla
tipologia e dimensione del corso d’acqua si formano banchi di diverse dimensioni e con
comportamenti diversi, in piccole masse d’acqua un banco raggiunge al massimo 12 pesci;

Dorsal fin Caudal fin

o e
—

Pectoral fin  Pelvic fin  Anal fin

Figura 7: immagini di Zebrafish, la prima con un maschio ed una femmina, la seconda
dimostrante I’anatomia.

invece, con I’aumentare del bacino si puo arrivare ad avere banchi coesi di 300 pesci
(Engeszer et al., 2007; Suriyampola et al., 2016). Nel caso 1’acqua sia calma gli Zebrafish
tenderanno a essere poco aggressivi; invece, nel caso di una forte corrente o di pesci di altre
specie 1’aggressivita aumentera (Suriyampola et al., 2016). Saper riconoscere un
conspecifico ed unirsi al giusto banco (shoal-choice) € molto importante ed i meccanismi
secondo cui uno Zebrafish si unisce ad un altro o ad un gruppo di conspecifici sono vari: le
differenze genetiche, fattori dati da chemiocettori (Kalueff et al., 2013), i pattern delle
strisce di conspecifici con cui ¢ cresciuto come larva (Nunes et al., 2020), la presenza o
meno di membri dell’altro sesso, 1’attivita del banco e la sua grandezza, cosi come i colori
ed i riflessi dati dalle scaglie e la lunghezza e le forme del corpo (Bartolini et al., 2016).

Non tutti questi meccanismi sono stati completamente accertati ¢ le condizioni ambientali
possono far variare la preferenza; dunque, € necessario essere molto attenti agli esperimenti
riguardanti la scelta di conspecifici. Negli esperimenti osservati in questa tesi sono stati
testati in totale 56 Zebrafish in eta adulta (dai 12-16 mesi), di cui 16 nel primo esperimento
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(Illusione di Ouchi-Spillman) e 20 ciascuno per i seguenti due esperimenti. Ogni pesce
proviene dallo stabulario del laboratorio di Psicologia Comparata, che si trova all’interno
del dipartimento di Psicologia Generale dell’Universita di Padova. Tutti gli individui
utilizzati nell’esperimento provengono dallo stesso gruppo con all’incirca 30 conspecifici
di sesso misto mantenuti all’interno di un acquario da 150L. Gli acquari dello stabulario
contenenti Zebrafish sono in plastica grigia (70x45x55 cm) ed equipaggiati con filtri d’aria,
ghiaia naturale e piante vive, il tutto con una temperatura controllata di 25 + 1 ~C per
ricreare la temperatura del loro habitat naturale(Lawrence, 2007).I pesci venivano
alimentati due volte al giorno: la prima con normale mangime in fiocchi commerciale ed
una seconda volta con piccoli crostacei d’acqua salata (Artemia Salina), il tutto in un
fotoperiodo da 12:12h di luce a buio (L:D) con una luce fluorescente di 18 W. Il comitato
etico locale dell’Universita di Padova ha approvato lo studio (numero di permesso:
12/2021).

2.2 Apparato sperimentale

Gli esperimenti sono stati eseguiti in una stanza apposita con un acquario modificato e
diversi acquari di riserva per gli spostamenti ed il riciclo dell’acqua. L’acquario modificato
¢ stato rivestito all’interno ed all’esterno di Poliplack verde, un materiale plastico semi
opaco cosi da stressare il meno possibile il pesce, nei due lati lunghi invece sono state
posizionati due luci a led da 16W (746 Im). Infine, ’acquario ¢ stato diviso da due triangoli
di Poliplack andando a creare all’interno dell’acquario una struttura a clessidra isolata
dall’esterno e senza possibili nascondigli per il pesce ed evitando cosi possibili
complicazioni dovute alla visione simultanea degli stimoli. Come mostrato dalla figura le
misure dell’acquario sono 60x40x30, ’acqua sale fino a 25cm di altezza e 80cm al di sopra
dell’apparato sperimentale ¢ stata montata una telecamera per registrare gli esperimenti. Lo
stimolo illusorio e quello di controllo sono stati posti ai due lati corti dell’apparato, fissati
poi con del nastro adesivo e le loro posizioni venivano scambiate ad ogni test. Le regioni
di interesse considerate per le analisi sono rappresentate dai settori nelle immediate
vicinanze degli stimoli (10 cm).

40cm

' 60cm ' 2.3 Stimoli

Figura 8: la prima immagine e rappresentativa dell’apparato sperimentale visto dall alto
senza luci, la seconda invece é una sezione laterale di un disegno 3d.
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L’obiettivo dell’esperimento descritto in questa tesi € di riuscire a creare un’immagine
fittizia di Zebrafish, in grado di suscitare nel pesce una spontanea reazione sociale positiva,
uguale o simile alla vista di un vero conspecifico. Per ottenere questo risultato si &€ provato
a costruire un’immagine di Zebrafish con dei pattern a strisce artificiali in bianco e nero,
cercando di selezionarne di piu simili possibili ai pattern dei conspecifici.

Gli stimoli sono stati creati utilizzando il software grafico vettoriale Inkscape, inserendo i
pattern a strisce nel torace dell’animale e mantenendo il resto del corpo intatto. Otto
immagini di Zebrafish fantoccio sono state inserite in un foglio verde rettangolare (30cm x
21 cm) per ogni stimolo prodotto. Tutte le sagome sono state posizionate con orientazioni
ed inclinazioni diverse cercando dunque di creare un pattern abbastanza simile ad un banco
di Zebrafish in movimento.

Stimolo A: Illusione di Ouchi-Spillman

Figura 9 con Stimolo A:
Hllusione di Ouchi-Spillman.

Come abbiamo gia visto questa illusione visiva consiste in un disco con rettangoli bianchi
e neri orientati verticalmente circondati da una pedina di rettangoli orientati
orizzontalmente dello stesso colore. L’illusione funziona molto bene negli esseri umani ed
¢ percepita al meglio quando si € in movimento, allo stesso modo si € in grado di vederla
anche usando un solo occhio o nel caso sia sfocata (Pinna & Spillmann, 2005). Questa
illusione non era mai stata testata nei pesci prima d’ora ma si pensa che possa essere
ottimale proprio per i motivi gia citati ma anche perché si € in grado di percepirla anche
solo utilizzando la visione periferica; dunque, il pesce nell’apparato sperimentale dovrebbe
essere sempre in grado di osservarla.

Stimolo B: illusione di profondita 1

Figura 10 con Stimolo B:
illusione di profondita 1.

In questo stimolo le strisce sono state modificate per ottenere un effetto di profondita 3D.
Ingrandendo le linee centrali nel corpo di Zebrafish si dovrebbe ottenere come effetto
un’illusione di prossimita, inoltre 1’illusione di sfondo crea un effetto sfarfallante che
dovrebbe incuriosire i soggetti sperimentali.
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Stimolo C: illusione di profondita 2

Figura 11 con Stimolo C:
illusione di profondita 2.

In questo stimolo le strisce sono state modificate per ottenere un effetto di profondita 3D.
Inserendo il pattern non lineare di strisce nel corpo del fantoccio si € cercato di ottenere un
effetto di riflessione della luce, piu simile dunque ad un pesce che si muove in natura,
inoltre I’ombreggiatura dovrebbero dare un effetto di prossimita, movimento ed attirare il
soggetto sperimentare con un effetto sfarfallante della luce grazie allo sfondo.

Stimolo di controllo: sagoma ad elisse

Figura 12 con Stimolo di
controllo: sagoma ad elisse.

11 controllo corrisponde ad un'ellisse grigia (RGB: 123 119 120) delle stesse dimensioni di
un Zebrafish lunga 4 cm. La sagoma non presenta alcuna caratteristica importante per il
riconoscimento in Zebrafish come occhi o pinne e non possiede effetti illusori che
potrebbero suscitare una risposta sociale nei pesci 0 nemmeno in esseri umani.

2.4 Procedura

Gli esperimenti sono stati eseguiti durante la giornata, ovvero dalle 10:00 (2 ore dopo
l'alimentazione del mattino) fino alle 15:00 (2 ore prima dell'alimentazione serale). Ogni
soggetto sperimentale veniva scelto dall’acquario iniziale ed immesso in un piccolo secchio
di plastica bianco opaco (1L) della stessa temperatura, per poi essere trasportato nella
stanza apposita per gli esperimenti.

Dopo circa un minuto il soggetto veniva gentilmente rilasciato nell’apparato sperimentale
con gli stimoli gia predisposti ed il ricercatore lasciava la stanza. Al passare di 60 secondi
I’esperimento incominciava e la telecamera iniziava a riprendere. Passati 20 minuti, il test
¢ completato e la telecamera smetteva di registrare; dunque, il soggetto era preso con un
retino e di nuovo tramite il secchio trasportato nello stabulario. Ogni soggetto sperimentale
dopo il test veniva rilasciato in un acquario dedicato da cui non avrebbe piu preso parte ad
altri test. Alla fine di ogni esperimento I’apparato sperimentale veniva svuotato di circa il
70% dell’acqua presente e rimpiazzata con 1’acqua all’interno negli acquari al disotto
dell’apparato, i quali venivano mantenuti allo stesso modo degli acquari dello stabulario,
ma completamente privi di pesci. Queste misure sono state prese in considerazione per
evitare possibili contaminazioni di ormoni o altri segnali chimico/fisici presenti nell’acqua
dell’apparato. Infine, la posizione dello stimolo e del controllo veniva scambiata e la
posizione annotata per evitare possibili errori.
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2.5 Analisi video

Gli esperimenti sono tutti stati registrati attraverso una telecamera posizionata al di sopra
dell’apparato sperimentale, come visto nei capitoli precedenti. Ogni registrazione alla fine
degli esperimenti ¢ stata analizzata da tre diversi tirocinanti addestrati a questo compito.
Ogni video era diviso in: 1) routine di preparazione: veniva mostrato alla telecamera 1’ID
del soggetto e la posizione dello stimolo ed il controllo, 2) un minuto di abituazione per il
pesce in modo tale da diminuire I’effetto dello stress sull’esperimento, 3) 20 minuti di
registrazione del test vero e proprio, 4) fine dell’esperimento. Durante 1’analisi video del
test le aree di interesse erano i due lati dell’acquario, ovvero i due rettangoli adiacenti agli
stimoli (10 cm x 40 cm ciascuno settore), per registrare queste variabili veniva utilizzata
I’applicazione Ciclic Timer in differita. Il cambio di settore veniva catalogato solo quando
piu della meta del corpo del soggetto sperimentale entrava nell’area di interesse.

2.6 Raccolta dati e analisi statistica

Le analisi statiche sono state eseguite con il programma R, nella versione 3.5.3 (The R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, http://www.r-project.org).

Le preferenze per lo stimolo illusorio sono state valutate calcolando la proporzione del
tempo speso dal soggetto sperimentale nel settore associato allo stimolo illusorio, nel
dettaglio:

Preferenza per lo stimolo illusorio = (tempo passato nel settore dello stimolo illusorio)
/ (tempo speso nel settore dello stimolo di controllo + tempo speso nel settore dello
stimolo illusorio)

Allo stesso modo sono state calcolate le preferenze per il settore di stimolo contro i settori
centrali. Per chiarezza i diversi test sono stati nominati in base allo stimolo utilizzato
dunque, il primo esperimento ¢ stato nominato A perché utilizza lo stimo A-Ouchi-
Spillman, il secondo invece ¢ stato contrassegnato con la lettera B perché usa lo stimolo B-
illusione di profondita 1, lo stesso per il terzo test identificato dalla lettera C perché sfrutta
lo stimolo C-illusione di profondita 2.Per le analisi statistiche sono stati eseguiti dei T-test,
per verificare la significativita della preferenza per uno dei due settori. Per mostrare questi
risultati sono stati creati dei grafici a box plot che consentono di visualizzare il centro e la
distribuzione dei dati per ogni test.
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3 RISULTATI

In ogni esperimento i settori laterali sono stati preferiti in confronto ai centrali, questo ¢ un
ottimo risultato considerando che lo spazio nell’acquario corrispondente alle aree di
interesse ¢ il 40% dell’area totale. Ricordiamo che ogni stimolo ¢ stato chiamato A, B, C
cosi come ¢ stato mostrato nei capitoli precedenti, ovvero il primo esperimento ¢ stato
nominato A perché utilizza lo stimo A-Ouchi-Spillman, il secondo invece ¢ stato
contrassegnato con la lettera B perché usa lo stimolo B-illusione di profondita 1, lo stesso
per il terzo test identificato dalla lettera C perché sfrutta lo stimolo C-illusione di profondita
2.La percentuale media di tempo speso nei due settori laterali comparata al settore centrale
¢ stata del:
e (9,18 £ 14.72 per la versione originale dell’illusione di Ouchi-Spillman
(t=7.928, df = 15, p-value = 9.617e-07, Cohen’s d= 1.98)
e 77,24 +7.88 per I’illusione 3D di movimento V1
(t=21.134, df =19, p-value = 1.166e-14, Cohen’s d=4.73)
e 78,78 =£10.86 per ’illusione 3D di movimento V2
(t=16.024, df =19, p-value = 1.713e-12, Cohen’s d=3.58)

Questi risultati implicano dunque che i nostri stimoli, sia di controllo che illusori, attiravano
1 soggetti sperimentali, come dimostrato in figura 13.
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D’altro canto, i risultati non indicano nessuna preferenza per lo stimolo illusorio. La
percentuale media del tempo speso vicino allo stimolo illusorio ¢ di:
e 50.24 £ 7.58 per la versione originale dell’illusione di Ouchi-Spillman
(t=0.1283, df = 15, p-value = 0.8996)
® 48.78 £ 11.55 per I'illusione 3D di movimento V1
(t=-0.4705, df = 19, p-value = 0.6433, Cohen’s d=-0.105)
o 47.72 £ 14.38 per I'illusione 3D di movimento V2
(t=-0.7085, df = 19, p-value = 0.4872, Cohen’s d=-0.158).
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Inoltre, abbiamo accertato che le preferenze dei settori non cambiavano nel tempo. Le
preferenze nel tempo dimostrano proprio questo:

e [LL-A: F=0.023 Pr(>F)=0. 879.

e [LL-B: F=0.842 Pr(>F) = 0.359;

e [LL-C: F=0.314 Pr(>F)=0.575;
Come si puo osservare nelle figure sottostanti la fluttuazione nei grafici sembra essere
casuale, questo indica che non c’¢ una vera e propria preferenza dei settori e dunque i
risultati non sono significativi.
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Figura 9: preferenza nel tempo degli stimoli illusori A.
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Figura 10: preferenza nel tempo degli stimoli illusori B.
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4 DISCUSSIONE

Zebrafish, organismo modello per la genetica, la fisiologia e la ricerca sullo sviluppo € un
animale sociale che ha bisogno di vivere in gruppo. Il suo utilizzo nei laboratori ¢ in grande
crescita e cosi anche la necessita di un enrichment sociale per gli Zebrafish isolati negli
esperimenti. Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di riuscire a creare un’immagine fittizia
di Zebrafish, in grado di suscitare nel pesce una spontanea reazione sociale positiva, uguale
o simile alla vista di un vero conspecifico, il tutto per provare a simulare tramite queste
immagini dell’arricchimento sociale per Zebrafish, mantenendone i livelli di stress bassi.

Nel riconoscimento di conspecifici gli Zebrafish preferiscono un banco di pesci con strisce
simili a quelle con cui ¢ cresciuto da quando era una larva e di sesso misto, inoltre ¢
importante anche ’attivita del banco ovvero il suo movimento (Qin et al., 2014), Zebrafish
fermi o stressati verranno ignorati o non approcciati (Saverino & Gerlai, 2008). Il colore e
la taglia sono fattori molto importanti, il giallo ad esempio ¢ estremamente preferito
(Saverino & Gerlai, 2008), cosi come anche Zebrafish di taglia piu minuta o simile a quella
del soggetto (Fernandes et al., 2015). Considerando dunque questi diversi fattori, nei nostri
stimoli ogni fantoccio manteneva tutte le caratteristiche dello Zebrafish, come colori e
forme dell’originale, tranne nel corpo le cui strisce venivano modificate negli stimoli
illusori.

Per quanto riguarda invece le procedure, dalla cattura del pesce all’inizio del test queste
azioni sono state tutte eseguite cercando di stressare il minimo possibile il pesce, in modo
tale da non creare possibili “bias” durante l'esperimento, allo stesso modo 1’apparato
sperimentale ¢ stato costruito cercando di ricreare le stesse condizioni dell’acquario di
origine del soggetto, privo di altri possibili stimoli esterni. Questo perché i pesci possono
essere spaventati da diversi tipi di sollecitazioni, come vibrazioni o luce; dunque, i
ricercatori lasciavano la stanza appena rilasciato il pesce nell’acquario e le luci rimanevano
soffuse come nello stabulario.

Purtroppo, anche prendendo tutte queste precauzioni, i risultati ricavati dall'analisi dei dati
comportamentali non hanno mostrato preferenze significative per gli stimoli presentati. Gli
Zebrafish sono stati interessati agli stimoli illusori tanto quanto gli stimoli di controllo.

In esperimenti passati Zebrafish aveva reagito positivamente ad immagini 2D e 3D di
conspecifici (Qin et al., 2014), quindi ci possono aiutare a capire i motivi del fallimento del
nostro esperimento.

Partendo dai possibili stimoli esterni che potrebbero veramente aver avuto effetti sul nostro
lavoro, questi potrebbero essere dati dalla rifrazione della luce sulle immagini e dalla
mancanza di raggi UV. In natura il riflesso della luce sulle scaglie potrebbe essere
importante per il riconoscimento di conspecifici. L’assenza di queste caratteristiche pero
avrebbe dovuto influenzare anche i risultati di altri esperimenti che utilizzano immagini di
Zebrafish e non stimoli vivi. Lo stesso a riguardo dei raggi UV i quali non sono considerati
significativi per la percezione in Zebrafish se non nelle larve (Kalueff et al., 2013).
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Considerando invece un fattore interno si potrebbe pensare ai segnali chimici. Come
spiegato nei metodi, ad ogni test I’acqua veniva sostituita con quella presente all’interno di
acquari senza pesci al di sotto dell’apparato. Secondo uno studio del 2001, parte dei fattori
di riconoscimento tra conspecifici in Zebrafish ¢ dato dai segnali chimici rilasciati dai pesci
stessi (Pritchard et al., 2001), riciclando noi 1’acqua tra i test, questa doveva essere quasi
completamente priva di segnali chimici di Zebrafish. Dunque, questo potrebbe aver influito
in parte alla riuscita del test. Anche in questo caso pero, questo fattore non ha pregiudicato
1 risultati di altri esperimenti incentrati sul riconoscimento sociale in Zebrafish. Quindi, il
problema dovrebbe trovarsi nei nostri stimoli, le immagini presentate agli Zebrafish
rappresentano un piccolo banco di pesci tutti con caratteristiche uguali al soggetto
sperimentale, solo che nel corpo le strisce sono state sostituite con le illusioni ottiche.

Negli esperimenti di shoal-choice un fattore estremamente importante ¢ il movimento dei
pesci. Come abbiamo gia discusso nei capitoli precedenti, presentando stimoli fermi a
Zebrafish questi non rispondono o non considerano conspecifici tali figure; infatti, negli
esperimenti con risultato positivo in cui venivano presentate immagini di Zebrafish, queste
erano sempre in movimento e piu il nuoto era calmo e tipico di un pesce in natura piu questo
veniva considerato come un conspecifico (Pritchard et al., 2001). I nostri stimoli cercavano
di emulare un pesce in movimento tramite illusioni, ma anche se si ¢ stato dimostrato che i
pesci riescano a vedere alcune illusioni di movimento (Agrillo et al., 2013), sembra che le
nostre illusioni invece non siano percepite da Zebrafish o non abbiano alcun effetto su di
loro. Se le illusioni avessero avuto effetto, 1 soggetti avrebbero dimostrato interesse verso
le immagini in simil-movimento, rispondendo dunque come nei casi gia riportati di pesci
che reagiscono a video dei loro conspecifici che nuotano. Si potrebbe supporre che le
illusioni confondessero o spaventassero i soggetti sperimentali ma questo non sembra
essere il caso, perché in ogni esperimento da noi eseguito, gli Zebrafish dimostravano tanto
interesse per lo stimolo illusorio tanto quanto per il controllo; dunque, ogni possibile
spiegazione punta verso il fatto che Zebrafish non venga influenzato dai nostri prototipi di
fantocci illusori. Per il momento, il miglior metodo per introdurre arricchimento sociale a
Zebrafish isolati ¢ quello di utilizzare video di conspecifici che nuotano in piccoli banchi,
tramite uno schermo accanto all’acquario.
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5 CONCLUSIONI

In conclusione, i nostri stimoli non sono stati considerati come conspecifici ed i nostri
risultati non sono significativi probabilmente perché I’illusione di movimento non ¢ stata
percepita o non ha convinto gli Zebrafish. Per dimostrare questi fatti bisognerebbe
riproporre 1’esperimento, provando ad utilizzare immagini statiche di Zebrafish originali e
video per comprovare le nostre conclusioni. Per migliorare invece questo esperimento si
potrebbe aggiungere migliori dettagli alle immagini e provare altri tipi di illusioni, magari
lo stesso IRS o altre illusioni gia comprovate nei pesci. Altri possibili ritocchi potrebbero
essere: rendere la maggior parte dei fantocci femmina, aggiungere piu colore giallo ed
utilizzare acqua che aveva Zebrafish presenti all’interno per attirare di piu i pesci verso lo
stimolo illusorio.

In questo momento la ricerca sulle illusioni ottiche in Zebrafish & ancora agli albori e studi
futuri dovrebbero essere condotti nell’ottica di comprendere a meglio la percezione
illusoria ed il riconoscimento di conspecifici in Zebrafish. Le procedure descritte in questo
esperimento potrebbero essere riutilizzate a tale scopo, implementando le migliorie
discusse e consentendo forse un risultato piu accurato e significativo. Proseguire in questa
direzione consentira di comprendere in maniera sempre piu completa le possibilita
cognitive e i limiti di questa specie che, mai come oggi, ¢ un importante modello per la
scienza tutta.
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