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Sammendrag

Tittel: En systematisk litteraturstudie om effekten av miljgberikelse hos sebrafisk
(Danio rerio)

Forfattere:  Ingrid Kristoffersen, Thea Nissen og Stine Solheim

Veileder: Eirill Ager-Wick og Evgenia Dunaevskaya, seksjon for eksperimentell

biomedisin

I dag holdes sebrafisk som brukes i forskning stort sett i kar uten miljgberikelser, pa tross av
at forskning viser at miljgberikelse kan ha en positiv effekt pa dyrevelferden. Denne
oppgaven tar for seg 39 studier som ser pa hvilken effekt miljgberikelser har pa sebrafisk pa
en rekke omrader. Malet er & bidra til & finne standardlgsninger for miljgberikelser hos
sebrafisk som kan veaere med pa a gke dyrevelferden til sebrafisk i laboratorier. Oppgaven tar
for seg hvilken kunnskap som finnes pa feltet fra for, effektene miljgberikelse kan ha, samt
hva det bar forskes videre pa. Videre forskning bar se pa hvordan ulike berikelser pavirker
sebrafisk, hvordan berikelser pavirker datainnsamling og konsistens i data, hvordan
miljeberikelser pavirker replisering av forskning, samt hvilke berikelser som er mulig a

standardisere med tanke pa tilgjengelighet i verden og pris.



Definisjoner og oversettelser

Forkortelser

Engelske begrep og definisjon

Miljgberikelse/Beriket

miljo

Environmental Enrichment - Alt som blir lagt til et miljg
i et forsgk pa a oppna mer naturlig atferd og redusere

stress.

Uberiket miljg

Barren Environment - Ingen miljaberikelse, tomt kar,

kun det som er ngdvendig for overlevelse.

Auditiv miljgberikelse

Auditory Environmental Enrichment - Miljgberikelse i

form av lyd.

Nytt-kar-test

Novel tank test

Sosialpreferansetest

Social preference test

Lys-mark-test

Light-dark test

Stedspreferansetest

Place-preference test

T-labyrinttest

T-maze test

Pluss-labyrinttest

Plus-maze test

Nytt-objekt-test -
NOR

Novel object recognition test - NOR test

Innleert

unngaelsesprotokoll

Inhibitory avoidance protocol

Vurderings bias

Judgement bias — optimistiske og pessimistiske valg tatt

der det finnes tvetydighet.

Dyr

Alle dyrearter ekskludert mennesker.



Sosial samling
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Shoaling — Samlingen av fisk i et omrade av flere sosial

grunner for eksempel férsgking, gyting og rovdyrforsvar.

Svgmme i stim,

Schooling — en gruppe som viser koordinerte bevegelser

stiming i form av synkronisert svgmming.

Kar Tank — Beholderen sebrafiskene holdes i.
Latency — Tid mellom en variabel pafares og at effekten

Ventetid av denne kommer frem.

Oppdrett Rearing

Dpf Days post fertilisation — dager etter fertilisering.

SPF Spesific pathogen free — fri for spesifikke patogen.

Oppstalling Housing — der fisken bor utenom eller i eksperimenter.
Unpredictable chronic stress — En protokoll for a studere
pavirkningen av stress. Pafarer modelldyr tilfeldig

UCS intervaller med stress over en lengre tidsperiode.
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Innledning

| store deler av historien har det vaert vanskelig a bruke mennesker til & studere anatomi og
fysiologi, bade pa grunn av tilgjengelighet og pa grunn av religigse overbevisninger i
samfunnet. | flere arhundrer har derfor mennesker brukt andre dyrearter til dette. Dyr har bade
veert lettere tilgjengelig og har i liten grad apnet spagrsmal om moralitet (Franco, 2013). Med
tiden har studier av dyr endret seg fra i hovedsak a bruke dyr til observasjon til & ogsa bruke
dyr som modeller i forskning, og i dag er det i mye av forskningen standard & bruke

modelldyr (Ericsson et al., 2013).

I lang tid har det i hovedsak veert rotter og mus som brukes i biomedisinsk forskning. Disse
gnagerne har fordelen at de er sma, lette & holde, har kort livssyklus samt at de har en egnet
likhet til mennesker i forhold til anatomi, fysiologi og genetikk (Elizabeth, 2013). De siste
arene har man likevel begynt a se en stor gkning i bruken av et annet modelldyr, nemlig
sebrafisken (Danio rerio). Selv om mus er evolusjonert sett likere mennesker, har sebrafisken
noen viktige fordeler. Den lille stgrrelsen og deres preferanse for a huses flere sammen gjer at
de tar forholdsvis liten plass og koster mindre & holde. Sebrafisken kan reprodusere seg raskt
og kan produsere fra 50-300 egg opp til hver 10 dag. At embryoene er gjennomsiktig, og lagt

og fertilisert utenfor kroppen, kan ogsa gjere en del forskning lettere utfarbart (Burke, 2016).

Hold av modelldyr i forskning har lenge kun veert preget av gkonomi og ergonomi. Det som
har veert enklest og mest praktisk i henhold til forskningen som utfgres er det som har blitt
praktisert. Dette har i lang tid betydd at modelldyr har bodd i miljg som ikke ngdvendig vis
mgter andre enn de aller mest basale behovene (Schroeder et al., 2014). De siste arene
derimot har det veert et gkt fokus pa bedring av dyrevelferden hos modelldyr, der man blant

annet har sett pa om en endring av standard oppsettet for hold kan gke trivselen. Dette har
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blant annet fort til et krav om miljgberikelser hos flere arter av modelldyr (Parliament, 2010,
UCI). | Den europeiske union (EU) sine direktiver star det at dyrene skal ha godkjente
miljgberikelser tilpasset arten og individene, og at disse ofte skal gjennomgas og oppdateres
(Parliament, 2010). | det amerikanske institusjonsutvalget for pleie og bruk av dyr (IACUC)
retningslinjer er det faste pakrevde miljgberikelser for flere arter, som blant annet at mus skal
ha hekkematerial laget av papir eller bomull, samt forslag til en rekke andre ikke-palagte
miljgberikelser. Hos sebrafisk er det per i dag ingen krav om miljgberikelser foruten om at de
skal huses flere sammen om mulig (UCI). Lenge har sebrafiskens atferd og behov, for utenom
de mest basale, veert oversett. Det er farst ved senere forskning pa atferd at man har sett de

mer nyanserte sidene av sebrafisken (Lawrence, 2016).

Bruken av sebrafisk i forskning har gkt betraktelig de siste arene (Burke, 2016). Det har blitt
estimert at over 3250 institusjoner spredt pa 100 land jobber med sebrafisk (Kinth et al.,
2013). Sammen med denne gkningen ser vi ogsa en gkt interesse rundt dyrevelferden til
sebrafisk i laboratoriesammenheng (Lawrence, 2016). Det har blitt gjort forsgk pa a
standardisere hold av sebrafisk og a tilby retningslinjer som institusjoner kan forholde seg til
(Avdesh et al., 2012a). Likevel er det mye som tilsier at institusjoner og regioner i stor grad
har egne standarder som de felger (Lidster et al., 2017). Standardisering i form av protokoller
og praksis som gir utgangspunkt for valg for innsamling av data, analyser, avlesninger og
vurderinger er viktig for & gjgre det mulig for forskere i forskjellige regioner & samarbeide.
Denne praksisen bidrar til & gjgre det mulig & gjenskape forskning, tolke andres data og gjagre
en helhetlig vurdering av andres arbeid (Homes et al., 2010). I forsgk med bruk av modelldyr
ber oppsettet og maten dyrenes holdes pa veere en viktig del av standardiseringen. Om dyr i
forskjellige institusjoner og regioner holdes pa forskjellig vis vil det ikke bare vaere

vanskeligere a gjenskape forskning, men det vil ogsa veare vanskeligere 8 sammenligne
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resultater fra forskjellige studier. For & kunne fastsette en standard ma en ha kunnskap om
sebrafiskens naturlige atferd og levevis, samt potensielle avvik fra denne hos sebrafisk i en
laboratoriesetting. Normal atferd er en viktig indikator for god dyrevelferd, samt at det bidrar

til & skape mer solid data fra laboratoriestudier (Graham et al., 2018).

Sebrafisk

Taksonomi

Sebrafisken (Danio rerio) tilhgrer Cyprindae som er den mest artsrike familien med virveldyr,
og er en av 44 arter med danioninarter. Danio Rerio ble for fgrste gang beskrevet av Francis
Hamilton i En Redegjarelse Over Fiskene Som Finnes | Elven Ganges Og Dens Forgreninger
(An Account of the Fishes Found in the River Ganges and its Branches) som ble utgitt i 1822.
Etter Hamiltons utgivelse ble D. rerio flyttet til subgenus Brachydanio sammen med andre

sma Danio arter (Spencer et al., 2008).

Utseende og morfologi

Fra tuppen av snuta til begynnelsen av den kaudale finnen er sebrafisken sjeldent mer enn
40mm. Fisken er spoleformet med en underkjeve som stikker lengere opp enn overkjeven.
@ynene er sentralt plassert og ikke synlige ovenfra (Spencer et al., 2008). Sebrafisken har 5 til
7 horisontale bla band som gar fra gjellelokket og utover i den kaudale finnen. Stripene finnes
ogsa pa analfinnen mens ryggfinnen kun har en mgarkere felt langs den gvre kanten med en lys
ytre bord. De mgarke stripene inneholder blant annet melanoforer og iridoforer, mens de lyse
partiene imellom inneholder xantoforer (Parichy and Johnson, 2001). Sebrafisken har evnen
til & endre pa utseende i henhold til miljget rundt. Det kan se ut til at dette brukes bade som en
form for kamuflasje, som nar melansomene spres eller samles ut ifra lysintensitet, men ogsa
som en mate a signalisere andre fisk. Dette ser man spesielt i forbindelse med aggressiv atferd
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der fargene pa fisken typisk blir markere (Spencer et al., 2008). Hunn og hannfisker har like
farger, men hannene har tendens til & ha stgrre analfinner med noe gulere farge. Pa ungfisk er
det vanskelig a bestemme kjgnn uten disseksjon, men pa voksne individer kan hunnen ses nar
hun er egg baerende da hun vil ha en stgrre og mer avrundet mage (Spencer et al., 2008). Den
sikreste maten 4 skille kjgnnene pa er like vel om tilstedeverelsen av genital papilla foran

analfinnen hos modne hunner (Yossa et al., 2013).

Sebrafisk i naturen

Det naturlige habitatet til sebrafisken finner man i sma vassdrag og stillestaende vann rundt
elvene i Nepal, India, Bangladesh og mulig Myanmar (Parichy, 2015). Arten har blitt
observert i en rekke forskijellige habitater fra sma vassdrag, til rismarker, kulper, sterre elver
og innsjger (Suriyampola et al., 2015). Habitatene sebrafisken lever i har store variasjoner i
temperatur, pH, turbiditet, hvor mye strem det er i vannet samt vegetasjon (Graham et al.,
2018). Sebrafiskens evner til a tilpasse seg ulike leveomrader kan ha sammenheng med store
fysiske variasjoner i habitatene de lever i. Monsuner i regnsesongen farer til store gkninger av
vannmasser i de store elvesystemene, samt endringer i temperatur, vannstrgmmer, turbiditet

0g vegetasjon (Suriyampola et al., 2015).

Sebrafisken er omnivore med en naturlig diett som i hovedsak bestar av dyreplankton og
insekter. Selv om det er dette sebrafisken spiser i all hovedsak, har analyser av innholdet i
fordgyelsessystemet vist en stor variasjon av fgde. Det har blant annet blitt funnet
planteplankton, tradalger, biter av karplanter, sporer, egg fra virvellgse dyr, fiskeskjell og
edderkoppdyr i disse analysene. De fleste av insektene var akvatiske innsekter eller akvatiske
larvestadiet av terrestriske insekter (Suriyampola et al., 2015, Spencer et al., 2008).

Sebrafisken spiser dyreplankton i hovedsak fra vannsgylen, men det ble ogsa funnet detritus,
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gjgrme og sand i prevene, noe som tyder pa at sebrafisken ogsa plukker mat fra
bunnsubstratene. Inklusjonen av mat fra en terrestriel kilde kan ogsa bety at fisken i tillegg
spiser mat som er pa eller nzerme vannoverflaten. | denne studien var det ingen signifikant

forskjell mellom dietten til hunn- og hanndyr (Spence et al., 2007).

I naturen er det flere andre arter som livneerer seg pa sebrafisk. I en studie (Spence et al.,
2006) over distribusjon og habitatpreferanse hos sebrafisk i Bangladesh fant forskerne at de
mest vanlige rovdyrtaxa som spiste sebrafisk var slangehodefisker (Channa spp.) og
ferskvannshorngjel (Xenentodon cancila) (Spence et al., 2006). Det er like vel mulig at det er
langt flere arter som spiser sebrafisk, da denne studien kan ha gatt glipp av andre mulige
jegere, som nattaktive maller, arter som spiser egg, embryo og larver, samt fuglearter som

jakter og spiser fisk (Spencer et al., 2008).

Nar det kommer til sebrafiskens naturlige oppfersel er det mye vi ikke vet, da det finnes
meget begrenset med forskning pa sebrafisk i sitt naturlige miljg. En studie fra 2015
(Suriyampola et al., 2015) viste at miljget rundt sebrafisken er med pa a pavirke deres sosiale
preferanser. Studien sa pa samlinger av sebrafisk i miljger med varierende grad av strgm i
vannet. | stillestdende vann ble sebrafisken funnet i relativt sma grupper pa opptil 22 fisk, i
veldig saktegdende vann ble de funnet i endra mindre grupper pa rundt 6-7 stykker mens i
hurtiggdende vann ble de funnet i veldig store grupper med opptil 300 fisk. Vi vet derfor at
sebrafisken naturlig vil variere sine sosiale levemater basert pa miljg rundt der fisken lever

(Graham et al., 2018).

En av fa naturlige atferder som har blitt registrert hos sebrafisken er sosial samling (Graham

et al., 2018). En sosial samling av fisk (a shoal), er en gruppe fisk som samles pa grunn av en
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sosial preferanse. Om disse fiskene viser koordinerte bevegelser i form av synkronisert
svgmming kalles det & svemme i stim (Schooling) (Delcourt and Poncin, 2012). Sebrafisk er
en meget sosial art som ofte viser sosial samling (Graham et al., 2018). Sebrafisk viser ogsa
tendenser til & svemme i stim, men en studie om stimsvemming og sosial samling hos
sebrafisken viser at stimsvemming i all hovedsak forekommer nar sebrafisken er under stress.
Dette kan ha sammenheng med at & svemme i stim gir bedre beskyttelse mot rovdyr, men
krever ogsa mer energi og hindrer individuell leting etter mat. Studien viste ogsa at sterre
grupper sebrafisk hadde mindre sannsynlighet for a svemme i stim, og oftere var kun i sosial
samling. Dette kan antyde at sebrafisken opplever det som mindre stressende & befinne seg i

sterre grupper med artsfrender enn i sma grupper (Miller and Gerlai, 2012).

Gyting og utvikling

Data fra en studie utfgrt i Bangladesh (Spence et al., 2007), antyder at vekst og reproduksjon
hos sebrafisken er knyttet til sesongene, med en periode av hurtig vekst i monsuntiden og
gyting rett i forkant. Likevel sa de i studiet at hunnene produserte egg ogsa utenfor denne
tiden og at det var en sterk sasmmenheng mellom nar sebrafisken gytte og nar mat var mer
tilgjengelig. Dette kan ogsa veere med pa a forklare hvorfor sebrafisk i laboratorier vil gyte
hele aret (Spence et al., 2007). Sebrafisk parrer og gyter pa morgenkvisten nar sola star opp

(Brandt et al., 2002) og produserer fra 50-300 egg opp til hver 10 dag (Burke, 2016).

Gyting hos sebrafisken har nesten utelukkende blitt studert i laboratoriet pa tamme stammer,
men studier pa viltfanget fisk utfert i halvnaturlige forhold viser at paringsatferden beskrevet
fra forskningen stort sett ogsa er gjeldene i naturen. Likevel er det notert flere forskjellige

atferder hos sebrafisk huset i seminaturlige kar som vi ikke har sett hos laboratoriefisk
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tidligere. Dette kan indikere at sebrafisken har et mer komplekst atferdsmanster enn tidligere

observert (Spencer et al., 2008).

Sebrafisk utvikler seg fort, og allerede 6 timer etter fertilisering starter gastrulasjon (D'Costa
and Shepherd, 2009). Gastrulasjon er en tidlig utviklingsprosess der embryoet gar fra a veere
et enkelt cellelag av epitelceller og om organiserer seg til en flerlags og flerdimensjonal
struktur som kalles gastrula (Muhr and Ackerman, 2022). Egget klekker etter rundt to dagn,
som en frittsvemmende larve (D'Costa and Shepherd, 2009). Larvestadiet varer deretter i
rundt 6 uker. I lgpet av denne tiden vokser larvene til mer enn tre ganger lengden sin og gar
gjennom en rekke morfologiske endringer som blant annet endrer finnene og pigment
megnster. Etter rundt 45 dager etter fertilisering er den na en ung-fisk. Hvor lang tid
utviklingen av fisken tar er ogsa avhengig av temperaturen den lever i. Ung-fisk morfologien
ligner veldig pa voksne fisk, der fisken blant annet har fatt skjell, men de er ikke seksuelt
modne. Sebrafisk nar seksuell modenhet nar de er rundt 3 maneder gamle og regnes da som

voksne (Singleman and Holtzman, 2014).

Det er viktig a ha kunnskap om sebrafisken i sitt naturlige habitat for & kunne forsta og
bedgmme atferden og behovene til fisken i laboratoriesettinger. Likevel er det viktig a
erkjenne at sebrafisk brukt i laboratorier i dag ikke ngdvendigvis er helt like de sebrafiskene
man kan finne vilt. | en studie (Spence et al., 2007) ble det observert at fisk i laboratoriet
vokste kjappere og ble kjgnnsmodne tidligere enn fisk i sitt naturlige habitat. Dette kan ha
veert pavirket av tilgang pa hay kvalitetsfor og konstant varmt vann, men det kan ogsa ha veert
pavirket av selektiv avl (Spence et al., 2007). Det finnes ogsa bevis for at forskjellige
populasjoner av sebrafisk har forskjellige preferanser, ogsa blant de tamme stammene

(Spencer et al., 2008).
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| forbindelse med bruken av sebrafisk i forskning kommer sparsmalet om selvbevissthet opp.
Selvbevissthet, eller det & veere sansende, har opp gjennom tiden blitt definert pa mange
forskjellige mater, og det er ogsa i dag uenigheter om hvordan begrepet best kan defineres. |
Sentience and sensation av Silverman J. (2008) definerer han det pa denne maten: «Et
sansende dyr er et som har evnen til & oppna og tolke stimuli fra dets indre og ytre milja og
har minst en grunnleggende evne til hukommelse, demmekraft og felelser» (Silverman,
2008). Ved bruk av dyr i forskning skal man alltid prgve a minimere antall dyr som blir brukt,
samt hvor mye stress og smerter dyrene blir utsatt for. For a hjelpe til & oppna dette er det en
enighet om at man skal bruke dyr med en lavere grad av selvbevissthet, og i dag er man derfor
enige om at dyr med hgyere intelligens ber brukes mindre enn dyr med lavere intelligens. Det
betyr at bruken av primater i forskning er betydelig mer begrenset enn bruken av for eksempel
fisk. Det ma like vel erkjennes at fisk er sansende dyr med kapasitet til a fale smerte, ubehag

0g stress (Broom, 2016).

I lgpet av den tiden sebrafisk har blitt brukt som modelldyr har det blitt observert en stor
endring i holdningene rundt dyrevelferden til sebrafisken i laboratoriet (Lawrence, 2016).
Bruken av miljgberikelser er blitt en anerkjent mate a gke dyrevelferden hos dyr holdt i
fangenskap (Newberry, 1995). | EU sine direktiver star det at fisk skal huses med
miljgberikelser, med mindre atferden til fisken tilsier at det ikke er behov (Parliament, 2010).
| dag blir sebrafisk stort sett huset uten miljeberikelser (Lee et al., 2019), og protokoller for
hold av sebrafisk, som den av Avdesh, A. og Chen M. fra 2012, tar ofte ikke for seg
miljgberikelser (Avdesh et al., 2012a). Likevel er det en endring i holdningene rundt hold av
sebrafisk som har fort til flere studier som ser pa effekten av et mer komplekst milje pa

sebrafisken og hvordan berikelser kanskje bar innfgres i protokoller hos sebrafisk (Schroeder

13
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et al., 2014). Miljgberikelser som blir studert er kunstige planter, planter, substrat, bilder av
substrat, menneskeproduserte objekter, lys, lyd, med mer. | forskningen er det fokus pa hva

som gir best effekt pa dyrevelferd, som samtidig ikke pavirker resultatene negativt.

Hvordan males resultater

Da miljgberikelser blir brukt for & gke dyrevelferden, blir det ngdvendig a ha en forstaelse for
hva god dyrevelferd er. | og med at det ikke finnes en satt standard pa hva god dyrevelferd er,
er det flere mater det kan bli definert pa, og det er ofte en av disse tre kategoriene som blir
brukt: naturbaserte definisjoner (at dyret far utfert naturlig atferd), funksjonsbaserte
definisjoner (at dyret er friskt og fungerer godt nok), eller falelsesbaserte definisjoner (at
dyret generelt har en positiv mental status der det ikke opplever negative falelser), eller en
kombinasjon av disse (Stevens et al., 2021). Tidligere diskuterte vi hvordan en skulle definere
sansende dyr, samt hvorvidt sebrafisk er sadan. | en artikkel fra 2021 (Stevens et al., 2021)
diskuterer forfatterne den samme problemstillingen. Selv om det ikke er en universal enighet
om at fisk er sansende, mener forfatterne at det er overbevisende mengder bevis som statter
det. De ser det derfor som mer etisk & regne sebrafisk som sansende som et fgre-var-prinsipp
der det er fare for at dyrene kan bli utsatt for mulig lidelse (Stevens et al., 2021). Artikkelen
tar dermed utgangspunktet i definering av dyrevelferd pa denne maten: «dyr kan regnes a ha
god dyrevelferd nar de har god fysisk helse, mangel pa mental lidelse, og mulighet for

positive opplevelse», som foreslatt av Dawkins (Dawkins, 2003).

For a vite hva som er god dyrevelferd ma en ha kunnskap om arten man jobber med. Dette for
a kunne vurdere om dyret har god helse, om den har mental lidelse, og om den opplever visse
opplevelser som positive. Noen arter har atferdsmgnstre og falelser som kan minne om vare
egne og som vi som mennesker har lettere for a forsta. Disse dyrene tilskriver vi ofte
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menneskelige egenskaper, sakalt antropomorfisme. Antropomorfisme kan ha negative falger
for dyrene, da en kan tilegne dyret menneskelige egenskaper som det egentlig ikke har, og
behandle det deretter (Mota-Rojas et al., 2021). En bakside av antropomorfisme er at dyr som
ikke viser fglelser pa en mate som er lett for mennesker a tolke, kan virke som om de ikke
innehar falelser. | disse situasjonene er det risiko for a undervurdere dyrenes behov og

dermed ogsa pafare dyrene en lavere grad av velferd.

Sebrafisk har blitt et etablert modelldyr der vi stadig far en gkt forstaelse for de komplekse
atferdsmganstrene og de fysiologiske endringene som kan ses i forbindelse med forskning. For
a male effekten av miljgberikelser brukes denne kunnskapen for a prgve a gi en mest mulig
objektiv forstaelse av hvordan miljgberikelser og situasjoner oppleves for sebrafisken. Noen

av matene vi maler effekten av miljgberikelser er gjennom ulike stresstester, fysiologiske

parameter, atferd, med mer.

Maling av stress

De inkluderte studiene har brukt flere metoder for & male stress. Det har blant annet blitt tatt i
bruk en rekke atferd- og stresstester, der man ser pa atferdsmgnsteret som en indikatorer pa
stress. Noen maler ogsa kortisolniva i plasma. Atferd kan males pa flere mater, men ofte
filmes sekvenser av sebrafisken, som deretter analyseres etter allerede bestemte indikatorer pa
positiv eller negativ effekt. Et eksempel pa en indikator brukt er tid tiloragt i bunn av karet,

der mer tid brukt i bunn regnes som en indikator pa mer stress, altsa negativ effekt.

Maling av laering
Maling av laering krever mye kunnskap om sebrafisken generelt, samt en god forstaelse for

sebrafiskens utvikling og andre variabler som kan pavirke leeringsprosessen. En type maling
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man kan gjare er a teste hvor lang tid sebrafisk oppstallet med eller uten berikelse bruker pa a

komme seg ut av en labyrint. Raskere fullfgring vil da veere en indikator pa hgyere leereevne.

Maling av fysiologiske parametere
Fysiologiske parametere kan vare vekt og lengde. Andre parametere krever at man farst

avliver fisken, slik som vekt pa hjernen eller kortisolniva.

Fysiologiske parametere

Noen fysiologiske parametere som blir sett pa i oppgaven. Kortisol er et hormon som er med
pa a pavirke opptak og bruk av glukose i vevet, samt at det er med pa a regulere
immunsystemet. Pa grunn av kortisol sin rolle i stressresponsen blir det ofte kalt for
«stresshormonet». Stress kan veere akutt om fisken blir stresset kort tid for prgvetaking, eller
basalt om den har blitt utsatt for stress over en lengre periode. Ved opplevelse av stress blir
blant annet binyrene stimulert til & skille ut kortisol. Kortisol bidrar til at kroppen kan
handtere stress, ved at blant annet energi mobiliseres til og i musklene (Berg and Otterholt).
Andre parametere som kan males er endring i GSK3pB, HSP70, Akt signalering, Superoksid
dismutase (SOD) aktivitet, katalase (CAT) aktivitet, TBARS niva, reaktive oksygensubstanser
(ROS) niva, ikke-protein tiol (NPSH) niva, og total tiol (SH) niva. GSK3p er et enzym som
pavirker mange cellulaere prosesser i hjernen forbundet med celleoverlevelse, inflammasjon,
lzering, minne og utvikling. HSP70 er en familie med proteiner som beskytter celler under
mye stress (Moore et al., 2021). Akt er proteiner som spiller en viktig rolle i
cellemetabolisme, vekst, celledeling og celleoverlevelse (Hemmings and Restucci, 2012).
SOD er enzymer som hjelper til med metaboliseringen av skadelige superoksidanionradikale
til hydrogenperoxid og oksygen (Aarnes). Katalase (CAT) er et enzym som finnes i de fleste

celler og spalter hydrogenperoksid, et giftig stoffskifteprodukt, til vann og oksygen
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(Rasmussen). TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) er biprodukter etter
lipidperoksidering og brukes ofte til & male graden av lipidperoksidering (Diaz De Leon and
Borges, 2022). Reaktive oksygensubstanser (ROS) er ustabile molekyler som inneholder
oksygen og lett reagerer med andre molekyler i cellene. En overflod av ROS kan fare til
skader pA DNA, RNA, og proteiner, og kan forarsake celledgd. Ikke-proteintiol (NPSH) er
tioler som ikke er proteiner. Tioler har en sentral rolle i en rekke fysiologiske funksjoner, som
enzymaktivitet, signaltransduksjon, celledeling og beskyttelse av celler. Total tiol (SH) er

maling av bade ikke-proteintioler (NPSH) og proteintioler (PSH) (Yang and Guan, 2018).

Tester

Nytt-kar-test

Fisken testes ved & puttes i et nytt kar. Dette karet er delt inn horisontalt slik at man kan se
hvor lang tid fisken bruker pa & komme seg til toppdelen av karet og hvor mange ganger
fisken beveger seg mellom sonene. Det ses ogsa pa hvor lang tid de bruker og hvor mye de
beveger seg i disse sonene, samt den totale avstanden de har svemt. Denne testen brukes til &

male angstlignende atferd og stress.

Sosialpreferansetest
Gjennomfares ved a gi fisken valget mellom forskjellige former for sosiale stimuli og se

hvordan de reagerer pa disse og hva de viser preferanser for.

Lys-mgrk-test

Fisken testes i et kar den den ene delen er farget hvit og den andre delen er farget svart. Noen
ganger er det et ngytralt omrade mellom de to delene, og andre ganger er det ikke det. Fisken
blir plassert enten i det ngytrale omradet, eller i hvitt omrade av testkaret. Lys-mark-test
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maler angstrelatert atferd hos sebrafisk ved a se hvor mange ganger de krysser over til hvit del
av karet og hvor lenge den totalt oppholder seg i den hvite delen. Flere krysninger over til hvit
del av kar er et tegn pa mer utforskende atferd, og lengre opphold i hvit del er et tegn pa

lavere stressniva.

Stedspreferansetest

En stedspreferansetest kan gjennomfares pa mange forskjellige mater. Det generelle oppsettet
er et kar med avgrensede omrader som inneholder forskjellige typer miljgberikelse, ogsa ser
forskerne hvilket omrade sebrafisken tilbringer mest tid i. Mer tid brukt i et spesifikt omrade
antyder at fisken har en preferanse pa denne typen miljgberikelse. T-labyrinttest og Pluss-
labyrinttest er typer stedspreferansetester brukt for a teste preferanse pa for eksempel farge. |
den ene er karet formet som en T, hvor fisken kan velge mellom to farger. | den andre er karet

formet som et plusstegn, hvor fisken kan velge mellom fire farger.

Nytt-objekt-test
En nytt-objekt-test er en test som ser pa hvor lenge fisk oppholder seg rundt et objekt som er

kjent i forhold til et ukjent objekt. Testen kan brukes til & male modighet.

Innlaert unngaelsesprotokoll

Innlaert unngaelse er nar dyr leerer & forbinde en spesifikk kontekst med noe negativt. Et
eksempel pa dette er at fisken testes i et kar der den ene delen er hvit, og den andre delen er
svart. Den plasseres i den hvite delen av karet, og etter 60 sekunder med akklimatisering far
de fri tilgang til den svarte delen. Nar de er helt over i den svarte delen blir den hvite delen
sperret av, og fisken far et elektrisk sjokk pa 3V i fem sekunder. Denne prosedyren gjentas

flere dager. Testen ser pa hvorvidt fisken larer seg a unnga svart del der de tidligere har fatt
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sjokk. Lengre ventetid far krysning over til svart del tyder pa at fisken assosierer den svarte

delen med elektrosjokk, og dermed gkt unngaelse.

Typer miljaberikelser

I denne oppgaven er berikelser delt inn i fysiske-, sosiale- og auditiv berikelse.

Fysiske miljgberikelser er berikelser som fisken kan se, og noen ganger interagere med.
Eksempler pa fysiske miljgberikelser er objekter i karet, bilder eller farge pa veggen av karet,
strgm i vannet, eller lys. Sosiale berikelser er berikelser som fremmer sosial atferd. Det kan
veere andre fisk i karet, & se andre fisk, & se eget speilbilde eller bare noe som minner om

andre fisk. Auditiv berikelse er berikelser som bruker lydbglger, som musikk og infralyd.

Formal

Det overordnede malet med denne oppgaven er & bidra til & samle og oppsummere
kunnskapen som finnes rundt miljgberikelser hos sebrafisk for & fa et mer oversiktlig bilde av
hva som ma forskes videre pa.

Det spesifikke malet for oppgaven er & oppsummere effekten av miljgberikelser pa sebrafisk i

studier som har blitt utfart.
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Materiale og metoder

Metode for litteratursgk

Sgkestreng
(Zebrafish* OR "danio rerio™) AND ("Environmental enrichment")

Denne sgkestrengen ble brukt til & sgke pa artikler i Oria, Pubmed og Web of Science.

Tabell 1. Alle artikler fra kildesgk far ekskludering av artikler og duplikater

Oria 58
Pubmed 38
Web of Science 80
Totalt 176

Seket ga 176 artikler til sammen. Det var 6 artikler som ikke fulgte inklusjonskriteriene og ble
tatt bort. Dette var artikler som enten var fra fgr 2010, som ikke var artikkel eller
litteraturstudie, eller ikke var fagfellevurdert. Sekemotorenes egne sorteringsmekanismer ble

brukt for & ekskludere disse kildene.

Tabell 2. Inklusjonskriteringer for inkludering av kilder

Inklusjonskriterier - Fagfellevurdert

- Fra 2010 og senere

- Artikkel eller litteraturstudie

- Inneholder «Zebrafish» eller «danio rerio» og «Environmental
enrichment» i overskrift eller abstrakt

Deretter ble alle kilder lastet opp i Endnote. Gjennom Endnote ble «finn duplikaters»
funksjonen brukt for a fjerne duplikater. Etter at duplikater var fjernet var det igjen 78 artikler.
Pa disse artiklene ble det gatt gjennom tittel og abstrakt, og de som ikke var relevante ble

fjernet.

Noen artikler inneholdt «Zebrafish» eller «danio rerio» og «Environmental enrichment» i

overskrift eller abstrakt, men var ikke relevant for oppgaven. Disse ble ekskludert. Noen
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artikler som kom ved sgk inneholder ikke bade «zebrafish» eller «danio rerio» og

«environmental enrichment», men var likevel relevant for oppgaven. Disse ble inkludert. Se

vedlegg 1. og vedlegg 2.

Oppgaven har kun fokus pa fisk som ikke allerede har blitt utsatt for behandlinger. Studier

som omhandler dette, vil derfor bli ekskludert.

Resultater

Figur 1: Resultat etter ekskludering og inkludering av kilder

Antall artikler som
er duplikater

Artikler for
gjennomgang av

n=92
Oria n=58
PubMed n=38

e s ol
Total n=176 jerning av ip
n=78
- . Artikler Ekskludert da de ikke mater

Artikler ekskludert da de ikke mater inkludjonskriterier:
inklusjonskriterier: Inneholder «Zebrafish» eller «danio rerio» og
Gitt ut i 2010 eller senere n=3 «Environmental enrichment» i overskrift eller
Artikkel eller review artikkel n=2 abstrakt
Fagfellevurdert n=1 n=38
Total n=6

~

J

Artikler som meter inklusjonskriteriene men blitt
ekskludert:
Fikk ikke tak i artikkel n=1

~

Artikler inkludert

n=39

21



Miljgberikelser hos sebrafisk

Tabell 3. Resultater: Miljgberikelsene som ble studert, hvilke indikatorer som ble brukt, samt

om de hadde en positiv, ngytral eller negativ effekt pa sebrafisk

Artikkel

Miljgberikelse

Indikator

Effekt av miljgberikelsen

TN

(Menezes et

2 Kunstige planter,
1 20mm bgyd PVC

rar,

Svemmehastighet
Tid brukt fryst
Distanse fra bunnen av

karet

1+ Fisk utsatt for
berikelse viste mindre
angstlignende atferd etter
innleert

unngaelsesprotokoll.

1: Fisk utsatt for

berikelse viste mindre

15 grenne angstlignende atferd etter
al., 2022) ) )
klinkekuler og innleert
1 gul LEGO® Distanse fra bunnen av unngaelsesprotokaoll,
plastbrikke karet samt at berikelse
forebygget den negative
lokomotoriske effekten
fisk har etter a bli akutt
utsatt for alkohol.
Distanse svemt
Tid brukt i gvre del av
) o karet 1: Fisk utsatt for musikk
Musikk, Vivaldi ) . ] ]
(Marchetto et Forsinkelse til a entre viste mindre
65-75dB, 2 ganger _
al., 2021) gvre del av karet angstlignende atferd.
om dagen )
Snu vinkler
Krysninger over karet
Kortisolnivaer N: Ingen endring.
) ) N: Beriket fisk svamte
Kunstige planter Distanse svemt o
) ) inn i den gvre delen av
(Estesetal., | (Boxwood sprigs): 3 | Svemmehastighet
karet flere ganger, men
2021) flytende, 3 Antall ganger entret gvre )
det ble ikke funnet en
nedsunket halvdel av karet

signifikant forskjell.
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Tid brukt i den gvre delen
av karet

Antall ganger entret nedre
halvdel av karet

Tid brukt i den nedre
delen av karet

Antall ganger entret lys
del av karet

Antall ganger entret mark
del av karet

Tid brukt i den lyse delen
av karet

Tid brukt i den marke
delen av karet

N/|: Spesifikk patogenfri
(SPF) fisk med berikelse
brukte signifikant mer tid

i den mgrke delen.

En kunstig flytende

plante (Boxwood

sprigs)

Total nr. egg
Gjennomsnittlig nr. egg
Gjennomsnittlig nr. som
Klekker

Overlevelses til klekking
%

Klekking suksess %

Plastikkplantes

1: Isolerte individer

utsatt for berikelse viste

(Collymore influens pa isolerte ) .
o Stedspreferanse ingen preferanse for a
etal., 2015) | individer og )
veere med annen fisk
grupper.
ovenfor en plante.
N: Tendens bla > red,
(de Abreu et )
Farge Tid brukt ved farge grgnn og gul, samt rgd >
al., 2021)
gul og gregnn.
Uforutsigbar lys- Endringer i Akt, GSK3B | |: Redusert Akt, GSK3p
(Moore et al.,
syklus og HSP70 og HSP70.
2021)

Grent/blatt lys

Endringen i Akt

1. Okt AKL.
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(Buenhombre
etal., 2021)

Litteraturstudie som
ser pa studier med
en vid variasjon i

berikelser

Resultater fra studier

1 | litteraturstudiet ser
de at berikelser generelt
minsker angst-lignende

atferd og gker immunitet.

Steinunderlag 1cm

Tilvenning til nytt kar test

etter 7 dagers

N: Beriket fisk hadde en

lett redusert total avstand

diameter, 3 grenne | berikelseseksponering svgmt.
falske planter 25 cm | Tilvenning til ny kar test
haye etter 14 dagers N
berikelseseksponering
(dos Santos Steinunderlag 1cm
etal., 2020) | diameter, 1 brunt
PVC rgr 25mm Tilvenning til nytt-kar-
diameter, T-formet | test etter 7 dager i ett N
brunt PVC rar senario og 7 dager i et
25mm, 4 grgnne annet
falske planter 10cm
haye
1 plate med 12 sorte N: Ingen effekt pa
Aktivitetsniva o .
stenger 180mm hay, aktivitetsniva.
1 plate med 12 sorte _ _
st AT Lengde pa aggressiv }: Tok I-engre tid fo-r
| haye, 1 plate med atferd aggressiv atferd a gi seg.
(Wilkes et
12 sorte stenger . }
al., 2012) Sosial samling N: Ingen effekt.
50mm hgye
SIETGEENEL L N: Signifikant gkning pa
LS O Wi Kortisolniva dag 1, men ingen effekt
plassert 20mm ifra
ellers.
hverandre
(Maierdiyali ] 1 Fisk i sterre kar var
Karstarrelse Bevegelse i kar o
et al., 2020) dristigere.
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Stamina

1 Nar i starre kar sa har

de mer stamina.

Kortisol og pepsin

N: Malinger etter 3 uker
som tyder pa at det ikke
er noen langvarige

pavirkninger.

Tid brukt i gvre del av kar
Tid brukt i midtre del av
kar

Tid brukt i nedre del av
kar

Antall ganger fisk entret
nedre del av kar

1: Fisken hadde en
preferanse for den gvre
delen av karet hvor de
beveget seg mer rundt.

Musikk, Vivaldi Hvor langt fisk svemte i
(Barcellos et 65-750B, 2 ganger | hver del av karet
ill, 200, om dagen Total snu vinkel i hver del
Total tid brukt i bevegelse
1: Perifere mengder pro-
inflammatoriske
11 forskjellige gener cytosiner minsket.
@kt aktivitet til noen
CNS-gener.
Kortisolnivaer N
1: Beriket fisk tilbrakte
_ o mer tid i den hvite delen
Tid brukt i hvit del _
sammenlignet med
uberiket fisk.
Sand,
(Manuel et ) ) 1: Beriket fisk krysset
plastikkplanter og Antall krysninger mellom )
al., 2015) frem og tilbake flere

en steinformasjon

hvit og svart del

ganger enn uberiket fisk.

Ventetid far krysning
over til svart del dag 2 og
3

1: Ingen forskjell i
ventetid alle 3 dager.
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9 LEGO® brikker i
varierende form
(kloss, hjgrneplate,
rund, flat og blomst)
og farge (red, gul,

Tid brukt i omrédet med

kjent mgnster

1: Nar utsatt for en ny
type visuell berikelse sa
oppholdt berikede larver
seg naermere disse og

beveget seg mer rundt.

1: Larver som var

(Gatto etal., | grenn og bld) under ) )
] oppvokst i et beriket
2022a) oppstalling og en S
i i ) ) ) miljg viste ingen
visuell berikelse Tid brukt ved kjent objekt )
) ) ) preferanse for kjent eller
under tester i form | Tid brukt ved ukjent ) )
) ) ukjent objekt,
av 2D geometriske | objekt ]
. sammenlignet med
symboler pa
) kontrollgruppen som
plastikkplater ) )
foretrakk kjent objekt.
1: okt overlevelse 1 5-30
Overlevelse av larver dager etter fertilisering
(dpf).
1: Hunnfisk utsatt for
berikelse hadde en gkt
kroppsmasseindeks
sammenlignet med
uberikede hunner.
Lengde J/N: Hannfisk utsatt for
(Leeetal., Grus og planter i berikelse var kortere og
2019) oppvekst hadde mindre masse enn

uberikede hanner, men
de hadde lik

kroppsmasseindeks.

Tid pa a na gvre del av
karet

Antall ganger entret gvre
del av karet

Tid brukt i gvre del av
karet

1. Beriket fisk tilbrakte
mer tid i gvre del av

karet.
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Tid brukt fryst ved bunn

av kar

Kjgnnsratio

N: Ingen forskjell i antall

av hvert kjgnn.

Plastikkgress

Antall egg etter 3 timer

1: Stor gkning i antall

egg sammenlignet med

(Wafer et al., uberiket fisk.
2016) 1: Mild ekning i antall
Plastikkblader Antall egg etter 3 timer egqg i forhold til uberiket
fisk.
o o 1: Stress gkte kun
Lipidperoksidering o
. TBARS hos fisk i
(TBARS) niva ]
uberiket kar.
_ 1: @kt niva av ROS var
Reaktive
kun observert hos
oksygensubstanser (ROS) ) )
. stresset fisk fra uberiket
Grus, 2 niva
kar.
lastikkplanter
P P o 1: Berikelse forebygget
10cm haye, 1 Ikke-proteintiol (NPSH) .
. effekten av stress pa
plastikkplante 20cm | niva
NPSH.
hay, 1 ruinlignende
(Matheus et _ N: Det ble funnet en
plastikkbue. :
al., 2018) sammenheng, men ingen

Deretter halvparten
utsatt for en
uforutsigbar kronisk
stress protokoll
(UCS)

Total tiol (SH) niva

effekt av UCS og
miljgberikelser pa SH

Superoksid dismutase
(SOD) aktivitet

1: Berikelse forebygget
endringer av SOD pa
grunn av stress, men kun
nar de var oppstallet med
berikelse i 28 dager, ikke
21 dager.

Katalase (CAT) aktivitet

1: Berikelse gkte CAT
aktivitet.
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(Stevens et

Litteraturstudie som

ser pa studier med

Resultater fra studier

1: Berikelser kan ha
betydning for

dyrevelferd. De ser at

al., 2021) en vid variasjon i ) .
) berikelser har en positiv
berikelser ) )
effekt i mange studier.
) . |: Kraftig okning 1
Aggresjon mot speilbilde ]
aggresjon.
1: Kraftig okning 1
forhold til
Gjennomsnittlig antall kontrollgruppe, men ikke
1 falsk plante, 1 eqg en signifikant gkning i
forhold til den mindre
opp-ned _
blomsterpotte 7cm i berikede gruppen.
diameter, bilder av | Gjennomsnittlig antall N: ingen forskjell
blatt sjglandskap pa | fertiliserte egg mellom behandlingene.
vegger N/]: Det var ingen
(Woodward signifikant forskjell i
etal., 2019) Masse masse, men det var
Lengde reduser kroppslengde i
forhold til
kontrollgruppen.
Aggresjon mot speilbilde | |: Mild ekning.
] o 1: Kraftig okning 1
Gjennomsnittlig antall _
forhold til
. . €99
Bilde av blatt kontrollgruppe.
sjglandskap pa Gjennomsnittlig antall N: ingen forskjell
vegger fertiliserte egg mellom behandlingene.
N: Ingen signifikant
Masse
forskjell i forhold til
Lengde
kontrollgruppen.
(Krueger et Hvitt PVC rar, hvitt 1: Foretrakk sosiale
Stedspreferanse ) )
al., 2020) tyll, markt berikelser i form av
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papirunderlag,
flerfargede
klinkekuler, grgnne
og brune
plastikkplanter,
underlag med bilde
av flerfargede
klinkekuler, markt
papir pa vegger,
bilde av flerfargede
planter pa veggen,
bilde av andre
sebrafisk pa veggen,
reflekterende papir
pa veggene, nabo
fisk

reflekterende papir og
nabofisk.

(Giacomini et
al., 2016)

Sand, grus, 2
naturlige planter og
korker.

Diazepam og

fluoxetine

Kortisolniva

1: Bade berikelse og
medikamenter ga
reduserte kortisolverdier.
Starst effekt nar de ble

kombinert.

(Karoglu-
Eravsar et al.,
2021)

Grus, rar, falske
planter, bilde av
undervannsplanter

pa veggen

Hjernevekt hos unge og

eldre individer

1: Fisk utsatt for
berikelse hadde gkning i

hjernevekt.

Lengde
Vekt

N: BMI ble ikke pavirket

av miljgberikelser.

(Gatto et al.,
2022b)

9 LEGO® brikker i
varierende farger
(red, gul, grenn og
bld) og former (L-
form, brikke,

sylinder og blomst)

Tid brukt ved nytt objekt

1: Beriket fisk tilbrakte
mer tid i naerheten av
nytt objekt sammenlignet

med uberiket fisk.
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Grus, 1
ruinlignende
plastikkbue, 1
plastikkplante 20cm

Kortisolniva

1: Fisk utsatt for
berikelse hadde lavere
kortisolmengder enn
uberiket fisk.

| /1: Fisk utsatt for

kronisk stresstest

(Marcon et ) ) o
1. 2018) hay, 2 Total distanse svemt tilorakte mer tid i nedre

al.,
plastikkplanter Tid brukt i den nedre del av karet. Fisk som
10cm hgay. delen av karet ikke ble utsatt for
Deretter utsatt for Tid brukt i den gvre delen | kronisk stresstest og som
en kronisk stresstest | av karet kom fra et beriket miljg

tilorakte mer tid i toppen
av karet.

Stremning, 1: Foretrakk stromning i
plastikkplanter og kombinasjon med fysisk
sand, stremning og berikelse. Nar ikke mulig

(DePasqual _ ] o o
plastikkplante og Fysisk plassering i karet | for kombinasjon

etal., 2019) ) -
sand, uberiket miljg, foretrakk de kun
ngytralt midtomrade berikelse ovenfor kun
for foring strgmning.

_ Sosiale

(White et al., _ . 1: Flere fisk i karet forte
Enkeltvis, par og Kortisolniva )

2017) til raskere nedgang.
grupper
Grus, 1 grgnn 1: Fisk med berikelse var
plastikkplante 14cm | Gjenkjennelse av kjent og | bedre pa a gjenkjenne det
hay, 1 rad ukjent objekt pa avstand | kjente objektet pa

(DePasquale _
plastikkplante 14cm avstand.

etal., 2021)

hay, 1 sort
plastikkpotte 9cm
hay

Gjenkjennelse av kjent og

ukjent objekt pa naert hold

N: Inkonklusive.
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(DePasquale
etal., 2016)

Grus, 2
plastikkplanter, 1
plastikkhule, et
rullerende objekt
(hvit PVC rar, stein,
forskjellige fargede
planter og

plastikkflaske) og
jaging.

Hjernestarrelse

1: Fisk med berikelse og
fisk utsatt for jaging
hadde gkt starrelse
sammenlignet med

kontrollgrupper.

Antall feil i labyrint

1: Fisk som var utsatt for
berikelse gjorde mindre
feil nar jaget med nett
sammenlignet med kun

berikelse.

Tid brukt pa & komme seg

ut av labyrint

1: Fisk utsatt for jaging
eller berikelse kom seg

fortere ut av labyrinten.

(Franks et al.,
2018)

Stort akvarium med
stein, planter og

grus, med 10 fisk

Bevegelse i kar

1: Gruppene var mer
synkrone og hadde ingen
tegn til dykkende atferd

1: Sebrafisken viser en

preferanse for berikede

Stedspreferanse .
(Kistler et al., | Sand, planter og omrader ovenfor
2011) keramikkpotter uberikede.
Utforskende atferd, )
. ) ) N: Ingen forskjell.
forsgking og sosial atferd
| Fisk fra beriket miljg
svemte tettere sammen
_ Sosial samling nar utsatt for et nytt kar
%> keramikkpotte ]
sammenlignet med
(Sykes etal., | 11cm hgy, 3 ) )
) uberiket fisk.
2018) seksjoner med

plastikkplanter

Utfall mot annen fisk

| Fisk utsatt for
berikelse gjorde flere
utfall mot andre fisk nar

de ble puttet i et tom Kar.
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(Maximino et
al., 2010)

Gjemmesteder,
steiner, vegetasjon

0g naturlig substrat

Tid brukt i hvit del av kar

1: Signifikant gkning av
tid brukt i hvit del hos
fisk fra beriket miljg.

(Soares et al.,
2020)

Fordeling av kjgnn,
kjemisk kontakt,
visuell kontakt og

nylonplante

Total distanse svemt
Total snu vinkel

Antall krysninger mellom
omrader

Tid brukt i den nedre
delen av karet

Tid brukt til fisk fgrste
gang var i gvre delen av
karet

Tid brukt i den gvre delen

1: Mer miljgberikelse
farte til mindre

angstlignende atferd.

av karet
N: Nar valget mellom
uberiket eller skygge fra
Grus, skygge fra
plate eller planter valgte
(Jones etal., | plate over Kar, _ .
Stedspreferanse de uberiket. Nar valg
2019) falske planter, ekte
mellom skygge fra plate
planter
eller skygge fra planter
var det ingen preferanse.
|: Beriket fisk var
Kroppsstarrelse ) _ _
mindre enn uberiket fisk.
(Spence et 50 falske planter i
1: Fisk vokst opp med
al., 2011) 50mm lange

Tid brukt pa a finne mat

berikelse utviklet evnen

til & finne mat raskere.
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(Buenhombre

Sand, grus, plast,
bambuspinner og

Tid brukt frystatferd

1: Fisk utsatt for
plutselig berikelse eller
gradvis tap av berikelse

viste mer angstlignende

etal., 2022) _ Tid brukt i hvitt omrade | atferd enn de som hadde
plastikkplanter _
konstant berikelse eller
gradvis gkning i
berikelse.
Tid brukt i den nedre
delen av karet
Remming '
) ] |: Kortvarig negativ
(Powell et al., | Manuell vasking av | Jaging _
_ ) effekt som gikk over
2021) kar Tilbaketrekking _
S _ etter en liten stund.
Fisk viser siden
Reiste finner
Biting
Litteraturstudie som 1: Miljgberikelser ser ut
(Volgin et al., | ser pa studier med _ til & ha en positiv effekt
_ o Resultater fra studier . )
2018) en vid variasjon i pa sebrafisk og er med

berikelser

pa & minske stress.

Sand, grus, bilde av

Preferanse i par: tiden

fiskene brukte i omrade

1: Dominant fisk

foretrakk deler med

grus, falske ]
med eller uten berikelse underlag.
(Schroeder et | overhengende i
Preferanse i grupper: 1: Foretrakk
al., 2014) planter, falske ) ) )
tiden fiskene brukte i grusunderlag enten alene
planter med ratter, . _ o
) omrade med eller uten eller i kombinasjon med
luftsteiner )
berikelse planter.
Infralyd : Fisken tilbrakte minst
(Scatterty et ) o
5Hz Stedspreferanse i kar tid i nerheten av
al., 2023) )
10 Hz lydkilden ved 15 Hz.
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15 Hz N: Det var ingen
20 Hz Bevegelse i kar forskjell pa total avstand

svgmt eller immobilitet.

Oppsummering av resultater

Miljgberikelser brukt er musikk, infralyd, annen fisk, speil, og fysiske berikelser som sand,
planter, steiner, grus, objekter, gjemmesteder, farger, og lys. Der det er brukt berikelser ser vi
ofte lavere nivaer av kortisol og redusert angstlignende atferd, samtidig som vi ser at fisken
utforsker mer. Kun i ett av studiene sa forskerne at kunstige planter plassert i karet gkte
angstlignende atferd. Vasking av kar og plutselig introduksjon av miljgberikelse hos fisk, som
frem til det tidspunktet kun hadde vert oppstallet i et uberiket miljg, gkte ogsa stress hos

sebrafisk.

Miljgberikelse har ogsa vist seg & ha andre positive effekter enn redusert stress. Det kan gke
reproduksjon, aktivitet/stamina, overlevelse, hjernestarrelse, leering, og hukommelse. Vi ser
ogsa at det kan ha en positiv effekt pa andre fysiologiske parametere, og at sosial berikelse

kan gke sosial atferd.

Agagresjon ser vi gjentatte ganger at kan vare en negativ effekt av miljgberikelse. | en av
studiene sa forskerne at det tok lengre tid for aggressiv atferd & gi seg, og ellers sa andre
studier forskjellige grader av gkning i aggressiviteten hos sebrafisken. Sebrafisk som hadde
veert oppstallet med miljgberikelse var ogsa ofte mindre i stgrrelse, selv om

kroppsmasseindeksen generelt var uendret.
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Diskusjon

I resultatene kommer det frem at ulike former for miljgberikelse kan ha positiv, ngytral eller
negativ effekt pa sebrafisk i ulike situasjoner. De forskjellige gruppene av miljgberikelser vi

har sett pa er auditive-, sosiale- og fysiske berikelser.

Miljgberikelser lyd

Det er ikke mye forskning pa effekten av auditiv miljeberikelse pa sebrafisk i en
forskningssetting. Barcellos et al. (2018) fant at sebrafisk utsatt for 2 timer med musikk av
Vivaldi (65-75dB) to ganger om dagen i 15 dager, var mindre nervegse, hadde roligere atferd
under en stresstest, og var roligere nar utsatt for en lys-mgark-test. Forskerne fant ogsa en
positiv effekt pa sebrafiskens fysiologi. Det var en redusering av perifere nivaer pro-
inflammatoriske cytokiner og gkt aktivitet i noen av sentralnervesystemets gener (CNS

genes), uten at det hadde en apenbar effekt pa kortisolnivaer.

| en annen studie (Marchetto et al., 2021) bygget de videre pa dette. De spilte ogsa Vivaldi,
men ville se hva slags effekt auditiv miljgberikelse hadde pa fisk som ble utsatt for en akutt
sosial isolasjon. A utsette sebrafisk for akutt 24-timers sosial isolasjon kan pévirke deres
sosiale oppfarsel kraftig, og de kan vise mer angstlignende atferd. Forskerne fant at auditiv
miljeberikelse ikke pavirket den sosiale oppfarselen eller kortisolnivaene til sebrafisken, men
at de som var utsatt for musikk hadde en redusert angstlignende atferd, sammenlignet med
kontrollgruppen. Funnene styrker resultatene fra Barcellos et al. (2018) om at auditiv
miljgberikelse kan gjare sebrafisk mindre engstelige og roligere. Dette betyr at berikelse i
form av musikk vil kunne veere viktig i laboratorier for sebrafiskens generelle velferd, og i

forsgk der de blir utsatt for akutt isolasjon.
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| en studie (Scatterty et al., 2023) der det ble sett pa sebrafiskens respons til infralyd ved 5-,
10-, 15- og 20Hz, kom det frem at sebrafisken unngikk omradet neermest lydkilden nar den
var pa 15Hz. Gruppen utsatt for 20Hz tilbrakte mye tid lengst vekk fra lydkilden, men det var

ikke noen signifikant nedgang i tid tilbrakt i sonen naermest lydkilden.

Det er mye dokumentasjon pa at fysiske berikelser kan veere bra for velveare hos sebrafisk,
men det skaper allikevel en problemstilling i forhold til hygiene, toksisitet, og aggressiv
atferd, noe man ikke vil fa med en auditiv berikelse (Marchetto et al., 2021). Fysiske
gjenstander ma rengjares i tillegg til selve karet, og dette vil bade skape mer arbeid for
forskerne og mer forstyrrelser for sebrafisken. | kar der det oppstalles mer enn en sebrafisk vil
dominant sebrafisk ha en beskyttende atferd ovenfor objektene, som kan gi ubehag og stress
for underdanig fisk. Det har veert begrensinger i studiet til Marchetto et al. (2021) da det ikke
har blitt sett pa variasjoner relatert til linje, kjgnn og alder. Det ble ogsa kun brukt en type
musikk her s man ma se videre pa om andre typer musikk vil kunne gi en annen effekt pa

sebrafisken.

Det var ogsa begrensninger i studien til Barcellos et al. (2018), ettersom atferd ikke ble
registrert i den marke delen av lys-mgrk-testen, sa effekten av musikk kunne bare
sammenlignes fra lys del. Her kom Barcellos et al. (2018) frem til at det & bli eksponert for en
auditiv miljgberikelse to ganger daglig kunne gi fordeler i forhold til den konstante
bakgrunnsstgyen det ofte er pa et laboratorium. At musikk kan dempe angstlignende atferd
ved akutt isolasjon er ogsa viktig, da sebrafisk er mye brukt i forskning der de ofte blir isolert.
Musikk kan derfor forbedre atferdsanalyser, samtidig som det kan lede til gkt gyldighet og

reproduserbarhet (Marchetto et al., 2021).
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Sosiale miljgberikelser

Sosial samling er en atferd vi ikke ser sa mye hos laboratoriefisk. Det kan vare fordi
laboratoriefisk ofte blir oppstallet i et uberiket 3L kar. I en studie (Franks et al., 2018) der de
hadde sebrafisk i 110L kar med et seminaturlig beriket miljo i form av grus i bakke, planter og
steiner, sa de en endring i sebrafiskens oppfersel som ikke var beskrevet i noen annen
vitenskapelig litteratur, gkt sosial samling. Et forsgk ble gjort over 10 dager, og forskerne sa
at sosial samling kun oppstod i to kar samtidig ved en anledning. Dette tyder pa at sosial
samling kan vere drevet av intern sosial tilherighet. At vi ikke har sett s& mye av denne
atferden hos villfisk, er fordi det er en atferd som er vanskelig a registrere i det fri, da det er
vanskelig & folge villfisk tett over en lengre periode. Kar-arkitektur og oppstallingstetthet kan
pavirke sebrafiskens sosiale dynamikk (Franks et al., 2018), da sebrafisk kan reagere pa eget
speilbilde med sosial atferd. Sebrafisk i sosiale eksperimenter der de blir testet alene burde
derfor bli oppstallet i kar som ikke er refleksive, ved bruk av for eksempel vegger i matt akryl

(Maximino et al., 2010).

Det har blitt gjort en del forskning pa atferd som tyder pa negative folelser hos sebrafisk i
form av stress, frykt og smerte, men det er ikke forsket like mye pa atferd som kan tyde pa
positive folelser (Franks et al., 2018). Resultatene fra Franks et al. (2018) om okt sosial
samling kan ikke si noe om den positive effekten det kan ha, men det burde forskes mer pa sa

man kan fi en bedre idé om hva som kan fere til positive felelser hos sebrafisk.

Antall fisk 1 kar
Det er tidligere vist at sebrafisk har en sterk preferanse for berikede miljger (Kistler et al.,
2011). Samtidig viser forskning at sebrafisken kan ha en enda sterkere preferanse pa sosiale

miljgberikelser. Sebrafisk er en sosial art som foretrekker miljeberikelser som fremmer sosial
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atferd, ogsa nar de isoleres, som reflekterende overflater eller oppstalling ved siden av andre
fisker (Krueger et al., 2020). I en nytt-kar-test med fire grupper (isolert og beriket, isolert og
uberiket, gruppe a 5 og beriket, gruppe a 5 og uberiket), var det ingen signifikant forskjell i
hvor mye tid de tilbrakte i den ovre delen av karet, hvor lang tid de brukte pd a bevege seg til
den gvre delen av karet, eller bevegelsesmensteret (Collymore et al., 2015). I en lys-meork-test
gjort av de samme forskerne, var det ingen forskjell mellom de ulike gruppene pa hvor lenge
de oppholdt seg i den lyse delen, men det var en kraftig forskjell pa hvor mange ganger de
svemte inn i sonen. Her var det en kraftig ekning i de isolerte fiskene sine krysninger,
sammenlignet med fiskene som var i grupper. De isolerte fiskene hadde ogsa en pileoppfersel
1 overgangen som er et tegn pé angstlignende atferd. Forskerne gjennomforte ogsé en
stedspreferansetest der én og én sebrafisk fikk valget mellom en plante eller en pose med tre
andre sebrafisk. Det var hull i posen slik at det var mulighet for kontakt, og alle viste
preferanse for a vaere med fiskene bortsett fra de som var blitt isolert med miljoberikelse. De

viste ingen tydelig preferanse og tilbrakte omtrent like mye tid ved hver berikelse.

Sebrafisk oppstallet 1 grupper vil kunne komme seg raskere tilbake til normal atferd etter en
stressende situasjon sammenlignet med sebrafisk oppstallet i par eller alene (White et al.,
2017). I videre forskning der de utsetter sebrafisk for stressende situasjoner er det viktig & vite
hvilken effekt antall fisk hver kar kan ha. Collymore et al. (2015) fant at sebrafisk viste
preferanse for & vaere med andre fisker sd lenge de ikke hadde vert oppstallet alene med en
fysisk berikelse. Resultatet kan ha blitt pavirket av at planten brukt i stedspreferansetesten var
den samme planten sebrafisken tidligere hadde vert oppstallet med. I tillegg valgte forskerne
a kun isolere hannfisk, og vi vet derfor ikke om de samme resultatene vil kunne registreres

hos isolert hunnfisk.
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Forskjeller mellom kjonn

Studien gjort av Soares et al. (2020) sa pa sebrafiskens sosial- og utforskningsatferd hos
hunnfisk og hannfisk i forskjellige kombinasjoner og med forskjellige typer berikelser 1 karet.
Forskerne fant hgyere aktivitet i grupper som bestod av kun det ene kjennet, sammenlignet
med de blandede gruppene. Det var ogsé ekt engstelighet i gruppen som bestod av kun
hunner, som viste mer defensiv atferd. Maierdiyali et al. (2020) fant lignende resultater, da
hannfisk var dristigere enn hunnfisk, og hunnfisk hadde et generelt hgyere kortisolniva. Andre
studier har vist til forskjeller i atferd relatert til kjonn i form av aggresjon (Dahlbom et al.,
2012) og angstlignende atferd (Ampatzis and Dermon, 2016), hvorav hannfisk kan se
situasjoner som mer stressende i forhold til hunnfisk, og hunnfisk kan vise mindre nerves
atferd i forhold til hannfisk. Samtidig viste enkeltkjennsgrupper med fysiske miljoberikelser,
som bade kunne se og lukte det motsatte kjenn, mindre tegn pa angstlignende atferd og var
roligere enn de som ikke hadde miljeberikelser og som bare kunne se eller lukte det motsatte
kjonn (Estes et al., 2021). En forstaelse av dynamikken mellom de to kjgnnene vil vare viktig

i fremtidig forskning og burde derfor forskes videre pa.

En studie av Krueger et al. (2020) sa pa preferanse av miljgberikelse hos sebrafisk som var
oppstallet alene. Forskerne testet 10 forskjellige objekter i et kar der den ene siden hadde en
berikelse og den andre side var uten. Deretter sa forskerne hvor mange ganger sebrafisken
entret hver seksjon, og den totale tiden brukt i hver del. Berikelsene testet inkluderte hvitt
PVC-rar, hvitt tyll (stoff med fine masker) som var klippet i en strimmel og knytt i en knute,
merkt papir som var festet pa bunnen av karet, merkt papir festet til siden av karet, flerfargede
klinkekuler, bilde av de samme flerfargede klinkekulene festet pa bunnen av karet, granne og
brune kunstige planter, bilde av flerfargede planter festet pa siden av karet, bilde av sebrafisk

festet pa siden av karet, og speilpapir festet pa siden av karet. Forskerne sa at sebrafisken
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hadde sterkest preferanse for speil over uberiket miljg. Sebrafisken hadde ogsa interaksjoner
med tre andre objekter: PVC-rar, tyll, og klinkekuler. Det ble ikke registrert noen preferanse
eller endring i atferd ved de resterende objektene. Pa grunn av preferansen for speil, som er en
sosial berikelse, ble det utfart enda et eksperiment for a teste sebrafiskens sosiale preferanser.
Her sa forskerne at fisk som oppstalles alene foretrekker a veere oppstallet slik at de kan se
andre fisk. Disse resultatene indikerer at sebrafisk oppstallet alene foretrekker sosial berikelse

over fysisk berikelse.

| en studie (Schroeder et al., 2014) der forskerne sa pa forskjellen hos sebrafisk i par
sammenlignet med grupper, sa de at hos sebrafisk i par hadde de dominante fiskene i karene
en preferanse for sand og grus over uberiket miljg, mens den underordnede fisken sa ut til &
bli hindret i 4 tilbringe tid i den berikede delen, og var dermed mest i den uberikede delen.
Det var ingen preferanseforskjell mellom nedsenket plante og plante pa overflaten. For
sebrafisk i grupper var det en signifikant preferanse for kar med substrat, inkludert preferanse
for bilde av grus over uberiket miljg. Forskerne sa derimot ingen preferanse for bilde av sand
over uberiket miljg. Sebrafiskene viste preferanse for grussubstrat over sand, og for flytende
planter over uberiket miljg. Hunnene foretrakk ogsa nedsenket plante over uberiket miljg, og
hadde ikke noen preferanse mellom flytende plante og nedsenket plante. Hannene hadde en
preferanse for flytende plante. Bade hannene og hunnene foretrakk miljger som hadde grus
over de miljgene som hadde sand. Nar en luftstein var installert i den uberikede delen brukte
bade hunner og hanner mer tid der. Vi ser at forskjeller mellom kjgnn ogsa inkluderer
forskjellige preferanser for fysisk miljgberikelse. Videre forskning ma inkludere denne

kunnskapen nar nye eksperimenter blir gjennomfart.
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Fysiske miljgberikelser

Hvordan miljgberikelse pavirker larver

Sa lenge sebrafisk er en viktig modell i forskningen vil det ogsa vare fordelaktig a ha en god
forstaelse av sebrafisklarver. I tillegg blir sebrafisk ofte brukt i forskning mens de fremdeles
er larver (Basnet et al., 2019). | forsgk der sebrafisklarver blir brukt vil mer kunnskap kunne
gi mulighet for a sette opp mer egnede forsgk, samt tolke resultater og malinger mer korrekt. |
forsgk med bruk av voksne sebrafisk vil en forstaelse av oppvekstsvilkar kunne hjelpe med a

forsta variasjoner samt begrensninger i forskningen som utfares.

| studiene (Gatto et al., 2022a), (Wafer et al., 2016) og (Gatto et al., 2022b) sa forskerne pa
hvordan miljgberikelse pavirket sebrafisklarver. Gatto et al. (2022a) sa pa hvordan
miljeberikelser pavirker gjenkjennelsesminne hos sebrafisklarver. For a teste dette hadde de
sebrafisklarver i et beriket eller et uberiket miljg. Miljgberikelsene i det berikede karet var 9
LEGO® klosser av varierende farge (rgd, grenn, bla, gul) og fasong. Brikkene ble flyttet pa to
ganger i dggnet, og etter 10 dager ble larvene testet. Forskerne sa at larvene som var
oppstallet i et uberiket miljg utforsket en kjent stimulus signifikant mer enn en ukjent
stimulus. Larvene som hadde blitt oppstallet i et beriket miljg utforsket bade kjente og ukjente
stimuli like lenge. Studien demonstrerer at det er mulig & male gjenkjennelsesminne hos unge
sebrafisklarver ved & bruke deres naturlige tendens til a utforske nye ting ved en nytt-objekt-
test (NOR). Gjennom studien ser de larvenes kapasitet til a skille mellom visuelle objekter,
samt at larvene har evnen til & anskaffe kjennetegn ved objekter og bruke dette nar nye stimuli

blir presentert.

Bruken av NOR hos sebrafisk, og spesielt sebrafisklarver, har likevel mange begrensninger.

Bruzzone et al. (2020) undersgkte om sebrafisklarver hadde gjenkjennelsesminne, og om
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NOR kunne brukes for a teste dette. Larvene ble testet ved 7-, 14- og 21- dager etter
fertilisering (dpf). Kun ved 14 dpf sa de signifikante resultater, der larvene hadde en
preferanse for det kjente objektet over det ukjente objektet. Et kontrolleksperiment viste at
sebrafisklarver viser neofobiske tendenser 21 dpf, noe som kan forklare den darlige
prestasjonen ved den alderen. Denne studien viser at sebrafisklarver har gjenkjennelsesminne,
men ogsa at det finnes flere ikke-kognitive faktorer som begrenser muligheten til & bruke
NOR hos sebrafisklarver. Selv om det er begrensninger ved bruken av NOR hos
sebrafisklarver som en ma ta hensyn til, viser Gatto et al. (2022a) at sebrafisklarver ikke har
en spontan preferanse for spesifikke mgnstre. Det ble i studien ogsa bekreftet at
sebrafisklarver har komplekse visuelle ferdigheter, samt at miljgberikelser minsker neofobisk

respons og gker deres utforskende natur.

Wafer et al. (2016) sa i hovedsak pa hvordan miljgberikelser kunne pavirke voksne sebrafisk,
og overlevelsesraten hos yngel fra foreldredyr som er i beriket eller uberiket miljg.
Miljgberikelser pavirket ikke overlevelsesraten hos sebrafiskyngel. Forskerne testet kun over
en generasjon og resultatene er derfor ikke representative for mer enn det. Videre forskning pa
om larveoverlevelse endrer seg om sebrafisk over flere generasjoner blir holdt i beriket eller
uberiket miljg kunne vaere interessant. Det er ogsa interessant a se pa sebrafisk i beriket miljg

over flere generasjoner med tanke pa andre faktorer som atferd og laering.

Det siste studiet (Gatto et al., 2022b) sa pa hvordan miljgberikelser i den tidlige delen av
utviklingen kunne pavirke angstlignende atferd hos sebrafisklarver. Fra larvene klekket ble de
utsatt for enten et beriket eller et uberiket miljg. Berikelsene som ble brukt var 9 LEGO®
klosser i forskijellige farger; rad, bla, grenn og gul, samt diverse former; L-formet, kloss,

sylinder og blomsterformet. Larvene ble testet 7-, 14- og 21 dpf. Forskerne sa at sebrafisk fra
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beriket og uberiket miljg hadde den samme unnvikende atferden nar utsatt for en ny visuell
stimulus 7 dpf. Etter 14- og 21 dpf derimot viste larvene fra beriket miljg mindre unnvikende
atferd ovenfor den nye visuelle stimulusen. Studien viser at ogsa sebrafisklarver pavirkes av
miljget rundt. For videre forskning kan det veere interessant a teste flere forskjellige typer

stimuli pa sebrafisk, samt teste om de har preferanser for spesifikke berikelser.

Fysiske miljgberikelser hos fisk med sykdom

Estes et al. (2021) sa pa hvordan miljgberikelser pavirket sebrafisk utsatt for infeksjon av et
vanlig patogen hos sebrafisk, microspordia (Pseudoloma neurophilia). Effekten ble malt ved
hjelp av en atferdstest, samt at de sa pa lengde, vekt og reproduksjon. Kontrollfiskene var
spesifikk patogenfri (SPF) for Pseudoloma neurophilia. | studiet hadde de 4 grupper
sebrafisk: beriket og infisert, beriket og SPF, uberiket og infisert, og uberiket og SPF.
Miljgberikelsene brukt i de berikede karene var tre kunstige planter som var festet i en matte
pa bunnen, og tre planter som flgt pa toppen. | gytekarene hadde de en flytende kunstig
plante. | forsgket fant de at infiserte sebrafisk var mindre i stgrrelsen og hadde darligere
reproduksjon enn SPF-fisk. Berikelser gkte starrelsen pa fiskene, men pavirket ikke
fruktbarhet, og hannene ble lengre enn hunnene. De infiserte sebrafiskene entret den nederste
delen av karet oftere enn SPF-fiskene, men SPF-fiskene brukte mer tid pa bunnen enn de
infiserte fiskene. Bade de infiserte og SPF-fiskene viste angstlignende atferd, indikert ved
hvor mange ganger de entret bunnsonen og tiden de oppholdt seg der. | en test med én mark
og én lys side sa de at SPF-fisk entret den marke siden flest ganger og SPF med berikelse
oppholdt seg lengst pa den marke siden. Dette kan antyde en mer stresset atferd hos begge
gruppene. | testen med bevegelse entret sebrafiskene med berikelse flere ganger det gvre
sjiktet, uavhengig av infeksjonsstatus, men i lys-mgrk-testen var det fiskene som hadde hatt

berikelse som entret den mgrke siden flest ganger.
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At resultatene er motsigende med tanke pa angstlignende atferd kan bety at tilstedeveerelsen
av miljgberikelser pavirker utfallet av eksperimentene. Nar sebrafisk fra berikelse ble flyttet
over til testkar uten berikelse viste de en alarmlignende atferd. Sebrafiskene var oppstallet i
grupper, som er en sosial berikelse, og det kan ha vert med pa a skjule effekten av den fysiske
berikelsen. SPF-fisk la betydelig flere egg enn infiserte fisk, noe man i tidligere studier ikke
har sett en forskjell pa. Berikelse hadde ingen effekt pa gyting, uavhengig om det var i karene
der fisken var oppstallet eller i gytekarene. At berikelse gker starrelsen pa sebrafisk ble ikke
observert av Lee et al. (2019). Der sa de at hannfisk med berikelse var noe mindre enn

hannfisk uten berikelse, samtidig som det ikke var noen forskjell hos hunnfiskene.

Fysiske miljgberikelser og atferd

Studiene (Lee et al., 2019), (Sykes et al., 2018) og (Woodward et al., 2019) ser pa hvordan
miljgberikelse pavirker atferd hos sebrafisk. I studiet utfert av Lee et al. (2019) brukte de grus
og diverse akvatiske planter som miljgberikelse. Det var ingen forskjell pa hvor mange ganger
sebrafisk fra det uberikede og det berikede miljget entret den gvre delen av testkaret, men fisk
fra beriket miljg oppholdt seg i den gvre delen lengre. At fisk oppholder seg i den gvre delen
av karet er forbundet med lavere stressniva. Ressursforsvar der en dominant sebrafisk
ekskluderer underordnede individer ble observert i 68% av prevetakingspunktene hos fisk i
beriket miljg, men kun 5% av prevetakingspunktene hos fisk i et uberiket miljg. | de fleste
tilfellene forsvarte de dominante sebrafiskene den delen av karet som var annerledes enn det
de hadde vokst opp med. Det betyr at fisk fra de berikede karene forsvarte den uberikede
delen av karet, mens fisk fra uberiket kar forsvarte den berikede delen av karet. | en annen
studie (Woodward et al., 2019) sa forskerne at sebrafisk fra det mest berikede miljget var mer

aggressive over tid enn fisk fra et mildt beriket eller uberiket miljg. | det mest berikede karet
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brukte forskerne en kunstig plante og en blomsterpotte med 7cm i diameter som sto pa hodet,
samt bilde av hav som bakgrunn. Gruppen som var mildt beriket, hadde kun bilde av hav i

bakgrunnen, og den siste gruppen som var uberiket hadde ingen berikelser.

Andre resultater er funnet i andre studier. Basquill and Grant, (1998) og Carfagnini et al.
(2009) sa at et mer komplekst miljg farte til mindre aggresjon, og i Basquill and Grant (1998)
sa de ogsa at det farte til mindre monopolisering av ressurser. Sykes et al. (2018) ser ogsa at
fisk fra komplekse miljger jager hverandre mer. Forskerne registrerte hvordan sebrafisk fra
uberikede miljger var mer aktive, og samlet seg tettere nar de var i sosial samling, enn fisk fra

komplekse miljger, som jaget hverandre mer.

Forskjellene i funn rundt aggresjon og ressursforsvar kan antyde at temaet er mer komplekst
enn tidligere antatt. | Carfagnini et al. (2009) ser de at aggresjon gker stress og ferer til at
fiskene legger feerre egg. For a gke dyrevelferden, samt forbedre forskning, vil det vere viktig
a ha mer kunnskap om denne delen av sebrafiskens atferdsmgnster. En bedre forstaelse av
atferd som kan pavirke resultatene gjer at vi kan ikke bare kan tolke resultatene mer korrekt,
men det kan ogsa gi verktay som hjelper med a sette opp eksperimenter pa en mest
hensiktsmessig mate. Dette kan veere med pa a begrense antall eksperimenter som ma utfares,

bruke faerre fisk for & produsere resultater, og gke dyrevelferden hos fiskene som blir brukt.

Fysiske miljgberikelser og stress

Det er flere studier som tar for seg hvordan miljgberikelser pavirker stress hos sebrafisk.
Menezes et al. (2022) ser pa hvordan det a bo i et beriket eller uberiket miljg pavirker sebrafisk
utsatt for stress. | studien hadde de berikede kar med to identiske kunstige planter, et 20mm

bagyd PVC-rar, 15 grgnne klinkekuler, 1 gul LEGO®-brikke og en luftstein. De uberikede
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karene hadde kun luftstein. Det ble deretter gjennomfart to tester der den ene ser pa hvordan
elektrosjokk pavirker sebrafisk som har vert oppstallet i beriket i forhold til uberiket miljg.
Sebrafiskene ble delt i fire forskjellige grupper slik at det var fisk fra bade beriket og uberiket
milje som opplevde, eller ikke opplevde, elektrosjokk. I studien sa forskerne at sebrafisk som
kom fra uberiket miljg og var utsatt for elektrosjokk viste en gkt gjennomsnittlig hastighet, i
forhold til bade fiskene fra uberiket miljg som ikke ble utsatt for elektrosjokk, og beriket miljg
som ble utsatt for elektrosjokk. Fisk fra uberiket som ble utsatt for elektrosjokk viste gkt
frysrespons sammenlignet med de andre gruppene, og de var naermere bunnen enn fisk fra
uberiket miljg som ikke ble utsatt for elektrosjokk. Det ble derimot ikke registrert en signifikant
forskjell pa avstand fra bunnen mellom den uberikede gruppen som ble utsatt for elektrosjokk
og den berikede gruppen som ble utsatt for elektrosjokk, samtidig som det var en kortere
distanse fra bunnen enn den berikede gruppen som ikke ble utsatt for elektrosjokk. I den andre
testen som ble utfart gjorde de det samme som testen far, men sebrafiskene ble utsatt for alkohol
av forskjellige konsentrasjoner mellom den andre dagen med elektrosjokk og testdagen. Her sa
de at berikelser kan begrense de negative effektene man i tidligere studier (Araujo-Silva et al.,
2020, Chacon and Luchiari, 2014, Gerlai et al., 2006) har sett at alkohol kan ha pa sebrafisk.
Forskerne sa ogsa en akutt depressiv effekt hos sebrafisk holdt i uberiket miljg, noe som er

notert i disse studiene.

Menezes et al. (2022) viser at miljgberikelse i stor grad kan vaere med & pavirke sebrafiskens
respons pa en stressende situasjon. Generelt viste sebrafisk fra beriket miljg en dempet
angstrespons nar de ble utsatt for elektrosjokk. Videre sa forskerne at miljgberikelse kun sa ut
til & ha en effekt nar fiskene ble utsatt for en stressende situasjon. Nar fisken ikke ble utsatt for
en stressende situasjon sa de ingen forskjell mellom fisk fra beriket eller uberiket miljg. | den

andre delen av studiet virker det som miljget er med a pavirke effekten alkohol har pa fiskene.
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A forstd hvordan miljaberikelser pavirker sebrafisk i forbindelse med akutt stress kan vare
viktig for a fa en helhetlig forstaelse for hva som foregar med fiskene nar de brukes i forskning.
Mange eksperimenter og prosedyrer tar utgangspunkt i & pafare fiskene et ubehag eller en
behandling som kan virke stressende pa fisken. Bedre forstaelse for hvordan en kan begrense
stresset som oppleves av sebrafiskene, gjor at forskere kan ha mer fornuftige eksperimentelle
oppsett, ved a blant annet bruke kunnskapen om hvilke variabler som kan vaere med a pavirke

sebrafisken under forsgk.

I en studie (dos Santos et al., 2020) ser forskerne pa hvordan kortere eller lengre opphold med
miljeberikelser pavirker utforskende atferd hos sebrafisk. Tre forskjellige tester med
forskjellig oppsett av miljgberikelser ble brukt. | den farste var sebrafiskene oppstallet i et kar
med berikelser i 7 dager, og berikelsene var steiner pa bunnen og tre kunstige planter. I den
andre var sebrafiskene oppstallet i et kar med de samme miljgberikelsene i 14 dager. | den
siste var sebrafiskene i et kar med de samme berikelsene de fgrste 7 dagene, men pa dag 8 ble
fiskene flyttet over i et annet kar med nye berikelser. I det nye karet var berikelsene steiner pa
bunn, et rett PVC-rar, et T-formet PVC-rar og 4 nye kunstige planter. For alle tre testforhold
ble det ogsa satt opp kontroller uten miljgberikelser. For den siste ble ogsa kontrollfiskene
flyttet til et nytt kar uten miljeberikelser pa dag 8. For a teste om miljgberikelse kunne hjelpe
sebrafisken i tilvenningen av en stresstest, ble det utfert flere atferdstester. Forskerne fant
ingen signifikant forskjell i hvordan sebrafiskene fra de tre forskjellige forholdene vendte seg
til stresstesten. At det ikke ble observert en signifikant forskjell kan tyde pa at typen
miljgberikelse, og hvordan de presenteres, ikke ngdvendigvis har en stor betydning for evnen
sebrafisken har til & venne seg til en stresstest. Flere studier pa omradet trengs for a kunne si

hvorvidt dette stemmer.
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| to studier (Matheus et al., 2018, Marcon et al., 2018) blir det utfart eksperimenter der fisk
som har vert i beriket eller uberiket miljg utsettes for kronisk stress. Matheus et al. (2018)
falger den samme UCS-protokollen, med bare mindre forandringer, som beskrevet i Marcon
et al. (2018). Sebrafiskene ble oppstallet med eller uten miljgberikelse far de ble utsatt for en
rekke stressende behandlinger. Stressorene som ble brukt var eksponering for rovfisk,
endringer i temperatur, mange dyr sammen pa liten plass, flytting av fisk over i kar med
meget lav vannstand, jaging av fisk med hav, og mange vannbytter tett pa hverandre.

Kontrollfiskene ble ikke forstyrret eller utsatt for stressende behandlinger.

Matheus et al. (2018) sa at miljgberikelser i form av luftstein, grus, et ruinlignende
plastikkobjekt, og tre nedsunkede kunstige planter, kunne veaere med pa a redusere parametere
forbundet med oksidativt stress. Marcon et al. (2018) sa at miljgberikelse pavirker reaktive
oksygensubstanser (ROS) og kortisol hos sebrafisk utsatt for uforutsigbart kronisk stress.
Under stresstesten ble den totale distansen reist, tid brukt i gvre og nedre sone, samt antall
forflytninger inn i gvre sone malt. | studien ser de at uforutsigbar kronisk stress (UCS) gker
angstlignende atferd og kortisolnivaet hos sebrafisk. Miljgberikelse i 21- eller 28 dager
svekker effekten av UCS pa ROS. Fisk fra beriket miljg som ikke ble utsatt for kronisk stress
virket mer stresset i testkaret enn fisk fra uberiket miljg som ikke hadde blitt utsatt for kronisk
stress. Forskernes forklaring for dette funnet er at testkaret lignet mer pa miljget sebrafiskene
fra uberiket miljg er vant med, enn fisk fra beriket miljg. Disse studiene viser hvordan
miljeberikelser ikke bare har en effekt pa atferd, men ogsa kan veare med a pavirke

biokjemiske prosesser i kroppen forbundet med stress.

Giacomini et al. (2016) ser videre pa hvordan bade farmakologiske og miljgmessige endringer

kan senke utgivelsen av kortisol som respons pa akutt stress. | studien hadde de sebrafisk bade
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I grupper og alene, og i beriket eller uberiket kar. Berikelsene besto av sand og grus som
bunnsubstrat, samt naturlige planter av to forskjellige typer. Fisk ble testet med to forskjellige
medikamenter, diazepam og fluoxetine, begge antidepressiva. Etter at sebrafisken hadde vaert
utsatt for medikamentet i 15 dager ble de utsatt for en akutt stressor, der fiskene ble jaget med
nett i 120 sekunder. 15 minutter etter ble fiskene fanget og gjort klare til testing far kortisol
ble malt. Bade fiskene som bodde i beriket miljg og fiskene som ble utsatt for fluoxetine eller
diazepam hadde lavere kortisol. Resultatene viser at bruken av miljgberikelse kan ha den
samme effekten pa a minske utslippet av kortisol i respons til en stresser, som farmakologiske
midler. Forfatterne tror at effekten av miljgberikelse kan vare forarsaket av at de gir
sebrafisken en trygghetsfalelse. | miljeer der sebrafiskene ikke har miljgberikelser faler de
seg mindre beskyttet og trygge, og blir derfor mer pavirket av stressende situasjoner. Studier
der forskere tester farmakologiske effekter pa sebrafisk sammenlignet med miljgberikelser,
kan veere sveert nyttig for & utvide kunnskap om hvordan miljgberikelser kan veere med pa a

pavirke resultatene.

Angst relatert til lys-mark-preferansen til sebrafisk vokst opp i beriket eller uberiket milja blir
diskutert i Maximino et al., 2010). Her er miljgberikelsene steiner, vegetasjon og naturlig
substrat. Sebrafisk vokste opp i beriket eller uberiket miljg for de ble testet for a lys-mark-
preferanse. Forskerne sa at sebrafisk som har vokst opp med miljgberikelser tilbringer
signifikant mer tid i den hvite delen av testkaret. Det & bruke mer tid i den hvite delen av karet
er forbundet med et redusert niva av stress. Miljgberikelser ser derfor ut til & redusere stress

hos sebrafisk i denne studien.

Effekten av strukturell miljgberikelse, og hvordan den tilbys pa, blir evaluert av Buenhombre

et al. (2022) pa vurderings bias, lys-mark-test og aktivitetstest. Resultatene viste at fisk som
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fikk plutselig tilgang pa mye strukturell berikelse brukte mindre tid i et gul-grent omrade,
som karakteriserer en negativ vurderings bias, enn fisk oppstallet i et miljg som var konstant
beriket. | lys-mgark-testen sa forskerne at sebrafisk som fikk en plutselig miljgberikelse brukte
mindre tid i det hvite omradet enn fisk som enten ble oppstallet i et konstant beriket miljg,
eller et miljg som hadde en gradvis gkning i berikelser. Mindre tid i det hvite omradet
forbindes med angstlignende oppfarsel. Sebrafisk som far en stadig redusering av
miljgberikelser bruker mer tid fryst, en atferd relatert til angst, enn fisk utsatt for konstant
berikelse. Studien viser at plutselige introduksjoner av nye miljaberikelser kan oppleves
stressende for sebrafisk. Det kan derfor veere en fordel a introdusere miljgberikelser eller nye

elementer i fiskens habitat varsomt, for a ikke pafare ungdvendig stress pa sebrafisken.

Hvordan miljgberikelse pavirker leering

En av matene som er brukt til a teste hvordan miljgberikelse kan pavirke leering hos sebrafisk
er a plassere de i en labyrint. Hvis sebrafisk oppdratt i et beriket miljg fullfgrer labyrinten
raskere, vil det antyde at miljgberikelse kan forbedre leering. | en studie (DePasquale et al.,
2016) testet forskerne hvor fort sebrafisk kunne finne utgangen i en labyrint. Det ble brukt to
kunstige planter, et gjemmested i plast, grus, og et utbyttbart nytt objekt (hvit PVC, stein,
forskjellige fargede planter, eller plastflaske) som miljgberikelse. 1 tillegg ble halvparten av
fiskene jaget med hav. Farst ble det gjort en angsttest pa ung sebrafisk for a teste den
angstdempende effekten miljgberikelse kan ha. Her fant de at bade miljgberikelse og jaging
farte til mindre angstlignende atferd. Det var heller ingen forskjell mellom effekten de to
metodene hadde. De som fikk bade miljgberikelse og jaging viste minst angstlignende atferd.
Da de testet det samme pa voksen sebrafisk sa de ogsa redusert angstlignende atferd hos de

som fikk berikelse, men man sa ingen effekt av jaging.

50



Miljgberikelser hos sebrafisk

Videre testet de effekten miljgberikelse og jaging hadde pa lering. Resultatene viser at fisk
fra beriket miljg og fisk som ble jaget var signifikant raskere pa a finne utgangen av
labyrinten. Antall feil sebrafisken gjorde ble ikke pavirket hos fisk som ble jaget, men det var
en nesten signifikant effekt hos sebrafisk som hadde fatt miljgberikelse. Derimot var det en
signifikant interaksjon mellom berikelse og jaging. Fisk med miljgberikelse hadde ferre feil
nar de ble utsatt for jaging i forhold til de som kun hadde miljgberikelse. Fisk uten berikelse
hadde derimot flere feil nar de ble utsatt for jaging i forhold til de som ikke ble utsatt for
jaging. Dette kan bety at effektene av jaging pa leering er pavirket av eksponeringen til
berikelse. Resultatene antyder ogsa at tidligere erfaringer hos fisk som ble oppdratt i beriket
miljg, og de som ble utsatt for jaging, hjalp dem a tilpasse seg til utfordringene av a bli testet
og handtert under testene. Lignende resultater ble ogsa funnet i en annen studie (Spence et al.,
2011) der forskere testet sebrafisk i en labyrint. Her ble sebrafisken testet i hvor lang tid de
brukte pa a lokalisere mat. Det ble brukt to forskjellige stammer av sebrafisk, og begge ble
delt i to grupper hvor den ene fikk miljgberikelse i form av 50 planter tilfeldig plassert i karet
og den andre fikk ingenting. Her fant de at laereevnen utviklet seg raskere hos sebrafisk
oppdratt i et beriket miljg, uavhengig av stamme. De fant ogsa at sebrafiskens stgrrelse
pavirket hvor fort de lokaliserte maten; starre fisk brukte mindre tid pa a finne mat. Det viste
seg ogsa at fisk oppdratt med miljgberikelse var mindre i stgrrelse. Her ble det vurdert om de
ved & gke kompleksiteten i miljget til fisken, som ogsa gkte tettheten i karet, hadde gkt

konkurransen om mat som derfor hadde pavirket starrelse.

Selv om forskere i denne studien sa at sebrafisk var mindre i stgrrelse nar de ble oppdratt i et
beriket miljg, ble det ogsa sett i en annen studie (DePasquale et al., 2016) at telencephalon var
starre hos sebrafisk oppvokst med miljgberikelse. Sammenlignet med starrelse pa hjernen ble

det ikke sett noen signifikant forskjell mellom de to gruppene, da sebrafisk oppvokst i beriket
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miljg ogsa hadde starre hjerne. Den samme effekten pa hjernestarrelse ble sett i en annen
studie (Karoglu-Eravsar et al., 2021), men her ble det ikke sett noen effekt pa
kroppsmasseindeksen. Vi kan derfor vurdere om effekten man sa pa kroppsstarrelse hos
sebrafisk i Spence et al. (2011) hadde mer med den gkte konkurransen a gjare, og derfor gkt
aktivitet, enn at de var oppstallet i et beriket miljg. Det er ikke usannsynlig at stagrre hjerne er
en direkte effekt av at sebrafisken opplevde et mer komplekst miljg. Forskerne sa ogsa starre
hjerner hos sebrafisk utsatt for jaging (DePasquale et al., 2016), som kan bety at den gkte

aktiviteten, eller det faktum at sebrafisken matte flykte, farte til starre hjerne.

I en studie (DePasquale et al., 2021) hvor de testet effekten av miljgberikelse pa sebrafiskens
evne til & gjenkjenne objekter fant de ogsa at miljeberikelse hadde en positiv effekt pa
sebrafiskens leering. Her ble det brukt grus, to kunstige planter, og en sort plastpotte i den ene
gruppen. Den andre gruppen fikk ingen berikelser. Testen gikk ut pa a plassere et kjent- og et
ukjent objekt i testkaret, og deretter male hvor lenge fisken holdt seg ved den ene eller den
andre gjenstanden. Forskerne fant at sebrafisk oppvokst i et beriket miljg var flinkere til &
skille mellom kjente og ukjente objekter pa avstand, sammenlignet med sebrafisk oppvokst i
et uberiket miljg. Samtidig fant de at hverken sebrafisk oppvokst i beriket miljg eller de
oppvokst i uberiket miljg, klarte a skille mellom kjent og ukjent objekt pa naert hold. Det

trengs flere studier til & bygge under disse resultatene.

Selv om flere studier viser til at miljgberikelse kan ha en positiv effekt pa leereevne hos
sebrafisk, kan det ogsa ha andre effekter. | en studie (Manuel et al., 2015) sa de at
miljgberikelse hemmet innlart unngaelse hos sebrafisk. Sebrafisk som hadde vart oppstallet
med miljgberikelse hele livet viste ingen gkt ventetid pa & svemme inn i den svarte delen av et
kar der de tidligere hadde fatt stgt, sammenlignet med sebrafisk oppstallet i uberiket miljg

hele livet hvor man sa gkt ventetid. De testet bade 6mnd gammel fisk og 24mnd gammel fisk.

52



Miljgberikelser hos sebrafisk

Dette betyr at sebrafisk fra uberiket miljg assosierte den svarte delen av karet med a fa stet, og
derfor unngikk det. Selv om dette kan bety at miljaberikelse faktisk kan hemme laering hos
sebrafisk, er det sdpass mange studier som viser at miljgberikelse fremmer leering og
hukommelse, at det ble vurdert om det kunne veere andre faktorer som pavirket resultatet. Hos
gnagere kan man se at miljgberikelse senker behovet for smertelindring etter invasive
prosedyrer, og reduserte skade-indusert hypersensitivitet i nervene til bade mekaniske og
kalde stimuli. Det ble derfor vurdert om sebrafisk fra et beriket miljg kunne oppfatte
elektrosjokket annerledes fordi de muligens hadde forhgyet smerteterskel. Om sebrafisken fra
beriket miljg ikke oppfattet elektrosjokket som vondt, har de heller ingen grunn til & unnga
omradet det ble gitt. I tillegg viste den farste testen i studiet at miljgberikelse kan gke
utforskende atferd, og dette kan ogsa veere med pa a forklare ventetiden. | denne studien sa
man ogsa at alder kan pavirke lering hos sebrafisk. Den samme testen ble gjort pa fisk fra
uberiket miljg ved 6-, 12- og 24 maneders alder, og forskerne sa at bade de pa 6- og 12
maneder lzerte seg a unnga delen de fikk elektrosjokk i. Derimot sa man ingen gkt ventetid
hos sebrafisk pa 24 maneder etter at de hadde opplevd elektrosjokk. Selv om det i denne
studien ble testet for bade berikelse og alder, trengs det fortsatt mer forskning rundt temaet. |
fremtidige studier vil det veere viktig a se pa alder som en faktor for feil, og om 24 maneder
gammel sebrafisk viser en betydelig redusert evne til leering, burde de ikke bli brukt i slike

studier.

Stremning i vann

Sebrafisk pleier a foretrekke berikede miljger ovenfor uberikede, men DePasqual et al. (2019)
viser at stremning ogsa er en viktig faktor i a utforme habitatpreferanser. Sebrafisk lever
naturlig i en rekke forskjellige miljger, men det er vanligst a finne dem i omrader med god

vegetasjon. Sebrafisk finnes i alt fra stillestaende risdammer til bekker med mer stramminger.
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| et farsgk der forskerne ga sebrafisken fire alternativer (uberiket, beriket, stramning,
stramning og berikelse) sa de en klar preferanse for den delen av karet som hadde berikelse i
tillegg til stramning. Dette tyder pa at kombinasjonen av stramning og berikelse hadde en
effekt for sebrafiskens stedspreferanse. Nar alternativet for kombinert berikelse ble tatt vekk
sa foretrakk fiskene berikelse alene som kan tyde pa at berikelse er viktigere enn strgmning.

Omradet med kun strem ble unngatt like mye som det uberikede miljget.

Det ble ikke samlet noen data om hvordan fiskene brukte de forskjellige sonene. Det var noen
som svgmte i stramningen, men dette var ikke jevnt mellom individene. Resultatet kan
pavirkes av dynamikken mellom enkelte fisker, da dominante fisker kan ha en tendens til &
holde underdanige fisker unna omrader med underlag, hvilket kan ha fart til at fisk oppholdt
seg i sonen som kun hadde stramning. Man sa ogsa i dette forsgket at sebrafisken hadde en
gkt preferanse for det ngytrale midtomradet hvor de ble matet, og dette tyder pa at det a ha en
matkilde i testkar distraherer sebrafisken fra a oppholde seg i de andre sonene, da den
foretrekker omradet den far mat i. De har ikke fatt sett pa kjgnnspreferanser, dominant atferd,

eller personlighet i denne testen, som er noe man burde forske videre pa.

Preferanse for farge

En av miljgberikelsene som ble sett pa var sebrafiskens preferanse pa farge. de Abreu et al.
(2021) hadde hentet inn resultater fra syv forskjellige studier om fargepreferanse hos
sebrafisk, og brukte tre forskjellige tester for preferanse: Stedspreferanse test, T-labyrint test,
og Pluss-labyrint test. Her kom det frem at sebrafisken hadde en tendens til & foretrekke
blafarget sone over rad (Li et al., 2014, Peeters et al., 2016, Park et al., 2016), Grgnn (Pierdg

etal., 2018, Peeters et al., 2016, Zhang et al., 2018, Park et al., 2016), Gul (Li et al., 2014,
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Peeters et al., 2016, Zhang et al., 2018, Park et al., 2016) og hvit (Jia et al., 2017). Samtidig sa
de at det 4 oppstalle sebrafisk i bl eller svarte kar kunne senke angstlignende atferd og
kortisolnivaer, sammenlignet med de oppstallet i hvite kar (de Abreu et al., 2020a).
Preferansen pa bla farge kan vere relatert til dens generelle angstreduserende og
kortisolreduserende effekt, beskrevet av de Abreu et al. (2020a). Det kan ogsa ha
sammenheng med at sebrafisk i naturen bor i mikrohabitat med klart vann med eller uten
vegetasjon, som hovedsakelig tillater korte bglgelengder a komme gjennom (de Abreu et al.,
2021). Det var allikevel en del motstridene resultater. | en av studiene sa de en unngaelse for
de blafargede sonene (Avdesh et al., 2012b). Dette ble testet bade med stedspreferanse test, og
ved T-labyrint test. Noen av testene viste ogsa at sebrafisken hadde en preferanse pa rad farge
over gul og grenn (Pierog et al., 2018, Peeters et al., 2016, Zhang et al., 2018). Her vurderte
forskerne om preferansen pa rgd farge kunne ha noe med fargen pa maten sebrafisk far i
laboratorier, da den ofte har en rgd farge, eller om den assosierte fargen med mat de kan finne
i sitt naturlige habitat. Det ble ogsa vurdert om det kunne ha noe med at det er enklere a se red
farge pa avstand i vann (de Abreu et al., 2021). Det ble ogsa brukt forskjellig lysintensitet i
studiene, noe som ogsa kan endre sebrafiskens oppfattelse og reaksjon pa de forskjellige
fargene. Det kan derfor vere lurt a gjere flere forsgk for a videre utforske disse resultatene, da
det kan veere relevant for hvordan man oppstaller sebrafisk i fremtidige studier. Det kan ogsa
vaere nyttig & etablere en standard pa farger til forskjellig utstyr og Kar, slik at man kan

ekskludere det som en faktor der man har hatt motstridene funn.

Effekten av uforutsigbar lys-syklus
Flere studier tyder pa at en plutselig endret lys-syklus kan ha negative effekter pa
hjernefunksjon og den generelle helsen hos dyr og mennesker (Moore et al., 2021). Allikevel

finnes det ingen universell standard for lys-syklus hos sebrafisk som er oppstallet i
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laboratorier og brukes i forsgk. Antall timer pa og av, og nar lyset blir slatt pa og av, varierer
derfor mellom studier. | en studie (Moore et al., 2021) der de tester effekten av en endret lys-
syklus pa hjernen til voksne sebrafisk, fant de en signifikant negativ effekt hos sebrafisk som
ble utsatt for en endret lys-syklus i forhold til de utsatt for normal lys-syklus. Her ble lyset
slatt pa 06:00 og slatt av 20:00, altsa 14 timer pa og 10 timer av, hos fisk som ble utsatt for
normal lys-syklus. Sebrafisk som ble utsatt for en endret lys-syklus hadde fire dager hvor lys-
syklusen ble endret hver dag. De fant en redusert mengde av Akt og GSK3 i telencephalon,
og GSK3p og HSP70 i optisk tectum hos sebrafiskene som ble utsatt for uforutsigbar
lyseksponering. | studien testet de ogsa effekten pa miljgberikelse i form av farget lys.
Sebrafisk ble utsatt for fem minutter med blatt og grant lys som skiftet hvert femte sekund.
Miljgberikelsen forarsaket en betydelig gkning i Akt i telencephalon, og ga derfor en tydelig
positiv effekt. Denne effekten ble fullstendig blokkert hos sebrafisk som ble utsatt for
uforutsigbar lyseksponering etter miljgberikelsen. Det er ogsa viktig a nevne at kontrollfisken
som hverken hadde miljgberikelse eller uforutsigbar lyseksponering, 1 pa cirka samme niva
av Akt som sebrafisk som ble utsatt for begge deler. Begge hadde hgyere niva av Akt enn
sebrafisk som hadde en endret lys-syklus uten miljgberikelse. Dette eksperimentet
underbygger pastanden forskerne hadde om at miljeberikelse farer til en gkning i Akt hos
sebrafisk. Det understreker ogsa den negative effekten en uforutsigbar lyseksponering har pa
sebrafisk. | fremtidige studier vil det veere ngdvendig a etablere en standard for lys-syklus i

laboratorier, bade for antall timer lyset er pa, men ogsa nar lyset blir slatt pa.

Vasking av kar
| en studie (Powell et al., 2021) sa forskerne effekten manuell vask av kar kan ha pa
sebrafiskens oppfarsel, ved a skrubbe akvarieveggene, tamme en tredjedel av vannet, vaske

karinnhold og fylle pa rent vann. Alt dette ble gjennomfart med sebrafisken i karet. Dette er

56



Miljgberikelser hos sebrafisk

en metode som ikke er sa vanlig i en laboratoriesetting, men den gir et godt startpunkt for a
undersgke pavirkningen av rutinehandtering for fiskens velvere. Dette vil ogsa vare relevant
hvis man bruker flere fysiske berikelser. Forskerne sa at manuell vasking av kar skapte en
midlertidig endring i fiskens atferd. Den farste timen etter vask var det en gkning i dykking,
minsket koordinasjon og samspill i gruppen, og aggressiv atferd. En time etter at personalet
forlot rommet var oppfarsel tilbake til normal. Vasking av kar er en ukontrollerbar situasjon
for fisken, men & innfare forutsigforbarhet i form av rutiner for nar og hvordan vaskingen

gjennomfgres kan dempe stressresponsen.

Sebrafisk slipper ut kjemiske signaler i vannet som er med pa a fastsette hierarkiet i karet.
Ved bytte av vann vil man minske mengden med kjemikalier, og det vil bli vanskeligere for
sebrafiskene a vite hvem som er de dominante, noe som kan fare til aggressiv atferd. Det var
en svak gkning av aggresjon i dette forsgket, men mer forskning pa gjennomfares hvis man
skal bygge under dette. Fiskene var i et ganske stort kar med fysiske berikelser, og det kan ha

hatt en effekt pa fiskens stressreaksjon ved at den aggressive atferden ble dempet.

Litteraturstudier

Tre av artiklene i oppgaven var er litteraturstudier der den ene omhandler bevisene og
utfordringene rundt miljeberikelser (Stevens et al., 2021), den andre hvordan forskjellige
angst-modeller, miljgberikelse, standard forhold og variasjoner innad i arten (som kjgnn,
personlighet og stamme) pavirker stress og livskvalitet hos unge og voksne fisk (Buenhombre
etal., 2021), og den tredje som diskuterer effekten av miljeberikelser med fokus pa sebrafisk
(Volgin et al., 2018). Disse studiene overlapper med denne oppgaven og tar for seg flere av de
samme artiklene. Stevens et al. (2021) konkluderer med at det kan vare nyttig a bruke bilde
av grus pa undersiden av karet, kunstige planter hos fisk som oppstalles isolert, levendefér, og
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a oppstalle fisk sammen. Oppstalling sammen med andre fisk samt bruk av levendefor er
allerede mye brukt i laboratorier, men det er lite informasjon om dens effekt pa dyrevelferd
hos sebrafisk. En undersgkelse (Lidster et al., 2017) fant at 85 av de 95 laboratorier de spurte
brukte levendefor. Dette kan tyde pa at laboratorier sa en fordel med levendefor, enten som
naering eller som en berikelse. Bruken av levendefor som berikelse bgr undersgkes nermere,

ogsa med tanke pa hvordan det kan pavirke forskningsresultatene og renhold av kar.

Bruken av bilder av grus under karene samt bruk av kunstige planter, er berikelser som kan
veere egnet som en del av standardiseringen rundt hold av sebrafisk. Lidster et al. (2017) sa at
kun 53 av 95 laboratorier vurderte enkle fysiske miljgberikelser som planter og grus som
mulige a bruke, og kun 23 av 95 rapporterte at de allerede brukte det. Videre forskning rundt
hvordan enkle miljgberikelser pavirker studier kan veere nyttig, bade for a bedre kunnskapen
og eventuelt hvordan miljgberikelser kan bli en standard, men ogsa for a lettere overbevise
laboratorier om fordelene ved & bruke miljgberikelser. A ha en standard som inkluderer
miljgberikelser har lite for seg dersom standarden ikke blir tatt i bruk, sa det er viktig a tenkte

pa hvilke miljgberikelser alle laboratorier har mulighet til & bruke.

Selv om miljgberikelser i hovedsak ser ut til & ha en positiv effekt pa sebrafisk, er det viktig a
ogsa undersgke de negative konsekvensene miljgberikelser kan ha. Bade med tanke pa
variasjoner og kvalitet pa data (Stevens et al., 2021), men ogsa om miljgberikelser i enkelte
situasjoner kan gke stress hos sebrafisken. Bedre forstaelse for sebrafiskens naturlige atferd
kan kanskje ogsa veere med pa a forsta hvorfor miljgberikelser noen ganger oppleves som

positivt, og andre ganger negativt, for sebrafisken.
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Siste tanker

Viktigheten av denne oppgaven

Det er viktig a fortsette & jobbe med a gke dyrevelferden for fremtidig forskning med dyr. 1 all
hovedsak er det viktig & jobbe med gkt dyrevelferd, av den grunn alene at dyrene far det
bedre. Videre vil det & jobbe med dyrevelferd som en viktig og synlig prioritering veere med
pa a gjare forskning mer akseptabel, og skape stagtte om det i befolkningen. Denne oppgaven
bidrar til & legge til rette for videre forskning, som kan vaere med pa a forbedre praksiser, som
igjen kan gke velferden hos sebrafisk i laboratorier. Oppgaven gir en indikasjon pa typen
miljgberikelse som bar vurderes, men videre forskning trengs for & etablere en god standard

praksis.

Videre forskning

Det er flere omrader som bar forskes videre pa for a fa en bedre forstaelse for hvordan
forskjellige miljgberikelser pavirker sebrafisk og hvordan man kan gke dyrevelferden pa mest
effektivt vis. Det bar ogsa undersgkes hvordan miljgberikelser pavirker konsistens i data, og
vurdere hvilke miljgberikelser som vil gjere minst mulig negativt utslag pa forskning. Det bar
videre undersgkes kostnader rundt miljeberikelser, da for dyre lgsninger vil vaere vanskeligere
a standardisere og gker sannsynligheten for at laboratorier bruker sine egne standarder. Det &
etablere en god og kostnadseffektiv praksis rundt miljgberikelse, kan forbedre kvaliteten pa

forskning der man bruker sebrafisk.

Miljgberikelser som er spesielt interessante a forske videre pa i forbindelse med a oppna en
universell standard, er berikelser som vil vere lette og billige a gjennomfare pa laboratorier i
starre deler av verden. Det kan allikevel ogsa veere interessant & undersgke mer komplekse

miljgberikelser som kanskje ikke er like gjennomfarbare som standard, for 4 fa en gkt
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kunnskap om naturlig atferd hos sebrafisk. Det vil ogsa veere nyttig & oppna kunnskap om

ulike miljgberikelser kan vare nyttig for forskning pa ulike omrader.

Oppgavens begrensninger

Denne oppgaven tar i all hovedsak for seg ulike mater miljgberikelser pavirker sebrafisk pa.
Den gar ikke dypt inn i hvordan disse miljgberikelsene vi pavirke resultater i annen forskning,
og tar ikke godt nok for seg andre relevante faktorer slik som hygiene. Oppgaven ser heller
ikke pa kostnader rundt disse miljgberikelsene, eller i hvilke deler av verden disse
miljgberikelsene vi veere tilgjengelige. En annen begrensing er at det kan vare variasjoner i
hvor konsistente metodene i de forskjellige studiene er. Variasjoner i metoder kan gi sterre

variasjoner i data og gjere det vanskeligere @ sammenligne resultater.

Konklusjon

Vi ser en del positive resultater hos fisk som blir oppstallet med miljagberikelser.
Miljgberikelse farer ofte til bedre leering, hukommelse, gkt hjernevekt, mindre stress, gkt
utforskning, gkt overlevelse, gkt reproduksjon og forbedring av andre fysiologiske
parametere. Berikelse er viktig, men kan ogsa ha negativ effekt. Vi ser flere resultater som
tilsier at sebrafisk som far miljgberikelse ofte er mindre i starrelse og viser mer aggresjon.
Dette er relevant informasjon nar man setter opp forsgk. Flere former av miljgberikelse kan
ogsa kombineres, og forskjellige typer miljgberikelse vil pavirke sebrafisken forskjellig.
Fremover burde det forskes mer pa hvilke preferanser pa miljaberikelse sebrafisken har,
hvilke miljgberikelser som kan brukes uten a pavirke forskning, og hvordan man kan fa en

universal standard for berikelse i laboratorier.
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Supervisor:  Eirill Ager-Wick og Evgenia Dunaevskaya, seksjon for eksperimentell

biomedisin

Today zebrafish used as a model organism are usually housed in a barren environment, even
though there is substantial evidence for the positive effect on animal welfare that
environmental enrichments ought to have. This article looks at 39 studies regarding the effect
that enrichment may have on multiple areas concerning the zebrafish. The goal is to
contribute to finding a standard solution regarding the use of enrichment to increase animal
welfare in the laboratory. This article will be looking at what we know about enrichment and
zebrafish, the effects enrichment can have, and what would be beneficial do more studies on.
For further studies, there should be considerable focus on how different enrichments affect

zebrafish, data collection and data consistency, how they affect replications of the studies, and
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what enrichments are possible to standardize with regards to availability throughout the world

as well as cost.
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Vedlegg

Vedlegg 1. Oversikt over alle inkluderte artikler og begrunnelse for hvorfor artiklene er

inkludert pa bakgrunn om de mater inklusjonskriteriet «Overskrift eller abstrakt inneholder

«Zebrafish» eller «danio rerio» og «Environmental enrichment» eller ikke

Artikkel navn

Inklusjonskriterie:
Overskrift eller
abstrakt inneholder
«Zebrafish» eller
«danio rerio» 0g
«Environmental

enrichment»

Begrunnelse for hvorfor artikler som ikke

mgter inklusjonskriteriet er inkludert

(Menezes et al., 2022) Ja
(Marchetto et al., 2021) Ja
(Estes et al., 2021) Ja
(Collymore et al., 2015) Ja
(de Abreu et al., 2021) Ja
(Tsang and Gerlai, 2022) | Ja
(Moore et al., 2021) Ja
(Buenhombre et al., 2021) | Ja
(dos Santos et al., 2020) Ja
(Wilkes et al., 2012) Ja
(Maierdiyali et al., 2020) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i

overskrift eller abstrakt. Artikkelen er likevel tatt




Miljgberikelser hos sebrafisk

med da den omhandler om kar starrelse pavirker
sebrafiskens oppfarsel og fysiologi. Dette er
relevant for oppgaven da vi ser pa dette som en

slags miljgberikelse.

(Barcellos et al., 2018) Ja
(Manuel et al., 2015) Ja
(Gatto et al., 2022a) Ja
(Lee etal., 2019) Ja
(Wafer et al., 2016) Ja
(Matheus et al., 2018) Ja
(Stevens et al., 2021) Ja
(Woodward et al., 2019) Ja
(Krueger et al., 2020) Ja
(Giacomini et al., 2016) Ja
(Karoglu-Eravsar et al., Ja
2021)

(Gatto et al., 2022b) Ja
(Marcon et al., 2018) Ja
(DePasqual et al., 2019) Ja
(White et al., 2017) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i

overskrift eller abstrakt. Nevner «Social
enrichment» og omhandler hvordan sosial
kontekst kan hjelpe sebrafisk bedring etter vanlige

laboratorier prosedyrer. Dette er relevant for
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Miljgberikelser hos sebrafisk

oppgaven da sosial berikelse ogsa er en type

miljgberikelse.

(DePasquale et al., 2021)

Ja

(DePasquale et al., 2016)

Nei

«Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Artikkelen omhandler
hvordan hjernen til sebrafisker vokst opp i miljger
av varierende kompleksitet og med eller uten
stressfaktorer har utviklet seg. Artikkelen er
relevant da den omhandler fysiske miljgberikelser
samt stressfaktorer som a bli jaget av fiskenett
som er relevant da oppgaven skal se pa fysiske
miljeberikelse samt stress relatert til det a leve og

bli handtert i en forskningssammenheng.

(Franks et al., 2018)

Nei

«Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Artikkelen tar for seg et
fenomen, «heightened-shoaling» og i hvilke
settinger dette oppstar. | artikkelen har de testet
fiskene i 110L kar som skal simulere naturlig
habitat. Dette er med pa a gi en forstaelse for hva
som er positiv og naturlig atferd hos sebrafisk. For
a vite hvilke miljgberikelser som farer til bedre
dyrevelferd er det ngdvendig a forsta sebrafiskens

naturlige atferd.

(Kistler et al., 2011)

Nei

«Environmental enrichment» er ikke nevnt i

overskrift eller abstrakt. Artikkelen tar for seg
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Miljgberikelser hos sebrafisk

preferansen for fysisk miljgberikelse over et
uberiket miljg. Dette er noe denne oppgaven ogsa

skal se pa, noe som gjorde artikkelen relevant.

(Sykes et al., 2018) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Artikkelen tar for seg
endringer i gruppeoppfarsel hos to grupper
sebrafisk i forskjellige miljger, en med mer
komplekst miljg og en med et mindre komplekst
miljg. Dette er relevant for oppgaven da den tar
for seg trivsel hos sebrafisk ved bruk av

miljgberikelser.

(Maximino et al., 2010) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Artikkelen tester om
fysisk miljgberikelse kan redusere angstlignende
oppfarsel hos sebrafisk. Dette er relevant for

oppgaven.

(Soares et al., 2020) Ja

(Jones et al., 2019) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt, men nevner «shade as
enrichment» i overskrift og tar for seg
sebrafiskens preferanser for a gjemme seg under
gjenstander som lager skygge. Dette er relevant
for oppgaven da det brukes fysiske miljgberikelser

i testen.
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Miljgberikelser hos sebrafisk

(Spence et al., 2011) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Artikkelen tar for seg
evnen sebrafisk oppvokst i et komplekst miljg
versus et uberiket miljg har til & leere. Dette er
relevant for oppgaven da det ser noe om effekten

miljgberikelse kan ha hos sebrafisk.

(Buenhombre et al., 2022) | Ja

(Powell et al., 2021) Nei «Environmental enrichment» er ikke nevnt i
overskrift eller abstrakt. Selv om vasking av kar
ikke er en miljgberikelse som legges til for & gke
dyrevelferd er det en del av handtering av fiskene.
For a forsta hele miljget rundt fisken kan det ogsa
veere lurt & forsta hvordan fisken pavirkes av

denne type handtering.

(Volgin et al., 2018) Ja

(Schroeder et al., 2014) Ja

(Scatterty et al., 2023) Ja

Vedlegg 2. Oversikt over alle ekskluderte artikler og begrunnelse for hvorfor artiklene er
ekskludert pa bakgrunn om de mgter inklusjonskriteriet «Overskrift eller abstrakt inneholder

«Zebrafish» eller «danio rerio» og «Environmental enrichment» eller ikke

Artikkel navn Overskrift eller Begrunnelse for hvorfor artikler som mgter
abstrakt inneholder inklusjonskriterier er ekskludert

«Zebrafish» eller
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Miljgberikelser hos sebrafisk

«danio rerio» og
«Environmental

enrichment»

(Pounder et al., 2016) Nei

(Decker et al., 2023) Nei

(Xu et al., 2022a) Nei

(Xu et al., 2022b) Nei

(Ullah et al., 2017) Nei

(Naslund and Johnsson, | Nei

2016)

(Sloman et al., 2019) Nei

(Racz et al., 2021) Nei

(Bethell, 2015) Nei

(Lee et al., 2022) Nei

(Gatto et al., 2021) Nei

(Tan et al., 2020) Nei

(Green and Swaney, Ja Overskrift inneholder bade «Zebrafish» og

2022) «Environmental enrichment». For & begrense
oppgavens starrelse tar vi ikke med betydningen av
miljeberikelser i tidligere generasjoner, denne
artikkelen er dermed ikke relevant for denne
oppgaven.

(Lidster et al., 2017) Nei

(Cachat et al., 2010) Nei
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Miljgberikelser hos sebrafisk

(de Abreu et al., 2020c) | Ja Abstraktet inneholder bade «Zebrafish» og
«Environmental enrichment». Artikkelen tar i
hovedsak for seg menneskelig psykiatrisk sykdom
med hvordan sebrafisk kan hjelpe med a forsta
dette. Dette er ikke relevant for selve oppgaven der
det ses pa miljeberikelser med tanke pa zebrafisk.

(Jones et al., 2021) Nei

(Osborne et al., 2016) Ja Selv om abstraktet inneholder bade «Zebrafish» og
«Environmental enrichment» meter ikke teksten
inklusjonskriteriene ved a ikke vare en artikkel
eller en oversiktsartikkel.

(Nathalie Percie du et Nei

al., 2020)

(Toni et al., 2019) Nei

(Wang et al., 2021) Nei

(Abreu et al., 2019) Nei

(DePasquale et al., Nei

2020)

(Caron et al., 2022) Nei

(Zabegalov et al., 2019) | Nei

(Fontana et al., 2022) Nei

(de Abreu et al., 2020b) | Nei

(Graham et al., 2018) Nei

(Thomson et al., 2020) | Nei

(Maffioli et al., 2022) Nei
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Miljgberikelser hos sebrafisk

(Hageter et al., 2021) Ja Abstraktet inneholder bade «Zebrafish» og
«Environmental enrichment». Selv om artikkelen
mgter inklusjonskriteriene er den lite relevant for
oppgaven da den tar for seg snu bias hos zebrafisk
for a forsta blant annet hvorfor mennesker er hgyre-
eller venstrehendt.

(Weber and Ghorai, Ja Abstraktet inneholder bade «Zebrafish» og

2013) «Environmental enrichment». Selv om artikkelen
magter inklusjonskriteriene er den lite relevant for
oppgaven da den kun tar for seg fisk som har veert
utsatt for bly som embryo. For a begrense
oppgavens starrelse tar vi kun for oss fisk som i
utgangspunktet ikke er utsatt for behandlinger.

(Zhu et al., 2023) Nei

(Homberg et al., 2016) | Nei

(Cardona et al., 2022) Nei

(Pleeging and Moons, Nei

2017)

(Oldfield and Bonano, | Nei

2023)

(Hiyoshi et al., 2021) Nei
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