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ABSTRACT

This work presents control procedure of the inflation of the seabream larvae’s swimbladder using
200 kHz scientific echosounder. The aim of this technique is to know the number of larvae that
have developed properly their swimbladder. This data will help us to determine the quality of a
larval culture by acoustic methods that are not invasive for larvae and do not interfere with their
growth. In addition, this technique will allow the control of larval growth in later stages.

RESUMEN

En este trabajo se presenta un mecanismo para el control del hinchado de la vejiga natatoria de
las larvas de dorada mediante el uso de una ecosonda cientifica de 200 kHz. Esta técnica tiene
como finalidad conocer la cantidad de larvas que han realizado el hinchado de la vejiga, este
dato nos ayudara a determinar la calidad de un cultivo larvario por métodos acusticos, que no
resultan invasivos para las larvas ni interfieren en su crecimiento. Ademas, esta técnica permitira
realizar el control del crecimiento larvario en fases posteriores.

INTRODUCCION

En los dltimos afos la produccion acuicola se ha revelado como una actividad econdémica
importante que permite la explotacion de diferentes especies marinas de manera sostenible. Los
cultivos en jaulas o piscifactorias han crecido en torno al 1.1% mientras que las extracciones en
el mar solo se han incrementado en un 0.2% segun lo reportado por la FAO (FAO, 2017). Por
ello se hace patente la necesidad de disponer de herramientas para el control de las
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producciones piscicolas de una forma no intrusiva que permitan que el proceso de cria sea
econdmica y ecoldgicamente eficiente.

La produccion acuicola de la dorada se centra principalmente en el Mediterraneo y anualmente
se incrementa la cantidad de toneladas de doradas que llegan al mercado tras haber sido criadas
en cautividad. Soliveres (2015) en su trabajo fijo las bases para desarrollar herramientas que
permitiesen el control del crecimiento de las doradas en jaulas marinas mediante el uso de
técnicas acusticas. En dicho trabajo se establecieron relaciones entre la longitud de la dorada y
su respuesta acustica al ser insonificada por un pulso acustico a 200 kHz. Tanto Soliveres (2005)
en su trabajo sobre las doradas, como otros autores que realizan trabajos en jaulas para otras
especies como el salmén o el atln rojo (Knudsen et al., 2004; Puig et al. 2011; Puig (2017)) se
centran en el control del proceso para los peces en las jaulas, pero no se realiza un control del
crecimiento larvario precedente a la implantacion de los peces dichas jaulas. Este proceso es de
vital importancia por tratarse del comienzo del ciclo productivo y por la fragilidad de los peces en
este estado. En este trabajo se propone un mecanismo de control del crecimiento de las larvas
de dorada en los tanques en los que se crian antes de ser trasladadas a las jaulas marinas
haciendo uso de técnicas acusticas. Para ello, se monitoriza el hinchado de la vejiga natatoria
como parametro de calidad y viabilidad de las larvas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron medidas en un tanque con larvas de dorada en las instalaciones del Centro de
Cultivos Marinos de Mazarrén perteneciente al Centro Oceanogréafico de Murcia del Instituto
Espafiol de Oceanografia (IEO). El tanque de forma cilindrica tenia un volumen de 20 m3 (1.6
metros de profundidad y 2 m de radio). En dicho tanque se colocaron 300.000 huevos de dorada
(Sparus aurata) el dia 28 de abril de 2017. Los huevos eclosionaron el dia 30 de abril y las larvas
fueron monitorizadas a partir del dia 1 después de la eclosion (dphl, 1 de mayo de 2017) hasta
el dia dph13 (13 de mayo de 2017). Para disponer de informacién sobre el crecimiento de las
larvas desde el momento de la eclosion de los huevos, se recogieron muestras representativas
de tal manera que pudiera conocerse la cantidad de larvas existentes en cada momento en el
tanque y su tamafio. Se muestrearon 25 de larvas por dia con un microscopio 6ptico Leica MS5
y una camara Leica S3 de alta definicién. Para procesar las imagenes obtenidas y realizar las
mediciones de los diferentes parametros biométricos se utilizé el software "Leica Application
Suite" (LAS123). Se tomaron medidas de la Longitud total (Lt), Longitud estandar (Ls) y diametro
de la vejiga (P) de larvas entre los dias 2 al 13 post eclosién (del dph2 hasta dph13).

Durante el tiempo que duraron las medidas, se siguié el procedimiento habitual de cria de las
larvas de dorada, con la salvedad que a algunas horas del dia se paré la circulacién de agua y
el aireado para poder disponer de medidas de control que permitieran validar los datos obtenidos.

El fotoperiodo para las larvas de dorada era de 12 horas comprendido entre las 08:00 y 20:00
horas, con iluminacion de 6 fluorescentes tubulares de 30 W y 2600 Im cada uno formando un
triangulo equilatero (2 fluorescentes por cada lado). Esta iluminacién colocada en el techo de la
nave, permitié un aumento significativo en la supervivencia de larvas (Kurata et al., 2012), dado
que las larvas tenian una distribucién uniforme en todo el volumen de agua. Las larvas fueron
alimentadas diariamente a partir del dia 2 de mayo. El proceso de alimentacion se inicié con 80
millones de rotiferos (Brachionus plicatilis) y 100 litros de fitoplancton (Tetraselmis suecica,
Chlorella minutissima) y la cantidad de rotiferos fue disminuyendo progresivamente hasta 40
millones el dia dph6 manteniéndose constante hasta el dph12. El tanque disponia, ademas, de
un limpiador de superficie (skimmer) para mantener la superficie del agua libre de grasas con el
fin de permitir el inflado de la vejiga natatoria de las larvas (Georgakopoulou et al., 2010 y Kurata
etal., 2012).

Los parametros abiéticos fueron monitorizados diariamente, la temperatura (°C) se midié con un
termémetro de alta precision (Checktemp 1), la salinidad con un refractometro optico (Atago,
modelo S-10E) y el oxigeno disuelto (con un sensor Handy Polaris). Estos parametros
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ambientales junto con el valor del pH se utilizaron para el célculo de la velocidad de propagacién
del sonido en el agua a parte de para el control del crecimiento de las larvas.

Para obtener los datos acuUsticos se utilizé una ecosonda EK60 de Simrad junto con un
transductor split-beam trabajando a 200 kHz. En la Tabla 1 se detalla la configuracion de medida
utilizada. El transductor se colocé en el fondo del tanque mirando hacia la superficie, eligiendo
una zona del tanque en la que los aireadores estuviesen los mas lejanos posible del transductor.
Para la calibracion, se siguidé el procedimiento descrito por el fabricante en el manual de la
ecosonda, haciéndose uso del método del blanco estandar (Simrad, 2008). Se us6 una esfera
cobre de 13,7 mm de diametro.

Tabla 1. Datos de la ecosonda de 200 kHz utilizada en las mediciones en
el tanque G4 y del detector de ecos individuales.

Ecosonda 200kHz
Intervalo entre pings (s) 1
Ganancia del transductor (dB) 24.48
Duracion del pulso (ms) 0.064
Potencia (W) 25
Two-way beam angle (dB) -20.7
Minor axis 3dB beam angle (°) 6.35
Major axis 3dB beam angle (°) 6.41
Deteccion de ecos individuales

Minimo umbral de TS (dB) -90
Maximo umbral de TS (dB) -60
Longitud minima del eco respecto a la duracion del pulso 0.4
Longitud méaxima del eco respecto a la duracién del pulso 4
Maxima desviacion de fase 0.5
Maxima compensacién de ganancia (dB) 6

El analisis de los datos se realiz6 con una aplicacion desarrollada en Matlab ® que realizaba el
célculo de valores estadisticos del TS compensado en una capa comprendida entre 1 y 1.2
metros de la cara del transductor para intervalos de una hora. Dicho analisis permitié obtener los
valores promedio y la mediana del TS compensado para diferentes intervalos temporales. Se
eligieron dos instantes temporales uno en horario nocturno (2:00 horas), y otro en horario diurno
(18:00 horas). Se eligen estas dos franjas para poder tener datos diferenciados entre el dia y la
noche, y por ser horarios en los que los trabajos en la planta de cultivo son menos intensos,
existiendo menor cantidad de agentes externos (como el ruido electrénico procedente de
mecanismos ajenos al experimento). Ademas, se realizaron medidas de control en la que el
tanque no disponia ni de aireacion ni de renovacién de agua. Las medidas de control se
realizaron para poder validar los resultados realizados en condiciones normales de produccion,
ya que, dichas medidas de control no se encontraban afectadas por ningin parametro externo y
se correspondian Unicamente con la contribucién de las larvas y del alimento que se les
proporcionaba.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos de la medida de la longitud de las larvas
durante el tiempo que duro el experimento. La longitud de las larvas de dorada varié de 3,7 mm
(longitud total) hasta un méaximo de 5,8 mm después de 13 dias (Figura 1), segun se indica en la
literatura el crecimiento de las larvas de dorada es lento hasta los 60 dias con relacion al peso
corporal (Georgakopoulou et al., 2010; Viscaino et al., 2016). Como se puede observar en la
Figura 2, desde el dph2 hasta el dph7 la variacion de la longitud total es muy pequefia, es a partir
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del dph8 que se puede percibir un incremento del tamafio medio de las larvas, asociado a un
mejor desarrollo y a la no aparicién de lordosis después del hinchado de la vejiga natatoria
(Kitajima et al., 1977; Kitajima et al., 1981).Se sabe que este hecho tiene relacion directa con el
crecimiento positivo de las larvas y con mayor variacion desde el dph8 al dph13 en el que la
longitud total aumenta hasta 0,71 mm y la longitud estandar tiene aumentos de 0,78 mm (Figura

1).
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Figura 1. Valor de la mediana de la longitud total (Lt) y longitud estandar (Ls) de las larvas de dorada
desde el dia 2 (dph2) hasta el dia 13 (dph13) después de la eclosion.

Segun lo indicado por Kitajima et al. (1977) las larvas de dorada realizan el hinchado de la vejiga
natatoria alrededor del dia 8 después de la eclosion dph8. En la Tabla 2 se puede observar como
varia el diametro de la vejiga de las larvas a partir del dia 8 con el comienzo del proceso de
hinchado.

Tabla 2. Longitud total (L:), longitud
estandar (Ls) y didmetro de la vejiga
natatoria (®) de larvas con 100% de
vejigas natatorias visualizadas en las

imégenes.
Dia(dph) | Lt(mm) | Ls(mm) | @ (mm)
8 4.391 4.188 0.146
10 4.685 4.456 0.154
11 5.084 4.862 0.161
12 5.202 4.900 0.217

Al comparar el diametro y la longitud estandar (ratio en %) desde el dia 8 después de la eclosién
la ratio oscila entre 3,2 % y 4,6 %. No existen trabajos de TS de larvas de peces, solo existen en
peces juveniles y adultos, donde la vejiga natatoria ocupa un volumen del 4 al 10 % del volumen
corporal (Capen, 1967; Furusawa, 1989): por lo que estableciendo una analogia para las larvas
con estos trabajos se podria indicar que la ratio longitud de la vejiga natatoria/longitud en las
larvas es menor.

Cuando se realizan medidas acusticas con peces, la vejiga natatoria es la responsable de la
mayor cantidad de la energia acustica reflejada por el pez, ya que, se produce un cambio de
interfaz agua-gas. El valor del TS (energia acustica retrodispersada por el pez) depende de la



48° CONGRESO ESPANOL DE ACUSTICA
“\\\\\ ENCUENTRO IBERICO DE ACUSTICA
EUROPEAN SYMPOSIUM ON UNDERWATER ACOUSTICS
ECN| CUS.“CA APPLICATIONS
’ EUROPEAN SYMPOSIUM ON SUSTAINABLE BUILDING
A CORUNA - 2017 ACOUSTICS

longitud y el diametro de la vejiga, y el tamafio de la vejiga, a su vez, esta relacionando con el
tamafio del pez.

En la Figura 2 se representan los valores de la mediana del TS compensado para una capa
comprendida entre 1 y 1.2 metros, para intervalos de una hora. En los dos intervalos horarios
mostrados en dicha gréafica las condiciones dentro del tanque se correspondian con las de
produccion, existiendo renovacion de agua y manteniéndose encendido el mecanismo de aireado
gue impide que las larvas se peguen a las paredes y al suelo provocandoles la muerte. Los
valores representados en la grafica revelan que a partir del dia 8 después de la eclosidn, el valor
de la mediana del TS se incrementa para todos los intervalos horarios, con una subida
pronunciada lo que revela el hinchado de la vejiga de las larvas. Tras el hinchado de la vejiga
natatoria, las larvas de consistencia acuosa, pasan a convertirse en un reflector de la energia
acustica mas potente al disponer de una burbuja de aire (en la vejiga), contribuyendo a aumentar
el valor del TS en el tanque. No hay que olvidar que, al encontrarnos en condiciones de
produccion, tanto las burbujas provocadas por el sistema de aireacion, asi como las derivadas
del sistema de renovacién de agua computan junto con las larvas al valor total del TS en cada
intervalo horario.

Se aprecia en la Figura 2 que durante el dph9 a las 2:00 horas de la madrugada ya es evidente
el aumento del valor del TS, tras una toma de muestras posterior a ese instante se comprueba
que casi la totalidad de las larvas han hinchado la vejiga (alrededor del 90%). Para la franja en
horario diurno es mas evidente a partir del dph10 cuando la totalidad de las larvas han hinchado
la vejiga. Este hecho puede deberse a las diferencias dia/noche en el comportamiento de las
larvas, ya que; las larvas tienden a acumular una mayor cantidad de gas durante las horas sin
luz y relajan la vejiga durante el dia. El dph9 la diferencia de valores del TS para la franja horaria
de las 2:00 respecto al dph8 es de alrededor de 5 dB mientras que en la franja diurna (18:00)
esa diferencia se reduce a solo 1.5 dB. Sin embargo, dichos valores se igualan a partir del dph10
con el 100 % de las vejigas hinchadas siendo la diferencia para ambas franjas de 5dB con
respecto al dph8 en el que tan solo el 20% de las larvas habian hinchado la vejiga.
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Figura 2. Valor de la mediana de la potencia del blanco (TS) para intervalos de una hora a partir de
diferentes instantes temporales (02:00 horas,18:00 horas) desde el dia 1/05/17 al dia 12/05/17.

Tras comprobar que existen evidencias de la posibilidad de monitorizar el hinchado de la vejiga
natatoria, y por tanto el proceso de crecimiento de las larvas en condiciones de produccion se
analizan los datos de control para poder validar las observaciones explicadas en la Figura 2.
Para ellos, como se muestra en la Figura 3 se representan los valores obtenidos en las medidas
de control en las que no existia aireacion ni renovacion de agua, por lo que la Gnica contribucion
a los valores del TS provenia de las larvas. Entre los dph3 y dph7 cuando habia evidencia del
hinchado de las vejigas se realizaron dos mediciones de control del5 minutos de duracion para
no alterar sustancalmente el cultivo. A dph8 solo se dispone de una medida de control y de dph9
al dph13 se toman 3 medidas de control.
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En la Figura 3 puede observarse el aumento del valor del TS a lo largo del dph9, que aumenta
el dph10, ya que aumentan también el porcentaje de larvas con la vejiga natatoria hinchada hasta
el 100% vy se eleva ligeramente durante el dph1l y el dphl13. Las medidas de control confirman
los datos obtenidos en condiciones de produccién y permiten observar, ademas, variaciones
entre el dia y la noche, ya que, los valores maximos medidos desde el dph9 se corresponden
con medidas de control tomadas en horario nocturno mientras que los minimos se corresponden
con valores tomados en horario diurno.
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Figura 3. Valor de la mediana del TS (dB) representada desde el dia 03/05/17 (dph3) hasta el dia
13/05/17 (dph13) en condiciones de control (no ingreso de agua ni aire al tanque).

CONCLUSIONES

Se ha observado que el crecimiento de las larvas de dorada es lento, y su apreciacion en los
primeros trece dias después de la eclosion puede parecer poco evidente, el hecho del hinchado
de la vejiga a partir de los dias 7 u 8 después es importante tanto en le desarrollo de las larvas
como en la capacidad de su deteccion por métodos acusticos. La capacidad de poder hinchar y
deshinchar la vejiga natatoria les permite autonomia en su movimiento permitiendo un mejor
desarrollo de las larvas (evitando en gran medida la aparicién de lordosis y aumentando la
supervivencia de las larvas) y mejora la capacidad de deteccién de las larvas la aumentar la
posibilidad de que atraviesen el haz acustico.

Se han observado oscilaciones de la respuesta aclstica en las diferentes condiciones
experimentales. Los valores del TS medido a 200 kHz en condiciones de produccién
(representados por su mediana en un intervalo de una hora en una capa de 20 cm) demuestran
que existe una relacion directa entre el TS y la formacion e hinchado de la vejiga natatoria.

Las medidas de control refrendan las observaciones en condiciones de produccién, y permiten
pensar que las ecosondas cientificas se pueden convertir en una herramienta importante para el
control del crecimiento de las larvas de doradas en tanques, mediante un método no intrusivo
para las larvas y que no interfiere en el proceso de produccion.
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