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RESUMEN

Estudios conductuales apoyan que las tortugas marinas perciben la intensidad y la
inclinacion del campo magnético terrestre. La neurofisiologia que subyace a esta
habilidad es desconocida en muchos aspectos. En este trabajo nosotros registramos
potenciales en la tortuga negra, Chelonia agassizii, evocados en la arquicorteza
cerebral en respuesta a la estimulacién magnética ocular. Ademas documentamos la
presencia de fases de re-establecimiento de la actividad electromiografica asociada
con la actividad de los generadores de nado en respuesta a la estimulacién
magnética ocular. Asi, nuestros resultados apoyan que los ojos transducen la
informacion magnética del campo circundante, que el sistema es sensible a cambios
en la intensidad del estimulo magnético y que la informacién se codifica en la
amplitud del potencial de campo registrada en la arquicorteza cerebral.
Adicionalmente, el restablecimiento de la actividad locomotriz en respuesta a la
estimulacion magnética sugiere que las tortugas perciben cambios en la intensidad
del campo magnético y lo traducen en secuencias motoras de nado.

ABSTRACT

Behavioral studies support the notion that marine turtles perceive parameters of the
Earth’s magnetic field. The neurophysiology underlying this sensory ability is
practically unknown. Here we report observations from the black turtle, Chelonia
agassizii of ocularly-driven brain magnetoceptive evoked potentials and reveal a
resetting of the spinal central pattern generators following ocular magnetic
stimulation. Together these results support a model for magnetoperception in marine
turtles in which the eyes transduce environmental magnetic information. In addition,
the reestablishment of locomotion suggests that turtles perceive shifts of the magnetic
field intensity and translate such perceptions into swimming behavior.
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INTRODUCCION

La magnetorrecepcion es la capacidad sensorial que presentan diversos grupos de
organismos migratorios, (p.ej. abejas [Apis mellifera], hormigas [Formica rufa,
Pachycondyla marginata], truchas, salmones [Oncorhynchus nerka, Oncorhynchus
tshawytscha, Oncorhynchus keta], tritones [Notophthalmus viridescens, Mesotriton
alpestris, Lissotriton boscai], aves [Columba livia, Dolichonyx oryzivorus Erithacus
rubecula, Zosterops lateralis]), para detectar los diferentes componentes del campo
magnético terrestre (intensidad y/o inclinacién; Lohmann, 1991; Lohmann et.al.,
2008; Esquivel et.al., 2000; Fischer et.al., 2001; Beason, 2005; Walcot, 2005; Diego —
Rasilla y Rodriguez - Garcia, 2007; Lohmann et.al., 2008; Daza et.al., 2009; Putman
et.al., 2011). Se ha observado que algunas aves y anfibios presentan un sistema de
brajula magnética (sentido direccional), aparentemente dependiente de la luz, que les
permite distinguir las variaciones en parametros magnéticos entre el Ecuador y los
polos, y con ello determinan su posicién con respecto a la latitud (inclinacion; Ver
anexo C), dicho sistema, basado en fotopigmentos (probablemente criptocromos), no
responde a los cambios de intensidad magnética (Beason, 2005; Diego — Rasilla y
Rodriguez - Garcia, 2007). En abejas, hormigas, truchas, aves también se ha
propuesto otro sistema, basado en cristales de magnetita, el cual es sensible a los
cambios de intensidad magnética (Ver anexo C; Esquivel et.al., 2000; Beason, 2005).
Recientemente, se ha postulado que dichos organismos migratorios utilizan un mapa
bicoordenado, el cual extrapola la informacion de gradientes no paralelos de 2
factores (p. €j. linea de costa, inclinacion, intensidad) para permitirles fijar su posicion
con respecto a una coordenada; esto es posible debido a que las isolineas de
intensidad e inclinacion magnética varian a lo largo de la superficie terrestre (Ver
anexo A, Fischer et.al., 2001; Lohmann et.al., 2008; Putman et.al., 2011). A pesar de
las evidencias conductuales, el mecanismo de percepcion de éstos gradientes
magnéticos aun se desconoce, por lo que resulta significativo investigar las bases del

sistema magnetorreceptivo en modelos migratorios con alta filopatria.
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ANTECEDENTES

Varios estudios han sugerido que las tortugas marinas poseen un sentido de brujula
magnética y un sistema de navegacion que les permite obtener un mapa magnético
bicoordenado basado en la inclinacion e intensidad del campo magnético terrestre
(CMT; Lohmann y Lohmann, 1994; Putman et.al., 2011). Luschi et.al. (2007)
evaluaron la presencia de un sistema de navegacion guiado por sefiales magnéticas.
Hembras adultas de la especie Chelonia mydas fueron separadas de su playa de
desove, a una distancia aproximada de 100 — 120 Km y se dividieron en 3 grupos: 2
perturbados magnéticamente y un control. Los resultados mostraron que los grupos
con distorsién magnética realizaron un mayor recorrido para regresar a sus playas de
anidacion, con respecto al grupo control; sin embargo, todas, excepto una,
regresaron a la zona de anidacion (Figura 1), por lo que se concluy6 que las tortugas
perciben el magnetismo terrestre; aunque es probable que utilicen otras sefiales de
navegacion para orientarse durante sus desplazamientos a sus diferentes lugares de

residencia (Ver anexo C; Putman et.al., 2011).

JA
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Figura 1. Rutas de navegacion seguidas por las hembras adultas Chelonia mydas al ser separadas de
su playa de anidacion. A. Animales control nadé la menor distancia para regresar a su playa de
desove. B y C. Animales sujetos a una distorsion magnética realizaron un mayor recorrido para

regresar a las playas de anidacion (Modificado de Luschi et.al., 2007).
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Por otra parte Lohmann y Lohmann (1996) sometieron a crias de tortuga marina
Chelonia mydas a dos diferentes intensidades magnéticas, para evaluar si los
neonatos son capaces de diferenciar entre éstas. Los resultados muestran que
cuando la intensidad es de 52 yT (campo 10.6% mayor que el de su playa natal) las
crias se desplazaron al este y cuando fueron sometidas a una intensidad de 43 pT
(campo 8.5% menor que el de su playa natal), se dirigieron hacia el oeste (Figura 2).
Esto sugiere que las crias distinguen las diferentes intensidades del campo
magnético presentes durante su ruta migratoria en sus primeros meses de vida
(Putman et.al., 2011).

Sistema de control de las bobinas
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Figura 2. Deteccién de la intensidad del campo magnético por crias de tortuga marina Chelonia
mydas. A. Representacion del equipo utilizado para evaluar la respuesta a diferentes intensidades
magnéticas. B. Intensidades magnéticas en los extremos del giro de la corriente del Atlantico Norte; el
lado Este (E) presenta una intensidad magnética de 43 uT, mientras que el lado Oeste (O) del giro
tiene una intensidad de 52 uT. C. Representacién de la distribucién de las crias de tortuga marina al

someterlas a diferentes intensidades magnéticas (Modificado de Lohmann y Lohmann, 1996)
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Para evaluar si las crias de Chelonia mydas pueden distinguir entre diferentes
angulos de inclinacidon magnética, se estudié su comportamiento de orientacion con
respecto a este factor. Cuando las crias estuvieron expuestas a 57° (angulo de
inclinacion de su playa natal) se orientaron hacia el este, cuando fueron sometidas a
60° (angulo de inclinacion encontrado en el limite norte del giro del Atlantico) nadaron
al suroeste y, cuando el angulo de inclinacién fue de 30° (encontrado en la frontera
sur del giro) se desplazaron al noreste. Adicionalmente las crias fueron expuestas a
angulos de inclinacién no encontrados en el giro del Atlantico Norte (75°, 45°, 15°) a
los cuales no respondieron con una orientacion especifica. Estos resultados
muestran que las tortugas marinas pueden distinguir entre diferentes angulos de
inclinacion magnética y obtienen asi, una aproximacion de la latitud (Lohmann vy
Lohmann, 1994; Figura 2A, Figura 3).

Bs” o 75 0
GMF
270" 90" 270° 4 90"
180° 180°
60° o 45° g
270° 90° 270° 90°
1807 180”
30° 0 15° 0
270" 90° 270° 90"
180° 180°

Figura 3. Deteccién de la inclinacion del campo magnético por crias de tortuga marina Chelonia
mydas. A. Angulos de inclinacién magnética en los extremos del giro de la corriente del Atlantico
Norte. B. Representacion de la distribucion de las crias de tortuga marina al someterlas a diferentes

angulos de inclinacion magnética (Modificado de Lohmann y Lohmann, 1994)
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Debido a que las crias pueden detectar el angulo de inclinacion y la intensidad del
campo magnético terrestre, se postula que las tortugas marinas utilizan estos dos
parametros para establecer un mapa magnético bicoordenado. Estas evidencias
apoyan fehacientemente la existencia de un sistema magnetorreceptivo (Lohmann y
Lohmann, 1996). No obstante, los mecanismos neurofisiologicos que subyacen a la
magnetorrecepcion han sido poco explorados; por lo que recientemente en el
laboratorio de biologia de sistemas del Instituto de Investigaciones Biomédicas
UNAM, se ha puesto especial interés en la investigacion de dichos mecanismos,
generando asi una linea de investigacion que aborda éste problema cientifico
(Magnetorrecepcion en la tortuga marina negra, Chelonia agassizii).

Se conoce que todos los sistemas sensoriales comparten 3 elementos: 1) un
receptor sensorial (transductor); 2) una via aferente (nucleos de relevo); 3) un centro
nervioso (traductor). En el sistema magnético se ha planteado que la magnetita es el
transductor primario de la informacion (Esquivel et.al., 2000; Fleissner et.al., 2003;
Beason, 2005; Wegner et.al., 2006; Lohmann et.al., 2008). En diversos organismos
se han detectado 2 tipos de magnetita biogénica: magnetita de dominio simple (DS) y
magnetita superparamagnética (Esquivel et.al., 2000). Debido a que la magnetita de
DS (<1um) presenta momentos magnéticos permanentes, ésta ha sido postulada
como el receptor sensorial magnético (Beason, 2005), a diferencia de las
superparamagnéticas, las cuales son magnéticamente inestables, sin embargo
responden rapidamente a variaciones del campo magnético (Esquivel et.al., 2000).
Resultados obtenidos en el laboratorio a través de una técnica de resonancia
magnética nuclear muestran depdsitos metalicos dentro de los ojos de la tortuga
marina Chelonia agassizii, los cuales fueron aislados y por medio de espectrometria
de energia dispersiva se obtuvo una imagen de un cristal de magnetita de geometria
hexa — octaédrica (Cuiriz — Rios, 2011). Posteriormente se observaron depositos
férricos en cortes histoldgicos de retina identificados como cristales de magnetita de
dominio simple (Figura 4). Ademas, se evaluo la actividad neuronal en respuesta a
cambios de la intensidad magnética y se mostré que las estructuras capaces de
responder a éste estimulo son las neuronas ganglionares de la retina, los estratos de

las células del tecto 6ptico, el nucleo rotundo y los geniculados lateral y medial

13
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talamicos, la corteza dorsal y medial y el subcampo visual de la cresta ventricular
dorsal, los cuales posiblemente componen la via aferente magnetorreceptiva
(Fuentes — Farias, 2008; Meléndez — Herrera, en preparacion; Figura 5). Estos
resultados sugieren que existe una via sensorial aferente magnética con zonas de
orden primario y superior que participan en el proceso sensorial magnético que
involucran estructuras neuronales consideradas hasta nuestros dias de exclusividad

visual.

|I.".-l " b gt -
r‘i')u? "J".,4' . Nl1 t"‘
-l
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Figura 4. El ojo de Chelonia agassizii, posible receptor sensorial de la informacion magnética

ambiental. A. Imagen de resonancia magnética nuclear que expone la seccién sagital de la cabeza de
una cria de tortuga Chelonia agassizii en donde se infiere la existencia de depdsitos metalicos (flecha)
dentro de los ojos (Modificado de Cuiriz — Rios, 2011). B. Imagen obtenida por espectrometria de
energia dispersiva de cristales de magnetita aislados de extractos del ojo de tortuga marina. Se
muestran planos cristalinos [111], con una direccion cristalografica cerca de [011]. Presenta una
geometria hexa — octaédrica. C y D. Tincién histoquimica con azul de prusia indica depésitos
ferromagnéticos cerca de neuronas ganglionares de la retina (flechas; Meléndez — Herrera, en

preparacion)
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Figura 5. Estructuras neurales activadas en respuesta a cambios en la intensidad magnética en crias
de tortuga marina, en las que se observa la inmunoreactividad contra el marcador c-Fos. Los paneles
del lado izquierdo son controles. A y B Retina. C y D Tecto 6ptico. E y F Nucleo rotundo. G y H

Corteza dorsal. | y J Corteza medial. K y L Ventriculo dorsal (Meléndez — Herrera, en preparacion).

Sin embargo, no se conoce si la tortuga ademas de transducir la informacion
magnética, es capaz de interpretar la informacion a nivel de sistema nervioso central
(corteza) y con ello generar una respuesta eferente motora. Por lo tanto, en el
presente estudio se evaludé la respuesta sensorial provocada por estimulos

magnéticos en la tortuga marina Chelonia agassizii.

15


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

HIPOTESIS

La tortuga marina percibe la informacién sensorial magnética a nivel cortical y genera
una respuesta eferente periférica, por lo tanto es capaz de sentir y transducir la
informacion magnética (intensidad) en eléctrica provocando un comportamiento

motor.

OBJETIVO GENERAL

Analizar las respuestas electrofisiologicas centrales y periférica motora evocadas por
diferentes intensidades de estimulos magnéticos en la tortuga marina Chelonia

agassizzi.

OBJETIVOS PARTICULARES

Registrar la actividad eléctrica presente en la arquicorteza cerebral en respuesta a un
estimulo magnético aplicado en el ojo de la tortuga por medio de un

electroencefalograma (EEG).

Evaluar los efectos de los cambios del comportamiento del potencial
magnetorreceptivo provocado en respuesta a las modificaciones de la intensidad del
estimulo magnético mediante técnicas de electroencefalografia.

Registrar la actividad eléctrica presente en el musculo flexor de la aleta posterior de
la tortuga marina en respuesta a un estimulo magnético por medio de un

electromiograma (EMG).
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JUSTIFICACION

En México se localizan 6 de las 7 especies de tortugas marinas, las cuales de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010, Proteccion
ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de
riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusidon o cambio-Lista de especies en
riesgo), se encuentran en peligro de extincion (P). Se entiende por especies en
peligro de extincion aquellos organismos cuyas areas de distribucion o tamafo de
sus poblaciones en el Territorio Nacional han disminuido drasticamente poniendo en
riesgo su viabilidad biolégica en todo su habitat natural, debido a factores tales como
la destrucciéon o modificacion drastica del habitat, aprovechamiento no sustentable,
enfermedades o depredacion, entre otros. Debido a lo anterior es de suma
importancia conocer los mecanismos neurofisioldgicos involucrados durante su
migracion para asi extender las areas de proteccién y tener un adecuado manejo de

las poblaciones.

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé una tortuga marina Chelonia agassizii de 9 meses de edad, a la que se le
colocaron electrodos de disco en el craneo y en las aletas anteriores y posteriores.
Los electrodos craneales registraron la respuesta a estimulos visuales y magnéticos
por medio de un electroencefalograma (EEG); el primero de ellos se obtuvo a partir
de un estimulo visual proporcionado por un estrobo de luz blanca y el segundo a
través de un sensor magnético. Los electrodos colocados en las aletas obtuvieron la
respuesta eléctrica, de los musculos flexores ante un estimulo magnético

proporcionado por un sensor, a través de un electromiograma (EMG; Figura 6).
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Figura 6. DISENO EXPERIMENTAL
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18


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

METODOS

Animales

Inmediatamente posterior a la eclosién del huevo, se colectdé una cria de tortuga
marina Chelonia agassizii durante la época de desove (febrero 2010) en la playa de
Colola, Michoacan, México. Se transport6 al laboratorio de biologia integrativa en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, en donde se mantuvo en un acuario
marino a temperatura ambiente, con un fotoperiodo de 12 horas luz — 12 obscuridad
y se alimentd con croquetas para reptil. Se conservo en dichas condiciones durante 9
meses. A esta edad se realizaron los registros electrofisiologicos para facilitar su
manejo y observacion, ya que el cerebro de las crias recién nacidas es muy pequefio
y dificulta el montaje de electrodos. Al término de estos 9 meses, se trasladd al
laboratorio de electrofisiologia de la Universidad Benemérita de Puebla. Los
protocolos de manejo y experimentacion fueron aprobados por la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SGPA/DGVS/414-04, 14340-04, 5896-05,
5170-07 and 4011/08).

Materiales

Para la realizacion de los registros electrofisiologicos se utilizaron electrodos
superficiales de disco metalico Grass recubiertos de oro adheridos con pasta
conductora y fijados con cinta adhesiva en la cabeza y en los musculos flexores de
las aletas anterior y posterior del juvenil Chelonia agassizii. Los registros del EEG
fueron obtenidos empleando un amplificador SynAmps Neuroscan. Para la obtencion
del EMG se utilizaron dos amplificadores Grass AstroMed. Las sefales fueron
enviadas a un sistema Digidata de Molecular Devices. Las sefiales se digitalizaron a
una velocidad de muestreo de 10 kHz con filtros de banda de 0.05 Hz a 30 kHz. Los
estimulos se generaron con sistema de pulsos transistor — transistor obtenidos por el
Master — 8.
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Colocacion de electrodos

Los electrodos que registraron la actividad de la corteza cerebral correspondieron al
electrodo de referencia (en la escama timpanica), al electrodo activo (entre la
escama frontoparietal y frontal) y al electrodo de tierra (entre la escama frontoparietal
y parietal). Los electrodos que registraron la actividad motora se colocaron en los
musculos flexores de las aletas anterior y posterior de la tortuga marina (Figura 6).
Los registros fueron monopolares ya que se evalud la diferencia de potencial entre
un electrodo de registro y uno de referencia (inactivo).

Electroencefalograma

Registros del potencial provocado visual

Se aplicaron estimulos visuales externos en el ojo izquierdo abierto de la tortuga, a
través de un estroboscopio que emite destellos (100 pulsos a una frecuencia de 2
Hz) de luz blanca, durante 10 ms e intensidad de 200 x 10-8 cd/m® Se obtuvieron
100 registros de la actividad en corteza cerebral; los resultados se promediaron (Ver
anexo B).

Registros del potencial provocado magnético

Los estimulos magnéticos externos se aplicaron en el ojo derecho de la tortuga y
consistieron en cambios breves (=100 ms de duracion) de la intensidad del campo
magnético aplicados sobre un valor de intensidad magnética de referencia (30 — 37
MT, 30 — 49 uT, 30 — 61 uT) cuyos valores fueron definidos con base en los
encontrados en su playa natal (Anexo A; Fuentes- Farias, 2008). Los valores de
intensidad magnética se generaron a partir de un sensor magnético basado en un
sistema microelectromecanico (MEMS) con una resolucion de 80 nT, sensibilidad de

1.2 VT, frecuencia de resonancia de 13.8 kHz y una respuesta rapida para detectar
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campos magneéticos en espiga. Para anular el campo magnético circundante, se
colocd una matriz de 2 bobinas de Helmholtz cerca del ojo derecho del sujeto de
estudio. Se obtuvieron 100 registros de la actividad en corteza cerebral, los cuales

fueron promediados.

Electromiograma

Registros del potencial provocado motor

Se aplicé un estimulo magnético externo proporcionado en el ojo derecho de la
tortuga el cual consistié6 en cambios de la intensidad magnética en el rango de 30 —
49 uT durante 100 ms. Se obtuvieron 100 registros de la actividad en musculos

flexores; los resultados se promediaron (Ver anexo B).
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RESULTADOS

Para evaluar la percepcidn de los estimulos visuales externos se registro la actividad
eléctrica de la corteza cerebral (potencial evocado visual). El estimulo visual (EV)
representado en el panel A, consistié en un destello de luz blanca de 10 ms. En el
panel B se observa el potencial evocado visual (PEV) conformado por una onda
pentafasica con amplitud aproximada de 20 pV y latencia del primer pico de 50 ms a

partir del estimulo visual (Figura 7).

EV

PEV

20 uv

50 ms

Figura 7. Grafica del Potencial Evocado Visual (PEV) en un juvenil de 9 meses de tortuga marina
Chelonia agassizii. A. Estimulo visual (EV; flecha). B. PEV con latencia del primer pico de 50 ms y
amplitud de 20 pVv
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Al registrar la actividad eléctrica de la corteza cerebral en respuesta a un estimulo
magnético en un rango de 30 — 49 puT se observo un Potencial Evocado Magnético
(PEMg). En el panel A de la figura 8 se observa la representacion grafica del
estimulo de intensidad magnética descrito, durante 100 ms. En el panel B se observa
el promedio de los 100 registros de la respuesta electrofisiolégica central ante un
estimulo de intensidad magnética. EI PEMg presentd una onda monofasica con
amplitud aproximada de 12uV y una latencia de 30ms a partir del estimulo
magnético.

A 30uT
EMg

49 T

PEMg

10 pv
50 ms

Figura 8. Grafica del Potencial Evocado Magnético (PEMg) en un juvenil de 9 meses de tortuga
marina Chelonia agassizii. A. Estimulo magnético (EMg). B. PEMg con latencia de 30 ms y amplitud
de 12 pv
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Posteriormente se determinaron los umbrales diferencial y de saturacion, asi como el
rango dinamico del receptor. En la figura 9 estan graficados los cambios en la
amplitud del PEMg respecto a la intensidad del estimulo. Se observa que hay un
aumento en el primero al incrementar el segundo, hasta una intensidad de 19 uT,
posteriormente, la amplitud del PE llega a una asintota. Dado que el cambio minimo
de intensidad que requirio la tortuga marina para presentar un potencial evocado fue
de 7uT (en el rango de 30-37 uT; figura 9 y panel A, figura 10), se puede definir el
umbral diferencial en este punto. La curva con mayor definicion ante el estimulo
magnético se presentd a las 19 pT (en el rango de 30-49 uT; panel B, figura 9) y
debido a que empieza la asintota de la grafica 9 en este punto, podemos definir a
éste como el umbral de saturacion. Cuando el estimulo es de 31 uT el PEMg se
distorsiona, por lo que podriamos asumir que se ha rebasado el potencial de
saturaciéon (en el rango de 30 — 61 uT; panel C, figura 10). Por lo tanto el rango
dinamico del receptor en este modelo abarca de las 37 a las 49 uT (Figura 9y 10).
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Figura 9. Grafica que muestra que la amplitud del potencial evocado magnético es directamente
proporcional a la intensidad del estimulo magnético. Obsérvese que se presenta la asintota pasadas
las 19 uT

A 3opt WT—Q;\'M
37uT

30 uT

49pT

30T

61T

A

10 pv

100 ms

Figura 10. Estimulos magnéticos de diferentes intensidades a los que fue sometido el juvenil de
Chelonia agassizii. Las graficas en gris representan el estimulo magnético, las graficas en negro el
potencial evocado magnético. Notese que en las condiciones de menor estimulo, el PEMg es
monofasico y se observan 5 picos cuando se rebasa el umbral de saturacion.
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Con la finalidad de probar si la magnetorrecepcidén en la tortuga marina tiene un
componente eferente, evaluamos si ésta manifiesta una respuesta electrofisiolégica
motora generada por un estimulo magnético. El organismo fue estimulado con una
intensidad magnética de 19 pT (EMg). El panel A de la figura 11 muestra el
comportamiento motor de la aleta anterior. Cualitativamente antes de la aplicacion
del estimulo se distingue un ritmo locomotor de mayor frecuencia de oscilacion de la
actividad en rafagas con respecto al ritmo locomotor posterior al estimulo. De manera
interesante la duracion de la actividad de rafagas increment6 después del estimulo.
La transicién entre ritmos presentd un silenciamiento de la actividad motora de
aproximadamente 4 segundos. Se observa un comportamiento diferente en los
registros de la aleta posterior (panel B figura 11). La frecuencia de oscilacién de la
actividad en rafagas es semejante antes y después de aplicado el estimulo. El
silenciamiento de la actividad en respuesta al estimulo es de 2.5 s.

A EMg

|IMEMS

PEM

Figura 11. Potencial evocado motor evaluado en musculo flexor de las aletas anterior (A) y posterior
(B) del juvenil Chelonia agassizii. Las graficas en gris representan el estimulo magnético, las graficas

en azul el PEM.
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DISCUSION

Se ha establecido la existencia de un sentido sensorial magnético presente,
principalmente, en diversos organismos migratorios, como truchas, salmones (Walker
y Kirschvink, 1988), charlatanes (Beason, 2005), palomas mensajeras (Vargas et.al.,
2006), rata topo (Nemec et.al., 2005) y recientemente en tortuga marina (Luschi
et.al., 2007; Lohmann et.al., 2012). Experimentos conductuales en los que la tortuga
marina responde a diferentes parametros magnéticos (intensidad e inclinacion)

indican la presencia de un sistema sensorial magnetorreceptivo.

Debido a que anteriormente no se habian registrado potenciales provocados por un
estimulo magnético en la corteza de la tortuga, fue necesario comparar con un
estimulo control. Se escogié el potencial evocado visual (PEV) en virtud que los
resultados obtenidos en el laboratorio muestran que el ojo podria ser el receptor
periférico de la informacion magnética. Se ha observado que cuando un tren de
estimulos sensoriales de cualquier tipo llega al cerebro, provoca secuencias
caracteristicas de ondas en el trazado electroencefalografico, denominados
potenciales evocados, los cuales son la respuesta eléctrica de una célula o conjunto
de ellas a dichos estimulos. Las ondas son diferentes para cada modalidad sensorial,
por ejemplo, en los potenciales evocados auditivos (PEA) se observan 4 picos o 3
picos en el potencial evocado olfativo (PEO) y su variabilidad depende de la
intensidad, frecuencia y organizacion temporal del estimulo. En el caso del PEV, con
anterioridad se habian obtenido registros en diversos grupos de vertebrados, los
cuales, dependiendo de la técnica de estimulacién y el organismo, presentaron
curvas conformadas por 3 - 6 picos (Papazian et.al., 2007; Solis — Chavez et.al.,
2008; Torres Soriano, 2010). Esto concuerda con el resultado observado en la
tortuga marina (Figura 7), puesto que la curva obtenida fue pentafasica,

Una vez determinada la adecuada colocacion de electrodos y que se establecio que
la via visual aferente era funcional, se prosiguié con el registro del potencial evocado
magnético (PEMg). Nuestros resultados muestran que existe una respuesta central

(Figura 8) ante el estimulo magnético caracterizada por una curva monofasica con
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una latencia de 30 ms y amplitud de 12 pyV. De esta forma, en el presente reporte
documentamos la existencia de potenciales magnetorreceptivos en la arquicorteza
cerebral de un espécimen de la tortuga C agassizzi, en respuesta a cambios en la
intensidad de estimulos magnéticos aplicados en el ojo, en un rango de valores que
es ecoldgicamente significativo (Ver anexo A; Fuentes — Farias, 2008).

La mayoria de los receptores sensoriales primarios responden dentro de un rango de
valores definido por los umbrales diferencial y de saturacién. En nuestro modelo, el
rango dinamico del receptor se establecio entre las 30 y 49 uT. El umbral diferencial
se encontro en las 7 pT y el de saturacion se observo pasadas las 19 uT (Figura 10).
Estos resultados no pueden ser comparados con otros trabajos debido a que no se
encontraron estudios electroencefalograficos en otros organismos
magnetorreceptivos. Sin embargo, existen estudios electrofisiologicos en los que se
ha observado que células de adaptaciéon rapida del charlatan (Dolichonyx
oryzivorus), muestran una minima sensibilidad de 30 — 50 nT y una respuesta
logaritmica a intensidades hasta de 50 uT (umbral de saturacion) lo que sugiere que
el sistema es capaz de responder a cambios minimos de intensidad magnética (en
magnitudes de nT) y ademas es capaz de evaluar la intensidad total del CMT (en
magnitudes de pT; Beason, 2005). Debido a que la intensidad geomagnética varia de
25 — 65 pT entre el ecuador y los polos magnéticos y de 2 — 5 nT por kildmetro,
convendria ampliar la escala de estimulacion (intensidad magnética) para valorar si
Chelonia agassizii, presenta un sistema magnetorreceptivo semejante al observado
en los charlatanes. Nuestros resultados muestran que el umbral diferencial se situa
en el orden de pT, sin embargo, si tomamos en cuenta que las tortugas marinas
podrian estar utilizando este tipo de informacion para su desplazamiento, éste rango
es muy amplio ya que tendrian que desplazarse =14000 Km para detectar el
siguiente cambio de intensidad. Por lo tanto es muy posible que también detecten
cambios en nT para tener un sistema de discriminacion mas especifico.

Dentro del rango de valores la relacion intensidad — estimulo se aproxima a una
curva de tipo sinusoidal, la cual denota que la intensidad del potencial es
proporcional a la amplitud del estimulo alcanzando un umbral de saturacién, como se

observa en la figura 9. Los resultados descritos son semejantes a los reportados en
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la trucha y en células de adaptacion lenta en aves (Beason, 2005), especies en las
que las células responden como detectores de amplitud ante el estimulo de
intensidad magnética. Debido a que existe una correlacion positiva entre la amplitud
del potencial provocado y el numero de neuronas que lo producen, nuestros
resultados sugieren que, conforme el estimulo magnético incrementa, un mayor
numero de neuronas son reclutadas para procesar la informacién asociada con el

estimulo.

La latencia del PEMg correspondié a 30 ms, dicho resultado es similar al reportado
por Vargas et.al. (2006) en neuronas del hipocampo de la paloma mensajera
(Columba livia), las cuales presentaron una latencia de 20 — 40 ms; sin embargo es
muy distante de la latencia presentada por el molusco marino Tritonia diomedea, el
cual mostré una respuesta de cambio al campo magnético en un tiempo de 6 — 16
min y aun mas alejada del tiempo de respuesta presentado por la abeja Apis
mellifica, quien denota un cambio en la actividad eléctrica después de 20 — 40 min
(Lohmann y Willowa, 1991b). La diferencia en el tiempo de respuesta a los estimulos
magnéticos podria deberse a una divergencia evolutiva en los mecanismos utilizados
para evaluar los componentes geomagnéticos y a las distintas velocidades de
desplazamiento que presenta cada grupo (Lohmann y Willowa, 1991b). También
tenemos que tomar en cuenta que nuestros registros electrofisiologicos no fueron
invasivos en comparacion con los reportados por Vargas et.al. (2006) y Lohmann y
Willowa (1991).

La demora de fase en el ritmo locomotor (Figura 11), podria ser utilizado para
procesar la informacion sensorial magnética a través de areas de asociacion en la
corteza cerebral. Nuestro resultado demuestra en primer lugar que la tortuga marina
transduce la informacion magnética ambiental, posteriormente traduce esta
informacion a nivel del sistema nervioso central y finalmente presenta una respuesta
motora. Debido a que la latencia observada a nivel neural corresponde a 30 ms y la
respuesta motora presenta latencias largas, en el orden de segundos, podria
pensarse que la informacion del CM puede ser analizada en diferentes etapas y en
diferentes areas del cerebro (Vargas et.al., 2006).
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Finalmente, se ha observado que peces cebra y tilapias Mozambique (condicionados
por medio de un refuerzo negativo) nadan hacia una determinada direccion en
respuesta a cambios de intensidad magnética (Shcherbakov et.al., 2005). Asi mismo,
peces con libre nado en un lago litoral son inducidos a entrar en trampas debido a
campos magnéticos montados alrededor de la entrada de una jaula. Al cambiar el
campo magnético al centro de la jaula, se refuerza la respuesta de los peces,
quienes nadan aun mas lejos al interior de la misma (Formicki et.al.). Ambos
experimentos prueban que los peces sienten el estimulo magnético, toman
decisiones y las manifiestan en un comportamiento motor. Por lo que no es de
extrafiar que la tortuga marina, en su habitat natural, pudiera utilizar la informacion

magnética terrestre para desplazarse a lo largo de sus rutas migratorias.
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PERSPECTIVAS

Evaluar ambos ojos en respuesta al estimulo debido a que en el petirrojo y el
silvereye, la capacidad de orientarse utilizando el CMT, esta fuertemente lateralizada,
con una dominancia para la magnetorrecepcién por parte del ojo derecho (Beason,
2005).

En diversos organismos se ha propuesto la presencia de cristales magnetotacticos
en la region etmoidal, en el nervio trigémino, por lo que es necesario evaluar, en la

tortuga marina, la ubicacion exacta y la biogénesis de dichos cristales.

Se tendrian que identificar los magnetorreceptores y el mecanismo de transduccién
magnética. Ademas se requiere determinar las regiones involucradas en el

procesamiento de la informacion magnética a nivel central.

Finalmente realizar registros electrofisiologicos intracelulares para evaluar la
presencia de unidades de adaptacion rapida y/o lenta para conocer si la tortuga

marina percibe en unidades magnéticas de nanoteslas o simplemente microteslas.
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ANEXO A. CAMPO MAGNETICO TERRESTRE

El campo magnético terrestre se origina en el nucleo (97%; campo principal
producido por corrientes de conveccidn y remolinos del material fundido del nucleo
externo. Este campo es dipolar y asemeja una barra magnética), la corteza terrestre
(rocas magnetizadas producen campos localizados conocidos como anomalias
magneéticas y generan el 1 — 2% del campo total) y por fuentes externas (viento solar
que representa del 1 — 2% del campo; Diego — Rasilla y Rodriguez - Garcia, 2007;
Fuentes — Farias, 2008).

El dipolo del nucleo es el responsable de que la magnitud (las lineas del campo salen
del polo sur magnético, rodean verticalmente la tierra y nuevamente entran en el polo
norte magnético generando con ello la intensidad de campo) y direccion del vector
varien sistematicamente entre el ecuador y los polos magnéticos. La intensidad de
campo varia desde 25 uT en el ecuador a 65 - 70 uT en los polos y de 2 — 5 nT/ Km;
la direccién del vector resultante o angulo de inclinacion varia desde el ecuador
magneético donde es paralelo a la superficie de la tierra, tomando un valor de 0, hasta
los polos donde es perpendicular y su valor corresponde a 90° (Diego — Rasilla y
Rodriguez - Garcia, 2007; Fuentes — Farias, 2008).

Las variaciones del campo magnético originadas por la magnetizacion de rocas son
generalmente pequefas (< 5% del campo total), pero pueden variar rapidamente en
distancias cortas, no mas alla de 1000 nano- Tesla (nT). Finalmente el viento solar y
las corrientes eléctricas en la ionosfera provocan variaciones a corto plazo, en
periodos de 24 h, puesto que el viento solar varia conforme a la rotacion de la tierra;
dichas variaciones oscilan en el orden de 30 nT a 100 nT, con descensos en la
intensidad magnética durante el mediodia (Diego — Rasilla y Rodriguez - Garcia,
2007; Fuentes — Farias, 2008).

En largos periodo de tiempo los patrones de corrientes de conveccion presentes en
el nucleo externo terrestre generan la variacion secular, la cual provoca cambios en
declinacién del campo magnético (angulo entre las direcciones del norte magnético y
el norte geografico; Diego — Rasilla y Rodriguez - Garcia, 2007; Fuentes — Farias,
2008).
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Las isolineas de intensidad magnética correspondientes a las regiones migratorias

de la tortuga Chelonia agassizii presentan valores de 0 — 45 uyT en intensidad vertical

y de 30 — 25 uT en intensidad horizontal.

Se conoce que el valor de intensidad total de la playa natal de nuestro caso de

estudio es de 40 uT en el afio 2008 (Tabla 1; Fuentes — Farias, 2008)

Declinacion (Deg) 7.363

Inclinacion (Deg) 44874
Intensidad horizontal (uT) 28.605
Intensidad vertical (uT) 28.479
Intensidad total (uT) 40.364

Tabla 1. Valores de parametros magnéticos en Colola, Michoacan (Modificado de Fuentes — Farias,

2008)
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Polo Norte Magnético

Polo Norte Geografico

<
Polo Sur Geografico /
/F'mc\ Sur Magnético

Campo magnético terrestre (CMT). A. En el interior del planeta, la acumulacion de
materiales ferromagnéticos Y Su movimiento con respecto a otras capas inducen un
campo magnético en el cual se distinguen dos polos, los cuales presentan una
inclinacion de 10 grados con respecto al eje geografico de la tierra; éstos puntos
se llaman polos geomagnéticos, y difieren de los polos Norte y Sur de la Tierra.
El campo magnético terrestre también esta influenciado por la magnetizacion de las
rocas en la corteza terrestre y por el viento solar. B. EI campo magnético terrestre
varia en intensidad (longitud de las flechas) y direccion (inclinacion de las flechas).
Este ultimo es horizontal en el ecuador magnético (0°) y adquiere valores de 90° en
el polo norte magnético y -90° en el polo sur magnético. (Modificado de Fanjul y
Oyarzabal, 2007). C. Intensidad magnética terrestre dada en nano Teslas
(Modificado de http://www.ngdc.noaa.gov/geomag/). La intensidad magnética varia
desde 25 uT en el ecuador a 65 T en los polos (Diego — Rasilla y Rodriguez -
Garcia, 2007; Fuentes — Farias, 2008)
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ANEXO B. ELECTROFISIOLOGIA

Electroencefalograma (EEG)

El EEG es el registro y evaluacion de la actividad eléctrica o ritmica de las neuronas
del encéfalo medida en la superficie craneal y se presenta como una sucesion y
mezcla de ondas sinusoidales (Barea — Navarro; Morillo; Castellanos - Abrego,
1997; Hernandez — Orozco et.al., 1997), las cuales son la sumatoria de los
potenciales postsinapticos (excitatorios e inhibitorios). Esta actividad varia, en cuanto
a amplitud, entre los 2 y los 300 microvoltios (uV) y sus principales generadores se
encuentran en la corteza cerebral. Las ondas EEG difieren en tiempo, propiedades y
morfologia de los trenes de potenciales de accion (Hernandez — Orozco et.al., 1997).

Existen dos factores principales que influyen en el potencial medido en la superficie

del cuero cabelludo:

La geometria y propiedades del conductor de volumen en el que se propaga la
actividad.

La orientacion, localizacion y naturaleza (excitatoria e inhibitoria) de las
fuentes de corriente (Castellanos - Abrego, 1997).

Para obtener la sefal eléctrica del encéfalo se requiere del uso de electrodos, los
cuales generalmente son de disco o de aguja y se colocan sobre la region de interés
con un montaje especifico (Barea — Navarro; Castellanos - Abrego, 1997).

El montaje es la forma en que las sefiales captadas por los electrodos de registro
ingresan en los distintos canales de amplificacion y pueden ser monopolares o
referenciales y bipolares. Los primeros registran la diferencia de potencial entre un
electrodo de registro y uno de referencia, el cual es un electrodo colocado en una
zona inactiva con potencial 0. Las sefales de los electrodos activos ingresan a la
entrada negativa (G1) de los amplificadores y a la entrada positiva (G2) se conectan
los electrodos inertes. Todo potencial EEG negativo que se dirija hacia un electrodo
activo, producira una deflexion hacia arriba en el registro. Los montajes bipolares

miden la diferencia entre el potencial de dos electrodos colocados en zonas activas

40


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

(Morillo; Castellanos - Abrego, 1997; Barea — Navarro; Hernandez — Orozco et.al.,
1997). El electrodo de tierra sirve para eliminar la electricidad ajena a la de interés y
para mejorar la calidad del registro (http://espacio-

psicologia.blogspot.mx/2013/06/electroencefalograma-eeg.html)

La mayoria de las sefiales bioeléctricas adquiridas mediante electrodos son del
orden de milivoltios o inferiores por lo que se requiere de amplificadores que
aumenten el voltaje del registro, a fin de visualizar la sefial en algun sistema de
despliegue. Dicho amplificador debe tener una alta impedancia de entrada y una baja
impedancia de salida, ademas de tener un factor de ganancia cuyo valor depende del
valor de la sefal original. Es linealmente proporcional el factor de ganancia con
respecto a la sefal original, el factor de ganancia es mayor mientras menor sea la
sefial original. El ancho de banda del amplificador debe de ser mayor al de la sefial,
su respuesta en frecuencias debe de ser plana, libre de picos de resonancia y poseer
una respuesta rapida que no distorsione la amplitud ni la fase de la sefal que se
registra (Hernandez — Orozco et.al., 1997; Morillo; Castellanos - Abrego, 1997;

http://espacio-psicologia.blogspot.mx/2013/06/electroencefalograma-eeg.html)

Para limpiar la sehal o para rechazar las sefiales de frecuencia no deseadas se
utilizan filtros. ElI ancho del filtro esta determinado por la frecuencia de la sefnal que

se estudia (http://espacio-psicologia.blogspot.mx/2013/06/electroencefalograma-

eeq.html; Hernandez — Orozco et.al., 1997)

El analisis de la senal requiere la representacion de la sefial para lo cual se utiliza un

CAD (conversor analbgico-digital).

Los parametros basicos del analisis corresponden a la amplitud (voltaje), la latencia y
la frecuencia. El espectro de frecuencias suele determinarse por medio de la
transformada rapida de Fourier (FFT) en el caso de sefiales deterministas
(Castellanos - Abrego, 1997). Esta descompone la sefial original en componentes de
frecuencias expresados en sefiales periddicas (senos y cosenos). El resultado es el
espectro de poder, que nos indica qué composicién de frecuencias tiene la senal.
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Finalmente el contraste de hipotesis que se realiza mediante un analisis estadistico:
ANOVAs de medidas repetidas para disefos intra-sujetos o de medidas
independientes para disenos inter-sujetos (http://espacio-

psicologia.blogspot.mx/2013/06/electroencefalograma-eeg.html)

Electromiograma (EMG)

El EMG es la manifestacion eléctrica de la actividad neuromuscular asociada con la
contraccion muscular. La excitacion eléctrica del musculo esquelético se inicia en el

sistema nervioso central y periférico (Castellanos - Abrego, 1997).

La sefal de EMG esta constituida por la sumatoria temporal de trenes de potencial
de accion de la unidad motora. La morfologia de ésta sefial depende de la regién
registrada y del tipo de electrodo utilizado. La amplitud de los potenciales de accion
depende del diametro de la fibra muscular, de la distancia entre las fibras musculares
activas y el lugar de registro y de las propiedades de filtrado (Castellanos - Abrego,
1997).

Potenciales evocados

Los registros obtenidos de la corteza cerebral bajo estimulacion de las diferentes vias
de conduccién sensorial se conoce como potencial evocado (Castellanos - Abrego,
1997; Martinez de Haro, 1986). Son una serie de ondas con picos positivos y
negativos que se suceden con latencias caracteristicas (Martinez de Haro, 1986). El
procedimiento consiste en registrar mediante electrodos cutaneos, promediar
digitalmente, almacenar digitalmente los potenciales evocados por estimulos
especificos para cada via estudiada. Se mide la latencia absoluta y la amplitud del
pico de cada potencial evocado, y la latencia relativa entre los distintos picos de cada
potencial evocado. La latencia se mide en milisegundos y las amplitudes en micro y
milivoltios (Papazian et.al., 2007)
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ANEXO C. ORIENTACION MIGRATORIA.

La migracion animal es un proceso caracterizado por el desplazamiento de
poblaciones en busqueda de areas adecuadas para su alimentacién vy/o
reproduccion. Los patrones migratorios en tortuga marina han tratado de explicarse a
partir de varias hipotesis, las cuales estipulan que dichos organismos se sirven de
corrientes marinas, sefiales quimicas y / o magnéticas para lograr regresar después

de un largo periodo de tiempo y distancia a sus playas natales.

La primera de estas hipotesis propone que las tortugas se mantienen a la deriva,
siendo dependientes de las corrientes oceanicas durante sus movimientos
migratorios, logrando asi, mantenerse en regiones oceanicas Optimas para su
desarrollo o dejandose conducir a zonas de forrajeo idoneas. Este comportamiento
pasivo implica un ahorro energético considerable, sin embargo, se ha demostrado
que los juveniles no solo se dejan guiar por las corrientes oceanicas sino que
mantienen un uso limitado de natacion direccional u orientada y con ello ejercen una
influencia en sus trayectorias migratorias de forma consciente (Hays et.al., 2010;
Luschi et.al., 2003; Putman et.al., 2012); sin embargo, las hipétesis mas aceptadas
hasta el momento son la deteccion de sefiales quimicas (olores) y navegacion
magnética (Lohmann et.al., 1999). Se propone que las sefales olfativas podrian
estar implicadas en la localizacién del sitio o zona de desove a la orilla del continente
al liberarse sustancias quimicas en las corrientes oceanicas y por la presencia de
olores en el aire caracteristicos de éstos sitios (Manton et.al., 1972; Grassman, 1993;
Lohmann et.al., 1999; Endres et.al., 2009).

Por otra parte, la hipdtesis de navegacion magnética postula que los organismos
magnetorreceptivos pueden orientarse sin tener puntos de referencia familiares u
obtener informacion direccional durante el desplazamiento (Fischer et.al., 2001).
Para éste punto se han sugerido 2 mecanismos: 1) uno Involucra radicales libres,

posiblemente criptocromos y el 2) esta basado en cristales de magnetita.

El primer mecanismo se ha estudiado principalmente en aves y propone la existencia

de reacciones quimicas moduladas por el campo magnético terrestre (Beason,
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2005). Pares de radicales poseen un numero impar de electrones, lo cual genera un
momento magnético propio. Los electrones y el nucleo del radical poseen momentos
magnéticos proporcionales a su spin, por lo que las moléculas formadas por muchos
electrones y nucleos adoptan estados cuanticos con diferentes spines y diferentes
momentos magnéticos (Diego — Rasilla y Rodriguez - Garcia, 2007). Este modelo
propone una reaccion bioquimica de transferencia de electrones foto inducida, donde
los campos magnéticos externos pueden inducir cambios en los estados de spin de
los productos, por lo tanto, éstos productos quimicamente diferentes pueden ser
modulados por la fuerza y direccion de un campo magnético externo (Diego — Rasilla
y Rodriguez - Garcia, 2007).

Se ha propuesto un segundo modelo basado en magnetita, la cual produce
interacciones entre spines y genera alineacion y formacion de spines paralelos. Las
particulas grandes de magnetita incluyen mdultiples dominios, mientras que las
particulas de tamafno entre 1.2 ymy 0.05 pm consisten en un dominio unico teniendo
momentos magnéticos estables. Se ha sugerido que cristales de magnetita de un
solo dominio ejercen presion en mecanorreceptores al alinearse con respecto al
campo magnético externo, lo cual generaria la apertura de canales ionicos, que
enviarian la senal eléctrica al sistema nervioso central (Diego — Rasilla y Rodriguez -
Garcia, 2007). Cadenas intracelulares de magnetita de un solo dominio permitirian
detectar la direccion del vector magnético (el alineamiento medio de los cristales
seguira la direccion del campo externo) y la intensidad de campo (el grado de
dispersion de las particulas esta en funciéon de dicho parametro; Diego — Rasilla y
Rodriguez - Garcia, 2007). Mientras que los cristales de magnetita
superparamagnética pueden generar campos lo suficientemente fuertes para atraer o
repeler otros cristales vecinos, teniendo como resultado la transformacién de la sefial

magneética en informacién mecanica (Diego — Rasilla y Rodriguez - Garcia, 2007).
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