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Resumen

Numerosos estudios conductuales sugieren que la navegacion en las tortugas mari-
nas depende, en parte, de su capacidad para percibir la inclinacion e intensidad del
campo magnético terrestre. No obstante lo anterior, el sustrato neurofisioldgico que
subyace a la magnetocepcion en estos organismos permanece desconocido. Por
ello, en el presente trabajo identificamos areas del cerebro que responden a cambios
en la intensidad del campo magnético ambiental en crias de la especie Lepidochelys
olivacea, utilizando la técnica de inmunohistoquimica para la deteccién de c-Fos, un
factor de transcripcién cuya disponibilidad se eleva de forma consecutiva a la activa-
cion neuronal. En concordancia con ello, el analisis morfologico cualitativo mostré
una elevacioén de la marca para c-Fos en la corteza dorso-medial, el tecto optico y la
vertiente dorsal ventricular de crias estimuladas con un campo terrestre equivalente a
las 40uT, al ser comparadas con aquellas mantenidas en un ambiente magnético
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neutro (i.e., grupo control). De manera interesante, la intensidad de la marca para
c-Fos en las regiones cerebrales descritas de crias sometidas a campos magnéticos
ambientales equivalentes a 100uT fue cualitativamente equivalente a la observada
en los cerebros de las crias que constituyeron al grupo control. Asi, estas observacio-
nes apoyan que estructuras cerebrales uni y multisensoriales relacionadas también
con laviavisualy la orientacion espacial participan en el procesamiento de la informa-
cion magnética ambiental. Los datos mostrados también sugieren que existe un ran-
go de intensidades del campo magnético ambiental (alrededor del valor de 40uT) que
el sistema magnetoceptivo identifica como significativo.

Palabras clave: Magnetocepcion, proteina c-Fos, orientacién, rango dinamico de
percepcion.

Abstract

Neuronal response to magnetic stimulation in the sea turtle Lepidochelys olivacea:
Preliminary Studies. Numerous behavioral studies suggest that navigation in sea turt-
les depends in part on their ability to perceive the inclination and intensity of Earth’s
magnetic field. Nevertheless, the neurophysiological substrate underlying the magne-
toception in these organisms remains unknown. Therefore, in this work we identified
the brain areas that respond to changes in the intensity of the ambient magnetic field in
Lepidocleys olivacea hatchlings using the immunohistochemical technique for detec-
tion of c-Fos, a transcription factor whose availability rises consecutively to neuronal
activation. Consistent with this, the qualitative morphological analysis showed an ele-
vated immunorectivity for c-Fos in the dorso-medial cortex, the optic tectum and the
dorsal ventricular ridge of hatchlings stimulated with an intensity equivalent to 40uT
when compared with those held in a neutral magnetic environment (i.e., control
group). Interestingly, the intensity of the c-Fos mark in brain regions observed under
an ambient magnetic field equivalent to 100 T was equivalent to that observed in the
brains of hatchlings that constituted the control group. Thus, these observations sup-
port that single and multi-sensory brain structures related to the visual pathway and
spatial orientation are participating in the processing of the magnetic environment in-
formation. The displayed data also suggest the existence of a range of ambient mag-
netic field intensities (about 40U T value) that the magnetoceptive system identifies as
significant.

Keywords: Magnetoception, c-Fos protein, orientation, dynamic range of perception.

Introduccion

Es bien aceptado que las diferentes especies de animales poseen cinco sistemas
sensoriales que aportan informacion visual, auditiva, olfativa, gustativa y somestésica al or-
ganismo. Existen, sin embargo, sistemas sensoriales tales como la electrocepcion y la mag-
netocepcion cuyas caracteristicas fisiolégicas aun esperan ser investigadas en detalle. Con
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respecto a esta ultima, por ejemplo, se sabe que esta presente en bacterias (Kirschvink et
al., 2001), insectos (Avalos et al., 1999; Etheredge et al., 1999), peces (Mann et al., 1988),
aves (Fleissner et al., 2003), tortugas marinas (Lohmann et al., 1999) y en algunos mamife-
ros (Nemecetal.,2001). En el caso particular de las tortugas marinas, la colocacion de ima-
nes en la cabeza o en el caparazéon con intensidades de 85 o 350 mT en crias y de
1170x10°mT en la cabeza de especimenes adultos conduce a la desorientacion del despla-
zamiento del nido hacia el mar (Fuentes- Farias et al., 2011) o de las rutas de migracion de
las hembras adultas navegando en direccion de sus playas de nidacion, respectivamente
(Papi et al., 2006; Luschi et al., 2007).

Sin embargo, no obstante la abundante informacién conductual acumulada, poco sa-
bemos sobre los mecanismos neurofisiolégicos que subyacen las habilidades magnetocep-
tivas en las tortugas. Con base en los antecedentes, se podria suponer que existen
ensambles de neuronas capaces de transducir y procesar informaciéon magnética ambien-
tal. Asi, para abordar esta hipoétesis, en el presente trabajo identificamos mediante técnicas
de mapeo funcional (Janknecht et al., 1995), los grupos neuronales cerebrales responsivos
a cambios en la intensidad del campo magnético ambiental en crias de la tortuga marina Le-
pidochelys olivacea.

Materiales y métodos

Especimenes

Los experimentos fueron llevados a cabo en crias nacidas en el laboratorio prove-
nientes de huevos colectados y transportados en nidos de vermiculita desde la playa La
Escobilla (96°27°16”W, 15°40’36”N), Oaxaca, México. Una vez en el laboratorio, un total de
10 huevos fueron incubados en un horno a 33°C hasta su eclosién. A esta temperatura se
garantiza la feminizacion del embrién (e.g. Jiménez-Trejo et al., 2011). Al momento de su
eclosion, las crias fueron mantenidas en un acuario marino alimentadas una vez al dia hasta
el dia del experimento. Se prefirié llevar a cabo el estudio en hembras ya que estas muestran
segun estudios una filopatria a su playa natal mayormente significativa que en el caso de los
machos (Lee et al., 2007). Tanto el disefio experimental como el manejo de las crias se ape-
garon a los lineamientos de las guias que para el uso y manejo de animales de laboratorio
han publicado los Institutos Nacionales de Salud. La colecta y la experimentacion fueron lle-
vadas a cabo con autorizacién de la SEMARNAT (SGPA/DGVS/05170/07 y
SGPA/DGVS/04011/08)

Estimulacion magnética de Lepidochelys olivacea

Cumplidos los tres dias de vida, las crias de L. olivacea fueron transportadas a la Uni-
dad de Paleomagnetismo ubicada en las instalaciones del Instituto de Geofisica de la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México, para ser sometidas a los protocolos de
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estimulacién magnética. Para ello, las crias se dividieron en tres grupos denominados como
“control” en el que los especimenes fueron sometidos a un campo magnético compensado
con una intensidad equivalente a OuT (n3), “estimulados 40” en el que los especimenes fue-
ron sometidos a pulsos de estimulos magnéticos de intensidad equivalente a 40uT con una
duracién de 4 milisegundos aplicados en intervalos de 5 minutos durante 45 minutos (n3), y
“estimulados 100” en el que los especimenes fueron estimulados siguiendo el protocolo an-
terior con la salvedad de que el valor de intensidad del campo magnético aplicado fue de
100uT (n2). Los estimulos magnéticos fueron aplicados por medio del generador de pulsos
IMPULSE MAGNETIZER PM9 en el que las crias fueron introducidas por una hora con quin-
ce minutos. Si bien los estimulos aplicados no necesariamente reflejan la forma en que se
presentan en la naturaleza, estos protocolos fueron disefiados con base en aquellos utiliza-
dos para la exploracion experimental de otros sistemas sensoriales (e.g., flashes de luz
para el sistema visual; Kaczmarek y Chauduri,1997) pues evitan la habituacion de los recep-
tores al estimulo.

Por otro lado, se eligieron valores de intensidad para los estimulos magnéticos que
corresponden al promedio aproximado de los valores caracteristicos del area de nidacion de
L. olivacea (40uT, geomag.models@noaa.gov) y que sobrepasan éstos (100 uT) bajo la 16-
gica de que el sistema magnetoceptivo no deberia responder a valores supra-umbrales
pues probablemente salen del rango dinamico de respuesta del receptor.

Al terminar el experimento, las crias fueron anestesiadas y perfundidas via cardiaca
con una solucién amortiguada de paraformaldehido (4%). Los cerebros fueron subsecuen-
temente postfijados en la misma solucion fijadora por 24 horas y transferidos a una solucion
crioprotectora (20%) por 24 horas para luego ser montados en el compuesto OCT y congela-
dos en 2-metil butano pre-enfriado con hielo seco a -45°C previo a su corte.

Inmunohistoquimica para c-Fos.

Cortes coronales (50um) del cerebro fueron obtenidos en un criostato muestreando-
se una seccion cada 100um. Los cortes montados en laminillas gelatinizadas fueron
re-hidratados con amortiguador de fosfatos (0.1M, pH 7.4; PB) e incubados en una solucion
de peroxido de hidrogeno al 3% en PB adicionado con triton X-100 (0.3%; PBT) durante 10
minutos a temperatura ambiente Después de tres lavados, las laminillas fueron transferidas
alolargo de una serie de diluciones de etanol/PBT al 50%, 100%, 100%, 75%, 50%, 25% du-
rante 5 minutos cada paso para deslipidizar al tejido. Después de un lavado en PB, los cortes
fueron incubados con una solucion de acido citrico (ImmunoRetriever, Bios) durante 60 mi-
nutos a 65°C. Hecho el desenmascaramiento antigénico, los cortes se lavaron en PBT y se
incubaron con PBT adicionado con suero equino (5%; suero de bloqueo) por 1 hora a tempe-
ratura ambiente. Después de tres lavados, los cortes se incubaron con un suero policlonal
obtenido en conejo y dirigido contra c-Fos sc52 (rabbit polyclonal igG, Santa Cruz Biotechno-
logy) diluido 1:2500 en suero de bloqueo durante 12 horas a 4°C; el uso de este anticuerpo
en tortugas ha sido validado previamente (Jiménez-Trejo etal., 2011). Después de tres lava-
dos, los cortes fueron incubados con un suero secundario policlonal obtenido en cabray diri-
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gido contra inmunoglobulinas G de conejo acoplados a biotina (Chemicon) en una dilucién.
1:2500 en suero de bloqueo por 2 horas a temperatura ambiente. Al término de este periodo,
los cortes se lavaron e incubaron con el complejo avidina-peroxidasa (ABC Kit, Vector Labo-
ratories) durante una hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados, los cortes se
incubaron con una solucién de diaminobencidina (ABC staining kit, Vector Laboratories) du-
rante 6 minutos a temperatura ambiente para revelar la ubicacion de la actividad de la pero-
xidasa. La reaccion de revelado fue detenida lavando abundantemente con PB. Entonces,
las laminillas se dejaron secando a temperatura ambiente y se montaron con Cytoseal (Ri-
chard- Allan- Scientific). Una laminilla de cada grupo experimental fue utilizada como control
negativo; en estas no se agrego el anticuerpo primario. Posterior a su montaje, el material
histolégico generado fue analizado bajo microscopia de campo claro (Leica DM3000) y las
imagenes correspondientes al cerebro de cada grupo experimental fueron capturadas utili-
zando un sistema digital de procesamiento de imagenes manteniendo siempre los mismos
niveles de ganancia, iluminacion y contraste. Las areas del cerebro que mostraron modifica-
ciones en suinmunomarcaje para c-Fos fueron identificadas con base en el atlas del cerebro
de la tortuga Chrysemys picta picta (Powers y Reiner, 1980).
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Figura 1. Inmunocitoquimica para c-Fos en cerebro de crias de L. olivdcea sometidas o no a estimulos magnéticos del
tecto optico (TO), la corteza dorsal (CD) y la vertiente dorsal ventricular (DVR) de los grupos control, estimulados con
40 uT y 100 uT de intensidad magnética. Notese que la intensidad de la marca nuclear es mucho mayor en los especimenes
estimulados con 40 uT. Escala = 20p.
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Resultados

Los cerebros de las crias de L. olivacea sometidas a una estimulacion de 40uT de in-
tensidad del campo magnético ambiental mostraron un incremento cualitativo del inmuno-
marcaje para c-Fos en la capa célular de la corteza dorso-medial, la vertiente dorsal
ventricular y el estrato gris periventricular (SGP) del tecto optico al ser comparadas con sus
contrapartes control (Figura 1). De forma por demas interesante, los cerebros de las crias
sujetas a estimulacién de 100uT de intensidad del campo magnético ambiental no mostra-
ron diferencias cualitativas de la inmunotincion para c-Fos con relaciéon al marcaje observa-
do en el grupo control (Figura 1). En la figura 1 se muestran ejemplos de estructuras que no
mostraron inmunomarcaje para c-Fos e imagenes de los controles negativos en los que se
omitio la adicion del anticuerpo primario.

Discusion

Las tortugas marinas poseen la habilidad de percibir el campo magnético terrestre y
utilizar esta informacion para orientar sus movimientos de desplazamiento en tierra y mar
(Fuentes-Farias et al., 2011; Johnsen y Lohmann, 2005). Aun se desconocen, sin embargo,
los detalles neurofisioldgicos que sustentan a las habilidades magnetoceptivas de las tortu-
gas. Por ello, en este trabajo se mapearon los ensambles de neuronas responsivas a esti-
mulos magnéticos mediante la técnica de inmunohistoquimica para c-Fos. Los resultados
obtenidos documentaron el incremento de la disponibilidad de este factor de transcripciéon
en la corteza dorso-medial, el tecto optico y la vertiente dorsal ventricular, areas del cerebro
de los vertebrados involucradas en el procesamiento de informacion visual y polimodal (Lu-
nenburge et al., 2001) y en procesos de orientacién y memoria espaciales y volicion (Con-
nors y Kriegstein, 1986; Krauzlis et al., 2004). Estos resultados concuerdan con aquellos
reportados por Ochoa (2007) y Fuentes-Farias (2008) en la especie Chelonia agassizii en
los que se reporta activacion neuronal en las mismas zonas. Es importante destacar que el
estrato gris central del tecto 6ptico en tortugas es equivalente a la capa gris intermedia en el
coliculo superior del topo, capa que se activa después de someter a estos organismos a pro-
tocolos de estimulacion magnética (Nemec et al., 2001, 2005), lo que sugiere que al menos
algunas estructuras del sistema magnetoceptivo pudiesen estar conservadas filogenética-
mente.

Un hallazgo importante es que el incremento del inmunomarcaje para c-Fos fue noto-
rio cuando las crias se sometieron a cambios de la intensidad del campo magnético circun-
dante de 40T, pero no de 100T. En concordancia, la intensidad promedio del campo
magnético terrestre en las areas de anidacion de L. olivacea es de 40T. Esto sugiere que el
sistema magnetoceptivo de la tortuga posee un rango dinamico de respuestas parece res-
tringirse a los valores de intensidad magnética del area geografica en la que habitan.
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En conclusion, los datos presentados sugieren que el tecto 6ptico, la corteza dor-
so-medial y la vertiente dorsal ventricular constituyen relevos sinapticos de la via magneto-
ceptiva en las tortugas marinas. Como es el caso para otras modalidades sensoriales, la
magnetoceptiva en tortugas marinas posee rangos de discriminacion que deberan ser defi-
nidos en estudios subsecuentes.
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