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Resumen

Las Chlamydomonas reinhardtii son organismos modelo muy usados en la biofisica
gracias a su gran versatilidad. Una de sus caracteristicas principales es el de la
fototaxis, el movimiento del organismo hacia la luz. En este trabajo, se pretende
estudiar como responden las C. reinhardtic cuando se hacen pasar a través de un
microcanal con una fuente de luz en uno de los extremos. A medida que aumenta
la concentraciéon local de microalgas, la combinacion de los campos de flujo mi-
croscoOpicos que generan y su confinamiento espacial conduce a estados atascados y
transiciones de fase similares a las observadas en coloides pasivos al sedimentar.

1 Introduccion

1.1 Descripciéon Chlamydomonas reinhardtii

Las Chlamydomonas reinhardtii son un tipo de microalga unicelular biflageladas
muy usadas como organismo modelo dentro de la biologia molecular y celular. Esto
es debido a la facilidad de su cultivo en el laboratorio; su rapida adaptacion a los
ciclos diurnos/nocturnos de las incubadoras en las que se cultivan, provocando asi
la sincronizacion de grandes suspensiones macroscopicas y la facilidad para aislar y
caracterizar mutantes [6].

Recientemente, han generado un gran interés en la comunidad matematica y fisica ya
que pueden ser usados como modelos para la dinamica de fluidos biolégica, que van
desde propulsion flagelar, interacciones hidrodinamicas mediadas por paredes, absor-
cion de nutrientes por organismos nadadores, dindmica colectiva y transporte dentro
de suspensiones de micronadadores, el mecanismo de la fototaxis y la dindmica es-
tocastica de la sincronizacion flagelar [3]

El cuerpo celular de estos microorganismos mide unos 10 micrémetros de didmetro
y estd unido a dos flagelos compuestos de diferentes tipos de proteinas y de 12 mi-
crometros de largo. Ademaés de ser organismos fotosintéticos, es decir, que necesitan
la luz para sobrevivir, han desarrollado unos ocelos u ojos simples que les lleva a
nadar hacia la luz [3]. Este mecanismo se llama fototaxis y en las C. reinhardtii,
el hecho de que solo conste de un ocelo supone que una visiéon limitada del espacio
tridimensional en el que la célula navega y la imposibilidad de detectar la direcciéon
de la luz, como podria ser en caso de que tuvieses mas ocelos midiendo la intensidad
de la luz en dos posiciones diferentes del cuerpo celular. Es por eso que, para resolver
esta limitacion, los organismos captan la intensidad de luz continuamente con el fin
de ir modificando su direccion de nado hacia las zonas luminosas [5]. Ademas de
moverse hacia la luz, precisan de un movimiento de rotaciéon para poder identificar



la direcciéon de la luz, de esta manera, pueden corregir la orientacion relativa del
ocelo respecto el plano flagelar [6].

Figura 1: Imagen de una C. reinhardtii. Fuente:National Academy of Sciences.

1.2 Motivacion

La motivacion principal de este estudio es el analisis de la dinamica colectiva de
particulas motiles. Las C. reinhardtii son un ejemplo de materia activa, es decir,
particulas que contienen grados de libertad internos con la habilidad para absorber
y disipar energia, a la vez que ejecutan un movimiento. El comportamiento colec-
tivo de "fluidos activos", compuesto de entidades con un movimiento autonomo ha
generado gran interés dentro de la fisica estadistica del no-equilibrio. El caso que se
estudiara es el acumulamiento por confinamiento de estas particulas motiles.

Por este motivo se propone estudiar este comportamiento colectivo, muy comun
en sistemas vivientes -constituido por organismos vivos y sus interacciones- como
organismos nadadores a colonias de bacterias o bancos de peces a bandadas de aves
e intentar describir sus propiedades colectivas [8].



2 Métodos

2.1 Cultivo

Para la realizacién del experimento, es necesario que el cultivo se encuentre en la
fase de crecimiento exponencial. Las cepas usadas en este experimento son la cepa
natural (wild type, es decir, la mutacion que se encuentra con mas frecuencia en
la naturaleza) de la especie de C. reinhardtii CC125 y la cepa mutada CC2905,
que carece de flagelos. Han sido cultivados en flascos Erlenmeyer de forma axénica-
mente (sin la contaminacion de otros microorganismos) a una temperatura de 24 °C
y en medio Tris Acetato Fosfato (TAP). Para optimizar su crecimiento, han estado
bajo una iluminacion de luz fluorescente (con caracteristicas OSRAM Fluora, 100
mol/m*s PAR) siguiendo un ciclo diurno de 14h/10h luz/oscuridad y en agitacion
continua.

En el momento de realizar el experimento es necesario que las células estén en
la fase de crecimiento exponencial, ya que es el momento 6ptimo para realizarlo.
Ademaés, es necesario que la densidad del cultivo sea de unas 5 x 10° celulas/ml.

2.2 Fotolitografia blanda y técnicas de microfluidica.

Gracias a sus excelentes propiedades oOpticas, el Polidimetilsiloxano (PDMS), un
elastomero con indice de refracciéon < 1.06, es usado a menudo en aplicaciones
de microfluidica, como en este caso. Usando técnicas estandares de fotolitografia
blanda, se pueden grabar largos canales rectangulares en uno de los lados de las
placas delgadas de PDMS.

Los moldes usados para obtener las placas de PDMS fueron creados usando laminas
de cristal convencional, sobre las cuales se imprimi6 el patréon opuesto gracias al
fotoresistente SU-8 (GM 1060; Gersteltec Sarl). El patron usado fue generado con
MATLAB y se puede ver en la Figura 2. A continuacion, se realizan dos agujeros
de 1mm, uno a cada lado del canal para permitir la entrada y salida del fluido.



Figura 2: Mascara de los chips de microfluidica.

2.3 Experimentos y material usado

Debido al confinamiento durante la COVID-19, en lugar de realizar experimentos
propios en el laboratorio, se usaron los datos de experimentos preliminares que de-
scribiré en este apartado.

En primer lugar se deben pasivar con una soluciéon de albimina de suero bovino
(proteina extraida del suero bovino) los canales microfluidicos que se usaran. A
continuacion, se introduce el fluido en el sistema de microcanales, que tienen un
grueso de 15um. Debido a que las células tienen un tamano de unos 10 pwm nos
aseguramos que no habra solapamientos de células, es decir que lo que estudiaremos
sera una monocapa.

En este trabajo me centraré exclusivamente en uno de los microcanales rectangu-
lares, como el de la Figura 3, que solo esta abierto por uno de los lados extremos y
donde se puede ver como se produce la acumulaciéon por confinamiento de las célu-
las. Las dimensiones de este canal son de W = 50um de alto y L = 2150um de largo.



Figura 3: Parte del canal que se estudiari. Se pone la luz por el extremo izquierdo.

Para la visualizacion de las microalgas se us6 un microscopio invertido (TE2000-U,
Nikon) conectado a un objetivo con un a 10 Plan Apo (NA 0.45) y una camara
CCD (Pike, AVT). La velocidad de grabacion de la cAmara con la que se registro la
motilidad fototaxica de las células era de 12.2 fps y el tiempo de grabaciéon fue de
50 s. La visualizacién de la imagen se hizo a través de una iluminacion de pseudo
campo oscuro a 635 nm (FLDR-i70A-R24, Falcon Lighting).

Con el fin de obtener la mayor fototaxis es necesario usar un tipo de luz en concreto.
Para el experimento se iluminé uno de los extremos del microcanal con luz actinica
proporcionada por un LED de 470 nm LED (Thorlabs M470L2) a través de una
fibra 6ptica multimodal con un didmetro de 200 pm (FT200EMT, Thorlabs).

2.4 Optical Flow

En el articulo Dhruv et al, se hace una comparaciéon entre los diferentes métodos
usados para la visualizacion de flujos aplicados a los sistemas bioldgicos. Usando fo-
togramas tomados cada cierto intervalo de tiempo, es posible estudiar y parametrizar
el movimiento de un flujo intramaterial |2].

En primer lugar, se presenta el método single-particle tracking (STP), usado princi-
palmente en ensayos clinicos sobre la cicatrizacion de heridas, para monitorizar las
células de forma individual. La principal limitacién que tiene este método ocurre
cuando el desplazamiento de las particulas entre fotograma y fotograma supera la
distancia entre ellas, ya que se hace imposible diferenciarlas y se puede atribuir a
motivos como la desaparicion o la unién/division de particulas.



La manera mas eficiente de solucionar estas deficiencias se basa en el analisis y
la identificacion de posibles movimientos promedios en subregiones de la imagen.
El método mas popular en la biofisica y biologia molecular es el de la velocimetria
de iméagenes de particulas (PIV). El PIV es usado en multitud de casos, como el
mapeo del flujo de citoplasma en embriones, estudios relacionados con el cancer o el
comportamiento de suspensiones densas de bacterias similares a fluidos, entre otros.

Finalmente se plantea el uso del método de Lucas-Kanade como una alternativa
al PIV, ya que debido al extenso uso de este Gltimo método, no se han desarrollado
otros que pueden ser mejores. El método de Lucas-Kanade es un tipo de método
diferencial para la estimacién de flujo 6ptico y nos referiremos a él de ahora en ade-
lante como Optical Flow Constraint [2|. Se basa en descripcion fisica/matematica
para transporte de fluidos usando la ecuacion de adveccion. Cuando usamos iméa-
genes microscopicas, hay una relacion directa entre la posicion de los objetos y la
intensidad en la imagen que vemos. El movimiento de una particula de manera
local y con una velocidad v supondra un cambio en el perfil de la intensidad de la
imagen I. Por lo tanto, podemos describir el cambio de la intensidad durante cortos
intervalos de tiempos finitos como:

AL I(t+ A — I(t)
ot At

=(v)-VI (2.1)

Para que esta ecuaciéon sea valida, los movimientos entre cada At de las particu-
las deben ser pequenos. Usando una funciéon gaussiana con desviacion estandar se
pueden difuminar las imagenes de manera que sirva también para desplazamientos
mayores.

En este caso de estudio del movimiento de las C. reinhardtic hemos usado el codigo
unicamente el Optical Flow Constraint ya que, como hemos dicho, es un mecanismo
poco utilizado en el campo de la biofisica.

2.4.1 Descripcién del algoritmo

El codigo de MATLAB del Optical Flow se puede encontrar en el articulo anterior
y es de uso libre.

Los datos de entrada necesarios para este algoritmo son una secuencia de imagenes
en time-lapse (en este caso usamos videos con formato AVI), una mascara bina-
ria que define la region de interés donde la velocidad va a ser computada y otros
parametros, que seran descritos mas adelante, que serviran para desenfocar la ima-
gen, determinar los tamanos de la subregion y la densidad del vector de velocidad.



Las imagenes de la secuencia son analizadas en parejas, es decir, el primer fo-
tograma con el segundo, el segundo con el tercero, etc. Con el fin de solucionar
posibles diferencias entre la iluminaciéon de diferentes imagenes, se substrae el fondo
de las imégenes ajustando el perfil de intensidad a una funcién ctbica usando un
algoritmo de minimos cuadrados.

Cada imagen en la pareja es difuminada usando un desenfoque gaussiano radial
simétrico, un efecto que sirve para suavizar el mapa de bits, con un kernel de un
tamano determinado y una desviacion estandar BlurSTD. El desenfoque extiende el
perfil de intensidades sobre una distancia comparable a los desplazamientos carac-
teristicos de las particulas de las imagenes.

Si los intervalos de tiempo son finitos, se puede aproximar la ecuacion de advec-
cion (3.1). Usando métodos como la aproximacion por diferencia central y la min-
imizacién de errores y seleccionando algunos parametros, como el tamano de la
subregion donde la velocidad serd computada, el tamano de la desviaciéon estandar
para el difuminado gaussiano, la escala para convertir los pixels en micréometros, el
intervalo temporal entre fotogramas y el ancho del area filtrado cerca de los bordes
llegaremos al resultado final.

El algoritmo nos genera dos vectores columna y dos matrices, ambos dobles, ya
que analizan los fotogramas por parejas. Los vectores columnas, llamados X e Y,
indican la posicion que llamamos de cada uno de los puntos estudiados. En este
caso, el orden de los puntos esta ordenado de arriba abajo y de izquierda a derecha.
Por otro lado, obtenemos dos matrices con tamano MxN que nos indican las veloci-
dades Vx y Vy, cada fila corresponde a las posiciones espaciales definidas en X e Y,
mientras las columnas se refieren al tiempo, en este caso se corresponden a cada uno
de los fotogramas analizados. Consecuentemente, el nimero de filas de X, Y, Vx y
Vy es el mismo.

A partir de estos datos, se pueden encontrar diferentes cantidades que podremos
comparar dependiendo de la distancia de la fuente de luz. Para ello, en primer lu-
gar, creamos una cuadricula (grid) que contenga todos los pixeles que hay en XY,
que llamaremos xi,yi. Esta matriz va de pixel, mientras que las otras, van de dos en
dos. A continuacion, podemos encontrar dos funciones, una para cada componente
de la velocidad, que interpole tres valores, las posiciones X, Y y esa componente de
velocidad a lo largo del tiempo. A partir de estas funciones, podemos luego obtener
la velocidad de cada componente con variables dependientes xi e yi.

Los calculos realizados son los mismos que se mencionan en el articulo de Dunkel et
al. para una suspension densa de bacterias [7]. Algunos de estos son la velocidad
promedio, vorticidad, energia y enstrofia, asi como analizarlos de forma grafica.



3 Analisis y resultados

Para el analisis del video, he usado los 50 primeros fotogramas y he escogido tres
métodos distintos para hacerlo. En primer lugar he seleccionado tres partes del
canal con un tamano igual de 50x239 um que equivalen a 1/9 parte de la longitud
total de este, como se puede ver en la Figura 4. Este método ha sido usado para los
apartados 3.1 al 3.4.

Figura 4: Atascamiento por confinamiento en funciéon de la posicién. La fuente de
luz estéd en el lado izquierdo.

Por otro lado, he estudiado el canal entero para ver la relacion entre la energia
cinética media y la enstrofia media.

Finalmente, para analizar la existencia de transiciones de fase, he usado una ven-
tana movil a lo largo de toda la longitud del microcanal de un tamano de 50x120 pm.

3.1 Campos de velocidad

En la siguiente figura estan representados los campos de velocidades. Los valores
del modulo de velocidad en cada punto estan descritos de forma cromaética y con
lineas estan representadas la direccion y magnitud (relacionado con la longitud de
este) del vector velocidad.
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(c) Parte final.

Figura 5: Campos de velocidad con el campo vectorial. Escala vector=0.08

En la Figura 5 se pueden ver que hay mas actividad en la parte central ya que hay
mayor densidad de vectores de velocidad. Esto puede significar que las C. reinhardtii
que se mueven van méas rapido, que hay un mayor nimero de ellas en movimiento
o ambas cosas. La longitud de los vectores ha sido reescalada multiplicAndola por
0.08 para que se viesen mejor las lineas asi como los vértices que estas crean.

3.2 Campos de vorticidad

La vorticidad es un campo pseudovectorial que describe el movimiento de rotacion
de un fluido alrededor de un punto. En este apartado se ha representado en una
escala cromatica en la direccion z, ya que son valores escalares, cuya formula es:

_ Ov,  Ovu,

Y2 T oy

(3.1)
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Figura 6: Campos de vorticidad

En la figura 6 (a) y (b) hay cierta vorticidad en algunos puntos a lo largo del seg-
mento donde el color es azul més oscuro o amarillo. Esto nos indica que se producen
vortices en esos puntos. Ademés, podemos comparar las posiciones con la figura 5
del apartado anterior y se ve como en los puntos en que hay vorticidad, hay menos
lineas de los vectores de velocidad, hay mayor vorticidad, ya que las células giran
alrededor de él.

En la parte final la vorticidad se ve que es préacticamente nula, por tanto, los

movimientos de las C. reinhardtii son aleatorios ya que estan tan lejos de la luz
que no van hacia ella. Por lo tanto, siguen una dindmica browniana.
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3.3 Funciones de distribucién de probabilidad

Los histogramas que representan las distribuciones de probabilidad de las tres partes
del canal son los siguientes:
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Figura 7: Distribucion de probabilidades de las componentes de la velocidad en tres
partes distintas del canal usando 91 bins (columnas en la discretizacion).
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En el eje y esta representado el ntiimero de pixels que se han recogido con la misma
velocidad, por lo que las columnas més altas significan que hay mas células con
esa velocidad. Debido a que habia una gran cantidad de valores cercanos a 0, he
escogido solo los calculos con aquellas velocidades que tenian un valor mayor a 1
imponiendo un umbral.

Podemos ver que todos los perfiles de la densidad de velocidad de las C. reinhardtis
son Gaussianas com un ligero ensanchamiento debido al nado activo. La diferencia
més notable entre cada una de las partes es la amplitud de las diferentes curvas,
sobre todo en la final, Figuras 7 (e) y (f), donde es mas estrecha. Esto es debido a
que la mayoria de los resultados de la velocidad son cercanos a la velocidad prome-
dio. En cambio, en el caso de la Figura 7 (c), las velocidades tienen medidas méas
diferentes entre ellas.

Respecto las diferencias entre las componentes de la velocidad se puede ver como
en la componente horizontal es mas ancha porque hay més desviaciéon tipica y por
tanto los valores de la velocidad son més diferentes entre ellos.

3.4 Funciones de autocorrelacién de la velocidad

En este apartado también se analizaran las tres ventanas definidas anteriormente.
Las funciones de autocorrelacion son aquellas que demuestran la correlacion entre
una senal y una copia de ella misma retrasada en el tiempo en funcién del tiempo
de retraso. Es usado para encontrar patrones repetidos en el tiempo.

La formula para el célculo de la funciéon de autocorrelacion de la velocidad es:

VACF =< 9(t)v(0) >=< 9(t)v(0) > — < 9(t) > < v(0) > (3.2)

donde ¥(t) es el vector velocidad en funciéon del fotograma analizado, ©(0) es la
velocidad del primer fotograma analizado y <-> es el promedio espacial

13
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Figura 8: Funciones de autocorrelaciéon de la velocidad

Comparando los resultados, vemos que en (c), no llega practicamente a 0 en el
primer minimo, y por tanto, se pierde la correlacion. El punto de colapso esta entre
1 v 2 segundos, siendo el més grande en la primera parte y menor en la tultima. Por
tanto, relacionando estos resultados con los observados en el apartado (3.1), vemos

que cuando no hay demasiada vorticidad, la autocorrelaciéon es menor. Una vez se
llega al punto de colapso, la funciéon oscila alrededor de 0.

3.5 Enstrofia-energia cinética

Otra relacion de interés es la que hay entre la enstrofia y la energia cinética. Se
define la enstrofia como la cantidad directamente relacionada a la energia cinética
en el modelo del flujo que corresponde a efectos de disipacion en el fluido. Es un

vector escalar que mide intrinsecamente el campo de vorticidad sin la implicacion
de componentes vectoriales.
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La formula de la energia cinética es la siguiente:

v2 + 02
v la de la enstrofia en la direccion z es:
w2
Q.(t) =< 72 > (3.4)

donde w, es la componente vertical de la vorticidad y <-> es el promedio espacial.
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Figura 9: Enstroffa en funcion de la energfa cinética

Vemos que la relacién entre la energia cinética promedio en el tiempo y la enstrofia
media en el tiempo tiene cierta correlacion, aunque en la parte de menor energia la
pendiente es mayor a la total y hay poca dispersion, mientras que a partir de valores
superiores a 2000 um?/s hay mas dispersion entre los puntos.

3.6 Transiciones de fase

Para estudiar la existencia de transiciones de fase dependiendo de la distancia de la
fuente de luz, analizaremos como cambian diferentes valores a lo largo del canal y si
hay alguna relacion entre estos valores y la distancia que hay respecto la luz.

Para conseguirlo, he usado de una ventana mévil creando 60 regiones de interés
(ROI) diferentes en los que se calculan las variables de forma arbitraria y donde el
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programa ya calcula el solapamiento necesario entre regiones de forma automatica.

El ancho y grueso de la ventana es el mismo que el del canal, mientras que la
longitud en la direccion x es de 102 pm. Para cada una de las ventanas, hacemos el
promedio temporal y espacial de la variable de la ventana entera, asi de esta manera,
solo habra un solo valor para cada ventana. Finalmente he hecho la representacion

en funcion de la distancia de la fuente de luz, siendo x = 0 el punto méas cercano.
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Figura 10: Diferentes variables en funciéon de la distancia a la luz.

Los gréficos 10 (a), (c¢) y (d) tienen una forma muy parecida. En estos se pueden
distinguir tres zonas principales, una primera en el que la media de la velocidad, la
energia y la enstrofia es plana, una zona central en la que hay un pico, y una tltima
donde decrece de forma monétona. Aun asi, es necesario destacar que hay oscila-
ciones de un tamano considerable y la forma del grafico no es el de una transicion
de fase perfecta. Por otro lado, la curva de la vorticidad no sigue el mismo patron.
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Comparando este resultado con el de los apartados 3.1 v 3.2 vemos que hay una
concordancia. Por un lado, ya se ha visto que la zona en que hay mas actividad es
en la central, por lo tanto tiene sentido que el médulo de la velocidad de cada una
de las ventanas sea mayor, ya sea por que hay mas células en movimiento o porque
van mas rapido. Respecto la vorticidad, ya se ha visto que no hay mucha diferencia
entre las zonas de en medio y final, por lo que no se puede apreciar la existencia de
una transicion de fase.
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4 Conclusion

En este trabajo se ha analizado los estados atascados y las transiciones de fase en la
materia activa. Las C. reinhardtii realizan un proceso de fototaxis, que significa que
nadan hacia regiones de intensidad de luz 6éptima mediante la regulacion del batido
activo de sus dos flagelos anteriores. Por tanto este movimiento es auténomo, no
depende de fuerzas externas, y se estudia dentro de la categoria de "materia activa'.
Se analiza a partir de técnicas biofisicas experimentales y enfoques tedricos tomados
de la dindmica de fluidos, la mecanica estadistica y la teoria de sistemas dinadmicos
no lineales.

A partir de los resultados concluidos podemos ver como la velocidad y la vorti-
cidad son mayores donde hay més densidad de células. Respecto a la regiones donde
hay menor actividad y menor vorticidad, se ha llegado a la conclusién de que la
variacion entre sus velocidades es menor, ya que el ancho de sus distribuciones gaus-
sianas es mas pequeno que en otras zonas.

En cuanto a la existencia de transiciones de fases, se ha llegado a la conclusion
de que si se producen en el confinamiento de C. reinhardtii, aunque en el caso de la
vorticidad no se puede hacer tal afirmacion. La transicion de fase en el modulo de
la velocidad también se puede observar graficamente en el apartado 3.1. Estas tran-
siciones de fase se pueden observar en la sedimentaciéon de suspensiones coloidales
activas [8].
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