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Los coanoflagelados son microorganismos de gran interés en biologia evolutiva, debido a que son considerados los
ancestros mas cercanos al reino animal. En particular, en su forma unicelular desarrollan fenotipos con diferentes ca-
racteristicas en cuanto a la forma de nado, con la capacidad de producir gametas sexuadas bajo ciertas condiciones nu-
tricionales. Basados en el trabajo tedrico de Sparacino et al., J. Phys. D: Appl. Phys. (2020), se propuso y se exploraron
nuevos disefios de dispositivos microfluidicos, atendiendo a las restricciones de la microfabricacion y las observaciones
por microscopia. A través de un modelo fenomenoldgico, adaptado a la dindmica de coanoflagelados unicelulares en
un microdispositivo asimétrico, se logré separar a las células rdpidas, reconcentrandolas hasta 8 veces. Esto se alcanzé
dentro de una ventana temporal que minimiza la variacién bioldgica de las muestras, siendo independiente de la geo-
metria. Ademds, se exploraron nuevas aplicaciones biotecnoldgicas para modelar distintos comportamientos biolégicos
relacionados a las respuestas de taxis que experimenta una célula. Se observé que las poblaciones con menor tasa de
cambio direccional, son concentradas con mayor eficiencia en el microdispositivo propuesto.
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Choanoflagellates are microorganisms of great interest in evolutionary biology because they are considered to be the
closest living relatives to animals. In their unicellular form, they developed phenotypes with different swimming stra-
tegies and the ability to produce sexual gametes. Based on the work of Sparacino et al., J. Phys. D: Appl. Phys. (2020),
new designs of microfluidic devices were proposed and explored with consideration to both microfabrication restrictions
and microscopy observation limitations. Through a phenomenological model, adapted to the dynamics of unicellular
choanoflagellates in an asymmetric microdevice, it was possible to separate the fast cells, reconcentrating them up to 8
times. It was observed in a temporal window independent of the geometry, minimizing the biological variation of the
samples. Furthermore, new biotechnological applications were explored to model different biological behaviors related
to the taxis responses experienced by a cell. It was noted that populations with lower change of direction are efficiently
concentrated in the proposed microdevice.

Keywords: choanoflagellates, sorter, microfluidics, confinement.

EFFICIENT MICRODEVICES DESIGNS FOR CHOANOFLAGELLATES SEPARATION
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I. INTRODUCCION

Los coanoflagelados son microorganismos unicelulares
pertenecientes al grupo de las eucariotas que se encuentran
en aguas dulces y ambientes marinos [1].Tal como indica su
nombre, estos poseen un collar o cono de microvellosidades
que rodean a un Unico flagelo, el cual constituye su motor
de autopropulsién [2]. Ademas, éstas células poseen rele-
vancia ecolégica, ya que al ser bacteriovoros, contribuyen
en la disponibilidad de materia orgédnica y el ciclo de car-
bono en ambientes acuosos. Por otra parte son considerados
los ancestros mas cercanos en la evolucion animal [3-5].
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Este trabajo se enfoca en la especie Salpingoeca Rosetta,
la cual se puede encontrar agrupada en colonia (rosetas o en
cadena) o en forma unicelular. En esta dltima bajo determi-
nadas condiciones ambientales, que pueden ser replicadas
en cultivo in vitro, coexisten dos poblaciones con morfolo-
gia y dindmica de nado muy distintas: los micronadadores
rapidos y lentos (Fig. 1). Los micronadadores rapidos des-
criben trayectorias mds rectilineas y poseen cuerpos mads
elipsoidales con un collar de microvellosidades reducido
en comparacién con los micronadadores lentos que dibu-
jan trayectorias tortuosas, con cuerpos mds esféricos y de
mayor tamafio (ver Tabla 1).
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FIG. I: A izquierda se grafican los micronadadores lentos y rdpi-
dos. El circulo con linea de puntos sobre el micronadador rdpido
corresponde al cuerpo del micronadador lento. Debajo de los mis-
mos se muestran las trayectorias reales de los lentos (tortuosas) y
rdpidos (rectas). En el centro, se tiene un sketch del microdisposi-
tivo propuesto y simulado. El mismo posee N,= 6 obstdculos que
separan las cdmaras 1y 2. Su dimension es de 3x6 mm 'y dentro
del mismo se esquematiza el circulo de inoculacion. En el panel
derecho, se agranda la abertura de ancho lg (flecha grande). Las
flechas grises indican el sentido fdcil de transporte celular. Para
mejor visualizacion los puntos que representan los micronadado-
res estdn magnificados 4 veces de su tamario real y simulado.

Una particularidad que engloba a esta especie es el au-
mento o disminucién en la probabilidad de fusion celular de
gametas o células sexuadas debido a la variacién en la dis-
ponibilidad de nutrientes de su ambiente. En otras palabras,
bajo hambruna estos microorganismos tienden a unirse pa-
ra preservar su supervivencia y su informacién genética de
tal forma que cumplen con la funcién de gametas mascu-
linas y femeninas. En la actualidad, se desconoce si existe
alguna conexion entre el tipo de micronadador y el tipo de
gameta [6].

Haciendo foco en su individualidad, separar y concen-
trar ambas poblaciones ayudaria a realizar estudios gené-
ticos para entender la funcién de cada micronadador, y en
un futuro, el de las colonias. Si bien se han explorado nu-
méricamente algunas configuraciones de dispositivos de se-
paracion [7], éstos no son reproducibles experimentalmente
debido al gran tamafio dimensional y las limitaciones de ob-
servacion mediante técnicas microscopicas.

Este trabajo explora los fendmenos de transporte celu-
lar en microdispositivos reales para determinar los pardme-
tros geométricos que permitan una optimizacién en la se-
paracién celular. El dispositivo microfluidico planteado po-
see microobstaculos asimétricos quasi 2D, que generan una
ruptura de simetria y una direccién de nado preferencial.
Esto junto a la diferencia en la dindmica de los micronada-
dores, se espera que conjuntamente contribuyan a dar lugar
a una separacion de ambas poblaciones en un tiempo expe-
rimental realista. Es decir, en un tiempo en el cual se pre-
serve la salud del modelo biolégico y sea factible para el
manejo del operador de laboratorio.

En la seccién 11 se especifica el microdispositivo y el mo-
delado. En la seccién III se presentan los resultados teéri-
cos. Por ultimo en la seccién IV se darédn las conclusiones y
detalles del trabajo a futuro.

II. FiSICA DEL MODELO BIOLOGICO Y METO-
DOLOGIA

El objetivo de las simulaciones es representar la dind-
mica de ambas poblaciones de coanoflagelados bajo con-
finamiento. Para ello, se propone un modelo fenomenolégi-
co cuasi-2D siguiendo las consideraciones del trabajo de J.
Sparacino et al. [7].

Las siguientes ecuaciones de movimiento para ambos mi-
cronadadores, corresponden a un modelo hidrodindmico li-
neal de Stokes. Son resueltas en simultdneo con la dindmica
de Langevin en dos dimensiones, confinadas en un micro-
dispositivo.

v =F/'+FP+F"  y=4nRn M
0 = \/2D,¢; @

Donde 7; = (%;,y;) es la velocidad resultante del centro de
masa del i-€simo coanoflagelado, R es el radio del nadador
y 1 es la viscosidad del medio. @ es la velocidad del cam-
bio de direcciéon de nado y D, es el coeficiente de difusion
rotacional.

Siguiendo las consideraciones del trabajo de J. Sparacino
et al. [7], 1a direccidén de nado, O, tiene dos contribuciones.
Una para cada paso temporal y la otra es regida por una
distribucién de Poisson con un tiempo medio de cambio de
direccién, 7, aleatorio entre [—7,7]. Este tltimo es un
valor fenomenolégico y realista obtenido de andlisis de da-
tos de experimentos previos [8] como lo son el radio del mi-
croorganismo R, el tiempo medio de cambio de direccion,
Teup» ¥ 12 velocidad media, (v), de la Tabla 1.

rapido | lento
N 1582 558

(v) [um/s] | 60+ 10 | 15+5
R [um] 1.25 25
D, [rad?/s] 0.02 0.5
Toup [5] 10 10

TABLA 1: Pardmetros de la movilidad utilizados en las simulacio-
nes para ambas poblaciones. Siendo N el tamaiio poblacional, (v)
la velocidad media, R el radio del cuerpo del nadador, D, el coefi-
ciente de difusion rotacional y T, el tiempo promedio de cambio
de direccion.

El microdispositivo utilizado en las simulaciones, con-
siste en un rectangulo de 3x4.5mm, con vértices redondea-
dos de radio interno 100.5 um, unido con un medio circulo
de radio interno 1.5mm (ver panel central de la Fig. 1). La
seccidn rectangular contiene N, medios circulos de radio /5
puestos en serie con un ancho de pared w,, y de obstaculos
wy, separados por una abertura fija /, tal como se visualiza
en el zoom superior derecho de la Fig. 1.

Este arreglo de obstdculos permite dividir la seccién rec-
tangular en dos cdmaras; la cdmara 1 representada con un
fondo blanco, con un drea A;, y la cdmara 2 con un fon-
do azul con un drea A,. La finalidad de estos obstaculos es
poder, a través de la ruptura de simetria y gracias al nado
celular por las paredes, separar ambas poblaciones [7].

En el trabajo de J. Sparacino et al. [7] se propuso un mi-
crodispositivo similar; manteniendo el nimero de obstdcu-
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los (N, = 10), se varié el tamafio del area a través del radio
de los obstdculos R, o el tamafio de las aberturas /,, respe-
tando la ley de escala. Se consideraron tamafios de disposi-
tivos (entre 500 um a 10000 um) demasiado grandes en re-
lacién a la resolucidn espacial para detectar una célula (del
orden de las micras). Por otro lado, el sistema modelado im-
pide la inoculacién experimental ya que no cuenta con un
acceso para la inoculacién de células.

El presente trabajo se centra en un microdispositivo con
un tamafio limite de cdmara, siendo de un ancho fijo L, =
3mm y un largo fijo Ly = 6 mm. A su vez, se agrega una c4-
mara de inoculacién para facilitar la insercién de la pobla-
cién al microdispositivo. Se representa la condicion inicial
en la Fig. 1.

Dada la restriccion en el ancho de la camara, el radio de
los obstéculos, I, estd dado por Ec. (3).

ly= (Lx —(No—1)(lg + 2Wf)) 2
No
con N, el nimero de obsticulos, [, tamafio de la abertura
y wy el ancho de pared del obstdculo. De esta manera se
puede estudiar el efecto de ruptura de simetria en la rectifi-
cacion variando el nimero de obstaculos N,.

Los dispositivos que generan un efecto ratchet son de-
nominados rectificadores y son aquellos que pueden direc-
cionar a una poblacién, en este caso de microorganismos,
sin la necesidad de utilizar campos externos o gradientes.
Una forma de medir la eficiencia de este efecto es a través
de la rectificacion, que se define como el cociente entre las
densidades de la cdmara 2 y la cdmara 1, Ec. (4).

3

() = P20 _ MO @
pi(r)  A2Ni(r)

Con N;(¢) el nimero de coanoflagelados en la cdmara i en

un tiempo t tal que dividido A;, se obtiene su densidad p;(z).

Este cociente se utilizé durante todo este trabajo para
cuantificar el factor de concentracion, de algin tipo de nada-
dor, en la cdmara 2 y permitiendo asi comparar la variacion
del efecto ratchet para distintos pardmetros. En particular, si
r =1, es decir p; = p», se dice que el dispositivo no recti-
fica y por lo tanto, no existe una direccidn preferencial que
separe y concentre a la poblacion.

Para obtener una mejor estadistica de la rectificacion, se
promedia entre m realizaciones con las mismas condiciones
iniciales pero distintas semillas (inicializadores) del gene-
rador de nimeros pseudo-aleatorios utilizado en el modelo
fenomenolégico. Luego, para encontrar el valor medio de
la rectificacion se tiene que descartar el periodo de transi-
cidén para promediar solo en el estado estacionario. Es decir,
(r), = # j,lef; (r(t)),, dt cont.q el tiempo correspondiente al
inicio del estado estacionario y ¢ el tiempo final de corrida.

Para realizar las simulaciones, los pardmetros del micro-
dispositivo a utilizar en este trabajo, consisten en un barrido
de N, =[2-20] obstdculos con Iy segiin la Ec. (3) tal que
se mantenga un ancho maximo L, = 3 mm y un largo mé-
ximo L, = 6mm, junto con una abertura [, = 10um y un
ancho tanto de pared como de obsticulo, wy,,=w¢= 50 um.
No todos los valores de N, utilizados son relevantes para
ser replicados en laboratorio, sino que su finalidad es de-
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jar en evidencia el efecto de este pardmetro (N,) en los re-
sultados de la rectificacién. En una segunda instancia, con
N,=6, para los micronadadores rdpidos, se varia el tiempo

medio de cambio de direccién (7.,,,= [2-10]s) y, por otro

lado, el porcentaje de mezcla de poblacién con 7., =2sy
Teyp = 10s.

Para resolver la Ec. (1) se utilizara el método de Euler
con un paso At = 0.0001s aproximando el cuerpo de los
micronadadores por discos de radio R (Tabla 1). Para sim-
plificar el andlisis, las dos poblaciones de coanoflagelados
se simulan por separado, dado que se estudia un sistema
muy diluido. Los valores de rectificaciéon no presentan dife-
rencias significativas a los obtenidos con poblaciones mez-
cladas (zoom circular en la Fig. 2).

III. RESULTADOS DE LAS SIMULACIONES
Rectificacion vs. niimero de obstaculos

En la Fig. 2 se observa la rectificacién en funcién del
tiempo para los micronadadores lentos (verde) y los mi-
cronadadores rdpidos (violeta) tanto para 6 como 20 obs-
taculos. Se puede notar que para tiempos mayores a 60 min
(circulo celeste), las curvas de rectificacion de células ra-
pidas alcanzan estados estacionarios con un factor de con-
centracién entre 3 y 6 veces mds en la cdmara 2 que en la
cdmara 1. Mientras que las células lentas atin no han alcan-
zado a pasar a la cdmara superior, y por lo tanto, muestran
valores de rectificacién cercanos a cero.
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FIG. 2: Rectificacion en funcion del tiempo para N, = 6 (colores
oscuros) y N, = 20 (colores claros) para micronadadores lentos
(verde) y micronadadores rdpidos (violeta). En los circulos a iz-
quierda se muestran las rectificaciones de una poblacion de mi-
cronadadores rdpidos y lentos simulados en conjunto (color gris)
y por separado (color) para N, = 6.

Estos resultados muestran que existe una clara ventana
de tiempo experimental, independiente de N,, que permi-
te extraer una poblacién casi pura de micronadadores ra-
pidos en un intervalo de tiempo Ar = 60 min. Para el caso
de los micronadadores lentos se puede notar que inclusive
con tiempos de simulacion de 30h, atin no alcanzan el esta-
do estacionario y no rectifican. Este resultado lleva a poner
el foco del andlisis en la poblacién de los micronadadores
rdpidos, debido a que tiempos mayores a Sh, se producen
cambios bioldgicos como falta de nutrientes, division celu-
lar, entre otros.

Seguidamente, se realiza la simulacién para una misma
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poblacién de micronadadores rapidos, variando N, de 2 a
20 obstaculos. En la Fig. 3, se muestra la rectificacién en
funcién del nimero de obstaculos, alcanzando un valor ma-
ximo, r = (7.9 £0.2), para N, = 2 y un valor minimo,
r = (3.03 £0.06), para N, = 20. Estos resultados descri-
ben una relacidn cuadrética entre N, y la rectificacién (ver
ajuste en Fig. 3).
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FIG. 3: Rectificacion de nadadores rdpidos vs. el niimero de obs-
tdculos del microdispositivo. La funcion de ajuste estd incluida en
la figura. Se indica, para N, =2y N, = 20, la media y el error de
la rectificacion.

o

En cuanto a la diferencia en los valores de rectificacién
segtin el nimero de obsticulos se tienen distintos factores,
dependientes entre si, para analizar: ruptura de simetria, nii-
mero de canales a atravesary largo de pared a recorrer.

Al proponer un microdispositivo de ancho fijo, la restric-
cién en su geometria implica que al disminuir N, se deba
colocar obstaculos de mayor tamafio, aumentando el efec-
to de ruptura de simetria, y por lo tanto, una direccién de
nado preferencial. Luego, si se considera que la mayoria de
los micronadadores tipo pusher prefieren nadar cerca de las
paredes [9, 10], entonces al aumentar [, se genera mayor
camino a recorrer para el nadador. En cambio, si el /5 ten-
diera a cero, hay menos camino para recorrer pero el nime-
ro de aperturas serfa cada vez mayor generando mds posibi-
lidades de paso de una cdmara a la otra. En otras palabras,
dependiendo del nimero de obsticulos, se aumenta o dis-
minuye la probabilidad de pasar de una cdmara a otra, y por
lo tanto, varian los valores de rectificacion.

Rectificacion vs. tiempo medio de cambio de direccion

La evidencia experimental nos indica que toda poblacion
tiene respuestas cambiantes en su movilidad frente a distin-
tos quimioatractantes, gradientes de oxigeno, distribucién
heterogéneas de alimentos, etc. Esto se ve reflejado en la
frecuencia de cambio de direccién de nado 7, es decir
el aumento o disminucién de tiempo en que el microorga-
nismo se mueve en forma aproximadamente lineal, permi-
tiendo encontrar ambientes mas favorables. De esta manera
resulta interesante estudiar la rectificaciéon simulando gru-
pos celulares con diferentes capacidades de reaccién a los
estimulos [8, 11, 12].

En la Fig. 4(a) se presenta la rectificacién en funcién de
T, Para una poblacién N de micronadadores rapidos con
N, = 6. Se observa que los valores de rectificacién pue-
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FIG. 4: (a) Rectificacion de micronadadores rdpidos vs. T.,,. (b)
Rectificacion vs. el porcentaje de poblacion de nadadores rdpidos
con T.,,=10s. Para (a)-(b), N, = 6 y se muestran las funciones
de ajuste.

den ser ajustados a una funcién logaritmica dependiente de
Toyp- Ademds entre 7., = 2s 'y 7., = 10s, la diferencia
entre las rectificaciones supera el 100 %. Por otra parte, te-
niendo en cuenta que la intensidad de estos cambios puede
no ser homogénea en una poblacién celular, se analiza la
rectificacion en funcién de una respuesta de taxis hetero-
génea. Para producir ese efecto, se varfa el porcentaje de
poblacién con 7, = 10sy 7, = 2s.

La Fig. 4(b) muestra la rectificaciéon en funcion del por-
centaje de poblacion heterogénea de nadadores rapidos con
Teyp = 108y T, = 2s en un microdispositivo con N, = 6.
Los resultados muestran un crecimiento lineal con una tasa
de variacién constante. Esto evidencia que las poblaciones
celulares con mayor porcentaje de individuos sensibles a los
cambios del ambiente, rectifican de manera mas eficiente.

IV. CONCLUSIONES

Este trabajo ha planteado un modelo fenomenolégico que
resulta eficiente para representar cualitativamente la dind-
mica de coanoflagelados. Se utilizaron pardmetros geomé-
tricos funcionales para una futura fabricacién y manejo del
microdispositivo sin perder los detalles a nivel microscé-
pico. Como asi también, se ha agregado una condicién de
inoculacién préctica para la realizacién del experimento.

Ademds se propusieron diversos microdispositivos para
concentrar y separar con éxito a una poblaciéon mixta de
coanoflagelados. Esto se logré en una ventana de tiempo
realizable experimentalmente de 60 min. Resultando inde-
pendiente de la geometria especifica propuesta, es decir, de
6 a 20 obstdculos. Con respecto a los valores de rectificacion
se obtuvo un factor de eficiencia de 6.5 para 6 obstaculos,
mas del doble del valor obtenido para 20 obstaculos.

Aprovechando las ventajas de las simulaciones, se exten-
di6 el andlisis de la rectificacion para un amplio rango de
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nimeros de obstaculos, N,. Los resultados presentaron un
incremento en la rectificacién a medida que disminuye N,
con un valor miximo de eficiencia de casi 8 para 2 obstacu-
los.

Se estudi6 la rectificacion frente a distintos compor-
tamientos bioldgicos por respuestas de taxis teniendo en
cuenta los casos en el que la conducta fuera homogénea o
heterogénea en la poblacién. Se observé en ambos casos,
que las poblaciones con mayor 1, rectifican més.

En resumen, en este trabajo se obtuvo un microdispositi-
vo capaz de separar y concentrar con un factor de eficien-
cia mayor a 3 y en un tiempo experimentalmente realiza-
ble para un rango de modelos biolégicos. Esto incentiva la
realizacion de experimentos con distintas poblaciones en el
microdispositivo para cuantificar y comparar los fenémenos
de transporte en la bisqueda de generar distintas aplicacio-
nes biotecnoldgicas.
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