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Abstract

En este trabajo se han analizado diversos modelos computacionales publicados en revistas cientificas que
abordan el estudio del crecimiento microbiano en entornos semisélidos y heterogéneos en superficie, para
valorar el interés y utilidad que pueden tener estos modelos en el entorno académico. Se han escogido dos
de los modelos analizados como referencias fundamentales y fuentes especificas de informacion para el
disenio y parametrizacion de un nuevo modelo basado en el individuo que pueda ser manejado en el estudio
de sistemas microbianos. El nuevo modelo desarrollado, llamado INDISIM-Plate-NL, permite tratar con
el crecimiento no planctéonico de la bacteria FEscherichia coli en una superficie, y se ha implementado
en la plataforma de acceso libre NetLogo, un entorno de programacion especifico para la modelizacion
multiagente. Con este nuevo simulador se han obtenido resultados de crecimiento bacteriano en forma
de colonias con diferentes morfologias que estan en buena correspondencia con resultados experimentales
y resultados simulados publicados y referenciados en la literatura. El simulador posibilitard el estudio de
estas poblaciones bacterianas con movilidad reducida a través de la realizacion de experimentos virtuales
en el aula.

In this paper we have analysed various computer models published in scientific journals dealing with the
study of microbial growth in semi-solid and heterogeneous environments on surface, to assess the interest
and usefulness that these models could have in an academic context. We have chosen two of the analysed
models as fundamental references and specific sources of information for the design and configuration
of a new indwidual-based model that can be handled in the study of microbial systems. The new model
developed, called INDISIM-Plate-NL, can deal with non-planktonic growth of the bacterium Fscherichia
coli on a surface, and it has been implemented in the free access NetLogo platform, a multi-agent program-
mable modelling environment. The outcomes of this new simulator related to bacterial growth in colonies
with different morphologies are in good correspondence with experimental results and simulated results
published and referenced in literature. The simulator will enable the study of these bacterial populations
with reduced mobility through conducting virtual experiments in classroom.

Keywords: Bacterial growth, non-planktonic growth, individual-based model, NetLogo, simulation.
Palabras clave: Crecimiento bacteriano, crecimiento no plancténico, modelo basado en el individuo, NetLogo,
simulacion.
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1. Introduccion

Los modelos disenados para sistemas bioldgicos pueden ser muy simples si son muchas las
suposiciones o hipotesis que los soportan, o méas complicados y sofisticados si se quieren abor-
dar cuestiones con més detalle o profundidad y son menos las hipétesis previas. Uno de los
propositos de desarrollar una representacion idealizada y aproximada en la area de estudio de
los sistemas vivos con soporte informético es conseguir un modelo de un sistema biolégico,
poder tener un sistema virtual para llevar a cabo simulaciones, conseguir resultados y/o salidas
numeéricas, representaciones graficas temporales y espaciales de la evolucion del sistema, y ob-
tener respuestas a preguntas previamente formuladas en relaciéon el sistema. Para todo eso, es
necesario asumir tanto la apariencia como el comportamiento de los objetos que se encuentran
intrarelacionados e interrelacionados configurando el sistema, y que se entiende o presupone que
son significativos para su funcionamiento, para su evolucién temporal-espacial. Por ejemplo, los
modelos pueden relacionar o describir la abundancia, distribucion, fluctuacién y produccion de
organismos vivos en ambientes abidticos, segiin sean las condiciones de los recursos del entorno,
y las relaciones de cooperacion, competencia o simbiosis que se puedan establecer entre ellos.
Hoy en dia, los modelos bioldgicos pueden llegar a representar complejas redes tréficas, y se pue-
den utilizar para pronosticar o diagnosticar, para probar y ensayar distintos escenarios, y para
contrastar hipdtesis o aplicar teorias respecto a datos experimentales previamente obtenidos y
analizados.

Gracias al aumento de la potencia de los ordenadores y de su capacidad para manipular
grandes cantidades de datos, en los ultimos anos se estan desarrollando diferentes tipos de
modelizacién con una base computacional muy notable y significativa. La gran variedad de
métodos de modelizacion existentes actualmente y de entornos de programacion cada vez mas
sofisticados y avanzados, abren enormes posibilidades para poder tratar e investigar sistemas
bioldgicos desde perspectivas bien diversas. Esta bien asumido por la comunidad cientifica que
segin cuales sean la preguntas que queremos que el modelo pueda abordar, tendremos que
escoger el tipo de modelizacion més conveniente. La decisién del tipo de modelo a utilizar para
un sistema biolégico depende principalmente de los objetivos del estudio, de las caracteristicas
propias del sistema a tratar y de la informacién de que se dispone sobre el sistema y los procesos
implicados.

1.1. Modelos poblacionales y modelos basados en el individuo

Los modelos se pueden clasificar atendiendo al enfoque que se dé o la perspectiva que se
tenga para representar el sistema, y segtin el nivel de observacion con el que se describe el siste-
ma, como modelos poblacionales o modelos basados en el individuo. Los modelos poblacionales
son modelos realizados directamente a nivel de poblacién, con los que se obtienen resultados
que tienen en cuenta el global de la poblacién sin distinguir entre los diversos individuos que
la configuran. Los modelos basados en el individuo (“individual-based model”, IBM), también
conocidos como modelos basados en agentes ( “agent-based models”), son modelos realizados a
nivel de cada individuo que forma la poblacién o cada parte discreta del sistema que se quiere
estudiar. Estos modelos focalizan todo su interés en los distintos elementos que configuran el
sistema, y los resultados a nivel poblacional se obtienen con la acumulacion de los compor-
tamientos de todos los individuos. También se pueden obtener resultados a nivel individual
a partir de las distribuciones de las propiedades o caracteristicas individuales que estos mo-
delos controlan. Estos IBMs ofrecen atractivas oportunidades para el estudio de los sistemas
biol6gicos (Wilensky & Rand, 2015; Ginovart, 2015, Railsback & Grimm, 2012; Ginovart et al.,
2012).
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La modelizacion mas clasica fundamentada en funciones continuas y derivables como la for-
mulacién de ecuaciones diferenciales o los métodos de optimizacion para el ajuste de funciones
son metodologias basadas en la perspectiva propia de los modelos poblacionales. Estas modeli-
zaciones mas tradicionales son las que de forma habitual se presentan y se estudian en ambitos
académicos de distintos niveles, y son las que se utilizan en el aula para mostrar aplicaciones
diversas de modelos en el &mbito bioldgico.

Algunos modelos matematicos en ecologia estdn basados en hipdtesis o requisitos que pue-
den violar algunas de las caracteristicas propias de la biologia, y segin cual sea el sistema a
estudiar o las condiciones en las cuales este sistema se desarrolla, estas hipdtesis o requisitos
previos estan muy lejos de poderse cumplir o verificar. Por ejemplo, combinando muchos orga-
nismos vivos y asumiendo que pueden ser descritos por una unica variable, como el tamano de
la poblacién, con la que se formulan ecuaciones diferenciales o integrales, o se forman sistemas
de ecuaciones en los que participa esta variable, se vulnera el principio de que cada individuo es
distinto, en comportamiento y fisiologia, por lo que las ecuaciones resultan en una unica com-
binacion de genética e influencias del entorno. Es aceptado en biologia que un mismo individuo
localizado en distintos medios pueda tener comportamientos diferentes, crecer y reproducirse a
velocidades, o de maneras, distintas segiin sean las caracteristicas del entorno local que lo rodea.
Estos modelos poblacionales lo tienen realmente dificil para poder distinguir entre individuos,
comportamientos y caracteristicas locales, y poder considerar adaptaciones (o mutaciones) de
estos individuos a las caracteristicas locales cambiantes en el tiempo que soportan. Por otro
lado, algunos de estos modelos poblacionales no distinguen entre localizaciones individuales y
asumen que cada individuo tiene un mismo efecto sobre cualquier otro individuo de la pobla-
cién, cosa que, vulnera el principio biolégico que las interacciones son inherentemente locales,
o bien que requieren de un tiempo especifico para que se produzcan en una escala espacial
mayor (circunstancias que pueden ser determinantes para la evolucién de ciertos sistemas).
Un individuo puede ser afectado o condicionado predominantemente por otros individuos con
los que puede establecer contacto. También, para algunos de estos modelos poblacionales no
es ni inmediato ni facil controlar de forma detallada o especifica las entradas (y salidas) de
individuos al (del) sistema. No obstante, y pese a las limitaciones propias e inherentes de esta
perspectiva de modelizacién basada en la poblacion, con la utilizacion de teorias y herramien-
tas matemadticas avanzadas se han realizado (y se estdn realizando) trabajos excepcionales y
estudios sorprendentes de sistemas biol6gicos diversos (Murray, 1990).

Hace aproximadamente 25 anos que se considerd que habia una motivacion clara por el uso
de los IBMs en biologia por su habilidad en simular variables intrapoblacionales o interpobla-
cionales, ciclos de vida completos, adaptaciones del comportamiento del individuo a condiciones
internas o externas (medioambientales) cambiantes, a la vez que por su capacidad para explo-
rar vinculos o conexiones entre comportamientos individuales con el comportamiento global
observado en una poblacién (Grimm, 1999; Grimm & Raisback, 2005). Los primeros IBMs
fueron formulados y utilizados para estudiar la dinamica de los bosques y las comunidades de
peces, pero actualmente sus ambitos de aplicacion son muy diversos. Los IBMs son modelos
que describen a los individuos o partes que configuran un sistema como entidades autéonomas
y discretas, y focalizan toda su atencién en caracterizar estas entidades mediante reglas de
comportamiento, permitiendo que estas entidades interaccionen entre ellas y con el entorno en
el que se hallan. Son modelos computacionales que permiten tratar con sistemas complejos. Los
IBMs controlan las operaciones simultaneas de multiples entidades (son modelos discretos), en
un entorno cambiante, en el que estas entidades evolucionan y se desarrollan a lo largo del
tiempo (son modelos dindmicos). Generalmente, se considera la aleatoriedad o el azar como un
elemento importante a tener en cuenta (son modelos estocésticos). Pueden ser considerados mo-
delos cualitativos, pero cada vez mas, segin como sea la parametrizacion y la calibracién que se
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lleva a cabo, se convierten en modelos cuantitativos. Intentan entender cémo y de qué manera
se producen los fenémenos observados (son modelos heuristicos). Son esencialmente modelos
explicativos pero, con el progreso constante del uso de esta metodologia, se estan desarrollando
actualmente modelos con capacidad predictiva.

En estos IBMs se pueden considerar factores de variabilidad para introducir cierta aleato-
riedad en el grupo de individuos, ya que, diferentes individuos de una misma masa, volumen o
estado en el ciclo de reproduccién se pueden desarrollar utilizando distintas vias o estrategias
y pueden llegar a estados individuales diferentes, aunque tengan un origen comin. Cada uno
de estos individuos que configuran el sistema biolégico tiene sus propias caracteristicas (sexo,
edad, masa, volumen, posicién en el espacio, capacidad de movimiento, de respiracién, de re-
produccién, entre otras) que van cambiando a medida que pasa el tiempo y segin cuales sean
las condiciones medioambientales con las que se encuentran. Las acciones o comportamientos
que se modelizan para los individuos vivos estan vinculados a la propia biologia que los sus-
tenta, como por ejemplo, al movimiento en el dominio que ocupan, al consumo de nutrientes,
a la metabolizacion o uso de estos nutrientes para el mantenimiento y el incremento de ma-
sa, a la produccién de productos como consecuencia de la transformacion de nutrientes, a la
reproduccion, y a la viabilidad o muerte (Ginovart, 2015).

1.2. Sistemas microbianos

A la hora de investigar un sistema microbiano es fundamental tener en cuenta de qué tipo
son las condiciones del medio en que se encuentra la poblacién de microorganismos (individuos),
ya que, las interacciones entre individuos y particulas de sustratos que conforman el sistema
pueden ir variando de forma significativa a lo largo del tiempo y del espacio, y por lo tanto
condicionar o modificar de manera substancial el propio comportamiento de estos microorganis-
mos. Con sistemas microbianos en medio liquido, tanto los individuos (microorganismos) como
los otros componentes del sistema (sustratos o productos) se encuentran distribuidos de manera
uniforme, homogénea, por todo el espacio con patrones de difusion muy alta y constante, o bien
con patrones de redistribucién contintia (con movimiento pasivo). También los microorganismos
podrian tener movimiento propio proporcionado por flagelos u otros dispositivos (movimiento
activo) mientras flotan libremente en el liquido. Existen otros sistemas microbianos constituidos
por poblaciones que se encuentran en un medio (o entorno) no liquido que condiciona de forma
importante la movilidad de los individuos (los cuales pasan a tener una movilidad reducida) y
que no presuponen la redistribucion de nutriente en el espacio de forma homogénea a lo largo
del tiempo. Por ejemplo, un sistema como este lo podriamos encontrar en un entorno no liquido
que permitiera el crecimiento microbiano en superficie. En ese entorno los microorganismos de-
berian superar las fuerzas impuestas por la propia composicién del medio para poder cambiar
su ubicacién fisica, para moverse o desplazarse. En este caso, es trascendental el proceso de
difusion de nutrientes y productos que el medio permite para provocar cambios en la distri-
bucién de los elementos del sistema a lo largo del tiempo (incluidos los individuos), los cuales
se pueden encontrar inicialmente distribuidos de forma heterogénea o discontinua en el espacio
que ocupan. El hecho de poder alcanzar crecimientos exponenciales o logisticos, muy conocidos
y utilizados en aplicaciones de tipo microbioldgicas cuando se inoculan microorganismos en
un medio liquido con nutrientes (crecimientos plancténicos), deja de ser probable o plausible
cuando se inoculan microorganismos en un medio heterogéneo y de movilidad reducida (cuando
se tienen crecimientos no plancténicos) como los que muestra la Figura 1.

Por ejemplo, en una placa o superficie con presencia de agar para reproducir caracteristicas de
un medio gelatinoso o semi-sélido, la evolucién temporal-espacial de una poblaciéon microbiana
dependera de las caracteristicas de este medio, siendo entonces el crecimiento microbiano (no
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plancténico) que se observa en forma de colonia. Las colonias microbianas son conjuntos de
microorganismos visibles macroscopicamente que se desarrollan a partir de un progenitor comun
o inoculo inicial (microorganismos que son introducidos accidental o voluntariamente en los
medios de cultivos o entornos especificos) y que van avanzando de forma més o menos compacta
durante la ocupacién del espacio a lo largo del tiempo. Los microorganismos iniciales, unos
pocos, se establecen en el medio y se van expandiendo, donde el crecimiento de la colonia
es el resultado de la suma de los comportamientos individuales relativos a un movimiento
reducido y dificultoso o a través de la reproduccién con la aparicion de nuevos individuos. En
la Figura 2 se puede observar dos tipos de crecimiento bacteriano no plancténico en superficie
que corresponden a experimentos de laboratorio llevados a cabo en placa de agar.

Figura 1: Crecimiento en una placa de agar en el laboratorio de diversos tipos de microorganismos (bac-
terias, hongos, levaduras) que se encontraron en la superficie de la palma de una mano, con la aparicién
y formacién de las correspondientes colonias, con formas, colores y brillos dependiendo delos tipos de mi-
crobios. Cortesia de TashaSturm/CabrilloCollege/asm.org,yobtenidadehttp://experimentarconciencia
.blogspot.com.es/2015/06/esos-bichos-1lamados-microbios-y-como_18.html.

Los sistemas que forman biofilms, es decir, grupos de microorganismos en los que estos se
encuentran pegados entre ellos y al mismo tiempo con una superficie sélida adyacente a un
liquido, son otro tipo de crecimiento no plancténico. A partir de los microorganismos fijados
a la matriz sélida, se forma una matriz de sustancia polimérica extracelular que permite al
resto de microorganismos quedar enganchados con los otros de la base, dando al biofilm una
estructura tridimensional mas consistente rodeada por un medio liquido.

En la naturaleza, una gran parte de las poblaciones de microorganismos experimentan un
crecimiento no plancténico. Es decir, los sistemas microbianos se encuentran en medios no
liquidos en los que ni los propios individuos ni otros posibles elementos que configuran el sis-
tema (componentes organicos o inorgénicos) se encuentran distribuidos de manera homogénea,
y donde para poder cambiarlas posiciones o localizaciones espaciales de los individuos y de los
elementos se deben superar fuerzas impuestas por el propio medio que los rodea. Estos me-
dios son principalmente medios gelatinosos con movilidad reducida, presentes en procesos de
contaminacién (o infeccién) de una superficie en contextos diversos como en el &mbito agroali-
mentario o biomédico, en los cuales la actividad microbiana esta presente. A pesar del interés
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Figura 2: (A) Crecimiento de una colonia bacteria de Escherichia coli en un medio con condiciones limitan-
tes para su desarrollo. Cortesia de Peter Graik, http://polymer.bu.edu/~trunfio/about.html y obtenida
de http://polymer.bu.edu/ogaf/html/chp5lexp3.htm. (B) Crecimiento de bacterias Pseudomonas aerugi-
nosa en una placa de petri. Obtenida de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Swarming motility
_of _Pseudomonas_aeruginosa. jpg.

que puede tener el estudio de estos sistemas microbianos de crecimiento no planctonico, los mo-
delos microbianos que mayoritariamente se conocen y se utilizan en el contexto académico son
los modelos cinéticos de crecimiento plancténico. Han sido los més investigados y representados
como consecuencia de su simplicidad en relacién a las propiedades espaciales del medio que
envuelve a los microorganismos. Ademds, los conocimientos o requerimientos de curriculo que
supone el manejo de estos modelos continuos clésicos se encuentran, generalmente, cubiertos
por los contenidos de cédlculo diferencial e integral que se imparten en las asignaturas de ma-
tematicas. Cuando las hipdtesis previas de las propiedades del medio como medio homogéneo
o la distribuciéon aproximadamente uniforme de microorganismos en el espacio dejan de ser
asumibles, las formulaciones de los modelos requieren de conceptos y herramientas de nivel
matematico mas avanzado, muchas veces fuera del alcance de ciertos entornos académicos.

Este trabajo se centra en el uso de modelos basados en el individuo (modelos computaciona-
les) para estudiar crecimientos microbianos no plancténicos, es decir, crecimientos microbianos
en entornos con movilidad reducida y medios heterogéneos, y evaluar su viabilidad para que
puedan ser utilizados en el &mbito educativo (en el aula). La posibilidad de realizar experimen-
tos virtuales con simuladores que entrenen al estudiante en la investigaciéon y el analisis de estos
sistemas microbianos favorecera el conocimiento sobre estos crecimientos no plancténicos. Los
objetivos especificos para este trabajo son:

— Identificar trabajos de modelizacién relevantes en el estudio de crecimiento microbiano no
planctonico y elaborar tablas-resumen con sus caracteristicas principales y més notables
relacionadas con la modelizacién empleada, asi como con su implementacién en entornos
de programacién para la realizacién de las simulaciones.

— Elegir modelos de referencia a fin de que puedan ser utilizados como fuentes especificas
de informacion que ayuden en el diseio de un nuevo IBM microbiano de crecimiento no
plancténico en superficie.

Escoger un entorno de programacién adecuado para la implementacién de este nuevo
modelo y que pueda ser transportable con facilidad al ambito académico.

Disenar e implementar el nuevo IBM que permita abordar el estudio de factores signifi-
cativos del crecimiento bacteriano en una superficie con la formacién de colonias, con el
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fin de poder disponer de un simulador para investigar en el aula la expansion de colonias
bacterianas y sus diferentes morfologias, realizando experimentos virtuales y generando
resultados de simulacion diversos.

2. Modelos microbianos basados en el individuo para crecimientos
en medios no planctdénicos

El uso de los IBMs microbianos en diversos ambitos de estudio se ha ido incrementando en
los tltimos anos (Hellweger & Bucci, 2009). No fue hasta hace relativamente pocos anos que los
avances en biologia molecular y bioquimica provocaron el incremento de la aplicaciéon de estos
modelos a nivel de microorganismos. La plena integracion de los IBMs en el marco de trabajo
de la microbiologia aplicada o microbiologia predictiva, con modelos que intentan entender y
predecir el comportamiento de los sistemas microbianos, aporta una conexién mesoscopica entre
descripciones a nivel celular (microorganismo) y dinamicas observadas a nivel macroscépico de
poblaciones microbianas. La modelizacién de sistemas microbianos desde la perspectiva de los
IBMs consiste en simular sistemas formados por microorganismos (especies de bacterias y/o de
levaduras, por ejemplo) en un medio ambiente (medio liquido, medio con movilidad reducida o
medio semi-sélido), implementando las reglas de comportamiento de estos microorganismos, co-
mo por ejemplo movimiento, crecimiento, reproduccion, viabilidad o muerte (y, posteriormente,
lisis) en un codigo de computacién. Ejecutando el programa creado, y dejando que el ordenador
“recree” el sistema virtual con microorganismos interaccionando entre ellos y con el medio que
los rodea se consigue una representacion de sistema real. El estado individual de cada uno de
los microorganismos puede variar en funcion de su estado interno, de los diferentes recursos que
se encuentran a su alcance, de la ocupacion del dominio donde evolucionan, de las relaciones o
competencias que se pueden establecer con otros microorganismos, etc. Los sistemas microbia-
nos pueden ser considerados sistemas complejos, tanto por la complejidad que cada individuo
(microorganismo) vivo tiene como por las posibles relaciones que se pueden establecer entre
ellos, asi como por las posibles relaciones con el entorno o el medio ambiente. Estos individuos
(microorganismos) se desarrollan, viven, compiten por nutrientes, se mantienen viables o no,
mueren y lisan, e incluso pueden inhibir a otros microorganismos o ellos mismos con la produc-
cién de productos finales o metabolitos secundarios. Su propia actividad metabdlica hace que se
modifiquen las condiciones de su entorno local, por lo que el control del espacio es importante,
ya que en ciertos entornos de movilidad reducida estos microorganismos tienen dificultad para
ir a explorar u ocupar otras nuevas posiciones espaciales.

La busqueda bibliografica que se realizé para conocer la situacién actual o grado de desarrollo
en que se encuentran los IBMs microbianos para estudiar crecimientos no plancténicos se centro
en el crecimiento poblacional de colonias en superficie (espacio bidimensional), en entornos con
movilidad reducida. No obstante, hay que senalar que también algunos articulos que modelizan
e investigan biofilms contienen conceptos y desarrollan ideas que permiten conectar de forma
sugestiva con las caracteristicas generales del crecimiento no planctonico que queremos estudiar.
Se constatd que la mayoria de los modelos microbianos se han ido desarrollado en medio liquido,
ya que si el sistema microbiano se encuentra en medio no liquido las caracteristicas y condiciones
de los elementos que hay que representar se enmarcan en condiciones heterogéneas, entre partes
o regiones del espacio considerado bien diferenciadas, lo que dificulta sensiblemente el desarrollo
exitoso de los modelos.

De los casi 70 articulos que se revisaron se escogieron 10 publicaciones que pueden ser con-
sideradas significantes en el estudio de crecimiento microbiano en medio no plancténico, y para
estos trabajos se realizé un andlisis detallado de la modelizacion que habian desarrollado. A
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partir de este andlisis se han elaborado tablas-resumen con las caracteristicas principales y mas
relevantes relacionadas con la modelizacion que presentan estos trabajos, asi como de aspectos
importantes relacionados con su implementacién en entornos diversos de programacion. Estos
entornos de computacién donde se ubican los modelos investigados (modelos computacionales)
seran considerados como opciones posibles para poder llevar al &mbito educativo las simulacio-
nes realizadas e investigar en el aula los sistemas microbianos que se estudian. Hay que decir
que no siempre ha resultado ni inmediato ni facil la identificaciéon de la informaciéon requerida
para confeccionar estas tablas-resumen a partir de la informaciéon dada en el trabajo publicado,
evidenciando la dificultad intrinseca de comunicar de forma completa un modelo computacional.

2.1. Modelos seleccionados para un analisis detallado de sus caracteristicas

El trabajo de Ben-Jacob, Cohen, & Gutnick (1998) que lleva por titulo “Cooperative organi-
zation of bacterial colonies: From genotype to morphotype” [B-J-1998] es el més antiguo de los
10 trabajos seleccionados para este analisis. Desarrollé un IBM a partir de una aproximacion
genérica combinando un estudio detallado del comportamiento y la dinamica de las células
durante el desarrollo de las colonias con las relaciones que se establecen entre célula-célula.
Partiendo de este modelo genérico, desarrollé dos IBMs maés, uno que se centrd en la formacién
de diferentes patrones a partir de la quimiotaxis generada por elementos atrayentes excretados
por las células que se encuentran en lugares con una alta presencia de nutrientes; y otro que
se centrd en la formacién de colonias en forma de vértice con una quimiotaxis rotacional (la
cual provoca que los individuos formen patrones en los que se mueven de manera circular en el
conjunto de la poblacién).

Simuladores como los presentados en los trabajos de Kreft, Booth, & Wimpenny (1998)
y de Ginovart, Lépez, & Valls (2002a) fueron de los primeros simuladores que se disenaron
para modelizar y estudiar el crecimiento de bacterias bajo condiciones particulares desde la
perspectiva de los IBMs. Se utilizaron para estudiar diversos procesos en los que se involucraba
actividad microbiana y eran de interés para la biotecnologia o la industria agroalimentaria
(Ginovart et al., 2002b; Standaert et al., 2004; Dens et al., 2005a y 2005b; Prats et al., 2010).

En el trabajo “Individual-based modelling of biofilms” [K-2001], Kreft et al. (2001) desarroll4
la segunda versién del modelo base que se habia generado previamente (Kreft, Booth & Wim-
penny, 1998) para la simulacién del crecimiento de colonias multiespecies, en un multi-sustrato,
con diversas especies nitrificantes que conformaban biofilms bidimensionales con concentra-
ciones de sustrato muy heterogéneas. Las posibilidades que tenian los individuos de fijarse
inicialmente en un lugar u otro del solido podia modificar tanto la forma del biofilm que se
desarrollaba y se conseguia, como el crecimiento de los propios microorganismos, en respues-
ta a las notables variaciones de sustrato que encontraban en el medio que ocupaban. Aunque
nuestro interés se centra en colonias microbianas y no en biofilms, este modelo es interesante
por el tratamiento que da a la heterogeneidad del medio en el que evoluciona o desarrolla la
poblacién de microorganismos.

Ginovart et al. (2002¢), en el trabajo “Individual based simulations of bacterial growth on
agar plates” [G-2002], presenté una adaptacién del modelo bacteriano general y bésico, que
se habia generado previamente para el estudio del crecimiento bacteriano en medio liquido
(Ginovart, Lépez, & Valls, 2002a). Desarrollé un IBM que estudiaba el comportamiento del
crecimiento de colonias bacterianas en una placa de agar con diferentes condiciones iniciales de
concentracion de nutriente, peptona, y donde la cantidad de agar que se utilizaba se encontraba
relacionada con la difusion de los nutrientes en la superficie.

Emonet et al. (2005), en el trabajo “AgentCell: a digital single-cell assay for bacterial chemo-
taxis” [E-2005], desarroll6 un modelo para estudiar la relacién entre los procesos intracelulares

ISSN 1988-3145 @MSEL


http://polipapers.upv.es/index.php/MSEL

Volume 9(2), por: 10.4995/msel.2016.57890. 89

aleatorios y la variabilidad del comportamiento de las células individuales, teniendo en cuenta
muchos de los mecanismos intracelulares responsables de la quimiotaxis, como son por ejemplo
la senalizacion de los caminos que siguen los microorganismos o la representacion explicita de
los flagelos y motores.

Por otra parte, Bray, Levin, & Lipkow (2007), en el trabajo “The chemotactic behavior of
computer-based surrogate bacteria” [B-2007], desarroll6 un modelo que simulaba las respuestas
de 60 mutantes de una bacteria en gradientes atrayentes de nutrientes (quimiotaxis) basandose
en datos recopilados de su movimiento, dando el mismo fenotipo a los 60 mutantes pero elimi-
nando o sobreexpresando los componentes de los caminos de la quimiotaxis para reproducir las
respuestas de éstos respecto el nutriente que los atrae.

Grijspeerdt, Kreft, & Messens (2005), en el trabajo “Individual-based modeling of growth
and migration of Salmonella enteritidis in hens’ eggs” [G-2005], utiliz6 un IBM para estudiar
el fenémeno que se produce cuando un huevo se contamina con Salmonella. Para sobrevivir, los
microorganismos de Salmonella debian penetrar la cascara y la membrana del huevo, migrar
a través de la clara, la cual les resultaba desfavorable para su crecimiento, y penetrar otra
membrana para llegar hasta la yema, donde las condiciones eran favorables para su crecimiento.

Olivera-Nappa, Picioreanu, & Asenjo (2010) propuso en el trabajo “Non-homogeneous bio-
film modeling applied to bioleaching processes” [O-N-2010] un primer modelo de biofilm bidi-
mensional no homogéneo con el fin de estudiar las reacciones quimicas y bioquimicas a escala
de microorganismos. Se centraba en la relacién espacial y temporal entre estas reacciones, el
crecimiento de los microorganismos y los cambios morfolégicos de un biofilm causados por la
formacion de un producto solido residual que limitaba la difusién dentro del biofilm. A pesar
de tratarse de un biofilm, es un modelo destacable por el tratamiento que hace de la heteroge-
neidad del medio y por su atencién en la relacion de los microorganismos y de los productos
residuales generados que se encuentran en el propio biofilm.

Mabrouk et al. (2010) presenté en el trabajo “Bacteria can form interconnected microcolo-
nies when a self-excreted product reduces their surface motility: evidence from individual-based
model simulations” [M-2010] un IBM basado en observaciones experimentales que revelaron
que bajo unas condiciones de crecimiento especificas las bacterias formaban patrones de mi-
crocolonias interconectadas. Estudié el rol de la movilidad de las bacterias y la produccion de
sustancias extracelulares en la formacion de estos patrones, y a pesar de ser un modelo basado
en biofilms, es un trabajo muy interesante porque tiene en cuenta un medio con movilidad redu-
cida y el crecimiento de diversas colonias bacterianas en superficies (espacios bidimensionales).
Después, Mabrouk & Deffuant (2011) propuso en el trabajo “A simple birth-death-migration
individual-based model for biofilm development” [M-2011] otro modelo de biofilm en el que
también se producia un crecimiento en forma de colonia pero en el que se centraba sélo en tres
factores que consideré que eran los mas significantes: el nacimiento, la muerte y la movilidad
de los microorganismos segun el tipo de superficie. Intenté conseguir un diseno de modelo mi-
nimalista que fuera capaz de reproducir una gran diversidad de patrones de crecimiento para
una colonia.

El dltimo trabajo analizado es muy reciente, Tack et al. (2014) en “An individual-based
modeling approach to simulate the effects of cellular nutrient competition on Escherichia coli
K-12 MG1655 colony behavior and interactions in aerobic structured food systems” [T-2014]
utiliz6 un modelo previamente desarrollado por Verhulst et al. (2011) y que en su versién més
bésica se generd a partir de las ideas del modelo de Kreft, Booth, & Wimpenny (1998). Tack et
al. (2014) desarrollé una extensién de este modelo de Verhulst para poder reproducir el com-
portamiento y las interacciones de colonias bacterianas monocapas en un superficie cuando se
hallan sujetas a limitaciones de nutriente debidas a la difusién que se tiene en un medio gela-
tinoso (inicialmente homogéneo y con condiciones aerdbicas). Utilizé para la parametrizacién
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del modelo datos de parametros celulares disponibles en trabajos anteriores asi como algunas
observaciones experimentales de crecimiento bacteriano en medio con gel. Describié la dinamica
de la colonia bacteriana bajo condiciones especificas de nutriente en el medio, a partir de la
evolucion temporal de su radio, de su morfologia, y de la emergencia dentro la colonia de una
zona de inanicién (zona con baja concentracion de nutrientes).

La Tabla 1 recoge, para cada uno de los 10 trabajos analizados y comentados anteriormente,
las propiedades del dimensionado, es decir, nos dice si es un modelo elaborado en dos dimen-
siones (2D) o en tres dimensiones (3D), y el escalado, haciendo referencia a si los modelos son
discretos en el tiempo y/o en el espacio, es decir, si dividen el tiempo y el espacio en unidades
o si consideran estas variables continuas. También se incluye si se procesa la informacién mi-
crobiana a partir del nimero de microorganismos o de la cantidad de biomasa total, indicando
cuales son los maximos que pueden llegar a controlar y simular.

102 — 10% cfu
390 g/L
5 x 103 — 10% cfu
1166 cfu
10° cfu/ml
1000 cfu
290 x 107% kg bio/m?
3 x 10° g/m3

N I e Y I S e S
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Ll e B e B ==l Kl W N ) N )
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10 cfu/ml

Tabla 1: Dimensionado y escalado. 1: Si, 0: No. Las referencias se encuentran detalladas en el texto.

La Tabla 2 recoge algunas de las propiedades individuales de las pequenas parcelas en que
se ha dividido el espacio (el reticulado del dominio), asi como las propiedades o caracteristicas
que pueden controlar sobre cada una de las unidades de espacio que configuran el ambiente,
como su tamano expresado en unidades reales, la consideracién o no de nutrientes en el espacio,
la humedad o la temperatura.

e i =l =l e e e
(o] Heu] Fen) Ben) Nen] o) Hen] Nen) i ol Ren]
O OO+ R —O

Tabla 2: Propiedades individuales de la unidad de espacio en que se ha discretizado el dominio. 1: Si, 0: No. Las
referencias se encuentran detalladas en el texto.

La Tabla 3 recoge la informacién sobre las unidades reales y las unidades de simulacién de
las escalas espaciales y las escalas temporales utilizadas en los diferentes trabajos. También
indica la equivalencia o correspondencia que se considera para un paso de programa (paso de
tiempo) en la simulacién.
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24 h 2000 x 2000 pm - 400 x 400 1s
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Tabla 3: Escalas temporales y espaciales. 1: Si, 0: No. Las referencias se encuentran detalladas en el texto.

La Tabla 4 recopila los tipos de microorganismos con los que se trabaja o sirven de referencia
para cada modelo desarrollado, y si se utilizan o no algunas de sus propiedades individuales,
como por ejemplo, su masa, volumen o tamano. También se ha recogido, si es que se indica en
el trabajo publicado, si se considera o no su capacidad individual de almacenar energia y/o de
crecer aumentando la masa o el volumen individual.

Escherichia coli /
Salmonella typhimurium
Escherichia coli
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Salmonella enteritidis
Escherichia coli,
genotips mutants
Pseudomonas aeruginosa
Acidithio bacillus
ferrooxidans
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli K-12

MG1655
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/>1411
/>A41
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Tabla 4: Tipo de microorganismos y propiedades individuales de estos. 1: Si, 0: No. Las referencias se encuentran
detalladas en el texto.

La Tabla 5 recoge los diversos procesos o acciones que pueden realizar los microorganismos
en cada modelo, como son por ejemplo, el consumo de nutrientes, la excrecién de sustancias o
productos residuales, el mantenimiento celular a partir de una energia almacenada, la creacién
de nueva masa, la reproduccién y la pérdida de viabilidad y/o muerte.

En la Tabla 6 se recogen todos los procesos de transporte que se consideran explicitamente
referenciados en los modelos publicados, como por ejemplo la difusién de los microorganismos
o el transporte de sustancias o productos (elementos) por difusién, el movimiento aleatorio o
no aleatorio de microorganismos, la ocupacion del espacio o superficie por parte del microorga-
nismos por reproduccién y/o movimiento provocado por una posible quimiotaxis (movimiento
activo de los individuos a través de gradientes quimicos como por ejemplo los nutrientes o algin
producto téxico).
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Tabla 5: Procesos que realizan los microrganismos. 1: Si, 0: No. Las referencias se encuentran detalladas en el
texto.

=IO O OO | ==
(=) Nenl Bl Bl Nen] Ren] Hen) fen ) Nen) an)
=l e e e i e
OO OO =IO OO
OOl R == OO~
i i e =l e =l e
olo|olo|~r|~lolol—

Tabla 6: Procesos de transporte. 1: Si, 0: No. Las referencias se encuentran detalladas en el texto.

En la Tabla 7 se encuentran recogidos los lenguajes de programacién utilizados en los cédigos
con los que se han implementado los modelos disenados y las plataformas sobre las que se ha
llevado a cabo la implementacién del programa y se han ejecutado las simulaciones. Por tratarse
de modelos computacionales, es fundamental conocer esta parte del proceso si se quiere hacer
uso, después, del modelo en el ambito académico. No tener el modelo computacional operativo,
tangible, y listo para ser ejecutado, es no tener nada con lo que poder investigar el sistema
microbiano. Disponer tnicamente de una formulacion tedrica del modelo es valioso desde la
perspectiva de la construccién de conocimiento y la interrelacién o conexién de conceptos,
pero sin la implementacion en un entorno de programacion, sin un simulador que se pueda
manejar, la aproximacién al sistema de estudio deja de ser valida en el ambito educativo. Es
necesario poder realizar simulaciones en el aula, y por tanto tener un simulador con valores
de entrada y salidas graficas y numéricas. También se han identificado si los propdsitos de los
modelos y los objetivos bajo los que se ha desarrollado el trabajo perseguian resultados de
tipo fundamentalmente cualitativo o se dirigian a conseguir resultados de tipo cuantitativo.
Los nombres o acrénimos que se pusieron a cada uno de los modelos analizados, con el fin de
poder reconocer futuras versiones o extensiones, también se han recogido en la Tabla 7.

Con los trabajos publicados que se han supervisado y consultado, se ha constatado que en
los 1ltimos anos se han conseguido desarrollar modelos computacionales muy avanzados e inno-
vadores que pueden tener en cuenta gran cantidad de caracteristicas (variables) diferentes para
los microorganismos implicados, asi como el medio donde éstos se encuentran, consiguiendo
llegar a un nivel de elaboracion y profundidad muy considerable, el cual hasta hace unos afios
era impensable. Por ejemplo, los trabajos de Lardon et al. (2011), “iDynoMiCS: next generation
individual-based modelling of biofilms”, y de Biggs & Papin (2013), “Novel multiscale mode-
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i 1 1 The Communicating
Walkers (extension)
Gecko / Objective-C 0 1 BacSim (extension)
- / Fortran 1 0 INDISIM (extension)
Repast / Java 1 1 AgentCell
- / Java 1 0 BacSim (extensién)
BacterialChemoTaxis / - 1 1 E. solo / E. pluribus
Mason / Java 1 0 -
~/CH+ 0 i -
Mason / Java 1 0 -
Repast Simphony software / 1 1 MICRODIMS
Java within Eclipse IDE (extension)

Tabla 7: Plataforma, lenguaje de programacion, objetivo o propédsito del modelo y nombre del modelo. 1: Si, 0:
No. Las referencias se encuentran detalladas en el texto.

ling tool applied to Pseudomonas aeruginosa biofilm formation”, a pesar de presentar modelos
que muy probablemente se escaparian de lo que podrian ser modelos alcanzables y plausibles
para desarrollar y utilizar en el &mbito docente (a nivel universitario), son trabajos que mere-
cen ser referenciados en este contexto por sus grandes logros. Son excelentes ejemplos de los
avances que se estan haciendo en este contexto de modelizacién de crecimientos microbianos
no plancténicos y nos permiten percibir las extraordinarias expectativas que estan generando
los modelos computacionales hoy en dia.

2.2. Valoraciéon de los modelos analizados para poder ser utilizados en el entorno
educativo

Durante esta revisién bibliografica y la confeccion de las Tablas 1-7 se ha podido comprobar
que los articulos publicados no siempre son comprensibles o suficientemente completos a la hora
de explicar con qué y cémo se ha elaborado el modelo (y el correspondiente simulador), o qué
factores se han tenido en cuenta y cuéles se han obviado, y las razones de ello. Conocer los
detalles de los modelos para poderlos reproducir o replicar y verificar los resultados de simula-
cién publicados (procedimiento necesario en el &mbito cientifico) es casi una tarea imposible.
Son multiples los agujeros o lagunas que se detectan en la presentacion y descripciéon de estos
modelos computacionales. Debido a la falta de informacién explicita, concisa y clara en algunos
momentos se hace necesario asumir ciertas hipdtesis o hacer algunas suposiciones en relaciéon a
la construccién del modelo (y/o simulador). Incluso, se ha llegado a descartar la inclusién de
algunos articulos publicados en la revisién detallada que se llevé a cabo (Tablas 1-7), ya que,
la falta de descripcion de algunos elementos involucrados en el modelo llevaba a la confusién
e incertidumbre sobre conceptos y procesos considerados. La no disponibilidad de los cédigos
de computacion utilizados para obtener los resultados de simulacién que se presentan en las
publicaciones, o bien la necesidad de tener ciertos programas que no son libres o accesibles facil-
mente en un entorno académico para ejecutar el simulador, hace que sea imposible entender
en su totalidad el modelo computacional elaborado. El hecho de no poder disponer del cédigo
de computacion, o del simulador que ha resultado de la implementacion del modelo, es una
limitacién importante para poder abordar el estudio de estos sistemas en el entorno académico.
En otros casos, cuando la publicacién no ofrece el codigo de computacion directamente, pero
si la herramienta que los autores han diseniado y desarrollado, el uso de ésta puede requerir de
un manual o guia de usuario para la instalacién del programa, siendo no inmediato su funcio-
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namiento. Este tipo de situacion hace que si no hay un interés muy especifico y concreto en
su contenido, se desestime el trabajo y se busque algin otro trabajo que permita una entrada
mas suave en el cédigo de computacién y el programa, facil de abordar y agil en su uso. Para
favorecer el uso de estos modelos en el ambito académico estos requisitos de facilidad y agilidad
de uso son incuestionables.

En cuanto a la descripcion de los IBMs, en los tltimos anos se esta utilizando el protocolo
ODD (Overview, Design and Details) para englobar las diferentes partes que configuran la
presentacion y explicacién de un IBM, independientemente de la plataforma y lenguaje de
programacién que se utilice (Ginovart, 2015). Es un protocolo aceptado por la comunidad
cientifica que facilita el proceso de esquematizar y ordenar la descripcion de un modelo y
facilita la comparacion de descripciones de varios modelos de forma mas objetiva. Grimm y
un grupo importante de modelizadores lo propusieron en el ano 2006 como respuesta a las
dificultades que habia en ese momento para la descripcién y revision de los IBMs, siendo mas
tarde actualizado el protocolo original (Grimm et al., 2006 y 2010). Algunos de los articulos
citados en esta revision han sido descritos siguiendo este protocolo, como es el caso de Mabrouk
et al. (2010), Lardon et al. (2011), Mabrouk & Deffuant (2011) y Tack et al. (2014). El resto
de trabajos datan de anos anteriores a la consolidacién de este protocolo, por lo que utilizaron
una estructura libre y subjetiva para la descripcién de los modelos.

Un intento de solucionar la falta de universalizacién en el modo de enviar la informacién y la
no disponibilidad de codigos de computacién en articulos cientificos publicados que trabajan con
modelos computacionales fue la creacién de una biblioteca virtual en 2014. Rollins et al. (2014),
en el trabajo “A computational model library for publishing model documentation and code
7, explica que se ha creado el depdsito de acceso abierto Network for Computational Modeling
in Social and Ecological Sciences (CoMSES Net) Computational Model Library, en el cual los
investigadores pueden publicar el cédigo y la documentacién de sus modelos computacionales.
CoMSES Net es una comunidad cientifica destinada a compartir el conocimiento y establecer
estandares para la investigacion en la modelizacién computacional, y se podria pensar que
llegard el momento en que esta idea también podria funcionar en el &mbito docente.

En el ambito académico es imprescindible que estos modelos computacionales se puedan
replicar, y que se puedan verificar resultados de simulaciones, para poder después, generar
nuevas simulaciones y avanzar en la comprensién de los sistemas que se estdn estudiando. La
no disponibilidad de cédigos de computacién, asi como la gran dificultad de crear los propios
cddigos de computacion a partir de las descripciones o explicaciones que aparecen en los trabajos
publicados, hace evidente que si se quiere avanzar en el uso de IBMs en el entorno educativo, hay
que tener un entorno de programacién adecuado y modelos-ejemplo de referencia adaptables a
los niveles donde su uso puede ser desplegado.

3. Material y métodos en el diseno e implementacion de un nue-
vo IBM para estudiar crecimientos microbianos en medios hete-
rogéneos y de movilidad reducida

La extensién de INDISIM (INDividual DIScret SIMulation) desarrollada en el trabajo de
Ginovart et al. (2002c) se ha tomado como referencia base o punto de salida en el desarrollo del
nuevo IBM para tratar con el crecimiento bacteriano no plancténico (en un medio heterogéneo
de movilidad reducida). INDISIM hace referencia a una metodologia de modelizacién discreta
y también a un programa que inicialmente se desarrollé en lenguaje Fortran y que permite
obtener diferentes variables de salida, a través de simulaciones, para estudiar comunidades
bacterianas y su ambiente. Fue uno de los primeros trabajos de IBM microbianos, a pesar de
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que esta terminologia en esos anos no estaba admitida ni extendida, y por ello fue novedoso en
su momento. No obstante, el entorno de programacion y el manejo y andalisis de simulaciones
era muy limitado y complicado debido a la carencia de salidas graficas y al manejo estadistico
de los resultados que se debia gestionar. Actualmente, y de forma muy evidente, en el entorno
educativo no tiene sentido trabajar con simuladores que no faciliten la obtencién de salidas
graficas, que no sean faciles de verificar o modificar, y que no permitan un diseno &agil de
diferentes escenarios para el analisis y discusién del modelo, asi como la recuperacién de datos
resultantes para su posterior andlisis estadistico. Desde principios del siglo XXI, los avances
en entornos de programacion que han sido ideados especialmente para trabajar con sistemas
complejos adaptativos e IBMs han sido espectaculares. Por lo que no tiene sentido no aprovechar
todas estas nuevas opciones y facilidades que las nuevas plataformas de programacion ofrecen
para poder implementar modelos computacionales (Ginovart 2015).

El otro trabajo de referencia directa como fuente de informacién principal para la parametri-
zacion del nuevo IBM de crecimiento bacteriano no plancténico es el reciente trabajo de Tack et
al. (2014). Las referencias y resultados experimentales que utiliz6 este trabajo se encuentran en
buena correspondencia con los requerimientos que una parametrizacién de un IBM bacteriano
necesitarfa. Es muy ventajoso poder utilizar informacion sobre experimentacién expresamente
llevada a cabo para sintonizar con los parametros de entrada o variables que requiere el IBM.

Los simuladores desarrollados por Ginovart et al. (2002c) y Tack et al. (2014) no estan
disponibles ni son accesibles para un entorno educativo. Por una parte, actualmente no es
aconsejable la implementacion en Fortran de simuladores que quieran tener una divulgacién
atractiva en el entorno educativo, como podria ser el caso del trabajo de Ginovart et al. (2002c).
Y por otra parte, el simulador de Tack et al. (2014) que no ofrece ni da acceso al cédigo del
programa en su publicaciéon, se implementé en un entorno de programaciéon que requiere de un
conocimiento avanzado de programacion, resultando, por tanto, un entorno de trabajo propicio
para realizar investigacién avanzada pero muy poco adecuado para llevarlo al aula, por lo que
no seria ni plausible ni recomendable utilizarlo en el entorno educativo.

La descripcion que se hace del IBM microbiano desarrollado en este trabajo se ajusta al
protocolo ODD, para conseguir una explicaciéon completa y comprensible, facilitando asi su
posible replicacion, ayudando a que los fundamentos tedricos de su formulacién sean visibles
(Grimm et al., 2006 y 2010). La idea bésica del protocolo es estructurar la informacién de un
IBM en una determinada secuencia, la cual consiste en siete elementos agrupados en tres bloques
principales: i) Overview con el Propésito, las Variables de estado y escalas, y la Perspectiva del
proceso y programacion, ii) Design concepts con conceptos generales identificados en el campo
de los sistemas adaptativos complejos, y iii) Details con la Inicializacién, las Entradas y los
Sub-modelos.

Para la implementacion del IBM microbiano diseniado se ha elegido la plataforma que se ha
considerado més adecuada para un entorno educativo, la plataforma NetLogo, del Northwestern
University’s Center for Connected Learning and Computer-Based Modeling (Wilensky, 1999).
Es un entorno de programacion que permite la implementacién de IBMs y la simulacion del
comportamiento de sistemas complejos a lo largo del tiempo y del espacio. NetLogo se disend con
perspectiva educativa (Ginovart, 2015), incorporando una coleccién de modelos computaciones
preparados para ser utilizados directamente por el usuario (verificados previamente por los
gestores de la plataforma) y que también pueden ser modificados por un usuario avanzado
(Models Library), a la vez que es un entorno de edicién que permite a estudiantes, profesores y
especialistas curriculares crear sus propios modelos. También existe NetLogo User Community
Models que constituye el conjunto de modelos aportados por la comunidad de usuarios de
NetLogo para compartir con otros usuarios. Este hecho lo hace especialmente atractivo, ya
que, un modelo creado y verificado podra ser compartido con otros usuarios de la plataforma

QMSEL ISSN 1988-3145


http://polipapers.upv.es/index.php/MSEL
http://dx.doi.org/10.4995/msel.2016.5789

Modelizacién de crecimientos microbianos en medios heterogéneos y de movilidad reducida
96 M. FonT, M. GINOVART

facilitando una rapida y eficiente divulgacién dentro de la comunidad educativa. La plataforma
fue disenada para tratar con agentes o individuos moéviles actuando a la vez en el espacio y en
el tiempo, con un comportamiento que puede ser controlado o modificado por las interacciones
locales. Los programadores, en este contexto, pueden dar instrucciones a cientos o miles de
individuos para que operen de manera independiente entre si y con el entorno en el que se
encuentran inmersos. Esto hace posible explorar la relacién entre el comportamiento de los
agentes (visualizacion del sistema a bajo nivel) y de los patrones macroscépicos del sistema
(visualizacién a alto nivel) que surgen o emergen a partir de la accién-interaccién de muchos
agentes que se encuentran en un entorno cambiante (las acciones individuales modifican dicho
entorno). El lenguaje de programacién de NetLogo disenado con el espiritu del lenguaje Logo es
maés sencillo que otros lenguaje utilizados para este tipo de programacién (como pueden ser por
ejemplo el C++, Objective-C o Java) permitiendo una animacién automatica ligada al modelo y
a los controles gréaficos opcionales. Los dos elementos o agentes principales que utiliza NetLogo
son turtles y patches (Wilensky & Rand, 2015). Los primeros son los individuos que tienen
capacidad de movimiento en el “mundo” (espacio en donde estos se desarrollan y evolucionan),
interaccionan entre si y con el medio, y estan registrados por un identificador que es 1inico para
cada turtle. Los segundos son las unidades béasicas del espacio XY que no tienen movimiento,
son cada una de las porciones cuadradas, celdas, en que se subdivide el “mundo”, identificando
cada patch por las coordenadas cartesianas de su punto central. La estructura del entorno
de programacion de NetLogo se adapta muy bien para el estudio de sistemas microbianos en
entornos bidimensionales y heterogéneos.

4. Descripcion del nuevo IBM para el estudio de crecimientos bac-
terianos en medio no planctonico

La descripcion del nuevo IBM disenado que se llamard INDISIM-Plate-NL (INDividual DIS-
cret SIMulation - Plate - NetLogo) se efectiia de acuerdo con el protocolo ODD propuesto por
Grimm et al. (2010).

Overview
Propdsito

El propésito del modelo INDISIM-Plate-NL es investigar de manera cuantitativa y cualitativa
el comportamiento de colonias bacterianas en medio no plancténico. Para unas pocas bacterias
iniciales en una superficie (in6culos) que generaran la formacién de colonias bacterianas, el
crecimiento en un entorno no liquido difiere de forma importante del crecimiento plancténico
debido a las restricciones fisicas en el movimiento de las bacterias y a las limitaciones en la
difusién de sustancias (nutrientes y productos metabdlicos) en un entorno estructurado.

En particular el modelo INDISIM-Plate-NL para este trabajo tiene como propdsito:

— Investigar a nivel macroscopico las dindmicas de una colonia de Escherichia coli, el cre-
cimiento de la cual tiene lugar en un medio no planctonico bidimensional cerrado con
condiciones aerdbicas y una concentracion inicial de nutriente distribuida de manera ho-
mogénea.

— Investigar como cambian las morfologias de las colonias bacterianas creciendo en superficie
como consecuencia de cambios en la concentracion inicial de nutriente en el medio y del
coeficiente de difusién de este nutriente (segin sea el medio, més o menos gelatinoso).

Es un modelo, que se podra utilizar como punto de partida para la representacion aproximada
de la realidad observada en el laboratorio con placas de Petri inoculadas con microorganismos,
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y en procesos de contaminacion de alimentos o superficies diversas.
Entidades, variables de estado y escalas

El modelo estd compuesto por dos tipos de entidades: las bacterias (microorganismos,
turtles), y las unidades de ambiente (las celdas espaciales, patches) en que se encuentra re-
ticulado el espacio o dominio sobre el que los individuos “viven”. La agrupaciéon de todas las
unidades de ambiente da lugar al espacio total simulado.

Las bacterias se encuentran representadas por circulos en las salidas graficas del sistema
simulado, pero se asume como hipétesis que son esferas de 1 um de didmetro. Tienen tres
estados individuales diferentes, viable-6ptimo, viable-no-éptimo o no-activo (que para la repre-
sentacién grafica del sistema tendran colores diferentes, color lima, naranja o rojo para bac-
terias viable-6ptimas, viable-no-6ptimas o no-activas, respectivamente). Cada microorganismo
esté caracterizado o definido especificamente por su posicion espacial en la superficie simulada
(deduciendo por tanto su distancia al centro de la colonia o posicién del inéculo inicial), su
masa (su volumen y didmetro se pueden deducir a partir de la masa asumiendo que tiene una
geometria esférica), el tiempo de viabilidad y la masa de reproduccién. Hay otros pardmetros
que se asignan individualmente y que estan ligados al consumo individual de nutriente, al man-
tenimiento celular individual, al rendimiento o aprovechamiento del nutriente, a la creacion de
nueva masa, y al tiempo de viabilidad celular.

El espacio que simulamos es un cuadrado dividido (reticulado) en pequenios cuadrados (pat-
ches), cuya posicion espacial estd controlada por las coordenadas cartesianas enteras (z,y) del
patch. Cada unidad de ambiente, que puede estar ocupada o no por microorganismos, contiene
una cantidad de nutriente que puede cambiar a lo largo del tiempo.

El ambiente bidimensional, con dimensiones de IQ x IQ pym?, se encuentra dividido en patches
de 1 pum? (se han ejecutado simulaciones con 201 x 201 = 40401 y 401 x 401 = 160801 patches o
pm?). Cada patch o pequeiio cuadrado del reticulado caracterizado por la cantidad de nutriente
y el nimero de microorganismos que contiene, se representa graficamente con tonalidades del
color amarillo, segun sea la cantidad de nutriente que hay (cuando méas nutriente hay més
claro es el color y a medida que el nutriente se agota el color se va volviendo més oscuro,
hasta que el color negro representa que se ha agotado el nutriente). El total del ambiente se
encuentra caracterizado por el coeficiente de difusién (pardmetro del modelo) que condiciona
la difusién del nutriente, la progresiva redistribuciéon del nutriente en el espacio. El ambiente
o sistema simula un medio bidimensional semisélido encerrado en un cuadrado con paredes
rigidas (no permeables) que no permiten ni la entrada ni la salida de ningiin tipo de elemento,
ni de microorganismos ni nutriente.

La distancia de cada microrganismo (individuo) al centro de la colonia (posicién donde se
implanta inicialmente el inoculo puntual y a partir del cual se genera y expande la poblacién
microbiana) se utiliza para controlar el radio de la colonia. También el drea de la colonia es
una variable que se controla a lo largo del tiempo.

La evolucion temporal del sistema se encuentra dividida en intervalos iguales asociados a lo
que llamamos pasos de programa. En este modelo, cada paso de tiempo del programa equivale
a 1 minuto y la duracién total de las simulaciones puede ser variable en funcién de valores de
los parametros de entrada o de los objetivos a alcanzar. Por ejemplo, la simulaciéon mas larga
hecha durante esta investigacién ha sido de 70 dias (100800 pasos de tiempo).

La cantidad de nutriente inicial distribuida en el medio y el valor del coeficiente de difusién
seran los dos parametros que se modificaran para generar diferentes tipos de escenarios y
analizar los diferentes tipos de crecimiento que se producen, asi como las diferentes morfologias
de colonias bacterianas que aparecen.

Perspectiva del proceso y programacion
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El esquema de simulacién global esté principalmente configurado por las siguientes secciones:

a) Inicializacién del sistema simulado cuando los datos de entrada son leidos en relacion al
inoculo inicial y a sus caracteristicas, y a la distribucién inicial de nutriente en el dominio
cuadrado.

b) Un bucle por paso de tiempo que se repetird hasta llegar al nimero final de pasos de
programa establecidos. En cada paso de tiempo se encuentran:

bl) Una ordenacién aleatoria de los individuos de la poblacién que iran “actuando” de
forma secuencial y que realizaran las acciones individuales de acuerdo con las reglas
de comportamiento disenadas e implementadas.

b2) Las acciones sobre el medio o entorno espacial.

b3) La recogida y representacion grafica de los valores de las variables de estado que se
controlan. Escritura opcional en un fichero de salida numérico con valores de variables.

El conjunto de reglas de comportamiento para los individuos y las acciones que se producen en
el entorno y que se llevan a cabo en cada paso de programa, sobre cada bacteria y sobre cada
celda espacial respectivamente, y que siguen el orden dado son:

Procesos aplicados a cada individuo:

— Cambio de estado segun sus condiciones internas y sus reservas energéticas (representado
por un cambio de color). Una vez los individuos se convierten en no activos ya no realizaran
ningin otro proceso.

— Movimiento (por defecto, en este trabajo no se supone movimiento activo).
— Consumo de nutriente.
— Mantenimiento y creaciéon de nueva biomasa.
— Reproduccién por biparticion
Procesos aplicados al entorno:
— Difusion de nutriente.
— Coloracién (en funcién de la concentracién de nutriente).

La actividad bacteriana se describe localmente, por tanto, las acciones individuales que se
producen solo afectan a la celda espacial en la que se encuentra cada bacteria, y la variable que
controla la cantidad de nutriente a cada celda es actualizada en el momento en que modifica
su valor. También, la ocupacion de las celdas por las bacterias se actualiza en cada momento
que cambia.

El consumo de nutriente es la cantidad de alimento o nutriente disponible que coge (o in-
corpora) el microorganismo de la celda que ocupa y que depende de su masa individual y de la
concentracion de nutriente que esta celda tiene. El nutriente disponible es la cantidad maxima
de nutriente que puede consumir el microorganismo en un paso de tiempo (y que asumimos
que corresponde al 50 % del nutriente que hay en la celda). Con el consumo de este nutriente
un microorganismo se puede mantener viable y puede crear nueva biomasa. El mantenimiento
individual (un valor que se calcula en funcién de la masa de la bacteria) representa la canti-
dad de nutriente que el microorganismo necesita destinar a cubrir sus necesidades basicas. El
tiempo de viabilidad representa el tiempo que se considera que un microorganismo es capaz de
soportar funcionando normalmente mientras su gasto energético es negativo, es decir, mientras
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no consume suficiente nutriente para cubrir su mantenimiento béasico. Una vez agotado este
tiempo el individuo deja de realizar sus funciones vitales y se inactiva.

La masa de reproduccion es la masa minima necesaria que deben tener los microorganismos
para poder iniciar su reproduccion. El tiempo de reproduccién es el tiempo necesario que debe
pasar desde que el microorganismo ha alcanzado la masa minima para reproduccion hasta que
realiza la biparticién fisicamente, obteniendo dos bacterias aproximadamente iguales en tamano
e idénticas genéticamente (representa el tiempo de replicacién del DNA y el tiempo que tardan
los cromosomas a separarse hacia los polos de la célula para poder efectuar posteriormente su
divisién).

En cada paso de tiempo se realizan los calculos de los valores que corresponden a variables
derivadas de las variables de estado individuales o del ambiente, nimero total de individuos,
ntimero de individuos en cada uno de los tres estados (viables-6ptimos, viables-no 6ptimos, no
activo), drea de la colonia y diferentes tipos de radios definidos para caracterizar el tamano
de la colonia, con la consecuente actualizacion de las representaciones graficas y la escritura
opcional de un archivo de salida numérico. El fichero externo con los datos simulados permite
completar el andlisis de resultados en una hoja de calculo o con un paquete estadistico.

Design concepts
Emergencia

La forma y tamano de la colonia bacteriana en la superficie sobre la que se desarrolla emerge
como resultado de las multiples acciones individuales de las bacterias que la configuran. No se
impone ninguna morfologia especifica ni funcion matematica para el tamano de la poblacién
(4rea o radio de la colonia), ni inicialmente ni durante la evolucién temporal con la agrupacién
de bacterias que se va configurando. El agotamiento de la glucosa es consecuencia del consumo
por parte de los microorganismos. El exceso o defecto de glucosa influye en el crecimiento
individual, la reproduccion y el estado de vitalidad de las bacterias, emergiendo diferentes tipos
de regiones en el espacio, unas con bacterias no activas en el centro de la colonia y otras con
bacterias activas que se encuentran en el perimetro de la colonia compitiendo por el nutriente
disponible. El comportamiento global de la colonia emerge de la concentracion local de glucosa
y del comportamiento individual bacteriano en cada paso de tiempo.

Interaccién

Los individuos interaccionan tanto de forma directa como de forma indirecta. Lo hacen
directamente “empujandose” durante la reproduccién para la ocupacion del espacio, cuando
un microorganismo se reproduce “empuja’ su descendiente a una celda vacia de su alrededor,
de forma que los espacios no ocupados se van ocupando por la presiéon que ejercen las mismas
bacterias entre ellas cuando van aumentando en numero. Interaccionan de manera indirecta
cuando compiten entre ellas por el consumo de nutriente.

Sensibilidad

A pesar de que no se ha modelizado explicitamente el mecanismo de deteccién de productos,
se asume que los individuos son capaces de percibir la concentracién de nutriente que hay en la
celda en la que estan situados. Como consecuencia de esto, el consumo de nutriente se ajusta
a la disponibilidad local de éste. También se asume que los individuos pueden percibir si las
celdas de su alrededor estan ocupados o no por otras bacterias, para que el nuevo individuo
que aparece durante la biparticién (reproduccién) se pueda situar en una celda no ocupada;
y que el individuo conoce su propia masa, para poder adaptar el consumo, mantenimiento y
reproduccién segiin sea su valor.

Aleatoriedad
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En cada paso de tiempo los individuos son llamados a realizar sus acciones en un orden o
lista confeccionada de forma aleatoria para evitar tener individuos “privilegiados” por ser los
primeros en “actuar” frente a individuos “castigados” por ser siempre los iltimos en “actuar”.
En el proceso de la reproduccién se sitia el “descendiente” del individuo que se reproduce
(el nuevo individuo) en alguna celda vacia elegida aleatoriamente entre las 8 que rodean su
ubicacion. Se utilizan variables aleatorias con distribucién normal (Gaussiana) cuando queremos
obtener valores individuales en cada paso de tiempo para parametros involucrados en procesos
o acciones como: i) distribuciones iniciales de masas microbianas, ii) distribucién inicial de
nutriente, iii) consumo individual de nutriente, iv) tiempo individual de reproduccién; y v)
reparto de las masas de los dos individuos resultantes de la biparticién de una bacteria. Las
desviaciones estandar de las variables normales se han fijado mayoritariamente al 10 % del valor
de las esperanzas (medias poblacionales) correspondientes. Esta manera de fijar las dispersiones
de las variables normales se corresponde con tener coeficientes de variacién del 10 %, valores
plausibles en el ambito biolégico.

Observacién

El comportamiento del sistema se sigue mediante datos relacionados con la colonia bacteriana
como objeto global (drea y tres definiciones distintas de radio), la evolucién temporal de la
cantidad de nutriente, el nimero de bacterias totales y segin el estado interno individual,
y las distribuciones relacionadas con propiedades individuales de las bacterias como son la
distribucion de masas y del tiempo de viabilidad. En la Tabla 8 se hace la recopilacién de todas
las observaciones y se especifica si en la interfaz del simulador creado (Figura 3) se muestran en
un monitor y/o en una gréfica (como diagrama de dispersién, poligonal, histograma o diagrama
de barra), o bien si se recogen en un fichero externo numérico de datos tipo texto para que
puede ser posteriormente analizado. Los diferentes tipos de variables que representan estos datos
simulados encuentran su contraparte en diferentes tipos de técnicas experimentales utilizadas
para el estudio de dichas variables en sistemas reales.

0.2 . . Archivo
Observacién Nombre Monitor | Grafica
de datos
, . . Number of
Numero total de microrganismos . . X X X
microorganisms
Ntmero total de microrganismos . .
Total microorganisms X X

de cada estado
Cantidad total de nutriente Nutrient X X X
Distribucién de las masas

. . Distribution of mass X
de los microrganismos
Biomasa total Total-mass X
Distribucion del tiempo de viabilidad Distribution of
. . . - X
de los microrganismos time-viability
Area de la colonia Colonyarea X X
Distancia maxima de un microrganismo .
. Radiusl-colony X X
al centro de la colonia
Radio equivalente al area de la colonia .
. . Radius2-colony X X
asumiendo geometria circular
Mediana de las distancias maximas .
Radius3-colony X X

para cada uno de los cuatro cuadrantes

Tabla 8: Observaciones que realiza INDISIM-Plate-NL.
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Figura 3: Captura de pantalla de la interfaz del usuario del simulador INDISIM-Plate-NL.
Details
Inicializacién

Al inicio de la simulacién se sitia un individuo (o unos pocos individuos) en el centro
del ambiente configurado, el centro del cuadrado, para representar asi un inéculo bacteriano
puntual. El niimero inicial de microorganismos se puede hacer variar a partir de un slider (botén
deslizante) de la interfaz del programa (por ejemplo, entre 1 y 10 individuos). Los individuos
iniciales creados se sitian en la celda central de coordenadas (0,0), el centro del ambiente que
es un cuadrado de 401 x 401 celdas, con los vértices en (—200,—200), (—200,200), (200, 200)
y (200, —200). Se asume que todos los individuos iniciales son viables-6ptimos (color lima). A
cada microorganismo se le asigna una masa inicial, a partir de una distribuciéon normal con
una media de 2880 fg y una desviacion estandar de 288 fg. Se considerara que esta masa es
la masa de reproduccion promedio de las bacterias. El valor que toma la masa inicial de los
microorganismos se basa en la relacion de los valores del volumen celular con la tasa especifica
de crecimiento que utiliza el trabajo de Tack et al. (2014). En nuestro modelo, para manejar
ordenes de magnitud comparables con datos experimentales, calculamos la masa inicial tomando
una tasa maxima especifica de crecimiento de 0.0088 min~! que corresponde aproximadamente
a un volumen celular de 2.5 fL. (Tack et al., 2014). Con la asuncién de que los microorganismos
tienen forma esférica, y sabiendo que 1 fL es equivalente a 1 pm?, se obtiene el radio inicial
de los individuos igual a 0.84 pm. La densidad de biomasa celular (p) de Escherichia coli K-12
MG1655 es de 1160 fg/fL (Godin, Bryan, & Burg, 2007) y con la relaciéon p = m/V, donde m es
la masa de cada microorganismo y V' su volumen, obtenemos la masa inicial de los individuos
(resultando el valor fijado 2880 fg). Las variables internas individuales de control “maintenance”
y “repr_time” tienen al iniciar la simulacion el valor 0, y la variable “time-viability” tiene el
valor maximo establecido para la resistencia individual de la bacteria en situaciones de estrés
(el “max-time-viability” que puede ser de, por ejemplo, 250 min).

Se asigna a cada una de las celdas del dominio una cantidad inicial de nutriente a partir de
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una variable aleatoria normal con esperanza igual al valor fijado en la interfaz del simulador
(“initial-nutrient ”) y desviacién estandar el 5% de este valor. El valor de la concentracién
inicial de nutriente se puede elegir en el rango de 0 — 1500 fg del slider correspondiente (supo-
niendo, por ejemplo, que es glucosa, que es el caso de las simulaciones que se presentan). Se
fija también el coeficiente de difusion del nutriente en un rango de valores desde 0.01 hasta el
valor 1, y asumimos que este parametro se relaciona con la cantidad de agar o gel en el dominio
(dependiendo la tipologia de estructura del ambiente). Un coeficiente de difusién pequeno se
corresponde con un medio con mucho agar mientras que un coeficiente préximo al valor 1 indica
un medio con poco agar. Se representa graficamente la cantidad de nutriente en el ambiente
para visualizar su distribucién espacial a lo largo del tiempo con una coloracién de intensidad
proporcional a la cantidad que hay en cada celda del dominio. La intensidad de color amarillo
se ajusta a la cantidad de nutriente que tiene cada celda, donde hay mas nutriente el color es
mas claro, y donde hay menos nutriente la intensidad del amarillo va desapareciendo y se va
oscureciendo, hasta que puede llegar a ser negro si no hay nutriente en esa celda.

Entrada

El modelo no utiliza ningiin tipo de dato externo de entrada para representar procesos que
varian con el tiempo.

Sub-modelos

Los procesos aplicados a individuos se ejecutan en cada paso de tiempo y para cada uno
de los individuos de la colonia, y los resultados de los cambios que se producen se asignan a
las variables de estado de cada individuo y a las de los patches si es el caso, de forma que se
mantienen las variables actualizadas para el siguiente paso de tiempo.

Cambio de estado interno del individuo

Las bacterias ingieren una cantidad de nutriente en cada paso de tiempo seguin las condiciones
individuales y del entorno local. Dependiendo de la cantidad de nutriente absorbido, el contador
interno de los individuos, el “time-viability”, aumentara en una unidad (si consumen suficiente
nutriente como para satisfacer el mantenimiento celular) o disminuira (si no consumen suficiente
nutriente como para satisfacer el mantenimiento y necesitan recurrir a la degradacién de parte
de su propia masa). Cuando el tiempo de viabilidad es inferior al 75 % del tiempo de viabilidad
méximo ( “max-time-viability” ), se considera que el microorganismo esté en un estado no éptimo
(con un cierto estrés por limitacién de energia) y se le asigna el estado “Starving” (color naranja
como referencia visual). Si este contador es superior al 75 % del tiempo de viabilidad maximo
se le asigna el estado “Growing” (color lima como referencia visual), y es un estado 6ptimo, ya
que, los individuos disponen de suficiente nutriente para crear nueva masa y crecer o bien, a
pesar de haber degradado biomasa, han podido alcanzar los requerimientos energéticos. Cuando
el tiempo de viabilidad es inferior a 1 se considera que el microorganismo ha estado demasiado
tiempo con condiciones muy desfavorables, que ha degradado gran parte de su masa y pasa
a ser no viable e inactivo, estado “Inactive” (color rojo como referencia visual). Una vez el
individuo entra en este ultimo estado no realiza mas procesos o acciones individuales.

Consumo de nutriente

El consumo de glucosa individual (upt) varia dependiendo de la concentracion de nutriente de
la celda espacial o patch en el que se encuentran los individuos y de su propia masa. El consumo
que se asigna al individuo ha sido disefiado a partir de la ecuacién que utiliza Tack et al. (2014)
en su modelo. Donde pimaxm es la tasa maxima de crecimiento celular, ¢ un valor aleatorio de
una variable normal de esperanza 0 y desviacién tipica 0.10 (para introducir aleatoriedad en la
accién individual), px es la densidad de la biomasa, nutrient es la concentracién de nutriente

ISSN 1988-3145 @QMSEL


http://polipapers.upv.es/index.php/MSEL

Volume 9(2), por: 10.4995/msel.2016.57890. 103

disponible en el propio patch, mass es la masa del individuo, Yx/g es el coeficiente de conversién
de masa a nutriente y k, es la constante de saturacion de Monod:

fmgxm - (1 414) - px - nutrient - mass ~ 0.0088 - (1 +1) - 0.26 - nutrient - mass
Yx/s - (ks + nutrient) B 0.45 - (0.00539 + nutrient)

upt = (1)
Se ha incorporado la densidad de la biomasa de los individuos, calculada a partir de la densidad
de biomasa celular (p) que se considera 1160 fg,,asq totar/fL, y la densidad de biomasa celular
seca (pms) que se considera 301.6 fg,nasaseca/fL (Tack et al., 2014), de modo que:

ms 301.6 masa seca
= Pms _ —>pX:0.26-—fg (2)

PX = T 1160

f 9masa total

Una vez se tiene asignado un valor por el consumo de nutriente del individuo (upt), se
compara con el nutriente disponible (“ava_upt”) del patch que ocupa para asegurar que el
consumo que se quiere realizar sea posible. Si resultara que el consumo calculado fuera més
elevado que el nutriente disponible, el individuo sélo absorberia el nutriente disponible. Una
vez fijado el consumo final de glucosa que el individuo llevara a cabo, esta cantidad se resta a
la cantidad de nutriente que contiene el patch.

Mantenimiento y creacién de nueva biomasa

El nutriente que consumen los individuos (fg de glucosa) se utiliza para el mantenimiento
celular y una vez cubierto este mantenimiento, el nutriente restante se destina directamente a
la formacién de nueva biomasa o crecimiento individual. Cuando se produce la situacién que
el nutriente asimilado no es suficiente para cubrir el mantenimiento, el déficit de glucosa se
compensa mediante la degradacion de la cantidad equivalente de biomasa que le proporciona
la energia necesaria para su mantenimiento.

A partir de la cantidad real de nutriente que se absorbe y de la cantidad que se necesi-
taria para el mantenimiento celular, se establece la cantidad de nutrientes sobrante o que falta
del balance de estos dos factores. El coeficiente de mantenimiento (coefy,q,:) es de 0.00099

fgnutriente/<fgmasa seca mzn) (TaCk et al-, 2014)
uptunused = Upt - Coefmant s Px - Mass. (3)

En caso de que upt,nuseq Sea un valor positivo, el nutriente no utilizado por el mantenimiento
celular se destinard a la creacién de nueva biomasa bacteriana, donde Yy,g es el coeficiente de
masa-nutriente, rendimiento individual, y se fija en el valor de 0.45 f2,,450 seca/fCnutriente (Tack
et al., 2014):

MasSereated = UPtunused * YX/S T (4)
Px

La nueva masa que se forma se anade al valor de masa individual de la bacteria y se suma
un paso de tiempo al contador interno “time-viability”, indicando que la bacteria se encuentra
en un entorno favorable.

En caso de que upty,useq resulte ser un valor negativo, y si la masa del individuo no es
excesivamente pequena, es decir, es superior al 25 % de la masa inicial fijada (2880 fg), se resta
a la masa actual de la bacteria la cantidad de masa que se necesita (mass,eeqeq) para cubrir lo
que falta de mantenimiento:

masSpeede = <_uptunused> : YX/S —— (5>
Px

En esta situacion, a la variable “time-viability” se le resta uno, reflejando que la bacteria se
encuentra en un entorno con condiciones desfavorables.
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Reproduccion por biparticion

Cuando la masa de la bacteria supera una masa minima fijada para poderse reproducir, y
que se ha establecido en el mismo valor que la masa inicial (2880fg), se activa un contador
interno (“repr_time”). Esta variable individual cuenta los pasos de tiempo que van pasando
desde que se alcanza la masa minima de reproduccién hasta un valor que se fijara en cada paso
de tiempo y que serd un valor aleatorio obtenido de una variable aleatoria normal de esperanza
60 (min) y desviacién tipica 6 (min). Se asume que este tiempo equivale al tiempo necesario para
replicar la informacién genética, proceso que esta compuesto por dos fases, la fase C cuando
se replica el ADN y la fase D cuando se segregan los cromosomas hacia los polos opuestos
de la célula (Maaloe & Kjeldgaard, 1966), siendo estas dos fases de duraciones aproximadas
de 40 y 20 minutos respectivamente (Cooper & Helmstetter, 1968).Alcanzado este tiempo de
preparacién para la reproduccion, la célula se divide en dos células casi idénticas en cuanto a
la masa (reparto de masa a partir de un sorteo aleatorio de media 0.5 y desviacién tipica 0.05).
Con el procedimiento “newborn-spot” se ha modelizado la apariciéon de un individuo nuevo que
pasara a ubicarse en una posiciéon o celda vecina vacia, no ocupada. En el caso de no encontrar
esta posicién libre para ocupar, el nuevo individuo se quedard en la celda espacial de origen (la
ocupada por su progenitor).

Difusion de nutriente

La difusion se ha aplicado con la funcién que tiene la plataforma NetLogo “diffuse” que
aproxima la difusién de nutriente distribuyendo una parte del nutriente que se encuentra en el
patch determinada por el coeficiente de difusién de forma equitativa a sus 8 patches vecinos
que lo rodean. El valor del coeficiente de difusion del nutriente en el medio se puede fijar como
un parametro de entrada del modelo para cada simulacién (“diffusion-coeficiente”).

Coloracion

En cada paso de tiempo, las intensidades de color amarillo de los patches del dominio cam-
biaran en funcién de la cantidad de nutriente que contiene cada uno de estas celdas. Cuanto
mas nutriente hay en el patch mas claro es su color y a la inversa, cuanta menos cantidad de
nutriente en el patch més oscuro es éste.

Al finalizar las acciones individuales y las acciones sobre el dominio en el paso de tiempo
establecido, se realizan los calculos de los valores de las variables no directas a partir de variables
directas controladas, como son por ejemplo el area de la colonia y los diferentes radios definidos
para representar el radio de la colonia bacteriana. Para calcular el area de la colonia simplemente
se suman todos los patches del dominio en los que hay algin individuo, ya que, el area de cada
celda es de 1 pum?. Atendiendo a que la morfologia de una colonia bacteriana es irregular y
cambiante, se utilizan tres definiciones diferentes para su radio, de manera que dependiendo
de cémo sea esta colonia y de como se expanda en la superficie, se pueden aproximar mas o
menos a lo que seria un radio de la agrupaciéon de bacterias. El “radiusI-colony” es la distancia
desde el centro de la colonia (posicién del indculo inicial) al individuo que se encuentra més
lejos. Es un radio adecuado cuando la morfologia es aproximadamente redondeada y compacta.
El “radius2-colony” seria el radio equivalente a un circulo que tuviera por area el area de la
superficie ocupada por la colonia. En este caso, si tuviéramos una morfologia muy ramificada,
el radio que obtendriamos seria bastante inferior a la distancia del individuo mas lejano del
centro, ya que, la superficie total ocupada por una colonia como ésta seria pequena pero podria
haber individuos ocupando posiciones alejadas del centro y zonas de la superficie sin ocupar. El
“radius3-colony” se calcula haciendo una media de los cuatro radios que se obtienen al buscar
la distancia del individuo situado mas lejos del centro de la colonia en cada uno de los cuatro
cuadrantes del dominio bidimensional. Este radio suavizaria el hecho de que una rama de la
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colonia destaque y crezca por delante de otras ramas a lo largo de su evolucion, rompiendo
la simetria radial que se puede esperar en un dominio donde el nutriente inicial se encuentra
uniformemente distribuido.

5. El simulador INDISIM-plate-NL: implementacién del modelo en
la plataforma NetLogo

Como ya se ha mostrado en la Figura 3, la implementacion del modelo en la plataforma
NetLogo (de acceso abierto y entorno amigable para usuarios) permite interactuar directamente
con el simulador. Los autores pueden enviar el simulador a peticiéon del lector interesado para
que pueda ser utilizado directamente. INDISIM-Plate-NL es accesible tanto para usuarios de
Windows, Linux o Mac OS X, pues la descarga gratuita de NetLogo desde su web contempla
estas tres opciones. En el anexo se halla el codigo de computacién en el que se pueden identificar
todas las partes del programa correspondientes a la descripcién previamente hecha del modelo
siguiendo el protocolo ODD. Conociendo la interfaz de usuario y el cédigo del programa, el lector
podria reimplementar el modelo puesto que toda la informaciéon que necesita es visible en la
captura de pantalla proporcionada en la Figura 3 y en el anexo. Los valores iniciales que se han
incorporado en el modelo, y que utiliza por defecto el simulador, se pueden cambiar, de forma
que se pueden generar escenarios de simulacion diversos. El dominio cuadrado de la interfaz del
usuario (Figura 3) permite seguir como evoluciona y se expande la colonia bacteriana virtual
creada sobre la superficie a partir de un inoculo puntual inicial en el entorno bidimensional
donde se encuentran los nutrientes, y las salidas graficas nos dan las evoluciones temporales y
las distribuciones de caracteristicas individuales de forma sincronizada a la simulacién que se
esta realizando.

6. Simulaciones con INDISIM-plate-NL

6.1. Estudio del crecimiento de una colonia bacteriana de Escherichia coli a partir
de un inoculo puntual en una superficie con distribucion inicial uniforme de
nutriente

En este apartado se comparan los resultados obtenidos con el simulador INDISIM-Plate-NL
con los que se obtuvieron con el modelo MICRODIMS y que son parte del trabajo publicado
por Tack et al. (2014), el trabajo que ha proporcionado fundamentalmente la parametrizacién
de nuestra bacteria.

Lo primero que se analizé con el simulador desarrollado fueron las limitaciones de difusién
del nutriente en el medio y cémo la alta concentracion de individuos en el centro de la colonia
(alli donde se encuentra el inéculo puntual inicial para iniciar el crecimiento) provoca el agota-
miento de este nutriente con la apariciéon de zonas en la colonia de no crecimiento frente a otras
zonas situadas en la periferia de la colonia de crecimiento (Figura 4). La disminucién o disponi-
bilidad de la glucosa (inicialmente distribuida de forma homogénea) se ve muy influenciada por
el valor de la concentracion inicial y por su difusién en el medio. Cuando estos valores iniciales
de glucosa son bajos los individuos se quedan sin nutriente muy rapidamente como muestran
simulaciones realizadas con INDISIM-Plate-NL. También, para una determinada concentracién
de glucosa, en condiciones de baja difusion, la baja concentracién de nutrientes que los in-
dividuos deben soportar cuando pasa el tiempo generan colonias microbianas pequenas y de
crecimiento muy lento. Estos patrones o tipos de comportamientos son los que se corresponden
con el conocimiento experimental y previo que se tiene sobre colonias bacterianas, ya que su
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formacion y evolucion estd muy condicionada por la cantidad de nutriente que llega a las partes
activas de estas colonias (Tack et al., 2014). Otro aspecto que se estudié fue el radio de la
colonia bacteriana a lo largo del tiempo, o distancia de las bacterias de la periferia de la colonia
al centro de la colonia, el cual es el origen de su formacién (ubicacion inicial del inéculo). La
evolucién temporal de esta variable radio esta relacionada con el hecho de que en el centro de
la colonia estén las células con poco nutriente (o sin nutriente) y en la periferia de la colonia
estan las células activas, las que estan creciendo y se estan reproduciendo gracias al nutriente
que pueden conseguir como consecuencia de su difusién, como se observa en la Figura 4). En
el caso del crecimiento de una colonia compacta en forma redondeada o lobular como el que
se muestra la Figura 4, el radio de la colonia (el radis2-colony definido previamente) muestra
una evolucién suave, con una transicién desde un crecimiento exponencial a un crecimiento
lineal que coincide con la aparicion de células bacterianas que empiezan a mostrar la falta de
nutriente (los estados individuales de las bacterias pasan de ser estados activos a estados no
activos segun sea su localizacién en la colonia, Figura 4). Se constata con este comportamiento
que no se trata de crecimiento planctonico como el que se tendria en un medio liquido. Cuan-
do la expansion de la colonia progresa tnicamente unos pocos microorganismos, situados en
una pequena franja en el exterior de la colonia pueden absorber nutriente y, consecuentemen-
te, crecer y reproducirse. Como consecuencia del agotamiento de nutriente en el centro de la
colonia solo los individuos exteriores en la periferia de la colonia, situados en entornos donde
todavia hay nutriente cumplen con los requerimientos de mantenimiento y, en algunos casos,
pueden crear nueva biomasa (Figura 4). A medida que hay més agotamiento de nutrientes, la
morfologia de la colonia pasa de ser circular lisa a ser cada vez mas lobular. Estos resultados
se encuentran en buena concordancia con los resultados presentados en el trabajo de Tack et
al. (2014) considerando que ellos toman la medida de su reticulado de 2 um y que no utilizan
los mismos submodelos para la difusién y el movimiento de los microorganismos.

El trabajo de Tack et al. (2014) sélo mostré la morfologia de colonia redondeada o lobular, sin
embargo, se conoce y han sido publicados numerosos trabajos que muestran otras morfologias de
colonias bacterianas creciendo en superficie (por ejemplo, Fujikawa & Matsushita, 1989 y 1991;
Matsushita & Fujikawa, 1990; Ben-Jacob, Cohen, & Gutnick, 1998; Ginovart et al., 2002¢). En
este trabajo, y una vez parametrizado y calibrado el modelo INDISIM-Plate-NL, también se
quiere abordar el estudio de otras morfologias de colonias que son dependientes tanto de las
caracteristicas de los propios microorganismos como de las condiciones o propiedades del medio
en el que la poblacion crece.

6.2. Diferentes morfologias de colonias bacterianas creciendo en superficie segiin
las caracteristicas del medio

La morfologia ramificada de la colonia bacteriana formando diferentes tipos y tamanos de
ramas ha sido observada experimentalmente (Fujikawa & Matsushita, 1989), a partir del cre-
cimiento de un inéculo bacteriano puntual en una superficie con nutriente. Esta morfologia
también se ha podido conseguir con el simulador creado INDISIM-Plate-NL como muestra la
Figura 5. En esta figura se pueden apreciar algunas ramas de la colonia bacteriana que estan
creciendo de forma continua y otras ramas que crecieron inicialmente pero que dejaron de cre-
cer y no evolucionaron mds por falta de nutriente (zona de color oscuro en el medio). Aquellas
ramas que desde el principio crecieron de forma més vigorosa son capaces de seguir creciendo
y hacerse méas largas, ocupando mayor superficie y expandiendo a la colonia. En las simula-
ciones, a partir del inéculo inicial ubicado en la parte central del dominio bidimensional, la
colonia crece gracias al consumo de particulas de nutriente que llegan a los microorganismos
a través del proceso de difusion. La cantidad y la continuidad de las particulas de nutriente
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Figura 4: Evoluciéon temporal y espacial de una colonia bacteriana virtual. Simulacién hecha con INDISIM-
Plate-NL con una concentracién inicial uniforme de nutriente y un inoculo puntual. Esta evolucion temporal
del radio de la colonia puede ser dividida en tres fases, indicadas con las lineas azules discontinuas, una fase
de crecimiento exponencial, una fase lineal después de una disminucién de nutriente importante en la zona
ocupada por la colonia, y una fase de transicién entre ellas. Las bacterias activas, que pueden mantenerse,
crecer y reproducirse corresponden a las franjas de color naranja y verde de la colonia, mientras que en el centro
el color rojo indica la ocupacion del espacio por bacterias no activas. La captura de pantalla del simulador con la
evolucién temporal del niimero de bacterias segiin sus estados individuales se corresponde con el comportamiento
macroscopico observado de la expansién de la colonia.

que absorben los individuos afectan al tamano y a la forma de la colonia, las estructuras que
desarrolla y el tiempo de formacion de éstas. La colonia sélo se expande en la superficie cuando
los microorganismos situados en patches donde hay nutriente son capaces de reproducirse (ya
que, en este trabajo y para esta version del modelo, se ha asumido que los individuos no tienen
movimiento propio), por lo que la ocupacién de la superficie por parte de la colonia bacteriana
se produce tinicamente como consecuencia de la aparicién de nuevos individuos.

Ademas de este tipo de morfologia ramificada, otros tipos de morfologias de colonias bacte-
rianas se han obtenido con el simulador INDISIM-Plate-NL, haciendo crecer in6culos virtuales
en una superficie y bajo diferentes condiciones de medio. Los diversos escenarios de simulacion
se han obtenido variando la concentracién inicial de nutriente y el valor del coeficiente de di-
fusién (el cual esta estrechamente relacionado con la estructura o tipo de medio). De forma
aproximada, un medio mas gelatinoso y menos liquido tendria un coeficiente de difusién menor
que el que corresponderia a un medio menos gelatinoso y més liquido (coeficiente de difusién
mayor). El crecimiento de indculos puntuales centrales, inicialmente iguales pero implementados
en condiciones de medio diferentes, atendiendo a estos dos factores (concentraciéon de nutriente
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Figura 5: Diferentes etapas del crecimiento de una colonia bacteriana que se corresponde a una morfologia
ramificada, estructura que también se conoce como agregacion limitada por difusién. Este tipo de crecimiento
se genera fijando una cantidad inicial de nutriente de 500 fg/patch, distribuido inicialmente de forma uniforme,
y con una estructura del medio a la que se asocia un coeficiente de difusién de 0.40.

y difusién de nutriente) permitieron observar la generacién de morfologias diversas para las
colonias bacterianas en las simulaciones realizadas con INDISIM-Plate-NL.

Se ejecutaron varias simulaciones variando el valor del coeficiente de difusién (desde 0.05 has-
ta 1) y la concentracién homogénea inicial de nutriente en el entorno (desde 20 a 55 fg/patch o
fg/pm?), consiguiendo diferentes morfologfas de colonias bacterianas observadas experimental-
mente (Ben-Jacob, Cohen, & Gutnick, 1998; Fujikawa & Matsushita, 1989 y 1991; Matsushita
& Fujikawa, 1990). La Figura 6 muestra los cambios morfolégicos de la colonia que se produ-
cen durante el crecimiento de las bacterias en funcién de la concentracién inicial de nutriente
(glucosa) y concentracién de agar en una placa o ambiente donde se encuentra la evolucién del
sistema microbiano (representado por el coeficiente de difusién, a mayor concentracién de agar
en placa menor difusién de nutriente, mientras que a menor concentracién de agar en placa
mayor difusién de nutriente).

En las simulaciones con un inéculo puntual (una bacteria en el centro del dominio cuadrado)
la colonia que se va desarrollando crece gracias al consumo de particulas de nutriente que llegan
a los individuos a través de su difusién, a medida que va disminuyendo el nutriente mas proximo
y accesible. La cantidad de particulas y el ritmo con que las absorben los individuos afectan
a la estructura, la forma y el tiempo de formacién de las colonias. Estas solo se expanden en
la superficie cuando los microorganismos situados en patches donde hay nutriente (y que por
tanto pueden aumentar su biomasa) se reproducen, pues se ha asumido que los individuos no
tienen movimiento propio activo (en esta versiéon del modelo), con lo que la ocupacién del espa-
cio se produce con la aparicién de nuevos individuos ocupando nuevos patches. Los resultados
simulados que se han obtenido estan en buena correspondencia con resultados experimentales
publicados (Fujikawa & Matsushita, 1989 y 1991; Matsushita & Fujikawa, 1990) y con resulta-
dos simulados conseguidos con otros modelos o simuladores (Ginovart et al. 2002¢; Ben-Jacob,
Cohen, & Gutnick, 1998). Se observa que cuando mads alta es la concentracién inicial de nu-
triente, mas se reproducen los microorganismos y, por tanto, més circular, compacta y llena
de individuos es la estructura redondeada de la colonia (Figura 6 (N7 o N8)). Se produce una
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Concentracion inicial de nutriente (fg)
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" ..

N6

THHT
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v

Coeficiente de difusion

Figura 6: Varias morfologias de colonias bacterianas simuladas con el INDISIM-Plate-NL creciendo en superfi-
cie con diferentes concentraciones iniciales de glucosa expresadas en fg/patch, donde N1=20, N2=25, N3=30,
N4=35, N5=40, N6=45, N7=50, N8=55, y diferentes coeficientes de difusién en el medio, D1=0.05, D2=0.20,
D3=0.40, D4=0.60, D5=0.80, D6=1.

situacién similar cuando se aumenta el coeficiente de difusién del medio (Figura 6 (D5 o D6)),
ya que el nutriente se va distribuyendo de forma mas homogénea y réapida entre los patches
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del dominio, y en menos tiempo llega més nutriente a més individuos. En cambio, tanto si se
reduce la concentracién inicial de nutriente como si se disminuye el coeficiente de difusion, la
colonia tiende a tener una forma mas ramificada con ramas cada vez mas delgadas, ya que
los frentes con actividad celular se localizan en las zonas mas emergentes y sobresaliendo en
la busqueda de nutriente disponible. El color o entorno oscuro del medio delata las zonas con
muy poco, o sin, nutriente, y en las diversas morfologias de las colonias se puede comprobar
que el grueso de la periferia microbiana mas “activa” (color lima) de la colonia es diferente en
cada caso (Figura 6). En condiciones extremas, por ejemplo con una concentracién inicial de
nutriente muy baja y un valor para el coeficiente de difusién muy pequeno (Figura 6 (N1-D1)),
la colonia bacteriana simulada tiende a formar ramificaciones més delgadas, finas y largas con
un crecimiento muy lento. Las salidas que proporciona el simulador permitirian trabajar en un
futuro proximo, cuando se pueda disponer de datos experimentales, con evoluciones temporales
diversas como por ejemplo, poblacién total de la colonia, relacién entre el niimero de individuos
activos (los viable-6ptimos y los viable-no-éptimos) e individuos no activos, o nimero de indivi-
duos viables-6ptimos respecto al niimero total, o bien conocer la poblacién final o extension de
la colonia alcanzada al agotarse el nutriente, segiin combinaciones de los dos factores principales
estudiados, nutriente inicial y cantidad de agar o coeficiente de difusion.

También se podrian estudiar algunas medidas o indices que permitieran caracterizar la mor-
fologia de una colonia bacteriana. Por ejemplo, en relacién al radio de la colonia, y utilizando
las tres variables programadas en el simulador, Radius1-colony, Radius2-colony, Radius3-colony,
la Figura 7 muestra las evoluciones temporales de los tres radios para dos colonias diferentes
simuladas previamente N1-D1 y N8-D6 de la Figura 6 Dependiendo de la morfologia de la
colonia, parece razonable complementar la informacién que proporciona una de las definiciones
de radio de colonia con otras posibles definiciones. Cuando la colonia tiene una morfologia muy
ramificada desde el momento en que empieza a generarse y expandirse, los valores de los tres
radios son diferentes desde el principio, y esta diferencia se acentiia de forma evidente a medida
que avanza el crecimiento microbiano, como muestra la Figura 7 con la evolucién de la colonia
N1-D1. Debido a su forma poco redondeada, irregular y no simétrica, y muy poco compacta,
los pocos individuos que van generando la coloniaN1-D1 tienden a ubicarse en el espacio de
forma lenta y desigual (hay poco espacio ocupado por microrganismos). Mientras que para una
colonia con morfologia mas circular y muy compacta, y crecimiento rapido, como el que muestra
la colonia N8-D6, las evoluciones de los tres radios son muy similares durante la mayor parte
del crecimiento bacteriano (Figura 7).

Radio de la colonia {um)
de la colonia (um)

Radio

Tiempo (min)

Tiempo (min

Figura 7: Evoluciones temporales de las tres variables calculadas por el simulador INDISIM-Plate-NL relativas
a las tres definiciones de radio de la colonia (Radiusl, Radius2, Radius3) que corresponden a las colonias N1-D1
(izquierda) y N8-D6 (derecha) de los escenarios de simulacién mostrados en la Figura 6.
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7. Conclusiones

Se ha realizado una busqueda bibliografica de trabajos publicados sobre la modelizacién
del crecimiento microbiano no plancténico (crecimiento microbiano en medio heterogéneo y
de movilidad reducida) con el fin de conocerlos modelos computacionales utilizados, y se han
seleccionado diez trabajos. Estos 10 trabajos han sido analizados con detalle, identificando las
principales propiedades y caracteristicas de los disenos de los modelos articulados y de sus im-
plementaciones en entornos de programacion. Este andlisis ha facilitado su comprension y ha
permitido su comparacion. Se ha constatado que el desarrollo y uso de modelos computacionales
en este ambito de aplicacion microbioldgica es relativamente nuevo, y que en el ambito educa-
tivo estos tipos de modelos son practicamente desconocidos. Estos modelos, mayoritariamente,
forman parte de una investigacion avanzada y de alto nivel, y es en este entorno donde los res-
pectivos simuladores tienen su sentido y encuentran su espacio. No son modelos ni simuladores
accesibles que puedan ser transportables y utilizados en procesos de ensenanza y aprendizaje
en el aula. A pesar de que las aplicaciones que presentan estos trabajos pueden ser de gran
interés en un entorno educativo relacionado con la microbiologia aplicada o la biotecnologia,
la informacién que proporcionan estas publicaciones hace muy dificil, por no decir imposible,
el uso de estos modelos y sus correspondientes simuladores. Se encuentran fuera del alcance
curricular plausible de los planes de estudio de la mayoria de contextos académicos, tanto en
cuanto a su detalle y profundidad de conceptos en el ambito microbiolégico como en cuanto
al software especifico que utilizan para el desarrollo y creacién de los simuladores (las partes
tangibles de los modelos computacionales). Ademads, por su propia naturaleza, estos modelos
computacionales son muy complicados de replicar, y por tanto es muy dificil, por no decir im-
posible, que se puedan transportar al ambito educativo. No son apropiados para poder realizar
en el aula experimentos virtuales del comportamiento de estos sistemas bacterianos creciendo
en medios heterogéneos y de movilidad reducida.

Se ha disenado y desarrollado con éxito un nuevo modelo basado en el individuo, INDISIM-
Plate-NL, para el estudio de poblaciones bacterianas creciendo en superficie, en entornos hete-
rogéneos y de movilidad reducida. Se ha implementado en la plataforma de acceso libre NetLogo,
un entorno amigable de programacion y muy intuitivo que hace posible el uso de este simulador
en el ambito educativo. Se ha realizado una completa descripcién del modelo con el protocolo
ODD y se ha proporcionado una copia del cédigo completo de programacién asi como de la
interfaz del simulador INDISIM-Plate-NL. También se ofrece al lector interesado la posibilidad
de poder disponer de INDISIM-Plate-NL bajo peticiéon expresa dirigida a los autores. Todo
esto garantiza su transportabilidad a cualquier entorno educativo que se considere adecuado
e interesante, facilitando su uso en procesos de ensenanza y aprendizaje del crecimiento no
plancténico.

El modelo ha sido parametrizado para la bacteria Escherichia coli y ha permitido ilustrar
y profundizar sobre el estudio del comportamiento de una colonia bacteriana creciendo en una
superficie. INDISIM-Plate-NL ha proporcionado evoluciones temporales y espaciales de estos
sistemas microbianos creciendo en un medio no liquido bidimensional y de movilidad redu-
cida. Dos factores significativos implicados en el comportamiento de este tipo de sistema, la
concentracion inicial de nutriente y la cantidad de agar en el medio (elemento limitante del
movimiento de las bacterias y de la difusién del nutriente) han sido investigados con el si-
mulador INDISIM-Plate-NL. Se han generado y reproducido morfologias diversas de colonias
bacterianas observadas en trabajos experimentales. También los resultados simulados obteni-
dos con INDISIM-Plate-NL, en relacion al comportamiento de estas colonias bacterianas sobre
superficies, estan en buena concordancia con otras simulaciones generadas por otros modelos
computacionales publicados con anterioridad. Estos primeros resultados conseguidos garantizan
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el valor de INDISIM-Plate-NL en el ambito académico, al tiempo que lo posiciona favorable-
mente para que pueda ser adaptado, ampliado o sofisticado para estudios posteriores y mas
especificos, formando parte de actividades de modelizacién, programacién y simulacion en el
ambito de los sistemas microbianos. Investigaciones y estudios de sistemas microbianos con estas
caracteristicas son de gran interés en ambitos como por ejemplo la contaminacién de alimen-
tos, deterioro de superficie de estructuras en contacto con actividad microbiana, o regeneracion
y recuperacién de ciertos entornos a través de la inoculacién de microorganismos especificos,
donde los modelos mas tradicionales, clasicos y conocidos de crecimiento microbiano en medio
liquido no se pueden utilizar. Confiamos en que INDISIM-Plate-NL pueda ser de interés para
sectores académicos determinados y adecuado para poder ser utilizado en el contexto educativo,
en el aula, para generar experimentos virtuales y avanzar en la comprensién y analisis de estos
sistemas bacterianos creciendo en medios no liquidos, heterogéneos y de movilidad reducida.
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Anexo: Codigo de computacion del simulador INDISIM-Plate-NL

globals | area_col individuals—colony radiusl—colony radius2—colony
rql rq2 rq3 rq4 radius3—colony total—nutrient total—mass growing—
ind starving—ind inactive—ind OutPut_file time |

turtles—own [ mass maintenance time—viability dOOm repr_time
repr_mass upt ava_upt |

patches—own [ nutrient num_microorg |

to setup
clear—all
set area_col 0
setup—microorgs
ask patches [ set nutrient ( abs(random—normal initial —nutrient

(0.05 * initial —nutrient)) ) color—nutrient |
set area_col count patches with [ any? turtles—here ]
set individuals —colony count turtles
set growing—ind 0 set starving—ind 0 set inactive—ind 0

set total—nutrient sum [ nutrient | of patches
set total—mass sum | mass | of turtles
set radiusl—colony 0 set radius2—colony 0 set radius3—colony 0
setup—output
reset —ticks
write—outputfile
end
to setup—microorgs
set —default —shape turtles 7 circle”
create—turtles initial —microorgs
[ setxy 0 0 set color lime set maintenance 0 set
mass abs ( random—normal 2880 (0.10 x 2880)) set
repr_time 0 set time—viability max—time—
viability |
end
to setup—output
if (file —exists? 7INDISIM—plate—NL_Output.csv”) [ carefully [ file
—delete "INDISIM—plate—NL_Output.csv” ][ print error—message |
]
file —open 7INDISIM—plate —NL_Output.csv”
file —type "Time_(min) ” file —type ”Microorganisms

b 7

file —type

Growing 7 file —type " Starving 7 file —type " Inactive ”
file —type 7" Nutrient 7 file —type "Mass 7 file —type ”Radiusl—
colony 7 file —type ”"Radius2—colony 7 file —type "Radius3—
colony 7 file —type 7 Area—colony 7 file —print 7 7
file —close

end

to write—outputfile
file —open 7INDISIM—plate —NL_Output.csv”
file —type ticks
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b 7

file =type individuals—colony file —type 7 7 file—
77 file —type starving—ind file —

file —type
type growing—ind file —type

type 7 7 file —type inactive—ind

file —type 7 7 file —type total—nutrient file—-type 7 7 file—type
total —mass

file —type 7 7 file —type radiusl—colony file—type 7 7 file —type

2 7

radius2—colony file —type file —type radius3—colony file—

type 7 7 file —type area_col
file =type 7 7 file —print 7 7
file —close
end
to go
set area_col 0 set individuals —colony count turtles
set growing—ind count turtles with | color = lime | set starving—
ind count turtles with | color = orange | set inactive—ind
count turtles with [ color = red — 1 ]

set total—nutrient sum [nutrient] of patches set total—mass sum |
mass| of turtles

if count turtles > 500000 [file—close stop] if sum [nutrient] of
patches < 0.1 [file—close stop] if ticks > 100000 [file—close

stop |
ask turtles [ eat mantain reproduce
ifelse time—viability < 0.75 % max—time—viability [ set color

orange | [ set color lime |
if time—viability < 1 [ set color red — 1 | |
ask patches [ color—nutrient count—turtles]
set area_col count patches with [ any? turtles—here ]
diffuse nutrient diffusion—coefficient
ask turtles [ setxy pxcor pycor set dOOm distancexy 0 0 ]
set radiusl—colony max [d0Om] of turtles set radius2—colony sqrt
( area_col / 3.1416 )
ifelse (any? turtles with [ xcor >= 0 and ycor >= 0 ]) [ set rql (
max [dOOm| of turtles with | xcor >= 0 and ycor >= 0 |) | [ set
rql 0 |
ifelse (any? turtles with | xcor <= 0 and ycor >= 0 |) [ set rq2 (
max [dOOm| of turtles with | xcor <= 0 and ycor >= 0 |) | [ set
rq2 0 |
ifelse (any? turtles with [ xcor <= 0 and ycor <=0 ]) [ set rq3 (
max [dOOm]| of turtles with | xcor <= 0 and ycor <=0 |) | [ set
rq3 0 ]
ifelse (any? turtles with [ xcor >= 0 and ycor <=0 |) [ set rq4 (
max [dOOm| of turtles with | xcor >= 0 and ycor <=0 |) | [ set
rqd 0 |
set radius3—colony (rql + rq2 4+ rq3 + rq4 ) / 4
write—outputfile
tick
end
to eat
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if color != red — 1 [ let i random—mormal 0 0.10 set upt
((0.0088 % (1 4+ i) * 0.26 % nutrient * mass ) / (0.45 x
(0.00539 + nutrient)))
set ava_upt (0.5 * nutrient) if upt >

ava_upt [ set upt ava_upt | set
nutrient nutrient — upt |
end
to mantain
if color != red — 1 [ set maintenance (upt — (0.00099 * 0.26 x
mass ) )
ifelse maintenance > 0 [ set mass mass + (maintenance * 0.45
x (1 / 0.26)) set time—viability time—viability + 1 |
[ if mass > (0.25 x 2880) [ if mass
— ((— maintenance) * 0.45 % (1 /
0.26)) > 0
[ set mass mass — ((— maintenance) x
0.45 = (1 / 0.26)) set time—
viability time—viability — 1 | | |
set maintenance 0
if time—viability >= max—time—viability [ set time—viability
max—time—viability | |
end
to reproduce
if color != red — 1
[ if mass > 2880 [ set repr_time repr_time + 1 if repr_time
> abs (random—normal 60 (0.1 % 60))
[ set repr_mass mass x abs (random—mormal 0.5 (0.1 % 0.5) )
set mass mass — repr_mass set repr_time 0 hatch 1 |
newborn—spot | | | |
end

to newborn—spot
let i 0 set color lime set mass repr_.mass set repr_time 0 move
—to one—of neighbors
ifelse not any? other turtles—here [ setxy pxcor pycor set d00m
distancexy 0 0 | [ set i i + 1 if i < 10 | newborn—spot] |
end
to count—turtles
ifelse any? turtles—here [ set num_microorg ( count turtles—here)
] [ set num_microorg 0 |
end
to color—nutrient
set pcolor scale—color yellow nutrient 0 (2 * initial —nutrient)
end
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globals [ area_col individuals-colony radiusl-colony radius2-colony rql rg2 rqg3 rqgd4 ~

patches-own [ nutrient num_microorg]

radius3-colony total-nutrient total-mass growing-ind starving-ind inactive-ind outPut_file time ]

rtles-own [ mass maintenance time-viability d0Om repr_time repr_mass upt ava_upt]

setup
clear-all
set area_col 0
setup-mcroorgs
patches [ set nutrient ( abs(random-normal initial-nutrient (0.05 * initial-nutrient)) ) color-nutrient ]
set area_col count patches with [ any? turtles-here
set individuals-colony count turtles
set growing-ind 0  set starving-ind 0 set inactive-ind 0
set total-nutrient sum [ nutrient_] of patches
set total-mass sum [mass] of turtles
radiusl-colony 0 set radius2-colony 0 set radius3-colony 0
setup-output
reset-ticks
\sr'ite—outp\.rrﬁ Te

=

®
&

setup-microorgs

set-default-shape turtles "circle”

create-turtles initial-microorgs

b [ setxy 0 0 set color lime set maintenance 0 set mass abs ( random-normal 2880 (0.10 * 2880)) set repr_time 0 set time-viability max-time-viability ]

setup-output
if_(file-exists? "INDISIM-plate-NL_output.csv") [ carefully [file-delete ‘INDISIM-p1ate~NL_0utput.csv"][ print error-message ] ]
ﬁ'le -open INDISIM p'\ate NL_output.csv

file-type "'Time_(min) " file-type "Microorganisms " file-type Growm?_ file-type "starving " file-type “Inactive "
E]Ie type "Nutrient " file-type "Mass " file-type "Radiusl-colony 11e -type "Radius2-colony " file-type "Radius3-colony " file-type "Area-colony " file-print "
le-close
write-outputfile
EJI pen INDISIM plate-NL_Output.csv”
pe ticl
il pe " " ﬁ'!e -type individuals-colony file-type " " file-type ?rowmg -ind file-type " " file-type starving-ind file-type " " file-type inactive-ind
file-type " " file-type total-nutrient file-type file-type total-mass
file-type " " file- type radiusl-colony file-type " " file-type radius2-colony file-type " " file-type radius3-colony file-type " " file-type area_col
file-type " " file-print
file-close v
d

g0

set area_col 0  set individuals-colony count turtles

set growing-ind count turtles with [ color = Tlime ] set starving-ind count turtles with [ color = orange ] set inactive-ind count turtles with [ color = red - 1 ]

set total-nutrient sum [nutrient] of patches set total-mass sum [mass] of turtles

if count_turtles > 500000 [file-close stop] <if sum [nutrient] of patches < 0.1 [file-close stop] +if ticks > 100000 [file-close stop]

ask turtles [ eat mantain reproduce
ifelse time-viability < 0.75 * max-time-viability [ set color orange ] [ set color Time ]
if time-viability < 1 [ set color red - 1 ] ]

ask patches [ color-nutrient count-turtles

set area_col count patches with [ any? turt'les here ]

diffuse nutrient diffusion-coefficient

ask turtles [ setxy pxcor Eycor set d0Om distancexy 0 0 ]

set radiusl-colony max [dOOm] of turtles set radius2- co'lony sqrt C ar;g_:ﬂ / 3.1416 )

ifelse (any? turtles with [ xcor >= 0 and ycor >= 0 set 0m] of turtles with [ xcor set rql 0
ifelse (any? turtles with |[ xcor <= 0 and ycor >= 0 set rq2 max doOm] of turtles with [ xcor set rq2 0
ifelse (any? turtles with [ xcor <= 0 and ycor <= 0 set rq3 (max [d0Om] of turtles with [ xcor set rq3 0
ifelse (any? turtles with [ xcor >= 0 and ycor <= 0 set rq4 (max [dOOm] of turtles with [ xcor set raq4 0

set radius3-colony (rgl + rq2 + rgq3 + rgd ) / 4
write-outputfile

tick
end
to eat
if color != red - 1 [ let i random-normal 0 0.10 set upt ((0.0088 * El + 1) * 0.26 * nutrient * mass ) / (0.45 * (0.00539 + nutrient)))
b set ava_upt (0.5 * nutrient) if upt > ava_upt [ set upt ava_upt ] set nutrient nutrient - upt ]
en
to mantain
if color != red - 1 [ set maintenance (upt - (0.00099 * 0.26 * mass))
ifelse maintenance > 0 set mass mass + (ma‘intenance * 0.45 * (1 / 0.26)) set time- v1abi‘l1t§ tnne viability + 1]
if mass > (0.25 * 2880) [ if mass - ((- ma'lntenance) * 0,45 % (1
set mass mass - (( maintenance) * 0.45 * (1 / 0.26))  set tme-vwbﬂwy time- viability - 1111

set maintenance 0
if time-viability >= max-time-viability [ set time-viability max-time-viability ] ]

d
_reproduce
color != red -
[ if mass > 2880 [ set reEr _time repr_time + 1 if repr_time > abs (randem-normal 60 (0.1 * 60))
i [ set repr_mass mass * abs (random-normal 0.5 (0.1 * 0.5) )  set mass mass - repr_mass set repr_time 0 hatch 1 [ newborn-spot 111 ]
v
nhewbarn-spot

Jet i 0 set color lTime set mass repr_mass set repr_time 0 move-to one-of neighbors
:Fe'lse not any? other turtles-here [ setxy pxcor pycor set dOOm distancexy 0 0 1 [ set i i + 1 if i < 10 [ newborn-spot] ]

count-turtles
:"Fe'lse any? turtles-here [ set num_microorg ( count turtles-here) ] [ set num_microorg 0 ]

color-nutrient . . .
jet pecolor scale-color yellow nutrient 0 (2 * initial-nutrient)
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