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Massa petits per poder ser modelitzats?

Models basats en l'individu per representar 1 investigar poblacions microbianes
amb creixement no planctonic

Marta Ginovart i Meritxell Font

Un model, una representacio idealit-
zada i aproximada, per a una poblacié
microbiana, pot ser desenvolupat a
partir d’'un disseny complicat i sofisti-
cat, si es volen abordar quiestions en
detall o tractar determinats aspectes
amb profunditat, o pot ser generat a
partir d’un disseny més simple, si pre-
viament s’han fet moltes assumpcions
i son diverses les hipotesis que el su-
porten. Segons siguin les preguntes
que volem que el model pugui res-
pondre, haurem d’escollir el tipus de
modelitzacié més convenient, depe-
nent principalment de les caracteristi-
ques propies del sistema a tractar,
dels objectius fixats en I'estudi, i de les
dades experimentals de queé es dispo-
sen per abordar I'analisi correspo-
nent.

A la natura, una gran part de les poblacions de
microorganismes es troben en medis no
planctonics, és a dir, medis no liquids en els
quals els individus que hi habiten i els altres
possibles elements que hi pot haver (compo-
nents organics o inorganics) es troben distri-
buits de manera no homogenia, i per despla-
car-se o canviar de posicions han de superar
les forces imposades pel mateix medi que els
envolta. Aquests medis sén principalment bio-
films o altres medis gelatinosos amb mobilitat
reduida, presents en processos de contamina-
ci6 o infeccid, en el medi ambient amb colo-
nitzacions desitjades o no, o creixement mi-
crobia sobre certes superficies en contacte o no
amb l'aire. Malgrat 'interes i atractiu que pot
tenir I'estudi d’aquests sistemes, els models
microbians més coneguts en I'entorn acade-
mic, i alhora més utilitzats, s’han situat en me-
dis liquids (medis planctonics) com a conse-
qiiéncia de la seva simplicitat en I'estudi de les
propietats espacials del medi que els envolta.
Alhora, els coneixements o requisits de con-
ceptes i eines matematiques que tenen aquests
models continus més tradicionals es troben,
generalment, coberts per continguts que s’im-
parteixen en assignatures de matematiques.
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Quan les hipotesis prévies d'un medi homoge-
ni de creixement o una distribuci6 aproxima-
dament homogenia de microorganismes en
un entorn deixen de ser assumibles o plausi-
bles, la formulacié de models continus per a
I'estudi d’aquests sistemes requereix eines ma-
tematiques més avancades. No obstant aixo, hi
ha els anomenats models discrets, que oferei-
xen alternatives molt atractives i que son facil-
ment abastables en molts entorns academics
per alestudi d’aquests sistemes.

Per investigar un sistema microbia amb crei-
xement no planctonic és fonamental tenir en
compte les condicions del medi en qué es tro-
ba la poblacié de microorganismes (indivi-
dus), ja que les interaccions entre individus i
particules de substrats (o altres components)
que conformen el sistema varien de manera
significativa al llarg del temps i de 'espai, i per
tant van condicionant i modificant el com-
portament d’aquests microorganismes. En
sistemes amb medi liquid, tant els individus
(microorganismes) com els altres compo-
nents del sistema (substrats o productes) es
troben distribuits de manera uniforme per tot
I'espai sota patrons de difusi6 alta i constant,
0 bé sota redistribucié continua (moviment
passiu). A més, els microorganismes també
poden tenir moviment propi proporcionat
per flagels o altres dispositius (moviment ac-
tiu), mentre floten lliurement en el liquid. Per
al creixement no planctonic, els microorga-
nismes es troben en un medi o entorn que en
condiciona de manera important la mobilitat,
i poden tenir mobilitat reduida o fins i tot nul-
la. Per exemple, en un medi no liquid i amb
un creixement en superficie els microorganis-
mes iles particules de substrats han de supe-
rar les forces imposades per I'entorn local per
tal de poder-se moure o desplacar. En aquests
casos, és molt important la difusié que 'am-
bient permet, ja que genera a partir de distri-
bucions inicials homogeénies i no homogénies
amb discontinuitats a espai dels elements del
sistema (individus, substrats o productes)
creixements diferents. Per exemple, al Micro-
bitos (https://microbitos.wordpress.com/
2010/06/14/morfologia-colonial-bacteriana/)
es poden trobar espectaculars imatges de mi-
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croorganismes diversos creixent en diferents
medis.

Models basats en l'individu

Un dels proposits de desenvolupar models dis-
crets per tractar amb poblacions microbianes
amb suport informatic és aconseguir sistemes
virtuals, portar a terme simulacions, generar
resultats quantitatius o qualitatius i sortides
grafiques d’aquesta representacio, per obtenir
respostes a preguntes formulades envers el sis-
tema. Permet també testejar diferents escenaris
per al sistema modelitzat, contrastar hipotesis
o aplicar teories, i treballar amb explicacions
respecte a dades experimentals préviament ob-
tingudes i analitzades. Amb I'augment de la po-
téncia dels ordinadors i de la seva capacitat per
manipular grans quantitats de dades, en els ul-
tims anys s’estan desenvolupant nous tipus de
modelitzacié amb una base computacional
molt significant. La varietat de metodologies de
modelitzacio i els nous entorns de programaci6
existents actualment estan obrint enormes
possibilitats per poder tractar amb sistemes
microbians des de perspectives ben diverses i
donar respostes a quiestions diferents.

Els models es poden classificar segons el nivell
d’observacié amb el qual es descriu el sistema
o la perspectiva que es té per representar el sis-
tema, en models poblacionals o en models ba-
sats en 'individu (IBM, individual-based mo-
dels). Els models poblacionals sén models fets
directament a escala de poblacio, amb els quals
s’obtenen resultats que tenen en compte el glo-
bal de la poblacié sense distingir entre els di-
versos individus que la configuren. La mode-
litzacié més classica, com les equacions
diferencials o els meétodes d’optimitzacio per a
I'ajust de funcions, i la modelitzacié estadisti-
ca, son les metodologies de modelitzaci6 basa-
des en la perspectiva dels models poblacionals.
Principalment aquests models han tingut molt
d’éxit per a creixements microbians plancto-
nics. Per a creixements no planctonics, quan
certes hipotesis d’homogeneitat en 'espai no
es poden assumir, quan les interaccions sén
inherentment locals, o els comportaments de
pocs individus resulta crucial per al desenvo-
lupament del sistema, aquests models presen-
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ten limitacions importants. Els IBM s6n mo-
dels que descriuen els individus o parts que
configuren un sistema com a entitats autono-
mes i discretes, i focalitzen tota la seva atencid
a caracteritzar aquestes entitats mitjangant re-
gles de comportament (moviment, consum de
particules de substrat, metabolitzacié d’aques-
tes particules, manteniment, creaci6é de nova
biomassa, reproduccio, viabilitat, mort...), i
permeten que aquestes entitats interaccionin
entre elles i amb I'entorn en el qual es troben.
Els IBM s6n models fets a escala de cada indi-
vidu que forma la poblacié o cada part discreta
del sistema que es vol estudiar, i els resultats a
escala de poblacio s’obtenen amb 'acumulacié
dels comportaments de tots els individus. Al
mateix temps, també es poden obtenir resul-
tats a partir de distribucions de propietats o
caracteristiques individuals de les entitats que
configuren el sistema.

En l'estudi de sistemes microbians cada un
d’aquests individus (microorganismes) que
configura el sistema té les seves caracteristiques
propies (massa, volum, posicié en I'espai, ener-
gia de reserva, estat intern, posicio6 en el cicle de
la reproduccio...), que van canviant a mesura
que passa el temps i segons quines siguin les
condicions d’entorn en les quals es troben. Es
acceptat que un mateix microorganisme localit-
zat en diversos medis pugui tenir comporta-
ments diferents, créixer i reproduir-se amb ve-
locitats o maneres diferents segons quines
siguin les caracteristiques locals que 'envolten.
Aquests IBM controlen les operacions simulta-
nies de multiples entitats (son models discrets),
que es desenvolupen en un entorn canviant al
llarg del temps (sén models dinamics). Gene-
ralment, es considera I'aleatorietat o 'atzar com
un element important a tenir en compte (sén
models estocastics). Poden ser considerats mo-
dels qualitatius, pero cada vegada més, segons
com sigui la parametritzacio i el calibratge que
es porta a terme, es converteixen en models
quantitatius. Intenten entendre com i de quina
manera es produeixen els fenomens observats
(s6n models heuristics). S6n essencialment
models explicatius perd amb el progrés cons-
tant de I'is d’aquesta metodologia s’estan de-
senvolupant actualment models amb capacitat

predictiva. Els IBM s6n models computacio-
nals que tracten amb sistemes complexos adap-
tatius. Aquests IBM ofereixen opcions atrac-
tives per a estudi de sistemes biologics en
general, i per a 'estudi de sistemes microbians
en particular.

INDISIM-Plate-NL: un IBM
microbia per tractar amb el
creixement bacteria no planctonic
En el treball de Font i Ginovart (2016) es va fer
una cerca bibliografica de treballs publicats so-
bre aquests models per investigar el creixe-
ment microbia no planctonic, i es van identifi-
car les propietats i caracteristiques principals
dels dissenys dels models utilitzats i les seves
implementacions en entorns de programacio,
per tal de facilitar-ne la comprensié i compa-
racié. Es va constatar que el desenvolupament
il’ts de models computacionals en aquest am-

bit d’aplicacié és relativament nou, i que en
I’ambit académic aquests models sén forga
desconeguts. Aquests models formen part
d’una recerca avangada i d’alt nivell, i és en
aquest entorn on aquests models i els simula-
dors respectius poden tenir el seu sentit i tro-
ben el seu espai. No s6n models ni simuladors
accessibles que puguin ser transportables facil-
ment a un context academic. Alhora, per la
seva propia naturalesa, aquests models com-
putacionals son forca complicats de replicar i,
per tant, es fa molt dificil, per no dir impossi-
ble, que puguin ser utilitzats facilment.

El model INDISIM-Plate-NL és un IBM desen-
volupat per a I'estudi de poblacions microbia-
nes creixent en superficie, en entorns heteroge-
niside mobilitat reduida, i es troba implementat
en la plataforma NetLogo d’accés lliure i entorn
amigable de programacio, que en possibilita
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4 Figura 1. Simulacions obtingudes amb INDISIM-Plate-NL per representar el creixement d'una colonia
bacteriana a partir d’'un inocul puntual en una placa d’agar amb nutrient. Els diferents colors de la
colonia representen els microorganismes com a petites esferes de color diferent segons com sigui el seu
estat individual: llima (viable, dptim), taronja (viable, no dptim) o vermell (no actiu). Part superior:
desenvolupament d'una colonia durant la primera etapa temporal, en qué I'esgotament de nutrient
comenca al centre de la colonia i progressa cap a I'exterior (amb menys nutrient, més negre és el medi).
Part inferior: dues colonies diferents en etapes avancades del seu desenvolupament, en que la
morfologia lobular és més pronunciada com menys nutrient hi ha. Font propia.
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+ Figura 2. Simulacions obtingudes amb INDISIM-Plate-NL. Amb I'esgotament local de nutrient al
centre de la colonia, només els individus exteriors, de la periféria de la colonia, que estan situats en
posicions o entorns on poden aconseguir nutrient gracies a la difusié d’aquest en el medi, poden
complir els requisits de manteniment i, en alguns casos, crear nova biomassa, créixer i reproduir-se, i fer
que les branques de la colonia s’expandeixin i avancin. Font propia.
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enormement 'is. Una completa descripcié
d’INDISIM-Plate-NL es troba en aquest treball
de Font i Ginovart (2016) d’accés obert, en qué
es facilita el codi complet de programacio, aix{
com al simulador. Les principals parts d’aquest
model de simulacié son la representacié de pro-
cessos aplicats: a) a cada microorganisme de la
poblacié (canvi d’estat individual segons condi-
cions internes i reserves energetiques, consum
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de nutrient a I'abast, manteniment cellular, crea-
ci6 de nova biomassa, i reproduccio per biparti-
ci0), i b) al medi on la poblacié es desenvolupa
(actualitzacid local dels nutrients conseqiiéncia
del'activitat de consum individual i la seva difu-
si6). Les idees essencials del seu disseny van ser
les presentades en el treball de Ginovart et al.
(20024, 2002b) i va ser parametritzat per al
bacteri Escherichia coli K-12 MG1655 a partir
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+ Figura 3. Interficie de l'usuari d’'una extensié del simulador INDISIM-Plate-NL, que genera diversos
inoculs inicials en una distribucié inicial uniforme de nutrient.
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del treball de Tack et al. (2014). El simulador
INDISIM-Plate-NL construit ha permés apro-
fundir en I'estudi del comportament de colo-
nies bacterianes sobre una superficie, i illustrar
evolucions temporals i espacials del sistema.

El fet de poder assolir creixements de pobla-
cions de tipus exponencial o tipus sigmoidal
(logistic o variants), tan anomenats i utilitzats
en microbiologia quan s’inoculen microorga-
nismes en un medi liquid amb nutrients, deixa
de ser plausible quan es fa en un medi hetero-
geni i de mobilitat reduida. Per exemple, amb
el simulador INDISIM-Plate-NL es pot consta-
tar com en una placa o superficie amb presén-
cia d’agar (per reproduir caracteristiques d’un
medi gelatinds o semisolid) I'evolucié tempo-
ral i espacial de la poblacié microbiana en for-
ma de colonia depén de les caracteristiques
d’aquest medi. A partir d’un inocul inicial petit
en un medi amb nutrient sotmeés a un procés de
difusio es forma una agrupacié de microorga-
nismes que avan¢a de manera més o menys
compacta durant 'ocupaci6 de I'espai al llarg
del temps com a resultat dels comportaments
individuals a través de la reproduccio, i amb
I'aparici6 de nous individus s’ocupen noves
posicions en I'espai (vegeu la figura 1). Segons
quina sigui la concentraci6 inicial de nutrient i
les limitacions de difusi6 d’aquest nutrient (el
coeficient de difusi6 s’assumeix que es troba
inversament correlacionat amb la quantitat
d’agar en el medi), 'esgotament del nutrient en
les zones centrals i la velocitat amb qué el nu-
trient es difon provoca que les colonies tendei-
xin a formar ramificacions, amb branques de
creixement lent més o menys gruixudes, i es ge-
neren morfologies distintes (vegeu la figura 2).
INDISIM-Plate-NL també es pot adaptar per
generar altres escenaris de simulacié per al
creixement bacteria no planctonic com son la
possibilitat de tenir més d’un inocul inicial (ve-
geu la figura 3), tenir l'opcié d’escollir diverses
distribucions inicials de nutrient (vegeu la figu-
ra 4), utilitzar diferents condicions de frontera
de 'entorn o incorporar variats tipus de movi-
ment als microorganismes.

Les colonies virtuals generades amb INDISIM-
Plate-NL reprodueixen morfologies diverses
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+ Figura 4. Simulacions obtingudes amb una extensi6 d'INDISIM-Plate-NL,
amb diferents tipus de distribucions inicials de nutrient a la superficie.
Superior esquerra: distribucio inicial heterogeénia. Superior dreta: distribucid
inicial puntual. Inferior esquerra: gradient inicial de nutrient des de la posicié
de vértex del domini. Inferior dreta: gradient inicial de nutrient lateral. La
posicié inicial dels inoculs bacterians en condiciona el desenvolupament.
Font propia.
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de colonies bacterianes observades en treballs
experimentals, i estan en bona concordanga
amb simulacions generades amb models com-
putacionals publicats amb anterioritat, la qual
cosa indica que el simulador INDISIM-Pla-
te-NL és adient per poder ser utilitzat en I'estu-
di d’aquests sistemes. Aquest fet en garanteix el
valor cientific, alhora que el posiciona per po-
der ser adaptat, ampliat i sofisticat per a estudis
posteriors. La seva implementacié en aquest
entorn de programacié NetLogo obert i acces-
sible en 'ambit académic permet una divulga-
ci6 efectiva d’aquest tipus de modelitzacio dis-

GO$  minion

creta focalitzada en el microorganisme. ®
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