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Resumen:

Los microorganismos, como las bacterias, tienen una gran capacidad de
colonizar multitud de ambientes y superficies mediante la formacion del biofims. Pese
a que los investigadores llevan décadas estudiando su forma de vida y de crecimiento
aun no se tienen todas las respuestas. Este trabajo busca aportar informacién a un
debate existente entre las diferentes teorias que existen para explicar el mecanismo
de crecimiento y division bacteriana.

Para ello, utilizando técnicas de Modelizacién basada en el individuo (IbM) de
la bacteria Pseudomonas putida, y distintos escenarios de simulaciéon, mostrar las
diferencias, si existen, producidas en las colonias segun qué tipo de mecanismo
homeostatico de crecimiento entre los propuestos en la literatura: Adder o Sizer.
También, se han tenido en cuenta los distinto crecimientos posibles para cada bacteria
individual: lineal y exponencial.

Los resultados obtenidos muestran como los distintos escenarios de
crecimiento no generan caracteristicas que los diferencien. Sin embargo, el parametro
I', creado para controlar el efecto de la difusion y del crecimiento, produce diferencies
caracteristicas, segun su valor, en la estructura y morfologia de la colonia.
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Abstract:

The microorganism, like bacteria, have are incredible able to colonize new
environments and surfaces by protection given by the biofilm. Although, researchers
have spent decades studying their way of life and growth yet there are still many
answers to be found. This thesis aims to give some information to the discussion
between the different theories that try to explain the different mechanism that control
the bacterial growth and division.

This thesis tries to prove, by using techniques of Individual based modelling
(IbM) in Pseudomonas putida and distinct simulated scenarios, the differences, if they
exist, produced in the colonies depending of which growth homeostatic mechanism,
proposed in the literature, was used: Adder or Sizer. It was also taken in account both
types of growth bacteria can use, linear or exponential.

The results show how the growth models do not create a distinct difference
between them, as it can be explained by the statistical noise. However, the parameter
I, created to control the effect of the diffusion and the growth rate, did create significant
differences in the structure and morphology of the colonies.
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1. Introduccion:

El tamafio es un parametro de los seres vivos, tanto unicelulares como
pluricelulares, que presenta una gran influencia en la vida de éstos, asi como el ritmo
metabdlico, la temperatura interna, los cambios citoplasmaticos, la viabilidad de la
célula y la ratio de volumen-superficie!. En la naturaleza mantener un tamaiio
consistente generacion tras generacion, permite la supervivencia de las células de
cualquier tipo de organismo. Si se produce, por ejemplo, un aumento de tamafio
celular se produciria también un incremento del volumen de la célula manteniendo la
superficie sin apenas cambios. Ello implica una mayor facilidad para mantener
temperatura, pero una menor superficie para obtener la nutricién necesaria, poniendo
en peligro la supervivencia de dicha célula 2. En 1958 Maalow, Schaechter y
Kjeldgaard pudieron explicar la consistencia del tamafio celular estableciendo el
principio basico de la fisiologia microbiana, la Ley del crecimiento: “El tamafio medio
celular es proporcional a la ratio de crecimiento impuesto por los nutrientes” 3, Esta ley
fue escrita como consecuencia de la mera observacion sin tener aun ningun
conocimiento de los mecanismos que permitian a las células mantener la homeostasis
del tamanio.

A dia de hoy, aunque se han realizado avances muy importantes, tanto en cantidad
como en calidad de las mediciones de las células a nivel individual, no existe un
consenso de cual es el mecanismo que permite la funcidon de homeostasis del tamafio
celular, puesto que casi ninguna de las teorias que se han desarrollado al respecto es
capaz de explicar el proceso de crecimiento y division en las distintas especies
celulares *. Las razones que dificultan el consenso de los mecanismos subyacentes
de la homeostasis del tamafo son:

-La dificultad de estudiar una célula, bacteria, ... durante sus distintos ciclos
celulares y hacerle las suficientes mediciones de tamafio?.

-La dificultad de estudiar su tamafio y a la vez como éste es influenciado por el
ADN puesto que una ligera mutacion dicho genoma podria variar el comportamiento
de la célula™®.

-Segun qué parametros de la célula se midan, éstas pueden interpretarse que
siguen alguno de los mecanismos homeostaticos sugerido en la literatura, o una
combinacion de ellos, ya que la linea que las separa en ocasiones es muy fina®.

Los tres mecanismos del control del tamafo celular mas aceptados son Sizer,
Adder y timer, centrandose este trabajo en las dos primeras. Antes que nada, es
necesario hacer un breve resumen de las caracteristicas y diferencias de cada uno de
estos mecanismos. Asi el primero, llamado timer, consiste en que la célula intenta
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crecer durante un tiempo determinado antes de dividirse, o que plantea ciertos
problemas ya que la acumulacién de moléculas divisorias no va a la par del
crecimiento °. El mecanismo Adder supone que una célula, tras dividirse, tiene un
incremento de tamafio maximo y que una vez alcanzado éste comienza de nuevo
proceso de division. Este incremento puede generar una célula adulta de un tamano
mayor o menor que la célula que le dio lugar (célula madre) puesto que, aunque en
una colonia las células tienden a crecer hacia el tamafo promedio de la colonia, el
incremento de cada una es independiente 2. Por ultimo, el mecanismo Sizer consiste
en que, tras la division celular, la nueva célula crece hasta un tamafio preestablecido
al nacer, tras el cual se dividira y creara unas colonias en las que sus células alcanzan
el tamario promedio en apenas una o dos generaciones °.

Aparte de la discusién sobre el mecanismo que siguen las células para crecer
y dividirse, existe otra controversia en el estudio de las formas de crecimiento
celular/bacteriano que tiene que ver con el crecimiento de cada célula individual, es
decir, si este es lineal o exponencial. La teoria aceptada era la del crecimiento
exponencial, pero cada vez que se dividen las células la fluctuacion del tamafio de
éstas aumenta por lo que seria dificil mantener una homeostasis del tamafio adecuado
3. Este es otro tema que exploramos en este TFM: Si existe la necesidad de elegir qué
modelo de crecimiento, lineal o exponencial, se adapta mejor al modelo de simulacion
con el que se quiera investigar.

A continuacién, paso a explicar los dos mecanismos que se han utilizado en este
TFM para el desarrollo de los modelos, de los que queremos verificar si la utilizacidon
de uno u otro supone una gran diferencia en las simulaciones, Sizer y Adder.

1.1 Mecanismos de control

1.1.1 Sizer:

Las células que siguen el mecanismo Sizer tienen un tamafo requerido que
debe alcanzar para poder dividirse, da igual cual fuera el tamafo de la célula al nacer
porque si no llega al tamafio marcado en ella, no se dividira ®’. Mayormente se
consideran a las eucariotas y a las levaduras como Sizer. Aunque ha habido un
aumento sustancial de las mediciones de la homeostasis del tamaio, los mecanismos
que la mantienen no estan completamente definidos, y no hay consenso de las
implicaciones de parecidos y diferencias que tiene este control sobre el crecimiento
celular 8,

El tamafio medio de las células Sizer esta regido por el ambiente, por el numero
de células que tiene alrededor suyo y por los nutrientes presentes en dicho ambiente.
Asi, siempre que las condiciones se mantengan constantes el tamafio no cambiara 2.
Pese a que en un principio las células pueden tener un tamano distinto unas a otras,
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al activarse el mecanismo Sizer en un mismo ambiente, el tamafio, el incremento de
longitud y la velocidad de crecimiento se adaptaran para mantener el tamafio medio
de division ©. El mecanismo Sizer actia extremadamente rapido y en una Unica
generacion por lo que se puede ver ampliamente sus efectos. Sin embargo, esto no
significa que segun pasen las generaciones no haya ningun tipo de variacion ya que
se ha demostrado que las células individuales pueden desviarse un 19-26% de su
tamafo sin que el tamafio medio poblacional se vea afectado, lo que permite es que
el mecanismo sea mas flexible y robusto a la hora de controlar el tamafio de la
poblacién 2.

A dia de hoy se piensa que el mecanismo Sizer puede estar regulado en cierta
medida por la acumulacion de proteinas, que varian segun la especie estudiada y que
se acumulan a un ritmo parecido al del crecimiento de la propia célula é. En estudios
que buscan producir una division acelerada para ver los efectos en las células
pudieron apreciar como una de estas moléculas se acumulaba a un ritmo superior al
normal 7. En otros estudios en los que detenian el crecimiento celular comprobaron
como la division tampoco sucedia, pese a que si se inhibe la division el crecimiento
celular se mantiene .

Se ha comprobado que es posible romper con el mecanismo de la homeostasis
en células que siguen el patron Sizer, ya sea por sobreacumulacion de proteinas que
producen la division como por mutaciones. En bacterias de crecimiento lento, que no
presentan multiples origenes de replicacion de su ADN, la acumulacién de moléculas
como FTSZ o acumuladores parecidos al ADN-A pueden provocar la divisidon celular
sin que la duplicacion del ADN se complete 8. Por otro lado, en la literatura revisada
no se ha encontrado que las mutaciones que afectan al tamafio no sean del todo
indicativas de la afeccidn a los mecanismos relacionados en la homeostasis, ya que
son dificiles de distinguir los implicados en la division de los que afectan a la
maquinaria que controla el tamafo previo a la division.

1.1.2 Adder:

El mecanismo Adder se centra en que toda célula tiene asignada un incremento
de tamanio celular tras la division y que este incremento es constante, o por lo menos
muy parecido, en todas las células de una poblacién 3. Este incremento de volumen
es fijo y no tiene en cuenta el tamario de la célula tras la division, ° permitiendo que
segun vayan pasando las generaciones, poco a poco, las células vayan adquiriendo
un mismo tamano. Si las células son mas grandes que la media, el incremento de
tamafno sera menor que el tamafno que tenia la célula al dividirse, por tanto, al volver
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a dividirse habra reducido su tamafio. Esto también ocurre a la inversa, es decir, las
células pequenas van creciendo lentamente hasta que se llega a la homeostasis del
tamano. Para que esto tenga efecto hay que matizar que las divisiones de las células
que tienen el mecanismo Adder, se hacen por la mitad generandose de una célula
madre dos células hijas aproximadamente iguales 2°.

Las células que siguen el mecanismo Adder tienen que cumplir una serie de
claves para que este tipo de crecimiento tenga efecto:

e Las células individuales tienen que crecer exponencialmente 2.

e La biosintesis balanceada de todas las moléculas iniciadoras de la division celular
tiene que ser producidas al mismo ritmo que crece la célula .

e Para que suceda la division, las moléculas iniciadoras tienen que llegar a un umbral
para que se inicie el proceso 28,

Al igual que el mecanismo Sizer, para que Adder sea un mecanismo robusto que
pueda mantenerse en distintas condiciones necesita que sea bastante flexible. Por
eso, pese a que hay fluctuaciones en el incremento de tamafo de célula a célula,
hasta de un 40%, el tamafio medio no varia o se acerca a la media °. Esto provoca
una dificultad a la hora de separarlo del mecanismo Sizer y del propio estudio de
cuanto afecta la acumulacién de moléculas iniciadoras de la division al tamafio celular
10 Otra razdn que dificulta su estudio es que distintas especies celulares usan genes
distintos para mantener el mismo, lo que retrasa el estudio al tener que encontrar
cuales son los genes implicados °.

Al igual que con Sizer, las mutaciones pueden suponer una gran variacion de
tamano y una complicacion en el estudio del mecanismo, puesto que son capaces de
romper el equilibrio homeostatico tanto de forma directa como indirecta °. La
disrupcién de este mecanismo también es posible por una mala acumulacion de las
moléculas que inician la division, ya sea por obra propia o de factores ambientales,
asi como la falta de mecanismos de replicacién del ADN que vayan a la par del
crecimiento de la célula 8.

El objetivo de este trabajo es ver la influencia que tienen estos mecanismos en las
propiedades estructurales de los primeros estadios de las colonias bacterianas,
también conocidos como biofilms, por medio de métodos de simulacién celular.

1.2 Biofilm bacteriano:

Los biofilm bacterianos son un tipo de crecimiento colectivo de colonias
bacterianas sobre un sustrato o en la interfase entre dos fluidos. Fue observado por
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primera vez hace siglos por Antonic van Leewenhock, pero el término biofiim fue
acunado por Costertton en 1978. En la década de 1990 surgid6 un verdadero
entusiasmo por su estudio, debido mayormente a dos razones: la observacién de
cdmo viven las bacterias en comunidad y la creciente resistencia a antibioticos y otros
toxicos que adquirian al crear el biofilm, debido a que presentaban problemas médicos
e industriales 112,

Los biofilms son estructuras que buscan aumentar la resistencia de colonias
bacterianas que se encuentran ancladas a una superficie. Su composicion varia no
solo dependiendo de la bacteria que lo ha creado sino también de la informacion de
ambiente en el que se encuentra, aunque normalmente esta matriz esta compuesta
por uno o mas polisacaridos extracelulares, ADN y proteinas '3, La matriz
extracelular permite conexiones entre las bacterias y permite el paso de agua, oxigeno
y nutrientes y también, si las condiciones se vuelven inviables para la vida, las
bacterias dejarian de producir matriz extracelular para crear encimas que les permitan
liberarse del bioflim '3,

En “Pseudomonas putida” la clave de la regulacion de su biofilm es el gen c-di-
GMP, asi como el gen lapA, que funciona también como una adhesina en
experimentos hechos en laboratorio. La matriz extracelular formada consiste
principalmente en celulosa, la proteina LapA, alginato y putida exopolisacarido a 'y b,
que dan estructura al biofilm 1314, Cabe decir que el biofilm no es un elemento estatico,
sino que, durante su vida, y la de las colonias que tiene dentro, puede cambiar tanto
su estructura interna como de forma, siendo normal que en biofilm maduros de P.
putida se creen microcolonias con protuberancias '? (ver Figura 1).

11
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Figura 1. Formacion de biofilm, tras 48 horas de incubacion de P. putida, sacado de
15

1.3 Pseudomonas putida:

El género Pseudomonas es muy complejo y a dia de hoy presenta mas de 250
especies 6. Este género fue publicado por Walter Migula en 1894 aunque desde que
se describié por primera vez, ha sufrido distintos cambios. En 1973, la mejora de las
técnicas genéticas permitio la separacion bacteriana mediante su ARN ribosémico
(16S), creando asi los 5 grupos de proteobacterias, siendo Pseudomonas el grupo de
las gamma proteobacterias (ARN-I) 1617,

Las bacterias del género Pseudomonas son bacterias Gram negativas, con
capacidad de movimiento por el uso de uno o varios flagelos. Son aerobias con un
tipo de respiracion que tiene como ultimo aceptor de los electrones el oxigeno, aunque
en algunos casos puede utilizar el nitrato como un aceptor alternativo, pudiendo asi
vivir en ambientes anaerobios. La mayoria de las especies pueden crecer sélo en
ambientes con un pH superior a 4’5. Otras especies son mayoritariamente catalasa
positivos quimioorganotrofos que, al no requerir, por ende, factores de crecimiento
organicos ello le permite adaptarse a una gran cantidad de habitats como animales,

plantas, suelos limpios o contaminados, aguas limpias y contaminadas y la rizosfera
18,19

Las Pseudomonas son capaces de habitar en una gran diversidad de nichos
ecologicos debido a que poseen una gran cantidad de transportadores y enzimas, que

12
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catabolizan diversas fuentes de carbono y, por otra parte, un numeroso grupo de
reguladores genéticos que permiten esa flexibilidad 2°. Este género ha sido mal
considerado por ser patégenos oportunistas tanto de humanos como de plantas,
teniendo en estas ultimas un gran efecto negativo en la produccién y en la economia
de diversas regiones del mundo 8.

Por la capacidad de vivir adecuadamente en una gran cantidad de habitats
distintos, unos requisitos alimenticios muy bajos y una gran versatilidad metabolica '°
la bacteria P. putida, en especial la cepa KT2440, ha sido extensivamente estudiada,
que se muestra en la figura 2. Aun asi, las condiciones que propician el crecimiento
optimo son una temperatura entre 25 y 30°C en un ambiente con fuentes rapidas de
carbono y alta aireacion °.

Esta cepa ha sido completamente secuenciada, establecida para su
modificacion genética y clonacion, presentando ademas tolerancia a solventes vy
estrés oxidativo ?°. A dia de hoy se usa en estudios de biodegradacion de
contaminantes en parajes naturales, como el petréleo ?' y en el desarrollo de nuevos
compuestos bioldgicos que buscan reducir la dependencia de los derivados del
petroleo, como los polihidroxialcanoatos (PHAs) 22, ramnolipidos, terpenoides,
péptidos no ribosémicos 23 y biocombustibles 2°.

P. putida KT2440

B. ba®teriovorus HD100

Figura 2. P. putida KT2440, de %

Debido a las amplias propiedades y a su facilidad para ser usada en el laboratorio
de forma experimental '8, es imperativo la creacion de simulaciones cada vez mas
fiables que permitan tanto acelerar como facilitar el uso de estas bacterias en la
investigacion. Por las caracteristicas que hemos expuesto previamente hemos elegido
a P. putida KT2440 (Figura 2) como la especie que sera modelada en este trabajo.
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1.4 Predecentes de simulaciion:

La simulacion molecular busca reproducir el comportamiento a tamafo
microscopico de la materia por medio de técnicas de computacion que siguen las leyes
de la mecanica estadistica. El objetivo final es predecir el comportamiento
macroscopico de la materia, asi como entender los fendmenos microscépicos que lo
explican 2.

En la década de 1950 nacio la simulacién molecular mediante la realizacion de
simulaciones simples, como las simulaciones de condiciones de moléculas de
contorno periodico y de un nimero limitado de particulas 2°. El objetivo principal era
poder investigar moléculas o sistemas demasiado pequefios para ser estudiados en
un laboratorio 2. Mediante la mejora computacional de los ordenadores, asi como los
algoritmos y sistemas de analisis y procesamiento de datos se han desarrollado las
dos técnicas mas usadas en la actualidad, el método de Monte Carlo y la Dinamica
Molecular. Esto también ha supuesto una apertura a otros campos de la ciencia que
pueden usar estas técnicas para apoyar o incluso permitir nuevas investigaciones que
supondria muchos problemas de ser realizados in vivo 229,

La mejora continuada de los algoritmos, los avances de las metodologias
estadisticas, la mejora de computacién de los ordenadores son parte de las razones
por las que el analisis de datos y su procesamiento han mejorado cuantiosamente.
Esto permiti6 una gran evolucion de la bioinformatica y el desarrollo de nuevas
técnicas y modelos de simulacion, facilitando su uso y posibilitando el estudio de
modelos mas fiables, potentes y capaces de llevar los modelos atémicos a las distintas
ramas cientificas, tanto teéricas como experimentales. Dos campos muy favorecidos
por la simulacion molecular son la biomedicina, para pruebas de farmacos 20,
desarrollo tisular 3' o para la comprension de cémo actiian las células eucariotas en
enfermedades 32 y la microbiologia, para la investigacion de estructuras bacterianas
33 asi como para estudios poblacionales que buscan entender mecanismos propios de
las bacterias, 83* como es el caso de este trabajo de fin de master que trata de
entender las relaciones existentes entre los mecanismos Sizer y Adder, que
mantienen el equilibrio homeostatico del tamano en P. putida.

En la década de los 80 se realizaron los primeros trabajos de modelizaciéon
matematica en las que usaban modelos continuos, principalmente en una dimension

14
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espacial, para el estudio de biofilms. Este tipo de investigaciones buscan el estudio
del espesor, la dinamica y de la distribuciéon espacial de los biofilms por medio de
modelos basados en una descripcion continua de los modelos de conservacion. Mas
adelante aparecio el modelo de agregacion de difusion limitada (DLA) que permite
modelar el patréon de crecimiento y que funciona liberando una particula en un punto
origen; tras esto se libera una segunda particula en un punto lejano del origen y se le
permite moverse aleatoriamente hasta llegar a un lugar cercano al punto de origen
para después liberar otras particulas, una a una. Esto acaba creando un patréon de
crecimiento ramificado aleatorio 2°. Posteriormente fueron desarrollados los modelos
celulares automatizados, los cuales permitian reproducir comportamientos complejos
que posibilitan la inclusion en éstos de la reproduccion y movimiento bacteriano, la
comunicacion célula a célula e incluso la difusion de los nutrientes 3. Ello, unido a un
mayor conocimiento de las propiedades del biofilm, permitieron la aparicion de
modelos mas complejos que unian la formacién de teorias de dinamica de fluidos con
la formacion del biofilm.

Con un cambio de perspectiva, los nuevos estudios empezaron a centrarse mas
en cada una de las particulas que conformaban los sistemas buscando entenderlas
como sujetos distintos y auténomos, naciendo la necesidad de un nuevo tipo de
simulacion que dio lugar a la aparicion de la modelizacion basada en el individuo
(Individual-based Modelling o Individual-based Models, IbM)37. [92] Este tipo de
modelos permiten simular las acciones y las interacciones de cada elemento dentro
de un entorno y estudiar las reacciones que tienen dichas acciones sobre otros
individuos o el ambiente, pasando esto con todos los elementos del modelo a la vez.
Esto permite el control de las distintas operaciones simultdneas que pueden realizar
los individuos, de forma que se simulan las interacciones y acciones que se
desarrollan o evolucionan entre ellos.

Los primeros trabajos con este modelo simulaban unas bacterias simples,
simuladas como si fueran esferas, pero segun se iba mejorando el modelo se pudieron
variar sus tamafios, permitir su crecimiento y desencadenar su division al llegar a
cierto tamafio o volumen. Todo esto mientras se toma en cuenta donde se encuentra
el sustrato para que crezca, la presion que ejerce una bacteria hacia la que tiene a su
lado y la distancia que tiene que existir entre unay otra, asi como la disposicion relativa
de una frente a la otra .

15

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Segun ha ido avanzando en el uso de este tipo de modelos se han ido
diversificando. Pese a que en un principio se utilizaba en modelos ecoldgicos,
posteriormente empez6 a ser utilizado en el area de la biologia, para el estudio de
tejidos complejos, embriogénesis o desarrollo tumoral entre otros usos 2. La
posibilidad de realizar estas simulaciones permite a los investigadores hacer cualquier
numero de repeticiones necesarias de una forma mas rapida y sin depender de
encontrar a sujetos que cumplan los requisitos del estudio, factor que limita la
realizacion y la significancia estadistica de muchos estudios in vivo.

1.5 Objetivos:

Los objetivos de este Trabajo de Fin de Master son la modelizacion de un biofilm
bacteriano bidimensional. Con el objetivo de poder investigar y comprobar como los
distintos tipos de comportamiento en el crecimiento y division celular como son, Adder
y Sizer, pueden inducir caracteristicas propias en el crecimiento del biofiim. De
confirmarse esto, nos proponemos buscar la deteccion de dichas caracteristicas que
nos permitan determinar el mecanismo homeostatico que esta presente en la creacion
de dichas caracteristicas unicas.

Por otro lado, también es importante desarrollar un modelo teorico para los
estudios in vivo dandole el peso adecuado a los distintos factores que interfieren en la
reproduccion celular. Por tanto, este trabajo ha utilizado modelos con caracteristicas
variantes, viscosidad, tasa de crecimiento, modelo de crecimiento (lineal vy
exponencial), con el objetivo de categorizar su importancia. También se busca
comparar como la variacion de estas caracteristicas genera diferencias en los
tamafos o en el tiempo de division.
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2. Métodos:

2.1 Modelizacién de P.putida:

Este trabajo usa las primeras etapas de la vida y formacion de un biofilm de la
bacteria Pseudomonas putida en un entorno bidimensional. La P. putida posee una
forma elongada que crece por alargamiento de su eje mayor, mientras que el eje
menor se mantiene igual y, por esta razén, se han modelizado como particulas
esferocilindricas. Un esferocilindro es una figura formada por un cilindro que tiene en
ambos extremos dos semiesferas con un diametro igual al del cilindro. En este modelo
el eje menor, o diametro de las semiesferas, presenta longitud ¢ mientras que el eje
mayor esta formado por el cilindro de longitud Lo mas el radio de 2 semiesferas 0. Por
tanto, la proporcion de cada particula en el inicio es de L*o = Lo/ 0 + 1, e ira creciendo
por elongacion polar con el tiempo a una velocidad, vgr, que sera seleccionada segun
las condiciones seleccionadas, mientras que el ancho de la particula permanecera
constante. Aunque hay variaciones segun la naturaleza del modelo, el tamafio maximo
que tendra la particula antes de dividirse sera L¢= 2*Lo, entonces la particula se dividira
transversalmente en dos bacterias hijas del mismo tamafo (Lo) y con la misma
orientacion que la particula original. Los principales parametros geométricos que
definen a una bacteria a lo largo de su ciclo de alargamiento/divisidn que se muestra
en figura 3.

L/c
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Figura 3. Nube de puntos de las formas de crecimiento, los puntos corresponden al tamafio de
bacterias individuales en un momento del ciclo de vida para cada uno de los escenarios estudiados en
este trabajo, (A1 [negro], A1V [rojo], A2S [verde], A2D [violeta], B1 [naranja] y B2 [azul]) que son
explicados mas abajo. Por otro lado, tenemos una representacion grafica del crecimiento linear (rojo) y
exponencial (azul).

El tamano de Pseudomonas es variable y se encuentra entre los 0.5 umy 3.0
pm de largo y los 0.5 um y 1.8 um de grosor, por tanto, se han tomado valores medios
acordes °. Por tanto, como consecuencia de lo anterior, en este trabajo vamos a
considerar como tamafo de referencia Lo= 1,6. Consideramos que las bacterias
interacttan unas con otras mediante el potencial esferocinlindrico suave 494"

vij=]* |G -G +i] e <%2 (1)
0 x>

Donde j e i son dos bacterias genéricas y d'm= dm/c es la minima
distancia posible entre ellas, siendo € una medida de la intensidad de la interaccion #2.
Con esta interaccion buscamos imitar la repulsion estérica entre las bacterias.

Estas bacterias al estar dentro del biofilm suelen carecer de flagelos y
suponiendo que no tienen otros mecanismos de motilidad ligados a su superficie, aun
podrian desplazarse de forma pasiva por contacto con otras bacterias o por difusion
browniana. Para este estudio se ha elegido la técnica de Dinamica Browniana para
modelar la difusion de particulas 43, usando un parametro difusional Do, que depende
de la temperatura, la viscosidad media y la fuerza de adhesion entre la particula y la
superficie. Por tanto, la evolucién del biofilm segun pasa el tiempo esta controlado por
Lo, vgr y Do, Por otro lado, se ha definido “‘gamma”, (creado anteriormente por el grupo
44), que es el parametro usado para controlar el efecto de la difusion y del crecimiento.
En la siguiente seccion hablaremos de ' con mas detalle.

2.2 Condiciones de la simulacion:

Para poder mejorar las estrategias basicas del modelo IbM para las
primeras etapas del desarrollo de biofilms 314546 este trabajo tiene en consideracion
las condiciones que consideramos mas importantes para el desarrollo del ciclo de vida

18

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



bacteriano. Estas condiciones son su forma, la tasa de crecimiento, su longitud y la
tasa de difusidén pasiva, asi como otros parametros fundamentales que hay que tener
en cuenta para la simulacion del crecimiento temprano de biolfims.

Debido que la simulacion de vida, aun siendo esta la mas sencilla de todas, es
extremadamente compleja, hemos introducido una serie de restricciones:

1. Lasimulacién progresa durante las fases iniciales del crecimiento de la
bacteria, las fases 2 y 3.

2. La simulacién representa un biofilm completamente sumergido en una
fase liquida para poder permitir de esta forma que se dé el movimiento browniano.

3. Las microcolonias son clonales, no se tiene en cuenta el intercambio
de particulas entre el biofilm y la fase liquida.

4. No se considera la motivilidad activa ya sea en la fase liquida o en la
superficie.

5. La tasa de crecimiento es constante puesto que la fase liquida
contendra siempre los nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano, las
posibles diferencias tienen un origen estrictamente estocastico.

6. Cada modelo de las simulaciones tiene una viscosidad determinada
que no se vera alterada dentro de esa simulacion, tampoco se veran alteradas la
temperatura o las fuerzas que unen a las bacterias a la superficie.

7. Ningun factor genético ejerce algun cambio en la organizacion de la
colonia, todo esta determinado por factores fisicos.

Seguidamente se detallaran los aspectos generales de los modelos de simulacion
que mas adelante seran definidos.

Como se ha comentado antes se ha definido el parametro combinado (I') para
integrar el efecto de crecimiento y difusion:

M= (2)
tgr
Donde

tas = 0.2502 /(D' + DY) (3)
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es la media de tiempo que requiere una particula de tamano constante Lo para
que se desplace una distancia de o mediante la difusion browniana (tanto D!l y D+ se
definen mas adelante) y

bgr = (Lo + O-)/vgr (4)

Es el tiempo necesario para que la particula alcance su tamafio maximo de Lt
desde su tamarfio inicial de Lo con la velocidad de crecimiento maxima. La primera
ecuacion supone un crecimiento lineal de la bacteria, mientras que la segunda
presenta un crecimiento de tipo exponencial donde r es la tasa de crecimiento
exponencial. Por experimentos previos del grupo de investigacidon de Alejandro
Cuetos, sabemos que este parametro influye tanto en la forma como en la estructura
interna de las agrupaciones bacterianas**. En dichas investigaciones se comprobo
como en un cultivo cerrado de colonias pequeias, altamente organizadas, compactas
y exceéntricas, aparece cuando el crecimiento es mayor que la difusién, a unos valores
altos de I'. Mientras que por si la I tiene un valor bajo, siendo la difusién la que es
mayor que el crecimiento, el crecimiento de la colonia es abierto, con unas colonias
grandes y sueltas sin apenas organizacion interna.

En este Trabajo de fin de master se ha utilizado una I presente en el rango que
se habia estudiado #4. Para obtener dicha I" en las simulaciones se ha ido ajustando
el valor de velocidad medio o tasa de crecimiento promedio lineal o exponencial, segun
el caso, mientras que el valor de viscosidad se mantenia constante, salvo en las
simulaciones variantes del modelo sizer de crecimiento lineal. Se han ido tomando
valores de " que van desde 0’01, donde las bacterias crecen a un ritmo mas lento y
se difunden mas, hasta una I de valor 15, que tiene una velocidad de crecimiento
mucho mas alta, creando asi colonias bacterianas mucho mas compactas y siendo
estas Ultimas mas parecidas a los biofilms naturales, tal y como se comprobé en 47
realizando estudios experimentales de cultivos bacterianos y fotografiando su
crecimiento al microscopio.

Debido a que la motilidad esta limitada por la falta de flagelo en el biofilm, la
difusién se determina por la fuerza de la unién y la capacidad de las células para
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difundirse en la fase liquida por el movimiento browniano. En consecuencia, el limitado
movimiento de las particulas a lo largo del tiempo debido a la escasez de movilidad
activa, ha sido simulado por medio de técnicas de Dinamica Browniana 4’ y no se han
considerado las interacciones hidrodinamicas. Las ecuaciones de movimiento de la
posicion y orientacién de una particula i (definida por el vector posicion ri(t) y un vector
unitario para la orientacion éi(t)) se definen a continuacion.

1
rl(t+at) = ') + %F?At + (2DyAt)2R VG (¢) (6)
. 1
rt(t+ AY) = 1) + %F;L(t)At + (2D, ADZRYD, () (D)

~ ~ Di, ~ ~
a,;(t + At) = 0;(¢) k,TTTi(t) - 0; (DAt + (2D;,, A)Y?RYD;(t)  (8)

Donde, Dy, D1 y De son los coeficientes paralelos (en direcciéon al eje de la

bacteria), de difusion rotacional y perpendiculares, propuesto por Bonet Avalos et al
48 Estos coeficientes son proporcionales a Do, siendo D, = D,* - ¢%/t , siendo T la
unidad de tiempo propuesto por Shimizu #° y son dependientes del tamafio de las
particulas, que son calculados para cada instante de tiempo, y del coeficiente de
difusion Do. Por otra parte, Rll, Rt y R® son numeros gaussianos aleatorios con valor
medio nulo y varianza uno. (i es un vector unitario perpendicular a é:. Fil y Fit son el
componente paralelo y perpendicular de la fuerza total sobre la particula i. Ti es el
torque total que actua sobre la particula i.

2.3 Cinética del crecimiento:

El tema principal de este trabajo es el estudio del crecimiento del biofilm
mediante simulaciones de distintos tipos de crecimiento y division bacteriana. Se han
contemplado 6 grupos de simulaciones que presentan variaciones tanto en el tipo de
crecimiento (lineal o exponencial) asi como los dos tipos de divisidbn bacteriana
previamente discutida, Adder y Sizer. Dentro de estos grupos se ha realizado también
simulaciones a las distintas gammas preseleccionadas (dentro de los parametros de
estudios anteriores 0,01-15)
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El primer grupo de simulacién es A1y se caracteriza por un crecimiento
lineal en el que la particula crece como siendo vgr, tomada de una
distribucion gaussiana con una dispersién relativa de 0,1, la velocidad de
crecimiento/alargamiento que es dada a la simulacion. Este grupo de
simulaciones es representativo de un crecimiento Sizer el cual cuando Lt
= 2*Lo+ o la bacteria se dividira, de forma transversal, en 2 bacterias
hijas con la misma orientacion de la bacteria original (éi). Los centros de
las nuevas bacterias estaran ubicados en ri2 = rox (Lo + 0) éi. La
elongacién de las bacterias cambiara con la siguiente ecuacion:

L(t+ At) = L(t) +vgr- At (8)

El grupo A1 se modificd estudiando una versién variante (A1v) que
sigue las mismas reglas, solo que el valor de Do no es 0,1 sino que varia
de forma aleatoria en los distintos escenarios. También, la velocidad de
crecimiento bacteriano se modifica de forma acorde para mantener el
mismo valor de gamma y comprobar asi como el factor que
verdaderamente modifica el crecimiento del biofilm es la gamma del
medio.

Seguidamente el grupo A2 fue dividido en dos, el primero al que
podemos denominar basico no presenta una dispersion (A2s) en la Ly,
siendo igual que antes, pero tiene un crecimiento exponencial, cuando
Ls = 2*Lo+ 0 entonces la bacteria se dividira en 2 nuevas bacterias que
cambiaran su centro como en el modelo de A1. Donde ricrec, tomada de
una distribucién gaussiana con una dispersion relativa de 0,1 es la tasa
de crecimiento

L(t) = L(to)(" recdt) 9)

La siguiente es A2 con dispersion (A2c) en la Ly, la cual seria calculada
como Lf = 2*Lo+ o, tomada de una distribucidon gaussiana con una
dispersion relativa de 0,1. Cada vez que la bacteria se divide el modelo
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le da a cada nueva bacteria un valor de longitud maxima que una vez
que se supera la bacteria se acaba dividiendo.

- Por otro lado, tenemos a los modelos Adder (B1), que como se ha
mencionado en la introduccion, para que la division celular se inicie estos
tienen que crecer hasta alcanzar un cierto incremento que es
seleccionado al dividirse la bacteria. Este caso se caracteriza por el
crecimiento lineal, como previamente discutido. El calculo de cada
incremento se hace por la siguiente ecuacién, siendo € una dispersion
gaussiana con una dispersion relativa de 0,1.

ALl'=Ly+o0 *+¢ (10)

- Por ultimo, la simulacion B2 se caracteriza por un crecimiento Adder,
asi como por un crecimiento bacteriano exponencial siendo por ende
similar al escenario A2c explicado anteriormente.

Para el posterior analisis de los resultados numéricos han sido realizadas 80
repeticiones de cada uno de los escenarios propuestos, comenzando todos con una
semilla distinta, que ha sido creada por generador de numeros aleatorios entre 0 y
999.999.999. Seguidamente se han promediado las 80 repeticiones con el objetivo de
este trabajo es explorar que influencia tienen los diferentes escenarios previamente
descritos para caracterizar estas propiedades de la estructura de las microcolonias
han sido descritas una serie de caracteristicas observables.

Por ejemplo, la estimacion de la cantidad de biomasa en el biofilm, bms(t), se
calcula como:

bms(t) = TP Li(D) (11)

siendo N(t) el numero de células en un tiempo t. Debido a que N(t) y la relacién
de tamario de cada particula, L’i (t) varian con el tiempo, el bms(t) también lo hace.
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Para determinar la forma de la microcolonia ha sido calculada el elipsoide que
mejor que ajusta a la distribucién de las particulas. Para esto, los componentes del
tensor de la inercia (13) ha sido calculado.

lap = 3 (606 Bkmap ) = 187F) (12)

Aqui a y 3 indican las coordenadas x e y, dap es la delta de Kronecker y r% es
la coordenada correspondiente del vector desde el centro de masa de la microcolonia
hasta la posicion de la bacteria i. Diagonalizando este tensor es posible calcular los
dos semiejes, a > b, de la elipse que mejor se ajusta a la distribucién de la bacteria en
el biofilm 59, Con esto es posible definir el parametro de la excentricidad con el fin de
medir cuanto la forma de la microcolonia se desvia de una forma circular:

2 b?
ecce(t) =1 - (13)

Con esta definicion, ecc?(t) tiende a 0 cuando las microcolonias tienen una
forma circular, se mide en unidades de po?. Para medir la compactacion de la
microcolonia se ha calculado la densidad, definida como p(t)= N(t)/Ae, siendo Ae el
area de la elipse que que es creada al hacer la diagonal del tensor de inercia
previamente descritoy se mide unidades de 1/02. Finalmente, para medir la correlacion
direccional de las particulas en la microcolonia, se ha calculado el parametro de orden
nematico, S2(t). Este parametro se calcula con el procedimiento estandar de hacer la
diagonal al tensor sistematico con la orientaciéon vectorial de todas las particulas 4’.
Para explorar la correlacion entre la forma y la estructura se ha definido el parametro
de corr1(t), calculado:

corrl(t) = (9 -1)? (14)

Donde 7i es el vector nematico director que resulta del calculo del parametro de
orden nematico y ¥ es el vector unitario en la direccion del mayor de los semiejes de
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la elipse descrita anteriormente. corr1(t) informa de la correlacién entre las
orientaciones preferidas de las bacterias respecto a al semieje mayor de la elipse que
se ajusta al biofilm. También, se definid el parametro que mide la correlacién entre la
orientacion original de la bacteria (G1(0) y ¥ como:

corr2(t) = (- 1,(0))? (15)

Este parametro es util para monitorear como la microcolonia segun va
evolucionando retiene el recuerdo de su condicién inicial.

Estos parametros definidos son todos dependientes del tiempo y cambian
segun el transcurso del desarrollo de la microcolonia. Adicionalmente hemos
calculado otros observables que nos dan detalles del interior de la microcolonia a cada
instante de tiempo, en contraste con la informacion global que nos indican estos
parametros ya definidos. Por ejemplo, a unos valores dados de biomasa, se ha
determinado la distribucion de las elongaciones de las bacterias en el biofim para un
valor de la biomasa dado, Poms(L/0). La comparacion de la distribucion de la
distribucion entre las funciones de los distintos escenarios sera util para comprobar
como el mecanismo homeostatico contribuye a conservar la distribucion de tamanos.
Como fue estudiado en #* y en ®', la informacion relevante sobre la estructura interna
de la microcolonia podia ser obtenida por el perfil de cobertura. g(rem) esta definida
como la fraccién de superficie cubierta por las bacterias a una distancia rem desde el
centro de masa. Para poder calcular esta funcion se ha generado un gran numero de
puntos aleatorios a una distancia r+dr del centro de masa, la evaluacién de g(rem) €s
la fraccion de estos puntos que caen dentro del area ocupada por la bacteria.
Finalmente, fua calculada la distribucion de la orientacion entre 2 particulas g,(r) =
(Pz(ﬁi -ﬁj)), definida como el promedio para cada distancia entre particulas del
segundo polinomio de Legendre del producto escalar de los vectores que definen la
orientacion de las células iy j.

Esta funcion informa sobre la dependencia de la distancia respecto a la
orientacion relativa media entre las particulas, que es util para evaluar los tamafos de
los posibles dominios nematicos.
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3. Resultados:

Aqui se aplican los distintos escenarios descritos en la seccion previa, se ha
intentado modelar una bacteria de caracteristicas similares a P. putida. De acuerdo
con la elongacién de las particulas Lo=1,60 y Lo* =2,6 fueron escogidas como valores
de referencia. Como en [19] todas las simulaciones se han iniciado con una Unica
bacteria con una longitud de tamafo de Lo. En la figura 4 se muestra a modo ilustrativo
la evolucion de las colonias a distintos valores de I a través de distintas
configuraciones. Para estos ejemplos, se ha escogido el escenario A1, produciendo
los otros escenarios configuraciones con aspecto similar.
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Figura 4. Aqui se presentan una representacion de la evolucion de las colonias con distintas I,
todas en el escenario A1, como se ha explicado anteriormente, las I' bajas (I" =0,01 la fila inferior y I’
=1 la fila intermedia) presentan una gran difusién, por tanto, las bacterias tienen una mayor separacion
unas con otras. Por otro lado, las I altas ('=15 la fila superior) crean colonias mas compactas. El
numero de particulas y la biomasa de cada imagen se indican en la figura.

0,1 0,0007 0,01
0,1 0,007 0,1
Al 0,1 0,07 1
0,1 0,35 5
0,1 1,05 15
0,0285 0,00021 0,01
1 0,07 0,1
AlvV 1 0,7 1
0,166 0,6 5
0,2 2,1 15
0,1 0,000265 0,01
0,1 0,00265 0,1
A2 sin
distribucion 0,1 0,0265 1
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Tabla 1. Aqui se exponen los valores de Do (0%/1), ' y vgr (0/T) rm(1/ 1) de los distintos escenarios
usados en este trabajo. Cada uno de estos escenarios cuenta con unas 80 repeticiones.

En 44 se discute como la morfologia y la estructura de la colonia tiene una
relacion de dependencia con la difusién de la bacteria y su elongacion en el tiempo.
Esta relacién se resume definiendo el parametro I, ya definido anteriormente (3).
Segun qué escenario, A1, A1V y B1 presentan la tgrde (4) mientras que los escenarios
A2s, A2c y B2 presentan la tgr definida en (5). La I es por lo tanto dependiente del
parametro de Do como de vgr 0 rm, para los crecimiento lineales y exponenciales
respectivamente. En la tabla 1 son presentados todos los valores de Do, vgr y rm segun
el escenario junto a su [ resultante.
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Figura 5. Aqui se muestra la biomasa (eje Y) frente al tiempo (eje X), A) representa todos los
escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2= azul) con una I de 0,01.
B) representalal 0,1, C) representa =1, D) representa =5y E) representa '=15. Estas graficas estan
ampliadas en el Anexo1.

La figura 5 muestra la dependencia de la biomasa con el tiempo en la
evolucion de la microcolonia para todos los casos de la tabla 1. Como un primer
resultado es interesante verificar que, sin importar el tipo de crecimiento bacteriano,
linear o exponencial, el crecimiento de la biomasa sigue el patron de la ley
exponencial. También es relevante que los casos donde Do y I, y por tanto ftgr,
coinciden sin importar cual sea el escenario de crecimiento y divisidbn bacteriana la
evolucion de la biomasa en el tiempo se une en una unica curva. Casos con la misma
I" pero distintos valores de Do, curva roja, tiene una evolucién distinta de bms(t). Esto
es una senal adicional de que tras unas pocas generaciones la biomasa crece a un
ritmo exponencial con un crecimiento constante de k=In(2)/tgyr.

En estas graficas que relacionan la biomasa de las distintas
simulaciones, con los distintos valores de I', con el tiempo de la simulacién. Van desde
el 0,01 hasta el 15 se aprecia como a una mayor I, y por lo tanto a una mayor vgr 0 rm
(en el caso de las simulaciones de crecimiento exponencial), el tiempo relativo del
aumento de la biomasa es menor para llegar hasta el limite de la simulacién que se
alcanza cuando se llega a un numero de particulas de 350.

En 4 mostraba como la estructura y las propiedades morfoldgicas de las
microcolonias simuladas solo dependen de I sin importar de los valores de Do, pero
no de demostré de forma sistematica. Aqui, sin embargo, confirmamos esa teoria
puesto que en las figuras (6-13) se muestra como a un valor de la biomasa en la
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microcolonia dado, las propiedades estructurales y morfolégicas calculadas son
independientes del valor de Do, una vez que el valor de I" se aplica.

Figura 6. Se representa la densidad, en unidades de 1/0?, frente a la biomasa, los colores que
representan los diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul). Por otro lado, los simbolos significan, cuadrado =15, triangulo hacia abajo '=5, triangulo hacia
arriba '=1, diamante '=0,1 y circulo '=0,01.

En esta grafica se compara la densidad de cada colonia frente a su biomasa,
la densidad se calcula con el numero de particulas entre la superficie es posible ver
como los distintos escenarios colapsan en la misma curva segun los valores de I. Esto
es debido a que a una I inferior hay un menor crecimiento bacteriano y una mayor
dispersion en los valores de '= 0,01 las bacterias ocupan un mayor espacio, pero con
una concentracion de microcolonias muy baja presentando asi una menor densidad.
Mientras que I' va aumentando se puede ver como, al disminuir la dispersioén, el valor
de la densidad va aumentando.
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Figura 7. Se representa al pardmetro de orden nemético frente a la biomasa, los colores que
representan los diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul). Por otro lado, los simbolos significan, cuadrado =15, triangulo hacia abajo '=5, triangulo hacia
arriba =1, diamante '=0,1 y circulo '=0,01.

Seguidamente la grafica en la que se muestra la dependencia del orden
nematico con la biomasa. Es apreciable como a valores bajos de I' tenemos un
comportamiento no monoétono, siendo dificil de separar de una forma consistente los
valores de '=0,01 y 0,1. Por otro lado, a mayores valores de I, S2(t) crece, indicando
una mayor correlacion orientacional de entre las particulas que va disminuyendo
segun crecen las colonias debido a que se percibe una reduccion del orden nematico.
Aqui vuelve a pasar como anteriormente, y se observa como los distintos escenarios
con un valor igual de I tienen los mismos valores, siendo estas curvas mas
dependientes de ' que de los mecanismos propios de cada escenario.
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Figura 8. Se representa la ecc?(t), en unidades de pa? frente a la biomasa, los colores que
representan los diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul). Por otro lado, los simbolos significan, cuadrado '=15, triangulo hacia abajo '=5, triangulo hacia
arriba =1, diamante '=0,1 y circulo '=0,01.

La excentricidad de la elipse indica con un valor entre 0 y 1 cuan cerca esta la
elipse de la colonia en ser un circulo perfecto, si el valor es 0, o con una forma mas
eliptica si es de valor 1. Empiezan todas las simulaciones con un valor alto debido a
la forma de la primera particula presente, el esferocilindro, En valores de I" alto al tener
una forma mas bacterias en una misma direccion, como se ha visto en la figura 8, al
reproducirse aumentaran los polos dificultando la formacion de una esfera. Esta
grafica tampoco es mondétona puesto que no es el valor menor de ' quien se acerca
mas a la forma circular sino el segundo menor valor ('=0,1), relegando al menor valor
de I a una forma mas eliptica posiblemente debido a la gran difusién de sus particulas.
Aun asi, se observa como los distintos mecanismos de crecimiento no crean
diferencias en los valores de las curvas siendo estas mas dependientes de I, ya que
a valores iguales de I se observan valores iguales o aproximados de la ecc?(t)
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Figura 9. Se representa la corr1(t) frente a la biomasa, los colores que representan los
diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2= azul). Por otro
lado, los simbolos significan, cuadrado '=15, triangulo hacia abajo =5, triangulo hacia arriba =1,
diamante '=0,1 y circulo '=0,01.

En la figura 9 encontramos corr1(t) frente a la biomasa. Debido a que es un
valor dependiente del orden nematico, se puede apreciar como también se crea una
ruptura de la monotonia en los valores bajos de I. Esto también se debe a la gran
difusion de las bacterias puesto que al haber tanta dispersion es mas aleatorio la
disposicion de estas respecto al semieje mayor de la elipse formada. Por otro lado,
cuando I' es mas alta y la dispersién es menor y el orden nematico mayor hay una
mayor ordenacién de las bacterias, como se aprecia en figura 4 y por tanto una mayor
disposicion a que sigan la orientacion del semieje mayor de la elipse. Se vuelve a
observar como los mismos valores de I' tienen los mismos valores de corr1(t),
independientemente del escenario.
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Figura 10. Se representa la corr2, el parametro que usamos para comparar la colonia en el
momento t frente a su condicidn inicial, frente a la biomasa, los colores que representan los diferentes
escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2= azul). Por otro lado, los
simbolos significan, cuadrado =15, triangulo hacia abajo '=5, triangulo hacia arriba '=1, diamante
'=0,1y circulo '=0,01.

La corr2(t) muestra como la microcolonia mantiene o no una orientacién
parecida a aquella que tenia la primera bacteria de cada simulacion. Vuelve a pasar
que a valores bajos de I, la difusion de particulas es tan alto que sus valores se
vuelven mas aleatorios debido a la gran difusion de sus bacterias, complicando asi
poder ser englobados efectivamente por la elipse. Segun se va aumentando la I las
colonias tienden a mantenerse mas compactas siguiendo también la misma
orientacién, o una orientacion parecida, pero con pocas variaciones, mas segun va
creciendo la colonia. Por tanto, los valores mas altos de I muestran un valor cercano
al 1 que seria mantener exactamente la misma orientacion que esa primera bacteria
de cada simulacion. De nuevo, se ve como para un valor de I' dado los valores
obtenidos son independientes del escenario.

Los siguientes resultados ya no dan datos de la evolucidén global de las
simulaciones, sino que buscan estudiar las propiedades de la colonia en momentos
fijos del desarrollo de esta. Para garantizar que los momentos presentan una madurez
igual en todos los escenarios se han elegido los momentos que presentaban una
biomasa, igual o aproximada, a 30 y a 676.
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Figura 11. Se representa la probabilidad del tamafo que puede tener cada particula frente al
tamafo de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es cuando la biomasa es
30, columna de la izquierda o 676, columna de la derecha, los colores que representan los diferentes
escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2= azul). Por otro lado, los
simbolos significan, circulo '=0,01 (fila superior) y cuadrado '=15 (fila inferior).

En la Figura 11 se observa las distintas distribuciones de los tamafios de las
bacterias segun la biomasa y la I'. Los tamafios de las particulas a una biomasa de
30 un siguen una distribucion de campana de gauss pudiendo deberse a la variacion
de los tamafos celulares introducidas por la propia simulacion y que esta ha tenido
poco tiempo para evolucionar. Por contraste, cuando las simulaciones estan en sus
ultimas etapas (bms(t)=676) podemos apreciar que la mayoria de los tamafios se
concentran en los extremos indicando que las bacterias estan recién divididas o a
punto de hacerlo. En estos tamanios la disoncrinizacion de las bacterias en la colonia
es mas evidente. Por ultimo, se aprecia como la distribucion de tamafos es
independiente del escenario escogido, a un valor de ' dado.
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Figura 12. Se representa g2(r), la correlacién orientacional de la colonia y como va cambiando
segun aumenta la distancia. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es cuando la
biomasa es 30, columna de la izquierda o 676, columna de la derecha, los colores que representan los
diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2= azul). Por otro
lado, los simbolos significan, circulo '=0,01 (fila superior) y cuadrado '=15 (fila inferior).

Esta grafica presenta la orientacion de dominios nematicos y la distancia de
estos hasta el centro de masas de la elipse. A '=0,01 no hay correlaciones
orientacionales, esto se comprueba en el bajo valor de gz(r) a todas las distancias, por
el contrario, a bms(t)= 676 aparece una correlacion a distancias muy cortas debido a
que, por el aumento de numero de bacterias, estas, empiezan a tener vecinos
cercanos. La situacién a '=15 es distinta, incluso a valores bajos de bms(t) se observa
una correlacion orientacional de las particulas hasta una distancia de r= 100 a calores
altos de bms(t) esta correlacion alcanza practicamente todo el biofim.
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Figura 13. Se representa la superficie de la colonia que esta cubierta por las bacterias segun
a que distancia estén estas del centro de la colonia. Estas graficas son tomadas en un instante t del
tiempo que es cuando la biomasa es 30 columna de la izquierda o 676, columna de la derecha, los
colores que representan los diferentes escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta,
B1=naranja, B2= azul). Por otro lado, los simbolos significan, cuadrado '=15y circulo '=0,01

Por ultimo, g(rem) 0 cubrimiento, explica cuanta de la superficie de la colonia
esta cubierta por bacterias. A valores bajos de bms(t) y '=0,01 vemos como el
encubrimiento es muy bajo, esto es debido a la alta difusidon de las bacterias, por lo
que estan muy separadas unas de otras, dispersas por toda la superficie. La situacion
cambia en momentos mas tardios de la vida del biofilm, asi a bms(t)=676 el centro de
la colonia esta apreciablemente cubierto por bacterias, debido a la reproduccion de
estas. En 44, se denomind a estos microorganismos crecimiento abierto. A valores
altos de I |a situacién es completamente distinta, en la Figura 13 como el centro de la
colonia el cubrimiento es completo (g(rem)=1) esta zona completamente cubierta se
hace mas grande al aumentar la bms(t), desde aqui se produce una caida brusca
coincidiendo con el borde de la colonia, en 44, esto se denomind crecimiento cerrado.
En la Figura 4 se puede apreciar visualmente esta fenomenologia. Como el resto de
magnitudes discutidas en este trabajo se presenta el mismo comportamiento, de todos
los escenarios, cuando I es la misma.

Efectivamente se puede comprobar como en las simulaciones de A1y B1 ecc?
(Figura 8), p (Figura 6), Sz (Figura 7), con un valor dado de biomasa son
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independientes del valor de Do a una ' concreta. Esta estructura solo depende de 'y
no de los valores particulares de Do y tgr, también se confirma que en los distintos
escenarios colapsan en unica curva en los observable g2(r) y g(rm) en las figuras 12 y
13 para cada situacion.

Por tanto, la observacién de las figuras de 5 a 13 nos permiten comprobar como
la idea propuesta en #, que las caracteristicas morfolégicas y estructurales solo
dependen de " y no de los mecanismos de crecimiento o reproductivos. Seguidamente
discutiremos el comportamiento de los observables en Unica curva para unos valores
dados de bms(t) y I'.

38

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



4. Conclusion

Tras la observacién y el estudio de las figuras (5-10), donde podemos observar
las caracteristicas de los diferentes escenarios a lo largo del tiempo de vida de las
simulaciones y en las figuras (11-13) donde podemos ver caracteristicas en los
momentos iniciales y finales de cada escenario. Es claramente apreciable como los
distintos mecanismos, Adder o Sizer, los distintos tipos de crecimiento, lineal o
exponencial, o la ratio de crecimiento vgr no suponen cambios en la estructura ni en la
morfologia de la colonia siempre que se mantenga un mismo valor de I'. Sin embargo,
en dichos escenarios cada vez que la I se modifica la morfologia y estructura de las
colonias cambia como se puede ver en la figura 4, siendo estos cambios comparables
a los que sufren los otros escenarios cuando tienen el mismo valor de I".

Como se puede ver en la figura 4, la estructura de la colonia es muy
dependiente de los valores de [, a valores bajos la colonia se encuentra
extremadamente dispersa mientras que a valores altos esta esta extremadamente
compactada. Esto crea grupos de bacterias en la misma orientacién, aunque, una
mayoria de ellas en la orientacibn de la bacteria original, esta mayoria va
disminuyendo segun la colonia crece como se puede ver en la figura 12. Igualmente,
esta estructura es unicamente dependiente de I y no a los distintos mecanismos de
crecimiento o modelos de crecimiento, lineal o exponencial.

Este trabajo mediante las figuras 4 a las 10 muestra y comprueba las
propiedades de la colonia, tanto morfoldgicas como estructurales, que se encontraron
en el trabajo %4, probando asi la eficacia del parametro I".

Por ultimo, queda claro que independientemente del mecanismo de crecimiento
o del tipo de este que siga cada bacteria de forma individual, ya sea por crecimiento
lineal o exponencial, como se puede ver en la figura 3, el conjunto de la colonia crece
de forma exponencial.
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6. Anexo

A continuacidén, presentamos algunas de las graficas mostradas en el texto con
una mayor resolucion.

Figura 5:

1000

% 50000 | 1e+05

Tiempo (t/7)

Se muestra la biomasa frente al tiempo, es esta grafica se muestran los
distintos escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul), todos con una '= 0,01
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Se muestra la biomasa frente al tiempo, es esta grafica se muestran los
distintos escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul), todos con una = 0,1
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Se muestra la biomasa frente al tiempo, es esta grafica se muestran los
distintos escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul), todos conuna =1
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Se muestra la biomasa frente al tiempo, es esta grafica se muestran los
distintos escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul), todos conuna =5
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1000~

Tiempo (t/7)

Se muestra la biomasa frente al tiempo, es esta grafica se muestran los
distintos escenarios (A1=negro, A1V=rojo, A2s=verde, A2c=violeta, B1=naranja, B2=
azul), todos con una '= 15

Figura 11:
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Se representa la probabilidad del tamafo que puede tener cada particula frente
al tamano de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es
cuando la biomasa es 30 y conuna I’ = 0,01.

0.1 T T T I T

- bms(t)=676

I'=0.01
0.08

0.06-

P(L*)

0.04

0.02
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Se representa la probabilidad del tamafo que puede tener cada particula frente
al tamano de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es
cuando la biomasa es 676 y con una [ = 0,01.

0.1 T =y I T

- I bms(t)=30
' I'=15

0.08-

0.06-

P(L*)

0.04-

0.02-

Se representa la probabilidad del tamafio que puede tener cada particula frente
al tamano de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es
cuando la biomasa es 30y conuna ' = 15.

Se representa la probabilidad del tamafio que puede tener cada particula frente
al tamano de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es
cuando la biomasa es 30 y conuna I = 0,01.
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Se representa la probabilidad del tamafo que puede tener cada particula frente
al tamano de estas. Estas graficas son tomadas en un instante t del tiempo que es
cuando la biomasa es 676 y conuna ' = 15

Figura 12
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bms(t)=30
0.8 =001 -

g,(r)

0.4 -

Se representa g2(r), la correlacion orientacional de la colonia y como va
cambiando segun aumenta la distancia. Estas graficas son tomadas en un instante t
del tiempo que es cuando la biomasa es 30y '= 0,01

bms()=676 |
0.8H r=0.01 4

0.6 ]

g,(r)
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Se representa g2(r), la correlacion orientacional de la colonia y como va
cambiando segun aumenta la distancia. Estas graficas son tomadas en un instante t
del tiempo que es cuando la biomasa es 676 y = 0,01

bms(t)=30
=15 -
i (ﬂ i
\.—;\1 I“
en |
0.4h
0.2
ok
0

Se representa g2(r), la correlacion orientacional de la colonia y como va
cambiando segun aumenta la distancia. Estas graficas son tomadas en un instante t
del tiempo que es cuando la biomasaes 30y = 15
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Se representa g2(r), la correlacion orientacional de la colonia y como va
cambiando segun aumenta la distancia. Estas graficas son tomadas en un instante t
del tiempo que es cuando la biomasa es 676 y = 15

Figura 13.
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0.4 .

Se representa la superficie de la colonia que esta cubierta por las bacterias segun a
que distancia estén estas del centro de la colonia. Estas graficas son tomadas en un
instante t del tiempo que es cuando la biomasa es 30 y '=0,01
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Se representa la superficie de la colonia que esta cubierta por las bacterias segun a
que distancia estén estas del centro de la colonia. Estas graficas son tomadas en un

I ! I I ! !

bms(t)=676 |
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0 | | | |
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Se representa la superficie de la colonia que esta cubierta por las bacterias segun a
que distancia estén estas del centro de la colonia. Estas graficas son tomadas en un
instante t del tiempo que es cuando la biomasa es 30y =15
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Se representa la superficie de la colonia que esta cubierta por las bacterias segun a
que distancia estén estas del centro de la colonia. Estas graficas son tomadas en un
instante t del tiempo que es cuando la biomasa es 676y =15
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