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CAPITOL I. METODE CIENTIFIC | DISSENY EXPERIMENTAL

Autor: Marc Yeste

1. Ciencia i Filosofia de la Ciéncia

1.1. El problema del coneixement

La pedra angular de la filosofia de la ciéncia és,
sobretot i per sobre de tot, el problema del conei-
xement.

Que és la realitat? Com coneixem la realitat que
ens envolta? Es objectiu el coneixement que tenim
sobre un objecte o sobre un fenomen particular?
O, al contrari, és simplement un acte subjectiu i, per
tant, alld que coneixem ho coneixem de manera
particular com a subjectes cognoscents i pensants
que som!?

En primer lloc hem de dir que el coneixement de
qualsevol cosa és, sempre, una relacié entre dos
termes. El subjecte que és cognoscent (coneixe-
dor) i l'objecte (la cosa) que és conegut.
L'epistemologia estudia la relacié entre el subjecte
i 'objecte i tots els problemes que aquesta relacid
planteja. Es planteja preguntes com:

— Existeix la relacié objecte—subjecte?
— Quin és l'origen d'aquesta relacié?
—T¢é limits aquesta relacid?

Com que la resposta a aquestes preguntes no és
una resposta aillada per a cada cas, siné que és,i ha
de ser, una resposta integrada i de conjunt, la rela-
cié d'un coneixement determinat no es pot estu-
diar deixant de banda el subjecte i/o I'objecte. De
fet, el coneixement pot ser entés de diverses
maneres: com una contemplacid, com una assimila-
cié o com una creacié. Es una contemplacié per-
qué coneixer és veure; una assimilacié perque és
nodrir-se, i una creacid perque és engendrar. Per al
mon grec és una contemplacié (Platd), per al mén
medieval és una assimilacid (sant Tomas) i per al
mén modern és una creacié (Hegel).

També durant la historia del pensament occidental,
I'origen, el valor i I'objecte del coneixement han
estat entesos i compresos de diverses maneres.
Per als racionalistes (Descartes, Leibniz), I'origen

del coneixement esta en l'esperit huma (o
«anima» de I'home); per als empiristes (Bacon,
Locke, Berkeley, Hume) i per als positivistes
(Comte, Stuart Mill), en I'experiéncia, i per als cri-
tics (classics com Kant, o racionalistes critics com
Popper), conjuntament en la rad i I'experiencia. Per
als esceptics, en canvi, el coneixement depen de les
circumstancies o de lindividu (subjecte), la qual
cosa condueix a I'abséncia de coneixement objec-
tiu o, com deien els classics grecs, de veritat.

1.2. Qué és la ciéncia?

La ciéncia és un tipus de coneixement fenomenic,
ordenat, metodic, parcial i objectiu, que analitza
l'objecte a partir de les seves causes. El coneixe-
ment cientific no aspira a comprendre les coses
superficialment, sind que pretén entendre’n les
causes perquée d'aquesta manera s'explicaran millor
els seus efectes. Per conéixer les coses amb pro-
funditat necessitem emprar la rad, observar de
manera detinguda les coses. AixO requereix, i exi-
geix, molt temps de dedicacid, constancia, ordre i
metode. Aquestes caracteristiques son les que, de
fet, diferencien el coneixement cientific de la resta
de coneixements o sabers.

Tanmateix, com sabem, actualment el coneixement
de les disciplines més diverses es defineix ell
mateix com a cientific. La biologia, la fisica, la quimi-
ca, la geologia, la medicina..., perd també la sociolo-
gia, la psicologia, la politicologia..., es defineixen elles
mateixes com a ciéncies, perseguint aixi la consta-
tacié que el coneixement que proporcionen és,
per damunt de qualsevol cosa, objectiu i universal-
ment valid. Perqué, de fet, la ciéncia és descriptiva,
explicativa, definidora; investiga qué sén les coses,
com sén, o com es relacionen. Les ciéncies prete-
nen establir lleis, basades en conceptes generals, en
les caracteristiques en comu que tenen les coses |
en el que es repeteix en els fenomens.

A partir d'aqui podem establir la diferencia basica
entre el saber filosofic i el saber cientific. Fins al
segle XV, ambdds eren la mateixa cosa. Pero a par-
tir d'aleshores, se separen i, si bé la filosofia busca
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coneixer els principis més profunds de les coses,
les ciencies particulars en cerquen les causes més
proximes.

1.3. Quin és el valor de la ciéncia?

Hi ha diferents punts de vista sobre el valor de la
ciéencia. En alguns casos aquests punts de vista
poden arribar a ser oposats entre ells. Aixi, per a
alguns, la funcié de la ciéncia és proporcionar una
explicacié possible i versemblant dels fets i dels
esdeveniments. Per a altres autors, la ciencia ha de
ser capac¢ d'oferir un sistema Unic que desxifri la
realitat, que també és unica. Atés que no hi ha dues
realitats, no hi pot haver dues explicacions valides
sobre la realitat. La ciéncia és una perque la realitat
és una. Per a aquestes persones la funcié de la
ciéncia és cognoscitiva, aspira a conéixer la realitat.

Uns altres autors proposen que la ciéncia no és
sind una creacié de 'home (idealisme). Veuen el
principal valor de la ciéncia en el descobriment de
les harmonies del pensament, que poden coincidir
o no amb I'harmonia de la realitat.

Molts matematics han concebut la seva ciéncia
com si fos un joc d'escacs, en el qual el propi pen-
sament és qui dicta les lleis cientifiques a les quals
ell mateix se sotmet. En aquest cas la funcié de la
ciéncia seria, sobretot, estética (tal com el mateix
Kant defineix I'estética transcendental a la Critica
de la Raé Pura).

Finalment, alguns epistemolegs consideren que la
funcid de la ciéncia és, basicament, practica, de
manera que la ciéncia és un instrument per domi-
nar la realitat.

1.4. Les caracteristiques del coneixement cientific

El coneixement cientffic és un saber critic (fona-
mentat), metodic, verificable, sistematic, unificat,
ordenat, universal, objectiu, comunicable (per mitja
del llenguatge cientffic), racional, provisional i que
explica i prediu fets per mitja de lleis (cientifiques).

Autor: Marc Yeste

El coneixement cientffic és critic perque tracta de
distingir el que és veritat del que no ho és. Es dis-
tingeix de la resta perqué justifica el que coneix,
ddna proves, i demostra que alld que enuncia és
cert.

Es fonamenta en els metodes d'investigacio. El cien-
tific segueix procediments i desenvolupa la seva
tasca basant-se en un pla previ. La investigacié cien-
tifica no és erratica ni arbitraria, siné planejada.

La seva verificacid és possible mitjancant I'expe-
riencia. Si bé també és cert que les técniques de
verificacié evolucionen i han evolucionat al llarg del
temps.

Es sistematic perqué és una unitat ordenada. Aixi,
els nous coneixements s'integren en el sistema i es
relacionen amb els que ja existien. Es ordenat per-
que no és un simple sumatori o agregat d'informa-
cions aillades, sind un sistema d'idees connectades
entre elles.

Es un saber unificat perqué no busca un coneixe-
ment d'allo que és singular i concret, sind un conei-
xement d'alld que és general; és a dir; que perse-
gueix coneixer el component d'identitat i perma-
nencia que tenen les coses.

Es universal perqué és valid per a totes i cadascu-
na de les persones, sense que hi hagi ni fronteres
ni discriminacions ni determinacions de cap tipus.
El coneixement cientific no varia entre les diferents
cultures.

Es objectiu perqué és valid per a tots els individus
i no sols per a un individu determinat. Es de valor
general i no de valor singular o individual. Pretén
coneixer la realitat tal com €és; la garantia d'aquesta
objectivitat sdn les seves técniques i els seus meto-
des d'investigacié i demostracio.

Es comunicable mitjancant el llenguatge cientific,
que és precis i univoc, comprensible per a qualse-
vol subjecte capacitat, el qual podra obtenir els ele-
ments necessaris per comprovar la validesa de les
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Autor: Marc Yeste

teories en els seus aspectes logics i verificables.

Es racional perque la ciéncia coneix les coses mit-
jancant I'Us de la intel ligéncia, de la rad.

El coneixement cientific és provisional perque la
tasca de la ciéncia no s'atura, sind que prossegueix
sempre les seves investigacions per tal de com-
prendre millor la realitat. La recerca de la veritat
cientifica és, per tant, una tasca oberta i dinamica.

La ciéncia explica la realitat mitjancant lleis; aques-
tes son les relacions constants i necessaries dels
fets entre ells. Sén proposicions universals que
estableixen en quines condicions es produeix un
fet determinat. A partir de les lleis, es poden com-
prendre uns fets particulars i, alhora, predir-ne d'al-
tres. En qualsevol cas, les explicacions dels fets que
la ciencia elabora sén sempre racionals i s'obtenen
mitjancant I'observacid i I'experimentacio.

L'argenti Mario Bunge defineix la ciéncia de mane-
ra més concreta aixi: «La cieéncia busca explicar la
realitat mitjancant lleis, les quals possibiliten, a més
de prediccions, aplicacions practiques (la tecnolo-
gia). EI coneixement cientific és un coneixement
objectiu que s'estructura en sistemes verificables,
obtinguts metodicament i comunicats mitjangant
un llenguatge construit amb regles precises i expli-
cites en el qual s'evita I'ambiglitat de les expres-
sions».

1.5. L’objectivitat del coneixement cientific

Qualsevol coneixement que s'autodenomina ell
mateix cientffic té la pretensié d'oferir una explica-
cié objectiva dels fets. Aixd vol dir que per explicar
com és la realitat no hi ha d'intervenir res d'indivi-
dual (subjectiu), ni preferéncies ni tendencies ni
aspiracions ni opinions...

Malgrat aquesta declaracié de principis que aca-
bem de fer, s’ha de dir que la ciéncia també és
veure la realitat a través d'una manera de pensar.
Es a dir, malgrat la pretensié d'objectivitat que té, i
que el coneixement cientific és el més objectiu dels

possibles, la ciencia també és un producte huma i,
per tant, les coses no sén el que sén en elles matei-
xes (i aqui podem recuperar de nou Kant), sind
que sén alld que nosaltres percebem que sén.
Aquesta és, obviament, una limitacié de I'objectivi-
tat pretesa, atés que introdueix un clar component
subjectiu, que s'accepta, i que es persegueix reduir
a la minima i, alhora, inevitable expressid.

La ciencia, per tant, intenta eliminar qualsevol sub-
jectivitat possible. Aixd no significa I'eliminacié del
subjecte, siné que n'implica la intervencid activa a
través de la intel ligéncia. Leliminacié de la sub-
jectivitat significa, de fet, 'eliminacié dels elements
afectius i voluntaristes. Aquests elements, doncs, no
shan d'incorporar al sistema de relacions que
constitueixen la base de la ciencia, ni han de modi-
ficarne la finalitat, que és coneixer la realitat. Per tot
plegat, podem concloure que la ciencia és objecti-
va pero, alhora, és un coneixement huma.

1.6. Caracteristiques que expliquen 'objectivitat de
la ciéncia

L'objectivitat de la ciencia té les caracteristiques
propies seglients:

I son independents
de qui els formula. Per tant, sén fets o esdeveni-
ments que no impliquen la subjectivitat de l'inves-
tigador.

S'utilitza un llenguatge for-
mat per termes univocs, que evita la confusié dels
significats i no déna lloc a I'ambigiitat.

El métode que se segueix és
la clau de volta del coneixement cientffic. El méto-
de cientific és rigords i requereix coherencia i logi-
ca en la seva part teorica, i 'adequacié als fets en
la seva part practica. Per mitja d'un metode esta-
blert i seguint un conjunt de passos ben definits s'a-
rriba als resultats buscats. Aquest métode no pot
ser aleatori ni eludible, siné que ha de ser establert
com a premissa i sha de seguir escrupolosament.
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Els membres de la comunitat cientffica son
els qui formulen i controlen les teories cientifiques.
La societat cientifica és disciplinada, i les teories que
es creen son sotmeses a una critica per part de la
resta de membres de la comunitat, que poden
aprovar-ne o rebutjar-ne la utilitat. Aixd garanteix
I'objectivitat i la versemblanca d'aquestes teories.

Respecte a aquest darrer punt cal fer, perd, un
comentari addicional. | és que, de vegades, coexis-
teixen teories que sén contraries entre elles. Aixo
implica que en alguns casos és dificil establir la vali-
desa o invalidesa d'una teoria o llei. Per tal d'expli-
car aquesta situacié, s'al lega que és possible la
manca d'acord respecte a l'objecte estudiat entre
la comunitat cientffica. En aquest cas, no hi sol haver
ningd completament equanime que pugui decidir
entre teories rivals aquella que tingui un major
component d'autenticitat.

Una de les critiques més destacables que es fa al
coneixement cientffic fa referéncia al rigor del
metode. Es critica que el métode és un mitja, pero
que no és possible arribar a tots els objectes cog-
noscibles a través del mateix mitja. A més, com que
el metode sorgeix del subjecte, no pot atorgar
objectivitat per ell mateix al coneixement que es
persegueix.

1.7. Classificacio de les ciéncies

La divisid més acceptada és la de
[

Autor: Marc Yeste

Les ciencies factiques treballen amb objectes reals.
La paraula factica ve del llatf factum, que significa
fet, és a dir; que treballa amb fets. Se subdivideixen
en naturals i socials; les primeres es preocupen per
la natura i I'entorn en general, i les segones per
I'ambit huma.

Les ciencies naturals son la biologia, la fisica, la qui-
mica, etc. | les socials sén la sociologia, I'economia,
la psicologia, etc. La veritat d'ambdds tipus de cien-
cies és factica perque depén de fets i és provisio-
nal perquée les noves investigacions poden presen-
tar elements per a la seva refutacio.

Les formals treballen amb formes, és a dir, amb
conceptes ideals, que sén creats per 'home, que es
troben a la seva ment i que sén obtinguts per abs-
traccid. Son ciencies formals la logica i la matema-
tica. Els interessen les formes i no els continguts, no
els interessa tant el que es diu sind el com es diu.

Aixi, mentre les ciéncies formals demostren o pro-
ven, les ciéncies factiques verifiquen (confirmen o
refuten) hipotesis que majoritariament sén provi-
sionals. La demostracié és completa i final; la verifi-
cacié (podriem parlar també de contrastacio) és
incompleta, temporal i provisional (tal com afirma
Karl R. Popper).
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Autor: Marc Yeste

2. Que és el métode cientific?

2.1. Conceptes generals

El metode cientific comprén els passos logics que
integren el desenvolupament racional del coneixe-
ment. Un famds historiador de la ciéncia, J. B.
Conant, es burlava de qui creia que existeix alguna
cosa semblant al métode cientiffic.

Entre els métodes que utilitza el cientffic hi ha
metodes definidors, métodes classificatoris, méeto-
des estadistics, métodes hipoteticodeductius, pro-
cediments de mesura i moltes altres variants. Per
tant, parlar de métode cientific és referir-se a mol-
tes tactiques utilitzades per tal de construir el
coneixement. De fet, els metodes 1 la mateixa
nocié de ciencia es van modificant al llarg de la
seva historia, encara que entre tantes diferencies hi
trobem estratégies fonamentals.

Actualment, el métode cientffic hipoteticodeductiu és
la base del desenvolupament i investigacid en les ano-
menades ciéncies «dures» (és a dir, la fisica, la quimi-
ca, la biologia, la geologia...) i les anomenades ciéncies
«toves» (com, per exemple, la psicologia, la sociolo-
gia..). En ambdds casos, el metode cientific que s'uti-
litza actualment es basa en els passos seglients: obser-
vacio, experimentacié, hipotesi i teoria.

2.2. Per qué parlem de métode?

Es defineix com a métode el procediment ordenat
que pretén assolir un objectiu concret. El métode
determina les regles de la investigacié dels fets, i la
demostracid de les veritats cientifiques. Engloba
l'estudi dels medis pels quals s'estén el coneixe-
ment huma i ordena els seus coneixements.

Cadascuna de les ciéncies té¢ un metode especffic,
propi de I'objecte formal del seu estudi. Tanmateix,
hi ha un conjunt de caracteristiques generals que
es compleixen en totes les ciencies. Aquestes
caracteristiques estan relacionades amb les dues
activitats fonamentals de la ciéncia:

I) Lestabliment dels principis parteix de I'expe-
riencia (o d'hipotesis o postulats).

2) A partir dels principis establerts, s'utilitza la
demostracid a fi d'obtenir les conclusions que for-
men el coneixement cientffic.

Podrfem dir, doncs, que la ciéncia és el coneixement
d'unes conclusions, obtingudes per demostracié a
partir d'uns principis. Un saber cientffic és, aixi, un
ordre de proposicions, relacionades entre elles mit-
jancant nexes demostratius. Per tot plegat, els ele-
ments més importants del metode cientific sén:

* |'establiment dels principis

* La investigacid experimental

* Els procediments de la demostracid.

Dins d'aquest conjunt de regles que sén els méto-
des, hi distingim el metode d'investigacid (o desco-
briment), en el qual intervenen I'experiéncia, la rad,
les hipotesis del treball i gairebé tots els elements
Iogics de la cieéncia.

La investigacié comprén diversos passos:

— Seleccid i determinacié dels problemes més
importants.

— Estudi de les possibles solucions, comparant dife-
rents posicions historiques o d'altres autors.

— Formulacié de les conclusions segures, diferen-
ciant-les de les hipotetiques.

— Criftica de les posicions adverses.
— Lanalisi, que va de les glestions generals a les
seves parts, i la sintesi que reconstitueix el tot par-

tint dels resultats de l'analisi.

2.3. Historia del métode cientific

El naixement de la filosofia a I'antiga Grecia com a
contraposicié a I'is dels mites per respondre les
preguntes que les persones d'aquell temps es plan-
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tejaven, representa un pas de gegant pel que fa al
que els filosofs antics denominaven «l'edifici del
coneixement.

Per als filosofs grecs, la ciencia s'entenia d'una
manera diferent de com l'entenem avui, lligada
sobretot a la filosofia. Aixi, Aristotil (al seu llibre
Fisica) va definir la ciéncia com un coneixement
cert a partir de les causes de les coses. Per a ell, la
ciéncia és un habit intel lectual especulatiu des
del punt de vista subjectiu; i un conjunt de conei-
xements des del punt de vista objectiu. L'objectiu
de la ciencia és que coneguem el mdn, a nosaltres
mateixos i Déu. L'home es dedica a la ciencia
mogut pel seu afany de saber o per satisfer les
seves necessitats.

Actualment, un bon nombre d'historiadors de la
ciéncia consideren que liraquia Al-Hasan (965-
1039) és el precursor del métode cientific modern.
Al-Hasan va desenvolupar la seva activitat investi-
gadora mitjancant l'aplicacié de metodes experi-
mentals rigorosos per tal de verificar i contrastar
hipotesis teoriques.

El concepte de ciencia que tenim actualment és
una evolucié de la nocid que es tenia en els segles
XV-XVI. Aixi, la ciéncia, com a coneixement derivat
de l'aplicacié del metode cientific, inicia el seu camf
a partir del Renaixement (segle XV) i sobretot a
partir de l'obra del pisa Galileo Galilei (1564-
1642).

El paper que I'epistemologia (genericament deno-
minada «filosofia de la ciencia») ha tingut en la for-
mulacid del meétode cientific discorre, de fet,
paral el a la mateixa evolucié de la ciencia a par-
tir del segle XVI. Podriem dir; doncs, que la historia
del métode cientffic esta relacionada molt estreta-
ment amb la historia de la ciencia, i que, de fet, la
historia del métode cientific és una part de la his-
toria de la ciencia en general.

El desenvolupament i explicacié de les regles a
favor del raonament cientffic ha estat un tema de
debat intens en els darrers 500 anys. Aixi, els filo-
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sofs naturals i els cientifics han defensat, en cada
cas, la preponderancia d'una aproximacié concreta
respecte al metode que s'ha d'utilitzar quan es pre-
tén obtenir un coneixement rigords dels fets (el
que es denomina «coneixement cientffic»).

Malgrat els desacords pel que fa a I'enfocament
que s’ha d'aplicar, sempre hi ha hagut tendéncies
forca clares i unitaries que han determinat el des-
envolupament del métode cientffic fins a I'estructu-
ra amb la qual I'utilitzem actualment.

Un dels debats més importants en la historia del
metode cientffic ha estat la contraposicid del
metode inductiu (fins al segle XIX) (empiristes
anglesos) i el metode hipoteticodeductiu (K. R
Popper, entre d'altres). A partir del segle XX la dis-
cussio entre els metodolegs de la ciencia ha consis-
it en la contraposicid entre un meétode cientific
clarament definit i estructurat, i l'aparicié dels
denominats paradigmes i revolucions cientifiques
(T. Kuhn i . Lakatos).

Com ja hem indicat, I'epistemologia és una branca
de la filosofia que s'encarrega dels problemes filo-
sofics que envolten la teoria del coneixement. Els
seus principals problemes soén: la possibilitat del
coneixement, el seu origen o fonament, la seva
esséncia o transcendéncia i el criteri de veritat.

Respecte al coneixement cientffic, hi ha i hi ha
hagut diferents punts de vista durant la historia del
pensament occidental, de manera que les maneres
de pensar i de concebre la ciéncia han canviat al
llarg del temps. De fet, I'evolucié del metode ha
estat paral lela a l'aparicid de nous descobri-
ments que descarten coneixements previs.

Per a Descartes, el métode, que és deductiu, son
«regles certes i facils, gracies a les quals qui les obser-
Vi exactament no prendra mai el fals per verdader, i
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arribara, sense gastar indtilment cap esfor¢ del seu
esperit, sind augmentant sempre, gradualment, la
seva ciencia, al verdader coneixement de tot alld de
queé sigui capac». Per a Descartes, el criteri que per-
met no confondre el fals amb el verdader és l'evi-
dencia. En el seu Discurs del Métode defineix com a
constituents d'aquest les quatre regles seglients:

— No acceptar com a vertader el que amb tota evi-
déncia no es reconegui com a tal.

— Dividir cada una de les dificultats en tantes parts
com sigui necessari per resoldre-les (analisi).

— Ordenar els coneixements des dels més senzills
fins als més complexos

— Fer enumeracions completes i generals que asse-
gurin que no s’ha omes res de fonamental

Galileu afirmava que la logica deductiva ens permet
recongixer la versemblanga dels raonaments, pero
no ens permet dur a terme nous descobriments.
Per tant, per a ell el métode consisteix en la
demostracidé rigorosa, prenent com a model la
matematica, aplicada a enunciats certs i verificats
per mitja de 'experiencia. Galileu estava convengut
que un cop feta la demostracié empirica és impos-
sible que hi hagi errors i és impossible que hi hagi
termes mitjans entre la certesa i la falsedat. Galileu
sostenia que el metode d'Aristotil era el seu: limi-
tar-se als sentits, a 'observacid, a les experiencies, i
després buscar els mitjans per demostrar aixo i no
una altra cosa.

Francis Bacon pensava que no ens hem de limitar
a la simple experiéncia subministrada pels sentits
(empirisme) ni a la simple rad (racionalisme). Es a
dir, no hem de ser ni empirics ni dogmatics.

A la seva obra Novum Organum, Bacon assenyala
els prejudicis que impedeixen el progrés cientific

(que va batejar com a «fantasmesy: tribu, caverna,
forum i teatre). Oposa el seu metode al de la
induccié completa, que consisteix a obtenir d'un
conjunt de casos una afirmacié general que val per
a tots els casos. També contraposa el seu métode
a la deduccié pura perque, segons ell, no permet
avangar en el coneixement. Per tant, per a Bacon el
coneixement ha de venir d'utilitzar un altre meto-
de.No consisteix només a fer una experiencia, sind
que cal variar-la, transferir-la, prolongar-la, invertir-la,
i comparar-la. Les experiéncies han de ser registra-
des i sén: de presencia, d'absencia i de comparacio.

Per a Stuart Mill els métodes sén quatre: el de con-
cordanca, el de diferencia, el de variacions conco-
mitants i el de residus.

— Meétode de concordanca. Si dos o més casos
tenen una circumstancia comuna, aquesta és la
causa (o efecte) del fenomen. Es tracta d'estudiar
casos diferents per veure en que concorden.

— Meétode de diferéncia. Si un cas on es presenta el
fenomen i un altre on no es presenta tenen totes
les circumstancies comunes menys una, aquesta és
la causa (o part de la causa) del fenomen. Es trac-
ta de buscar casos que s'assemblin en totes les
seves circumstancies i difereixen en alguna d'elles.

— Metode conjunt de concordanca i diferéncia. Es
tracta de la utilitzacid conjunta dels altres dos
meétodes: una concordanca i una diferéncia.

— Metode de variacions concomitants. Es tracta
d'establir relacions de causa i efecte entre dos
fenomens. Els fendomens estudiats podrien ser
ambdds efectes d'una mateixa causa.

— Metode de residus. Es tracta d'esbrinar les causes
la presencia de les quals no pot ser eliminada per
experimentacioé.
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- d'Atenes (428 aC - 347 aC), filosof grec, un
dels pensadors més originals i influents en tota la
historia de la filosofia occidental.

- d'Estagira (384 aC - 322 aC), filosof i
cientific grec, considerat, al costat de Platd i
Socrates, un dels pensadors més destacats de I'an-
tiga filosofia grega i probablement el més influent
en el conjunt de tota la filosofia occidental.

- (1561-1626), filosof i estadista
anglés, un dels pioners del pensament cientific
modern.

- (1564-1642), fisic i astronom italia que,
juntament amb ['astronom alemany Johannes
Kepler, va comencar la revolucid cientifica que va
culminar amb l'obra del fisic angles Isaac Newton.

- (1596-1650), filosof frances, cien-
tific i matematic, considerat el fundador de la filo-
sofia moderna.

- (1724-1804), filosof alemany, con-
siderat un dels pensadors més influents del pensa-
ment occidental. Creador de l'idealisme transcen-
dental, vol superar l'escepticisme de Hume i el
racionalisme de Descartes.

- (1770-1831),filo-
sof alemany, maxim representant de I'idealisme i un
dels teorics més influents en el pensament univer-
sal des del segle XIX. Elabora el métode dialectic.

- (1798-1857), filosof frances, con-
siderat el fundador del positivisme i de la sociolo-
gia, contribueix al métode cientffic des de I'ambit
de les ciencies socials.

- (1806-1873), filosof i economista
britanic que va causar un gran impacte en el pen-
sament britanic del segle XIX.
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- (1879-1955), fisic alemany nacio-
nalitzat nord-america, premiat amb un Nobel,
famds per ser l'autor de les teories general i res-
tringida de la relativitat, i per les seves hipdtesis
sobre la naturalesa corpuscular de la llum. Es pro-
bablement el cientific més conegut del segle XX.

- (1902-1994), filosof i tedric de la
ciencia, contribueix de manera decisiva al metode
hipoteticodeductiu, a partir del refor¢ de la logica
del raonament deductiu. Positivista critic, reacciona
al neopositivisme del Cercle de Viena.

2.4. Marc conceptual i tipus de métodes d’investiga-
cio

Hi ha regles facils i precises que permeten dur a
terme una investigacié cientifica! Linvestigador ha
de disposar; si no de quelcom de definitiu i
infal -lible, almenys d'algunes normes elementals
que li estalviin el malbaratament d'esforcos i temps.
El métode d'investigacié s'entén com la «bruixola
en la qual no es produeix automaticament el
coneixement, pero que ens evita perdre'ns en el
caos aparent dels fenomens, encara que només
sigui perqué ens indica com no hem de plantejar
els problemes i que no hem de caure en els nos-
tres prejudicis predilectes» (Bunge, 1972).

L'objectiu del metode cientific, amb independéncia
de l'objecte al qual s'aplica, és la resolucidé de pro-
blemes.

Podem establir dues grans classes de metodes d'in-
vestigacio: els metodes logics i els empirics. Els pri-
mers son tots aquells que es basen en la utilitzacid
del pensament en les seves funcions de deduccid,
analisi i sintesi (ciencies formals), mentre que els
metodes empirics (ciencies factiques) s'aproximen
al coneixement de l'objecte mitjangant el seu
coneixement directe i I'ds de I'experiéncia. Entre
ells trobem I'observacid i I'experimentacio.

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs



CAPIiTOL I. METODE CIENTIFIC | DISSENY EXPERIMENTAL

Autor: Marc Yeste

Consisteix en l'aplicacid dels principis generals a
casos particulars. El paper de la deduccié en la
investigacié és doble:

— En primer lloc, consisteix a trobar principis des-
coneguts a partir dels coneguts. Una llei o principi
pot donar lloc a una altra de més general que la
inclogui. Si un cos cau diem que pesa perqué és un
cas particular de la gravitacié.

— En segon lloc, també ens permet descobrir con-
seqlencies desconegudes a partir de principis
coneguts. Si sabem que la férmula de la velocitat és
v = s/t, podrem calcular la velocitat d'un avid.

La matematica és la ciéncia deductiva per
excel-léncia, atés que parteix d'axiomes i defini-
cions. Dins del metode logicodeductiy, hi distingim:

— La deduccid directa. A partir d'una premissa, s'a-
rriba a una conclusié directa.

— La deduccid indirecta. Necessita sil logismes
logics. S'entén per sil-logisme 'argument que cons-
ta de tres proposicions, en el qual la relacié entre
dues premisses és mitjancada per un tercer terme.
La premissa major conté la proposicid universal, la
premissa menor conté la proposicid particular, i de
la seva comparacié se n'extreu la conclusid.
Exemple: «A és B, «B és Cy», per tant «A és C».

Un investigador proposa una hipotesi com a conse-
quéncia de les seves inferencies del conjunt de
dades empiriques o de principis i lleis més generals.
En el primer cas, la hipotesi es formula mitjancant un
raonament inductiu, en el segon cas s'aplica la logica
deductiva. Ho veurem més en detall a I'apartat 2.5.

Partint de casos particulars s'eleva a coneixements
generals. Aquest métode permet la formulacio

d'una hipotesi, la investigacié de lleis cientifiques, i
les demostracions. La induccid pot ser completa o
incompleta. D. Hume, B. Russell, o K. R. Popper,
entre molts altres, expressen reserves molt impor-
tants a la logica del raonament inductiu.

Consisteix a inferir de la semblanca d'algunes
caracteristiques entre dos objectes la probabilitat
que les caracteristiques restants siguin també sem-
blants. Els raonaments analdgics no sén sempre
valids.

La caracterfstica essencial del metode dialectic és
que considera els fenomens historics i socials en
moviment continu (G. W. F. Hegel). Es l'origen del
materialisme historic (K. Marx), que explica quines
son les lleis que regeixen les estructures economi-
ques i socials, les seves superestructures correspo-
nents i el desenvolupament historic de la humani-
tat. Aplicat a la investigacio, afirma que tots els
fenomens es regeixen per les lleis de la dialectica,
és a dir, que la realitat és dinamica i esta subjecta a
contradiccions i a una evolucié i desenvolupament
perpetus. Per tant, el materialisme dialéctic i la dia-
lectica hegeliana proposen que tots els fenomens
han de ser estudiats en les relacions que aquests
estableixen amb altres fenomens i en el seu estat
de canvi continu, perqué res no existeix com a
objecte aillat.

Aquest metode descriu la historia del que ens
envolta, de la societat i del pensament, a través
d'una concepcié de lluita de contraris | no pura-
ment contemplativa, més aviat de transformacio.
Aquestes concepcions, pel seu caracter dinamic,
exposen no sols els canvis quantitatius, sind els
radicals o qualitatius.

Tanmateix, les ciencies experimentals dures mai no
han utilitzat el métode dialectic;i el seu Us a les toves
(com la sociologia i 'economia) no ha estat mai
exempt de polémica (funcionalistes vs. marxistes).
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Uns altres métodes que no analitzarem en detall sén:
— Metode sintétic

— Metode analitic

— Metode historic

— Metode genetic

— Metode de la concrecid

— Métode del modelatge

— Metode sistemic

2.5. El métode hipotético-deductiu

Com ja hem apuntat, les ciencies factiques o empi-
riques sén aquelles que estudien els fenomens
observables a I'entorn. Se'ls diu experimentals per-
que parteixen de I'experiéncia i utilitzen com a cri-
teri per acceptar les seves tesis la verificacid expe-
rimental, i la seva comprovacié en I'experiéncia.

L'experiéncia es defineix, per tant, com tot objecte,
fet o fenomen susceptible de ser observat o expe-
rimentat a través de la percepcid sensible.
Tradicionalment, se les ha anomenat ciencies induc-
tives, ja que partint de 'experiéncia, de 'observacid,
pretenen assolir tesis o lleis que es puguin aplicar
universalment. Es problema de la induccié com a
partir de les dades observades es pot fer una gene-
ralitzacié universal. El metode inductiu avui dia I'a-
nomenem metode hipoteticodeductiu. El seu crea-
dor va ser Galileu (1564-1642), i també William
Whewell (1794-1866), amb grans aportacions i cri-
tiques de logics i teorics de la ciéncia de l'actualitat.

Autor: Marc Yeste

Aquest métode té les fases seglients:

I o problema, que
constituira I'objecte formal del nostre estudi.

2. o conjunt d'hipotesis
que permeti resoldre el problema que hem plan-
tejat.

3. o conjunt d'experi-
ments que permeti contrastar la nostra hipotesi i
permeti determinar si és vertadera o falsa.

4. Segons els resultats del nostre experiment,
determinarem si hem d' la nostra
plantejada en el segon pas com a vertadera, o bé
si 'hem de i per tant formular una nova
hipotesi i, conseglientment, un nou experiment a fi
de verificar-la o refutarla.

5.
(generalitzacio).

El conjunt de lleis forma una teoria que s'aplica de
manera deductiva com els axiomes en les matema-
tiques.

Per tal de comprovar la hipotesi (pas 3), necessi-
tem dissenyar un experiment o conjunt d'experi-
ments dins d'un marc tedric que s'inclou en el
mateix concepte del métode hipoteticodeductiu.
Precisament, dedicarem el proxim apartat al dis-
seny experimental.

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs



CAPIiTOL I. METODE CIENTIFIC | DISSENY EXPERIMENTAL

Autor: Marc Yeste

3. El disseny experimental (I): marc conceptual

En l'execucid del meétode cientific, la verificacié
empirica de les hipotesis hi té un paper fonamental.
A fi de verificar empiricament els nostres enunciats
hem de dissenyar un experiment o conjunt d'expe-
riments, que no son sind els elements que definiran:

— Quins fenomens observem.

— Com estudiem aquests fenomens i com recollim
les dades, per tal d'obtenir la maxima quantitat
d'informacid.

Tant si duem a terme un treball de camp com si
fem un experiment al laboratori, el disseny de que
fem i com ho fem és fonamental.

Quan parlem de dissenyar experiments, el concep-
te de réplica, és a dir, el fet de repetir un experiment
diverses vegades, cal tenirlo ben present. De fet,
necessitem un coneixement basic sobre estadistica
i teoria de la probabilitat per entendre ben bé que
és i com es fa un disseny experimental correcte.

3.1. Qué és un disseny experimental?

Una vegada definit I'objecte d'estudi que es vol
estudiar i establertes les hipotesis d'investigacio, el
cientific ha de concebre la manera practica i con-
creta de respondre les preguntes plantejades. Aixo
implica desenvolupar un disseny experimental per
tal d'aplicar-lo al context particular del seu estudi.
S'entén per disseny I'estrategia concebuda per res-
pondre les preguntes d'investigacid. El disseny
assenyala a l'investigador el que ha de fer per asso-
lir els seus objectius d'estudi, contestar les pregun-
tes que s'ha plantejat i analitzar la certesa de les
hipotesis formulades en un context concret.

Si el disseny esta correctament elaborat, la proba-
bilitat que les conclusions de I'estudi siguin certes i,
per tant, valides, sera més gran.

3.2. Qué és un experiment?

El terme experiment té dues accepcions, una de
general i una de particular. La regla general es refe-

reix a «dur a terme una accié concreta» i després
observar-ne les consequencies.

L'accepcié particular (cientifica) del terme experi-
ment seria la manipulacié intencionada d'una accié
per tal d'analitzar-ne i valorar-ne els possible efec-
tes. Seria «un estudi en el qual es manipulen deli-
beradament una o més variables independents
dins d'una situacié de control per part de 'obser-
vador/investigador» (Dfez-Calzada i Moulines,
1999).

3.3. Quin és el primer requisit d’'un experiment?

El primer requisit és la manipulacié intencionada
d'una o més variables independents. La variable
independent és considerada com a «causa» en una
relacid entre variables; és la condicid antecedent.
La variable dependent (o consegiient) sera «l'efec-
te» provocat per la causa (variable independent).

Per tal d'obtenir resposta sobre l'existéencia d'a-
questa presumpta relacié de causa-efecte, I'investi-
gador manipula la variable independent i observa si
la dependent varia o no. Manipular és donar dife-
rents valors a la variable independent.
Posteriorment, la variable dependent no es mani-
pula, sind que es mesura, per veure l'efecte que li
ha provocat la manipulacié de la variable indepen-
dent.

La manipulacié d'una variable independent pot fer-
se en dos o més graus. Els nivells minims de mani-
pulacid sén dos: presencia-abséncia de la variable
independent. Cada nivell o grau de manipulacié
implica un grup experimental més.

Un grup presenta la variable independent (grup
experimental o problema) i I'aftre, no (grup con-
trol). Després, es comparen els dos grups per
veure si el grup que s'exposa a la variable indepen-
dent difereix del grup que no s'hi exposa. La pre-
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séncia de la variable independent se l'anomena
«tractament experimental».

La variable independent es manipula en diversos
nivells, la qual cosa presenta |'avantatge que no sols
podem determinar I'efecte de la presencia-absen-
cia del tractament experimental, sind també si dife-
rents nivells de la variable independent produeixen
efectes diferents. Es a dir si la magnitud de l'efecte
(Y) depen de la intensitat de I'estimul (XI, X2,
X3..).

Hi ha d’haver almenys dos nivells de variacid i amb-
dds hauran de diferir entre ells. A mesura que hi hagi
més graus de variacio, I'experiment s'anira compli-
cant, perd, alhora, s'obtindra més informacié sobre la
relacié causal de les variables. Com ja hem apuntat,
un grau més implica un grup experimental més.

Per tal de determinar com manipularem la variable
independent podem seguir diverses estrateégies:

|. Consultar experiments precedents per esbrinar
com es va manipular la variable. Es imprescindible
analitzar si la manipulacié d'aquests experiments és
extrapolable al nostre experiment.

2. Avaluar la manipulacié abans de comencar I'ex-
periment. Abans de manipular una variable hauri-
em de tenir la resposta a algunes quiestions com
ara:

— Les variables experimentals representen la varia-
ble conceptual?

— La manipulacié de la variable independent fara
que els subjectes es comportin de manera diferent?
Si la manipulacié és erronia pot ser que I'experi-
ment no serveixi per a res, que ens equivoguem, O
que tinguem resultats que no ens interessen.

3.Verificar la manipulacié.

Autor: Marc Yeste

3.4. Quin és el segon requisit d’'un experiment?

El segon requisit és mesurar I'efecte que la variable
independent té sobre la variable dependent. La
mesura ha de ser valida; si no podem assegurar
que la mesura és adequada, els resultats no servi-
ran. El nombre de variables dependents i indepen-
dents dependra del plantejament del problema i
de les limitacions que hi hagi.

3.5. Quin és el tercer requisit d’un experiment?

El tercer requisit que un experiment «vertader» ha
de complir és el control o validesa interna de la
situacié experimental. El terme control té diverses
connotacions. Tanmateix, la seva accepcid més
comuna és que, si a l'experiment s'observa que
una o més variables independents fan variar les
dependents, la variacié d’aquestes Ultimes es deu a
la manipulacié i no a altres factors o causes. Esa dir,
control significa saber que esta succeint realment
amb la relacié entre les variables independents i
dependents.

Quan hi ha control podem coneixer la relacié cau-
sal. En I'estratégia de la investigacié experimental,
«l'investigador no manipula una variable només per
comprovar el que ocorre a l'altra, siné que en efec-
tuar un experiment €és necessari fer una observa-
cié controlada» (Chalmers, 1997).

Controlar un experiment és evitar la influencia d'al-
tres variables estranyes, diferents de les indepen-
dents, sobre les variables dependents.

3.6. Que és la validesa externa?

Un experiment ha de buscar abans de res validesa
interna; és a dir, confianca en els resultats. A banda
daixo, és molt desitjable que I'experiment tingui
validesa externa. La validesa externa es refereix al
fet que els resultats d'un experiment sén tan gene-
ralitzables a situacions no experimentals com a
altres subjectes o poblacions.
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4. El disseny experimental (ll):aspectes practics

4.1. Passos que hem de seguir

Ja hem indicat que el proposit d'un disseny d'inves-
tigacid és eliminar l'error experimental i assegurar
que els resultats que s'obtenen sén consequencia
dels factors que s'estan examinant. Lexperiment,
basat en una hipdtesi verificable que s'infereix de la
investigacié que duem a terme, ha de ser repetible
i el seu disseny ha de seguir un conjunt de passos
que detallem a continuacid.

Escriurem que pretenem estudiar Hem d'intentar
ser tan precisos com sigui possible. Habitualment,
els investigadors fan un repas de la literatura cienti-
fica (State-of-the-art) per tal de veure que han cer-
cat i qué han trobat altres investigadors que han
abordat la mateixa tematica. El problema que es
plantegi es formulara mitjangant una pregunta com
ara: «Quins son els efectes de X sobre Y» o, més
concretament: «Quins son els efectes d'una central
termica (X) en la vegetacié (Y) del seu voltant?».

Shan de definir les variables, les constants i els
grups.

Esla
variable que es canvia expressament per a |'experi-
ment. Una variable independent pot tenir diversos
nivells, per exemple, diverses concentracions d'un
farmac diferent si volem assajar com afecta un
medicament determinat un conjunt de pacients.

Es la
variable que respon a les condicions experimentals
proporcionades pels diferents nivells de les varia-
bles independents.

Sén tots els fac-
tors que no canviaran en el transcurs de I'experi-
ment. El control d'aquest tipus de factors (o cons-
tants) és molt important per tal d'assegurar que els
resultats que es produeixin en la variable depen-

dent seran exclusivament deguts als canvis de la
variable independent. Per tant, tots els factors i/o
condicions del model experimental, exceptuant-ne
la variable o variables (si n’hi ha més d'una) inde-
pendents, han de ser controlats i constants, a fi de
proporcionar uns resultats acurats.

Practicament sempre és necessari
definir un grup control, és a dir, una categoria que
permeti la comparacid amb els resultats que s'ob-
tenen en el grup experimental. En el grup control
tots els factors, fins i tot les variables dependents,
s’han de mantenir constants.

En el grup o grups experimen-
tals, la variable independent pren un valor diferent
respecte al grup control. La resta de factors s’han
de mantenir constants.

Es defineix com a replica el nombre de
vegades que repetim ['experiment. A partir del
nombre de repliques podrem calcular una mitjana
(aritmetica o geométrica), aixi com una mesura de
la dispersio de les nostres dades (la variancia, la des-
viacio tipica, I'error tipic de la mitjana, el coeficient de
variacié...). El motiu pel qual repetim I'experiment
diverses vegades és per evitar errors en la presa de
dades/resultats. Com més vegades repetim I'experi-
ment, més robustesa tindran els nostres resultats i
més solida sera la hipotesi que n'hagim inferit.

La formulacié de les hipdtesis és, com ja hem vist,
un pas molt important del métode cientific (que ja
hem dit que tenia un caracter hipoteticodeductiu).
Es defineix com a hipotesi I'enunciat contrastable
que és o bé deduit d'una teoria o d'una llei cientifi-
ca existent o bé inferit a partir de coneixements i/o
observacions previes. Quan definim la hipotesi de
treball expressem la nostra intuicid respecte com la
variable dependent respondra a la variable inde-
pendent. La hipotesi sha de redactar de manera
impersonal, per exemple: «Quan subministrem una
concentracié igual o superior d'un agent quimiote-
rapéutic X, un percentatge Y de cél-lules canceroses
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morira». Mai no utilitzarem la primera persona del
singular a I'hora de formular una hipotesi («Jo veuré
que Y cél-lules canceroses moriran quan subminis-
tri una concentracié igual o superior de X agent
quimioterapéutic.»).

Com ja hem dit, haurem d'aconseguir que la nostra
variable independent (X; a l'exemple que hem
posat seria la concentracid d'agent quimioterapeu-
tic) prengui valors diferents, si volem veure quin és
I'efecte de X sobre Y. Aixo és el que ens permetra
contrastar la nostra hipotesi de treball.

Per a cada grup experimental, el valor de la variable
independent X sera diferent. Per al grup control el
valor de X sera o bé zero o bé aquell valor que
genera efectes coneguts sobre Y.

El procediment experimental que s'adopti ha d'ex-
plicitar:

— Com aconseguirem que la variable independent
(X) prengui valors diferents.

— Com mesurarem la variable dependent (Y).
— Quantes répliques durem a terme.

El procediment experimental ha d'estar prou des-
envolupat perque un altre investigador pugui repe-
tir exactament el mateix procediment i pugui com-
provar, aixi, que els resultats obtinguts es repeteixen
i que, per tant, no depenen de 'observador (aixo fa
referéncia a I'objectivitat del coneixement cientffic,
tal com ja hem explicat).

Les dades que obtenim poden ser qualitatives o
quantitatives. Mentre que les dades qualitatives
solen ser una descripcié dels resultats de I'experi-
ment (per exemple, més gran, més petit..), les
dades quantitatives sén resultats numerics (per
exemple, 45%, 2,8 mM, 25 min...).

Autor: Marc Yeste

Els resultats per a cada replica i experiment es regis-
tren i posteriorment es calculen mitjanes i mesures
de la dispersid per a cada réplica (analisi explorato-
ri). Els resultats obtinguts per a cada grup experi-
mental es comparen entre ells, i es comparen els
resultats dels grups experimentals entre ells, i amb el
grup control (analisi explicativa, contrast d'hipotesis).

La conclusié de l'estudi resumira que s'’ha fet, que
sha trobat i com contribueix aquesta troballa a
I'ambit de coneixement en el qual s'esta treballant.

4.2. Elements que defineixen un bon disseny expe-
rimental

El disseny d'un experiment es pot fer d'una mane-
ra més o menys correcta. lanmateix, un disseny
adequat ddna una solidesa superior a les conclu-
sions del nostre estudi que un disseny derivat d'un
plantejament erroni. Els elements que caracteritzen
un bon disseny experimental son:

L'experiment ha de ser capag de diferenciar clara-
ment entre dues hipotesis (habitualment denomi-
nades nulla i alternativa).

Els experiments han de ser repetits diverses vega-
des per tal de poder aplicar els metodes estadistics.
D'altra banda, hi ha diferéncies importants entre les
unitats d'analisi, que cal tenir en compte a I'hora
d'induir una generalitzacio. Per tant, en aquest punt,
I'existencia de répliques no és només una condicié
necessaria, sind imprescindible.

Els controls ens serveixen per eliminar la possibilitat
que altres factors produeixin efectes no desitjats
sobre la variable independent, la qual cosa distor-
sionaria les conclusions del nostre estudi.
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Els denominats controls de qualitat sén els que
demostren que l'experiment és repetible tant en
I'espai (diferents laboratoris) com en el temps (dife-
rents dies).

Es molt recomanable que els dissenys experimen-
tals que es proposin siguin cecs, és a dir, que els
investigadors, en principi, han de desconeixer els
possibles resultats que s'obtindran. Aftrament, el
subconscient dels mateixos investigadors els podria
conduir a adoptar unes conclusions que responen
més a prejudicis i a idees preconcebudes que als
mateixos resultats. Per bé que aquesta és una con-
dicié ideal dels dissenys experimentals que de vega-
des és dificil posar en practica, és molt important
que linvestigador tingui la predisposicié d'anar a
cegues.

Un bon disseny ha de ser auténtic i precfs. Quan
diem que ha de ser auténtic volem dir que ha de
ser una representacié fidedigna de la realitat, a més
de donar un significat vertader. Quan diem que ha
de ser precis volem dir que ha de ser reproduible i
que el seu coeficient de variacid ha de ser baix.

Quan dissenyem un experiment, no sols hem de
tenir en compte que volem fer i com ho volem
mesurar, sind que també cal haver considerat el
maneig i I'analisi de les dades que obtindrem. El test
estadistic que s'apliqui ha de ser adequat al tipus
d'experiment i de dades que s'’han obtingut, per tal
que les conclusions del nostre estudi siguin correc-
tes i no es deguin a errors de tipus estadistic.

4.3. El disseny experimental en un cas practic

Des del Departament de Quimica de la UdG, ens
demanen que avaluem si unes molecules sinteti-
ques tenen o no activitat citocinina. Les citocinines
sén un grup d'hormones vegetals, derivades de les

purines, que en plantes promouen la divisié cel-lular
i inhibeixen I'envelliment dels teixits.

Adoptarem com a hipotesi de partida contrastable
que aquestes molecules tenen activitat citocinina.
Laltra possibilitat (hipotesi alternativa) és que
aquestes molecules no tinguin activitat citocinina,
sind que siguin altres hormones vegetals.

L'experiment es dura a terme en potets de vidre de
750 ml. Es mesurara el ritme de creixement de les
plantes, i es mantindran constants el temps i el foto-
perfode.

Hi haura tres controls diferents:

a) Control sense hormones (negatiu). El medi de
creixement de les plantes només contindra sals, per
tant les plantes creixeran en abséncia d’hormones
exogenes.

b) Control amb citocinina (control positiu 1). El
medi de creixement conté una hormona amb acti-
vitat citocinina.

¢) Control amb citocinina (control positiu 2). El
medi de creixement conté una hormona amb una
activitat diferent de l'activitat citocinina (per exem-
ple, l'auxina).

Aquests controls, a més de proporcionar-nos uns
valors de referéncia, també ens permetran fer una
observacid rapida del nostre experiment.

No sabem realment si les hormones sintetiques
que ens han demanat que analitzéssim tenen o no
activitat citocinina. Per tant, encara que creguem
que probablement presenten aquesta caracteristica,
no tenim la certesa al 100%.
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5) Avaluacié

Mesurarem el creixement de les plantes abans,
durant i després de dur a terme l'experiment.
Mesurarem el creixement mitjancant les variables
dependents seglients:

— Longitud i nombre de tiges

— Longitud i nombre de rels

— Amplada i nombre de fulles

— % clorosi

— % necrosi

— Pes fresc

— Pes sec

— Quantitat de proteina total

— Quantitat de pigments fotosintétics

— Metilacié del DNA

6) Andlisi estadistica

Durem a terme una analisi de variancia (ANOVA)
d'un factor (que tindra diferents nivells, els diferents
tractaments) per a cadascuna de les variables, i el
test post hoc que s'adequli millor al tipus de dades
obtingudes. Aquest test permetra determinar, a par-
tir de la comparacié amb els tres controls que hem
esmentat, si 'hormona sintética en qlestié presen-

ta 0 no activitat citocinina.

4.4, Les preguntes més importants a I’hora de dis-
senyar un experiment

El més important que hem de tenir en compte
quan volem dissenyar un experiment sén els punts
seglents:

Autor: Marc Yeste

1) Definir els objectius.
2) Escriure qué es fara de manera clara i precisa.

3) Desenvolupar l'estratégia respecte com es dura
a terme l'estudi.

4) Escriure de manera precisa els resultats que
s’han trobat.

5) Quants tractaments s’han dut a terme?
6) Quina és la mida mostral que s’ha d'analitzar?

7) Com s’han d'analitzar els resultats que s'obtin-
suin?

A part daixo, també hi ha altres qUestions que,
sense estar directament relacionades amb el proce-

diment, si que hi influeixen de manera determinant:

v Aspectes practics del disseny que també cal tenir
en compte.

v" Quin finangament hi ha per fer I'estudi?

v" Com es posa en practica I'experiment? Quina
logfstica es necessita?

v" En quin ordre s’han de fer els passos?

v Es pot fer 'experiment en un sol dia? Durara gai-
res hores! Hi haura temps per menjar?

v Es requerira el suport d'alguna altra persona?
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5. El disseny experimental (lll): dissenys observacionals i dissenys manipulatius

5.1. Disseny d’investigacié observacional o «no
manipulatiu»

En un disseny d'investigacié de tipus observacional
(també podem parlar de mostreig o d'experiment
mesurable) no manipulem les variables que volem
estudiar; sind que simplement les observem i en
registrem els valors. Observem, doncs, la natura tal
com és sense manipular-la. Aquest tipus de métode
d'estudi, molt emprat en treballs de camp (ecolo-
gia), segueix, Obviament, el rigor del métode cienti-
fic sense necessitat de manipular una variable inde-
pendent (0 més d'una) per tal de veure'n l'efecte
sobre una altra de dependent. De fet, la variabilitat
natural ens serveix, ella mateixa, a 'hora de contras-
tar les nostres hipotesis de treball.

Si, per exemple, la nostra hipotesi sobre el dimorfis-
me sexual és que ha evolucionat per seleccié sexual
deguda a la preferencia de les femelles, podem pre-
dir que els mascles més vistosos, per exemple,
aconseguiran atreure més femelles al seu territori.

El principal problema d'un disseny dinvestigacid
observacional és que, sovint, és dificil excloure I'efec-
te d'altres variables que no intervenen propiament
en l'estudi (és a di, gue no sén ni variables depen-
dents ni variables independents). En aquest sentit, hi
ha models matematics que intenten controlar I'efec-
te d'aquestes altres variables (que reben el nom de
confounding factors). Seguint 'exemple que hem uti-
litzat, es podria donar el cas que els individus més vis-
tosos tinguin millors territoris, i que sigui aixo, i no la
vistositat, el que atregui les femelles (si aconseguissim
dissociar la vistositat de la qualitat del territori, els
mascles més vistosos deixarien de tenir més exit).

5.2. Disseny d’investigacié manipulatiu

En el disseny d'investigacié manipulatiu també deno-
minat experimental en sentit estricte, l'investigador
manipula directament la variable independent, a fi de
valorar I'efecte que té sobre la dependent.

Tornant a 'exemple anterior, podriem manipular la
longitud de la cua d'alguns mascles per tal de veure

com aixo afecta el seu exit de cria, mesurat com a
nombre de femelles que nidifiquen als seus territo-
ris. Si, en efecte, I'exit dels mascles amb la cua allar-
gada és superior al dels mascles control (no mani-
pulats) i al dels mascles amb la cua escurcada, es
concloura que les cues més llargues sén les preferi-
des per les femelles.

Aquests resultats no poden atribuirse a diferencies
prévies entre els grups de mascles (per exemple, en
la qualitat del territori), ja que aquest factor no ha
estat modificat en I'experiment (era, doncs, un factor
controlat de I'experiment i no pas una variable inde-
pendent manipulada), ni tampoc a terceres variables
(confounding factors) relacionades amb el maneig dels
ocells, tal com posen de manifest els grups control.

5.3. Avantatges i inconvenients dels dissenys
observacionals i manipulatius

Respecte als dos tipus de dissenys que hem esmen-
tat, cal que fem un parell d'aclariments:

» Cap metode no és millor que un altre; en realitat,
sén complementaris. EI metode observacional és
I'adequat per descriure patrons, sintetitzar informa-
cid i estudiar associacions entre variables. La seva
validesa externa és gran (els resultats son generalit-
zables), perd la seva validesa interna (que, recor-
dem-ho, és la certesa amb la qual es pot establir
una relacid causal) és menor que en el cas del
metode experimental.

* La distincié entre un i altre tipus de disseny no té
res a veure amb els instruments de mesura ni amb
el lloc de la presa de dades (treball de camp o de
laboratori), siné només amb el fet que es manipuli
o no les variables independents. De tota manera, els
dissenys observacionals sén més nombrosos al
camp que al laboratori.

5.4. Els dissenys observacionals i els métodes de
mostreig

En les ciéncies experimentals (com la biologia), la
majoria de les investigacions sén quantitatives. Es a
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dir, un cop dutes a terme les observacions/experi-
ments obtenim uns nombres com a resultats. Ja
hem parlat de la diferéncia entre investigacions no
manipulatives (observacions) i manipulatives (és a
dir, experiments).

El principal problema de les és que els
resultats que s'obtenen poden ser deguts a I'efecte
de terceres variables desconegudes. Per aixo, és
important dur a terme estimacions dels parametres
de la poblacié que es pretengui estudiar tenint en
compte:

|. La variable independent (parametre) que es vol
analitzar,

2. La poblacié que s'esta mostrejant.
3. El métode de mostreig.

Els parametres d'una poblacié sén variables que ens
expliquen com es resumeix la informacié dels ftems
d'aquesta poblacié. La poblacié és la col leccid de
tots els ftems que sén d'interes.

Hi ha poblacions finites, com els alumnes que estan
matriculats a TCI-lll (cada alumne és un ftem), i
poblacions infinites, com el resultat que es pot
obtenir quan es tira una moneda a l'aire (sempre la
podrem tirar una altra vegada, de manera que cada
tirada és un ftem). En aquest Ultim exemple, per
coneixer la freqiencia amb qué cau cada costat de
la moneda no es pot tenir accés a la poblacid sen-
cera. De manera similar; en el cas de poblacions fini-
tes, no sempre és possible tenir accés a tota la
poblacié (en termes de temps, feina o diners).

Els métodes de mostreig ens permeten estimar
parametres poblacionals a partir de l'estudi d'una
fraccid de la poblacid (o mostra). Hi ha diferents
metodes de mostreig i la preferencia per un o altre
dependra de l'objectiu de l'estudi, del parametre
que es vulgui estimar i de la poblacid (distribucié
espacial, temporal, mobilitat..). Aixo vol dir que el
metode que s'esculli dependra de la pregunta que
es vulgui respondre.
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Un mostreig a l'atzar simple és aquell en el qual tots
els ftems de la poblacid tenen la mateixa probabili-
tat de ser mostrejats. Si els ftems (individus, unitats
mostrals..) d'una poblacié de mida N es poden
enumerar des d'l fins a N, una manera de dur a
terme un mostreig aleatori simple consisteix a
seleccionar n unitats de manera aleatoria (per
exemple, utilitzant una taula de nombres a l'atzar).
Si es treballa amb mostreigs espacials (la unitat
mostral no és un individu sind un espai) es pot divi-
dir l'area en graelles i seleccionar, aleatoriament, les
caselles que es mostrejaran.

Consisteix a subdividir a priori la poblacié en subu-
nitats o estrats i després fer un mostreig aleatori
dins de cada estrat. La subdivisié respon a un conei-
xement a priori de I'existéncia d'aquests estrats |
assumeix que el parametre que es mesurara esta
influit per ells. La no estratificacié portaria al fet que
dades de dues poblacions diferents es prenguessin
com si fossin d'una Unica poblacid. Aixd condueix a
un augment de la variancia i a un biaix en I'estima-
cié del parametre. Si es pensa en el pes dels elefants
marins (els mascles sén molt més grans i pesats que
les femelles) es poden definir a priori dos estrats
(mascles i femelles) i fer un mostreig d'individus a
I'atzar dins de cada estrat. Altrament, no estratificar
portaria a estimar un pes de mitjana intermedia
que només alguns individus presenten, i una varian-
cia molt gran. En separar entre sexes, s'estimen
dues mitjanes de pesos que son representatives de
les distribucions de pes de cada sexe.

Lestratificacid pot ser tant espacial com temporal.
En algunes llacunes, per exemple, es poden trobar
espéecies d'aus que shi estan tot l'any i altres que
sén migratories i només hi sén a l'estiu. Si es vol
estudiar la diversitat d'aus en una llacuna concreta
sera necessari estratificar en estacions de I'any i des-
prés prendre mostres aleatoriament dins de cada
estacio.
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Quan una poblacid pot ser numerada en ordre o
cobreix una area espacial ben definida, es pot mos-
trejar de manera sistematica a intervals regulars
(prenent els individus parells de la poblacié o mos-
trejant cada certa distancia). Perque aquest tipus de
mostreig permeti calcular errors de mostreig o fer
comparacions entre poblacions, sha de complir el
suposit/premissa que els ftems estan distribuits a
I'atzar. Aquest tipus de mostreig és generalment
més facil de dur a terme que els mostreigs aleato-
ris. Com es pot veure pel que hem explicat fins
aquf, les mostres poden ser individus, arees espa-
cials, fraccions de temps..., tot depen de la pregunta
que es vulgui respondre i del sistema on es treballi.
Hi ha situacions en qué sén necessaris aproxima-
cions o dissenys mostrals que son de gran utilitat,
perd que son, alhora, menys intuitius. El métode
dels transsectes és un d'aquests i presenta molts
avantatges practics en certs casos. Si es volgués
conéixer la densitat d'aus en camps conreats amb
dues espécies de cereals diferents, definir arees
mostrals quadrades o rectangulars perque després
es puguin comptar els individus que hi ha dins d'a-
questes arees delimitades pot ser poc practic. Una
afternativa és caminar un nombre de metres definit
préviament i comptar els individus que es detecten
al llarg d'aquest transsecte. Es necessari definir una
distancia lateral fins on es considera que és possible
detectar els individus.

El transsecte és, doncs, una area mostral rectangu-
lar. Quan hi ha un gradient ambiental molt marcat
(com per exemple des de la linia de marea baixa
fins a la de marea alta), es pot fer un transsecte al
llarg del gradient i prendre mostres a intervals regu-
lars dins de cada transsecte. Es important tenir en
compte que en aquests casos la unitat mostral és el
transsecte (des del punt de vista estadistic corres-
pon a una Unica observacio).

El metode de marca/recaptura o captura/recaptura,
que ha estat desenvolupat per estimar el nombre
d'individus en poblacions d'animals mobils, es basa
en simples regles de proporcions i probabilitats. Si

es volgués calcular el nombre total de peixos d'una
llacuna, es podria passar una xarxa i capturar un
nombre 11, d'individus. Aquests individus es poden
marcar dalguna manera i alliberar-los novament.
Després d'un periode de temps (de dies o setma-
nes, per a I'exemple) es pot passar la xarxa una altra
vegada, i en aquest cas capturar 1, individus. Dins
d'aquests, hi haura un nombre m d'individus que ja
havien estat marcats préviament.

La proporcié de peixos marcats en tota la llacuna
hauria de serigual a la de peixos marcats a la sego-
na mostra. Aixi que la quantitat de peixos de tota la
llacuna (N) sera:

Els suposits d'aquest meétode sén bastant intuitius:

I) La poblacid és tancada, no hi ha emigracié ni
immigracié d'individus cap a altres arees ni des d'al-
tres arees.

2) Tots els animals tenen la mateixa probabilitat de
caure a la primera mostra i la segona mostra. Es una
mostra a l'atzar de la poblacid.

3) La marca no afecta la possibilitat de ser capturat
o la supervivéencia, ni s'esborra o es perd.

Una alternativa a I'estimacié de la mida poblacional
per captura i recaptura és el métode de Hayne o
de Leslie i Davis, que es pot aplicar quan no es
poden complir els suposits del métode anterior o
quan no és possible capturar individus vius. El meto-
de de Hayne consisteix en captures successives de
membres de la poblacid. Si la poblacié és tancada, a
mesura que capturem i traiem individus, aquesta
anira disminuint i davant d'un mateix esfor¢ de cap-
tura s'atraparan menys individus cada vegada.

Si moltes mostres a l'atzar de mida n sén preses
independentment i la mitjana és calculada per cada
mostra, probablement tindran diferents valors. Si el
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nivell de variacié és petit, aleshores mostreigs dife-
rents ens donaran més o menys el mateix resultat.
Si la variacié és gran, els diferents mostreigs ens
donaran com a resultat valors molt diferents.

5.5. La importancia de les répliques

Per fer inferéncies estadistiques a partir de mostres
(estimacié de parametres poblacionals o compara-
cié de situacions diferents), el grau de confianca
augmentara a mesura que augmenti el nombre de
repliques. Aixo és especialment cert pel que fa a
estimadors no esbiaixats (la llei dels grans nombres
diu que quan el nombre de mostres tendeix a I'in-
finit, el valor estimat tendeix al valor del parametre
real pel qual disminueix la variancia). De manera
similar; el poder estadistic (que es defineix com |
menys la probabilitat d'acceptar una hipotesi
nul la quan aquesta és realment falsa) dels tests
augmenta. Aixd genera un compromis entre la pre-
cisié amb qué volem dur a terme les infereéncies i la
feina i/o cost que porta cada mostra.

Hi ha méetodes per calcular la mida mostral neces-
saria per assolir un determinat grau de precisié o
poder estadistic que depenen del parametre que
s'estimi o del test que es faci. Aquests metodes sén
facilment accessibles als manuals d'estadfstica.

Quan s'utilitzen arees mostrals és important tenir
en compte la mida dels organismes, aixi com una
nocid de la seva densitat i de la seva distribucid
espacial. Una manera practica és augmentar la mida
de l'area mostral progressivament i representar gra-
ficament la variancia respecte de la mida de la mos-
tra. A mides petites la variancia sera molt gran, de
manera que petits canvis en la mida tindran grans
efectes en la dispersid. Tanmateix, a partir de certa
mida, la disminucié que es produeixi en la variancia
quan l'area augmenti sera molt petita. Aixo sera
especialment evident quan la corba comenci a arri-
bar a un punt de saturacié o plateau.

El mateix s'aplica a la distribucié espacial dels indivi-
dus. Si estan agrupats i si I'area de mostreig escolli-
da és similar o més petita que els agrupaments, lla-

Autor: Marc Yeste

vors s'obtindran dades de densitats nul -les i altes,
atés que les mostres poden caure dins d'un agrupa-
ment o fora. Si la distribucié espacial es presenta a
la mateixa escala que les unitats de mostreig, és
possible detectar-la. Amb mides d'unitats de mos-
treig a escales més grans que el patré de distribu-
cié es tindra una bona estimacio de la densitat, pero
no es podra detectar aquest patrd.

Quan es treballa amb la riquesa (diversitat) d'espe-
cies d'una comunitat concreta, el nombre d'espe-
cies que shi detecta augmenta a mesura que aug-
menta la mida de la mostra. Tanmateix, un cop la
mostra té una mida prou gran per representar
correctament aquesta comunitat, el nombre d'es-
pecies es mantindra constant. Un metode comdu
per determinar la mida optima és augmentar pro-
gressivament la mida de mostreig i representar gra-
ficament el nombre d'espécies respecte de la mida
de mostreig, a fi de determinar visualment la mida a
partir de la qual la variacié en el nombre d'especies
és molt petita.

5.6. El problema de les pseudorépliques

Tant quan es treballa amb dissenys observacionals
com amb dissenys experimentals, és molt impor-
tant tenir ben clar qué s'entén per mostra, perque
sera a partir daqui que es duran a terme les infe-
réncies estadistiques. Aquestes inferencies seran
correctes o no en funcié de la definicid del que
s'entén per unitat mostral. Una premissa basica per
dur a terme inferéncies és que les unitats de mos-
treig han de ser totalment independents entre elles.
Es a dir, el valor d'una dada no ha de ser influit pel
valor d'una altra ni hi ha d'influir Tanmateix, aquest
suposit sovint és deixat de banda. Per exemple, si
volem determinar la quantitat d'insectes que hi ha
en una fulla d'una espécie vegetal i es compta la
quantitat d'insectes que hi ha a tres fulles d'una
planta, cinc d'una altra i set d'una altra, sera un error
pensar que tenim quinze dades, perque les fulles
d'una mateixa planta tenen coses en comu entre
elles, i per tant no sén unitats mostrals indepen-
dents. Si una d'aquestes plantes ha estat infectada o
colonitzada per algun parasit és molt probable que
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presenti densitats elevades d'insectes en totes i
cadascuna de les fulles. Davant d'aquesta situacid,
parlem de pseudorepliques, perque les tres fulles
de la primera planta que hem esmentat no sén del
tot independents entre elles i, per tant, no sén repli-
ques en sentit estricte. Aixi doncs, seguint I'exemple
que hem posat, les repliques sén les diferents plan-
tes (en aquest cas, tres) i no pas les quinze fulles
(que sén pseudorepliques).

Per tant, en aquest cas, el que hem de fer és calcu-
lar una mitjana per planta (obtinguda a partir de la
consideracié de les diferents fulles en les quals

hagim valorat la densitat d'insectes) i després treba-
llar amb aquestes mitjanes com a unitats mostrals
(repliques). De manera similar, quan duem a terme
dissenys experimentals manipulatius, les dades inde-
pendents provindran de cadascuna de les unitats
experimentals. Si prenem mostres de sang d'un
mateix pacient per valorar l'efecte d'un medica-
ment concret en una poblacid de pacients sans i
una de pacients leucemics, les mitjanes procedents
de les diferents preses de sang d'un Unic pacient
seran les repliques o unitats mostrals (réplica =
pacient), mentre que les diferents preses de sang
dins de cada pacient seran les pseudorepliques.
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1. Resisténcia de la patata enfront d’un patogen bacteria

1.a. Sessid introductoria

Tal com ja s’ha exposat, el disseny d'investigacid
manipulatiu o experimental és aquell en que l'inves-
tigador aftera (manipula) a consciéncia la variable
independent a fi de valorar l'efecte que provoca
sobre la dependent (parametre d'estudi). En aquest
cas, sera molt important definir correctament quina
sera la variable independent, i, per tant, la que es
modificara, i quines variables mantindrem constants
(factors controlats). Estudis més complexos poden
consistir a modificar més d'una variable per descriu-
re la seva interaccid i com aquesta afecta la variable
depenent. Cal tenir en compte que el disseny expe-
rimental influira posteriorment en I'analisi estadisti-
ca de les dades resultants.

Per dissenyar un bon estudi manipulatiu caldra fer-
ho detingudament, procés que pot trigar tant o
més temps que els mateixos experiments. Un dis-
seny d'investigacid, sigui del tipus que sigui, respon
a la necessitat d'entendre un fenomen o compren-
dre les lleis que regeixen aquest fenomen. Per
aixo, el primer pas essencial és definir la problema-
tica d'estudi, alldo de que realment volem obtenir
una resposta o que pretenem entendre. Aquest
pas implica la recollida d'informacié ja existent
sobre la problematica, cosa que ens permetra for-
mular la hipotesi inicial de partida. Aquesta hipote-
si sera, de moment, una solucié provisional que
caldra contrastar i verificar amb el metode experi-
mental.

Un cop definit 'objectiu d'estudi (la problematica) i
la solucié provisional (la hipotesi inicial), es passa al
disseny experimental. Aixo és establir els procedi-
ments practics que cal dur a terme per resoldre la
problematica plantejada. En aquest disseny caldra
definir tota una serie de parametres a partir de la
bibliografia anterior o el nostre coneixement previ.
Aquests parametres son:

— la variable independent: factor que pot tenir algun
tipus d'influéncia sobre el parametre d'estudi, i que
manipulem.

— la variable dependent: factor que respon a les
condicions experimentals, el parametre mesurat.

— les constants: variables independents que no
manipulem, els factors que no canvien durant I'ex-
periment.

— el grup control: grup en el qual el factor que
estem estudiant és «zero, el que utilitzem per con-
trastar els resultats del grup experimental, el que
ens serveix de referéncia.

— el grup experimental: grup problema (d'estudi), del
qual modifiquem la variable independent i esperem
que la variable dependent prengui un valor diferent.

— les repliques: nombre de vegades que repetim
I'experiment, i que ddna robustesa als resultats.

En el disseny experimental també cal tenir en
compte els métodes de mesura que s'empraran
(que han de ser adequats) i establir els controls
necessaris (els controls dels experiments).

Un cop definit I'estudi, es pot procedir a 'execucid
dels experiments, obtencid de les dades i analisi dels
resultats. Aquesta analisi ens ha de permetre validar
o rebutjar la nostra hipotesi inicial (és correcta la
solucié provisional?) o, el que és el mateix, arribar a
unes conclusions. Es a partir d'aquesta interpretacié
que es pot establir una nova problematica d'estudi
o reajustar la hipotesi inicial, dissenyar un nou estu-
di i avancar, aixf, en el coneixement.

Les activitats d'aprenentatge seglents pretenen
introduir l'estudiant en el disseny experimental.
Aquest haura de definir la problematica d'estudi i la
hipotesi inicial, fer el disseny experimental, executar
els experiments proposats i analitzar els resultats
per tal de validar o no la seva hipotesi.
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1.a.1. Definicio de la problematica

Establir una problematica d'estudi que es resoldra al laboratori. Lectura de textos i
elaboracié d'un projecte d'estudi.

individual
De manera individual i préviament a la sessié d'aula. Durada: | h

A continuacié es mostren tres textos que shan de treballar abans d'assistir a la sessié d'aula. Suposa que ets
un investigador que coneixes una problematica real (en aquest cas, la que s'exposa en els textos), la qual
voldries abordar per ampliar-ne el coneixement. Per dur a terme el teu estudi sobre aquest tema, hauries
de trobar el financament d'un organisme public o privat. Aixi, a través d'un projecte escrit, hauries de
i l'aveng que suposaria trobar-hi una solucid, i a més a més, hauries de desenvolupar el
que duries a terme per abordar-la (com ho faries). A tall de guia, segueix aquests sis punts en
I'ordre que apareixen per tal d'arribar a construir les idees basiques del teu projecte:

I Llegeix els tres textos i subratlla les idees/conceptes principals/importants de cada un.
2. Compara els tres textos i apunta les idees/conceptes que s'han repetit en tots tres.

3.Relaciona les idees del punt 2 i intenta descriure la problematica o caracteristiques generals del tema
que s'esta tractant.

4. Explica molt breument quin interes cientffic es pot derivar del que acabes de llegir, és a dir, que creus
que es podria estudiar! (Poden sorgir multitud d'estudis.)

5. Explica d'una manera general com duries a terme cada un dels estudis proposats en el punt 4.
Text |: L'interés per la patata

La patata (Solanum tuberosum) és una de les principals plantes cultivades al mon, on ocupa al voltant de
|9 milions d’hectarees i té una produccid anual mitjana de prop de 300 milions de tones. A Catalunya, el
2007, es calculaven més de 2.000 hectarees destinades al conreu de la patata, les quals produien gairebé
53.000 tones, i Barcelona era la provincia amb més extensid de cultiu (gairebé 1.000 hectarees) i produc-
cié (més de 20.000 tones).

Actualment, al mercat es poden trobar moltes varietats diferents de patata que presenten caracterfsti-
ques molt variades. Exactament, es conreen més de 8.000 varietats a tot el mdn, i per exemple podem
trobar varietats adaptades per ser cultivades en diferents tipus de sol, clima i altitud. Tot i la versatilitat,
molts laboratoris encara continuen buscant noves varietats que confereixin propietats interessants a les
patates, ja sigui per incrementar-ne el rendiment, millorar-ne el valor nutritiu o obrir vies per a nous usos
del midé de tipus no alimentari.
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Un exemple de varietats d'un interes creixent sén les patates blaves/violeta (o acolorides). Aquestes
patates blaves sén riques en uns tipus de compostos fendlics secundaris, els antocians, els quals mos-
tren propietats antioxidants beneficioses per a la salut. En general, aquests tipus de compostos feno-
lics son responsables de les coloracions vermelles, blaves, porpres o violetes que presenten algunes
estructures/organs vegetals. La capacitat antioxidant dels antocians és donada per la seva capacitat per
captar radicals lliures i de quelacié d’alguns ions metal lics. Es per aquest fet que certs aliments vege-
tals rics en antocians han suscitat un gran interés pels beneficis que poden reportar a la salut huma-
na (prevencié de cancer i malalties cardiovasculars). A més, les varietats acolorides han despertat un
interés creixent en I'ambit gastronomic, simplement pel seu color vistent. D'aquesta manera, la deman-
da creixent d'aquests nous usos esta repercutint directament en el valor economic d'aquestes varie-
tats.

Text 2: La infeccié per Erwinia i mecanismes de resisténcia

Erwinia carotovora ssp. atroseptica (Eca) és un bacteri gramnegatiu anaerobic facultatiu que actua en
climes temperats. La infeccié per Eca provoca la podridura tova del tubercle de patata. Al camp, si la
infeccid no es controla o bé es planten tubercles infectats per obtenir el conreu seglient, Eca s'estén
cap a la part aéria i podreix i panseix tota la planta, la qual cosa provoca el que s'anomena el peu
negre.

Eca es classifica com a patogen vegetal, ja que pot sintetitzar els enzims necessaris per degradar les parets
vegetals cel-lulosiques, cosa que |i permet penetrar dins el teixit. No obstant aixo, Eca no és capag, igual
com molts patogens vegetals, de degradar la paret cellular suberificada de les cel-lules de la pell de la
patata (periderma). El biopolimer responsable de I'engruiximent de les parets cel-lulars d'aquesta capa
protectora s'anomena subering, la qual esta formada per compostos derivats d'acids grassos i fenolics.
D’aquesta manera, la infeccié per Eca és possible perque el bacteri pot accedir a la part carnosa de la
patata a través de les lenticel les i ferides i no a través de la pell de la patata. Les ferides a la patata es
produeixen basicament durant I'emmagatzematge, ja que és en aquest moment, acabades de collir del
camp, quan la pell no ha adquirit encara les propietats fisicoquimiques necessaries per fer-se resistent a
I'abrasié. Per tant, és en aquest procés quan les condicions d'infeccié d'Eca seran les més propicies, ja que
en molts casos alguns tubercles aparentment sans poden contenir bacteris a la superficie. A més, emma-
gatzemar els tubercles humits o en condicions d’humitat elevada i poca ventilacié (condensacio de I'aigua
a sobre dels tubercles) proporcionara una capa d'aigua sobre la superficie de la patata que facilitara les
condicions d'anaerobiosi necessaries per al creixement rapid del bacteri i I'inici de la podridura. Tant és
aixi que les pérdues economiques més importants per I'efecte d'aquest patogen es produeixen durant
I'emmagatzematge dels tubercles, i poden arribar a pérdues de produccié de fins al 100% i de milions
d'euros.

Tenint en compte que I'entrada d'Eca al tubercle es produeix basicament a través de ferides, la capacitat
i la rapidesa a I'hora de cicatritzar-les sera una caracteristica important per incrementar la resisténcia a
aquest patogen. La cicatritzacid de ferides és un procés en el qual també intervé la suberificacid de les
parets cel-lulars de les cél-lules que hi participen, de manera que es crea una barrera que s'anomena peri-
derma cicatricial. Aixi, 'obtencid rapida dels precursors necessaris per sintetitzar la suberina, ja sigui a tra-
vés d'una nova sintesi o de mobilitzar i redirigir-hi altres substancies fenoliques (com per exemple anto-
cians), és un procés clau i determinant d'aquesta regeneracio.
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Text 3: Les varietats de patates

Tot i que la patata que es cultiva internacionalment pertany a una Unica
especie botanica, Solanum tuberosum, hi ha milers de varietats molt dife-
rents en grandaria, forma, color; textura, contingut i gust. Es per aquestes
caracteristiques i propietats diferencials que se'n cultiven muttiples varie-
tats, i cadascuna és apreciada per a un Us o altre. Per exemple, hi ha varie-
tats cultivades de les quals només s'extreu midd i d'aftres pensades per
al consum huma. Dins aquestes Ultimes, hi ha un seguit de varietats amb
propietats especifiques que les fan idonies per a determinades manipu-

lacions culinaries. Agata. Varietat holandesa molt
popular, de les millors per bullir i
Una de les varietats més cultivada i més consumida és la varietat Agata. ~ en amanides. Autor: O. Serra.

Aquesta varietat, d'origen holandes, t¢ un tubercle de pell groguenca i
carn ferma, recomanada principalment per bullir i poc apta per fregir Tot
i ser una varietat molt productiva, té una resisténcia mitjana a una gran
varietat de patogens.

La varietat Vitelotte és una varietat originaria de Bolivia i el Pery, de pell
fosca i carn morada. Actualment, aquesta varietat esta prenent molt inte-
res gracies al seu aspecte curids. La cuina moderna esta adoptant aques-
ta varietat per donar una imatge renovada als seus plats. A més, aquesta
varietat és interessant pel seu contingut elevat en antocians, uns com-
postos fenolics que a més de ser responsables de la seva coloracié li
confereixen capacitat antioxidant (propietat beneficiosa per a la salut).

Vitelotte. Especialitat francesa
apreciada per la pell blau fosca i
la polpa violeta. Autor: O. Serra.

Les patates Vitelotte sén, en comparacié amb altres varietats més habituals, poc productives, fet que pro-
voca que s’hagin cultivat poc fins al moment. Un exemple es mostra a Franca I'any 2008, on mentre el
cultiu de patata Agata era de 490 hectarees, el de la varietat Vitelotte es limitava a 10 hectarees. A més,
la baixa produccié d'aquesta varietat blava també s'explica per la manca d'informacié sobre la seva sen-
sibilitat a diferents agents patogens tipics de la patata. Aquest fet atura alguns productors a decidir-se pel
seu cultiu, tot i el seu innegable interes médic i gastronomic.

De manera individual i a la sessié d'aula. Durada: 30 min

Poseu en comd les idees dels punts |-5 de l'activitat anterior amb la guia del professor:
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1.a.2. Definicio de la hipotesi inicial i disseny experimental

Objectius formatius: Definir la hipotesi inicial que déna resposta a la problematica d'estudi i descriure els
diferents parametres importants en un disseny experimental.

Mida dels grups: individual / 3-4 alumnes

Activitat 3: Durada; 30 min

Primer de manera individual (10 min) i després en grups de tres (5 min), contesteu les preguntes que es
formulen a continuacio. Finalment, discutiu-ho amb tota la classe (10 min).

I. Definiu la hipotesi global del treball, la qual verificarem empiricament a les sessions de laboratori.

STVININIRIdX3 ANISSIA 34 ISITYNV

o Individual:

o Grup:

2. Definiu els parametres importants en el disseny experimental.

o Individual:
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1.a.3. El disseny experimental
Objectius formatius: Treballar els diferents punts importants del disseny experimental.

Mida dels grups: 3-4 alumnes

Activitat 4: Durada: | h- | h 10 min

El disseny experimental té en compte com s'obté la mostra, el lloc d'on prové, el nombre de repliques i
els diferents assajos que s'hauran de fer. Aquest exercici es treballa amb una activitat tipus puzle:

|. Situeu-vos en grups de tres. Cada component del grup ha de llegir un text que us passara el profes-
sor i contestar les preguntes assignades al seu text (10 min).

2. Reunid d'experts: Agrupeu-vos amb companys d'altres grups que hagin llegit el mateix text que vosal-
tres (5-6 persones). Compareu i discutiu les respostes a les preguntes corresponents al vostre text.
Finalment, consensueu les respostes més adequades (20 min).

3. Recupereu el vostre grup inicial. Seguint I'ordre dels textos, expliqueu als companys del grup que plan-
tejava el vostre text i les respostes a les preguntes (20 min). Cada cop que un company expliqui el seu
text, un dels altres companys ha de controlar el temps i el tercer (i quart) membre del grup ha de fer
totes les preguntes necessaries perqué aquest tema quedi clar Aquestes funcions sén rotatives.

4. Discussio general amb la classe (15 min). Es trien tres alumnes a I'atzar que sortiran davant la classe i
exposaran breument les conclusions a les quals ha arribat el seu grup amb referencia a un dels textos.
L'alumne seleccionat no podra exposar el text que tenia assignat a l'inici de I'exercici.
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1.a.4. Els protocols de laboratori

Objectius formatius: Reconeixer els punts clau d'un protocol i entendre’ls, i identificar el material i els apa-
rells necessaris per reproduir-lo posteriorment al laboratori.

Mida dels grups: individual / 3-4 alumnes

$70300.10¥dd

Activitat 5: Durada; 25 min

Primer de manera individual (10 min) contesteu el qlestionari que us fa a mans el professor.
Posteriorment poseu-lo en comu en grups de tres (5 min) i amb tota la classe (10 min).

Activitat 6: Durada; 35 min

De manera individual, llegiu els protocols Mesura del contingut d'antocians (apartat I.b.1), Assaig de ['-
nocul puntual (apartat |.b.2, seccid b) i Activitat polifenoloxidasa (apartat |.b.4) i subratlleu tots els ter-
mes que no s'entenguin o no es coneguin (10 min).

Poseu en comu amb la resta de la classe quins sén els dubtes sobre els protocols (10 min).
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1.b. Sessions experimentals
Preambul

La sessié introductoria ens va servir per definir el
disseny experimental que desenvolupariem per
coneixer la resistencia/sensibilitat de la varietat de
patata Vitelotte a un patogen comd, el bacteri
Pectobacterium carotovorum (Pc, Erwinia carotovora).

Durant aquestes practiques, es desenvolupara el
disseny experimental anteriorment treballat a I'aula.
S'incidira en els conceptes estudiats previament,
com la definicié de la problematica, la hipotesi, les
variables, la replica i els controls. No obstant aixo,
I'objectiu principal se centra a dur a terme els pro-
cediments experimentals encarats a la consecucid i
analisi dels resultats que ens permetran respondre
a la problematica inicial plantejada, per tal de poder
acceptar o rebutjar la nostra hipotesi de treball.

Per abordar la nostra problematica, en aquestes
sessions se seguiran diversos procediments deta-
llats en aquest guid:
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v" Contingut d'antocians a les patates de la varietat
Agata i Vitelotte

v Infeccié amb Erwinia carotovora ssp. atroseptica
— Procediments previs
— Inocul puntual
— Supervivencia cel-lular

v" Observacid histologica del tubercle de patata

v Activitat polifenoloxidasa (PPO) en patates de la
varietat Agata i Vitelotte

Els procediments experimentals estan esquematit-
zats en l'annex 2.a.

A continuacié es detalla la planificacié temporal dels
diversos experiments:
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Activitat Dilluns Dimarts Dimecres Dijous Divendres
Comprensio [-Questionari
disseny
experimental
Contingut -Quantificacio
d’antocians d’antocians
-Obtencio
resultats
Inocul puntual | -Preparar cultiu | -Preparar -Mesura
d’Ecaiaigua |l'inocul d’Eca i extensio
esteérill d’aigua estéril podridura
-Rentar les -Punxar les -Obtencio de
patates patates amb resultats
l'indcul
Supervivéncia | -Preparar cultiu | -Fer discos de |-Assaig tincié
cel-lular d’'Eca i aigua patata vital
el -Incubar disc  [-Obtencié de
-Rentar les patata / paper |resultats
patates filtre inoculat
-Autoclavar
filtres paper
Observacio Observacio i
histologica del descripcié de
tubercle de la les estructures
patata del tubercle
Activitat -Assaig
polifenol- polifenol-
oxidasa oxidasa
-Obtencio de
resultats
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1.b.1.  Contingut d’antocians en les patates de la
varietat Agata i Vitelotte

Els (o antocianines) sén el grup més
important de pigments hidrosolubles visibles per a
I'ull huma. Es troben als vactols de les cel lules
vegetals i proporcionen color rosa, vermell, taron-
ja, blau, morat, violeta i purpura a diferents estruc-
tures vegetals de plantes superiors com flors, fulles,
fruits, tiges i arrels. Els antocians no shan de con-
fondre amb els carotenoides (grocs i vermells), un
grup de pigments vegetals liposolubles també visi-
bles per a I'ull huma.

Les funcions dels antocians a les plantes son multi-
ples, des de la proteccié de la radiacié ultraviolada
fins a l'atraccié d'insectes pol linitzadors. En els
dltims anys l'interes pels antocians s'ha intensificat
perque posseeixen importants propietats terapeu-
tiques i farmacologiques beneficioses per als
humans.

Quimicament, els antocians pertanyen a la familia
dels polifenols i es defineixen com flavonoides
fenolics. SOn antocianidines glicosilades, és a din
estan constituides per una molecula d'antocianidi-
na (I'aglicona) a la qual s'uneix un glicid mitjancant
un enllag B-glucosidic. L'estructura quimica basica
de l'aglicona (antocianidina) és el grup flavili, format
per un anell benzopiré (A) unit a un anell fenilic (B)
(figura I).

modificat de

I Figura 1. Estructura basica de les antocianidines. Extret i
http://www.cq.ufam.edu.br/Experimentos/acai/acai.html

Aquesta estructura basica pot tenir diferents subs-
tituents (R1,R2), els més comuns dels quals son els
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descrits a la taula I. En funcid d'aquests substi-
tuents, i d'altres factors com el pH, el pigment pre-
sentara una coloracid o una altra dins de l'ampli

Nom de SUBSTITUCIO R1 SUBSTITUCIO R2
I’aglicona o

antocianidina

Pelargonidina H H
Cianidina OH

Delfinidina OH OH
Peonidina OCH3 H
Petunidina OCH3 OH
Malvidina OCH3 OCH3

Figura 2. Nom i estructura de les antocianidines més
comunes.

ventall de tonalitats que van des del blau fins al ver-
mell (blau, purpura, violeta, lila, ficsia, etc.).

La combinacié de les antocianidines amb diferents
glicids (els més comuns sén la D-glucosa, L-ram-
nosa, D-galactosa, D-xilosa o D-arabinosa) déna
lloc a una gran varietat d'antocians.

En el nostre cas, la coloracid blavosa de les patates
és donada pel contingut en l'antocia malvidina-3-p-
coumaril-glucosid. Aixi, per determinar el contingut
total d'antocians de les patates ens basarem en la
capacitat d'absorcié d'aquest compost a la regié
visible de l'espectre electromagnéticc. Com que
I'antocia malvidina-3-p-coumarilglucosid  presenta
el seu maxim d'absorcié a una longitud d'ona (A)
de 545 nm, la seva quantificacié es realitzara a
aquesta A.
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| Definicié del problema:

2. Definicié de conceptes:
a.Variable Independent:
b.Variable Dependent:
c. Constants:

d. Grup control:
e. Grup experimental:

3. Formulacié de la hipotesi:

4. Disseny del procediment experimental

En parella (grup) sanalitzara una sola patata. La meitat dels grups de la classe analitzaran patates Agata, i
I'altra meitat, patates Vitelotte. Cada grup fara 'experiment utilitzant tres repliques internes d'una matei-

xa patata, €s a dir; de la mateixa unitat experimental.

Taula 1
Grup Nom i cognom dels Varietat d’estudi Mostrgs per
estudiants del grup analitzar

y Vitelotte 3 repllgues (d’'una
mateixa patata)

° Vitelotte 3 repllgues (d’'una
mateixa patata)

3 Vitelotte 3 reph_ques (d'una
mateixa patata)

4 Vitelotte 3 rephgues (d’'una
mateixa patata)

5 Agata 3 repllgues (d’'una
mateixa patata)

6 Agata 3 repllgues (d’'una
mateixa patata)

; 3 repliques (d’'una
/ Agata mateixa patata)

8 Agata 3 rephgues (d’'una
mateixa patata)

9 Agata 3 repllgues (d’'una
mateixa patata)
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L'assaig que fem servir per determinar el contingut total d'antocians es basa en el metode descrit per
Jansen i Flamme (2006) amb modificacions.

Abans de comencar cal que tingueu clar el disseny experimental i el protocol que fareu servir. Per a més
informacié sobre I'espectrofotometria d'absorcié podeu consultar I'annex 2.c. També cal que localitzeu el
material i els aparells que necessitareu per a la practica.

Material:

« Una patata (v. Agata o Vitellote) * Solucié d'extraccid (8,5 ml de etanol 90% + 1,5
* Foradataps d'l,2 cm de diametre ml de HCI M)

» Tallador * Gel i caixa de porexpan

* Placa petri * Eppendorfs d'l,5 ml

* Pinces * Pipetes i puntes

* Bisturf » Centrifuga eppendorffs

* Tubs de vidre » Cubetes d'espectrofotometria
* Espatula * Gradeta de cubetes

* Guants * Gradeta eppendorffs

* Espectrofotometre e Vortex

Protocol

|. Per cada una de les répliques intermes (consultar disseny del procediment experimental), extraieu
un cilindre de patata amb el foradataps i dipositeu-lo en una placa de petri.

( N /

Aspecte d'un cilindre de patata. Autor: M. Pérez-Garay

2. Sobre la placa de Petri i de manera rapida per evitar I'evaporacié d'aigua, talleu 3 discos de pata-
ta amb el tallador. Comenceu per un dels extrems del cilindre i continueu cap a l'interior; de mane-
ra que un dels discos contindra la pell, el segon el cortex i el tercer el parenquima de reserva
(medul la externa). Tingueu cura de no ferir-vos quan feu servir el tallador!

3. Peseu rapidament els discos de patata (els tres junts) i anoteu-ne el pes.

4. 4.Trossegeu els discos en fraccions molt i molt petites amb el bisturf i transferiu-les a un tub de
vidre amb l'ajuda d'una espatula.
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Aspecte d'un cilindre de patata trossejat. Autor: M. Pérez-Garay

5. Afegiu al tub 2 ml de la solucié d'extraccid, tapeu-lo amb parafilm, agiteu-lo amb el vortex i dei-
xeu incubar en gel durant | h. Cada |5 min cal que agiteu amb el vortex.

6. Transferiu |,2 ml del sobrenedant a un tub d'Eppendorf d'l,5 ml (amb micropipeta) procurant no
emportar-vos sediment i centrifugueu 5 min a 13.000 rpm. Recordeu equilibrar la centrifuga

7. Recolliu | ml de sobrenedant a un nou tub d'Eppendorf d'l,5 ml sense emportar-vos sediment. Es
molt important no emportar-vos sediment ja que s'obtindria una solucié terbola que interferiria
en la lectura de I'absorbancia.

8. Si la patata és de la varietat Vitelotte:

a. Prepareu el blanc d'espectrofotometria amb | ml de solucié d'extraccid.

b. Prepareu una dilucié 1/40 de l'extracte de patata i afegiu | ml d'aquesta a la cubeta d'es-
pectrofotometria.

c. Mesureu l'absorbancia a A = 545 nm

9. Si la patata és blanca:
a. Prepareu el blanc d'espectrofotometria amb | ml de solucié d'extraccid.
b. Afegiu | ml de I'extracte de patata a la cubeta d'espectrofotometria.

c. Mesureu l'absorbancia a A = 545 n
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|.Varietat i nombre de mostres analitzades i registre d'incidencies:

2.Valors d'absorbancia i pesos obtinguts:

Taula 2

Varietat

Reéplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Unitats d’absorbancia
(A = 545 nm)

Pes fresc (g)

3. Per cada mostra, calculeu la quantitat d'antocians per kg de pes fresc de patata (mg antocians kg-1 pata-
ta) a partir dels valors de la taula i dels que es mostren a continuacié. Escriviu el vostre resultat a la taula.

» Coeficient d'extincid molar (g) de la malvidina-3-p-coumaril-glucosid =
3,02 x 104 UA.M" cm (consulteu 'annex 2.c.)

* Pes molecular (PM) de la malvidina-3-p-coumaril-glucosid = 718,5 g mol!

* Volum de tampd d'extraccid =

* Dilucid de l'extracte =

Taula 3
Varietat Valors estadistics
L. L L. i Desviacio
Reéplica 1 Reéplica 2 Reéplica 3 Mitjana estandard

quantitat d’antocians
(mg antocians kg-
fresc patata)
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I. Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 4
Contingut d’antocians (mg antocians kg-1 fresc patata)
De cada patata De cada varietat
';:_‘l:: Varietat Mitjana E;z\:‘i:::z Mitjana E:tsé‘::::-g
1 Vitelotte
2 Vitelotte
3 Vitelotte
4 Vitelotte
5 Agata
6 Agata
7 Agata
8 Agata
9 Agata

2. Representacio grafica dels resultats de I'experiment:

a. Les dades obtingudes responen al problema plantejat? Justifiqueu la resposta.

b. S’ha confirmat la hipotesi de partida? Justifiqueu la resposta.
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1.b.2. Infeccié amb Erwinia carotovora ssp. atrosep-
tica (Eca) (Pectobacterium atrosepticum)

El sol és un ecosistema que conté una gran quanti-
tat de microorganismes com bacteris i fongs. Dins
d'aquests microorganismes del sol s'hi troben pato-
gens de la patata, com els bacteris de l'especie
Erwinia carotovora. Les patates, com que sén tuber-
cles que han crescut dins el sol, presenten a la seva
superficie una gran quantitat d'aquests microorga-
nismes.

és un bacteri gramnegatiu anae-
robic facultatiu que actua en climes temperats. La
infeccid per aquest bacteri provoca la
del tubercle de patata. Al camp, si la infeccié no
es controla o bé es planten tubercles infectats per
obtenir el conreu seglient, Erwinia carotovora s'estén
cap a la part aéria i podreix i panseix tota la planta,
la qual cosa provoca el que sanomena el

Erwinia carotovora es classifica com a patogen vege-
tal ja que capacos de

de les cel-lules
vegetals, alliberarne el contingut i avancar dins el
teixit. Aquest procés inicialment produeix la mace-
racié del teixit, el qual acabara podrint-se i donant
lloc a la podridura tova de la patata. No obstant
aixo, els enzims bacterians secretats no poden
degradar les parets cel-lulars que s'han engruixit per
deposiciéd dels biopolimers lignina o suberina.
Aquest és el cas de la pell suberosa de la patata, la
qual actuara de barrera protectora per a I'entrada
de patogens. D'aquesta manera, Erwinia carotovora,
per accedir a la part carnosa de la patata, principal-
ment ho fara a través de les ferides de la pell, pero
també per les lenticel-les.* Les ferides a la patata es
produeixen basicament durant I'emmagatzematge,
ja que és en aquest moment, acabades de collir del
camp, quan la pell no ha adquirit encara les propie-
tats fisicoquimiques necessaries per fer-se resistent
a l'abrasié. Aleshores, les condicions d'infeccid per
part d'Erwinia carotovora seran les més propicies, i
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més quan I'emmagatzematge es doni en condicions
d’humitat elevada i poca ventilacid, cosa que facilita
les condicions d'anaerobiosi necessaries per al crei-
xement rapid del bacteri. Tant és aixi que les per-
dues econdmiques més importants per I'efecte d'a-
quest patogen es produeixen durant I'emmagatze-
matge dels tubercles, i poden arribar a perdues de
produccié de fins al 100% i de milions d'euros.

Per avaluar la resisténcia de les patates a la infeccié
per Erwinia carotovora utilitzarem la soca Erwinia
carotovora ssp. atroseptica (Eca), també coneguda
com Pectobacterium atrosepticum. Tot i que hi ha
diversos métodes per estudiar la resistencia de la
patata a Eca, en el nostre cas tindrem en compte
que Eca no pot travessar la pell i per aixo infecta-
rem directament el teixit parenquimatic de la pata-
ta (com si s'hi accedis a través d'una ferida). La nos-
tra intencid sera infectar les patates amb una con-
centracié d'inocul d'Eca coneguda i constant. Per
aixo, per evitar que els bacteris i fongs propis del sol
(especialment Eca) participin en aquesta infeccid |
ens emmascarin els resultats, caldra desinfectar pre-
viament les patates. Els metodes que utilitzarem
seran:

- per avaluar la capacitat de la pata-
ta per frenar I'extensié de la maceracié del teixit
(podridura).

- per avaluar la
resistencia de les parets cel"lulars a ser degradades.

Cada un d'aquests assajos requereix uns procedi-
ments previs comuns que consten del rentat de les
patates i de la preparacié de l'inocul, els quals estan
explicats a I'apartat a (procediments previs). El des-
envolupament especific de l'inocul puntual i I'assaig
de la supervivéncia cel-lular es presenten als apar-
tats corresponents b i ¢ (inocul puntual i supervi-
vencia cel-lular, respectivament), cada un d'ells amb
el seu disseny experimental propi.

* Jenticel-la: conducte de teixit suberds lax o no suberificat
(depenent de l'especie) pel qual és possible el bescanvi de
gasos entre I'atmosfera i els teixits interns.
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a. Procediments previs

El procediment utilitzat es basa en els metodes descrits per Austin i col-laboradors (1988), Zimnoch-
Guzowska i col laboradors (2000) i Jansky i Rouse (2003) amb modificacions.

Abans de comencar cal que tingueu clar el disseny experimental dels assajos associats a aquests proce-
diments previs (inocul puntual i supervivencia cel-lular) i el protocol que fareu servir També cal que loca-
litzeu el material i els aparells que necessitareu per a la practica.

Rentat de les patates
Material:

* Patates (v. Agata o v.Vitelotte)

* Sabd rentaplats

* Dues galledes

* Solucié d'hipoclorit sodic comercial al 0,5%
» Paper de cel fulosa

* Vaporitzador amb alcohol 70%

* Guants

Protocol:
Aquest protocol es dura a terme conjuntament amb tota la classe. Cal rentar les patates necessaries per

fer els assajos de I'inocul puntual i de supervivencia cellular La nostra classe consta de alum-
nes. El nombre de patates que rentem de la varietat Vitelotte és i de la varietat Agata és

I. Utilitzant un recipient (galleda) suficientment gran per a cada varietat, feu els rentats de les patates
seglents:

a) aigua de l'aixeta i sabd vigilant de NO masegar-les.

b) aigua de l'aixeta per esbandirles.

¢) solucié d'hipoclorit sodic comercial al 0,5% (el lleixiu comercial sol estar al voltant del 5%) durant
40 min.

d) aigua de l'aixeta.

2. Poseu les patates sobre un paper de cellulosa i vaporitzeu-les amb una solucié d'alcohol 70%.
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3. Deixeu-les assecar abans d'utilitzar-les (es poden deixar tota la nit).

Preparacié de l'indcul

Material:

» Cultiu solid d'Eca

* 2 tubs de cultiv amb [0 ml de brou nutritiu
* Nansa de Kolle

* Incubadora a 26°C

* Bec de Bunsen

* Encenedor

» Tubs d'Eppendorf 2 ml esterils

» Centrifuga d'Eppendorf

» Aigua de l'aixeta autoclavada (esteril)

* Espectrofotometre

Protocol:

residus biologics.

|. Creixement d'Eca en brou nutritiu.

seglent:

¢) Elimineu el sobrenedant per abocament.

d) Repetiu el pas a, b i ¢ dues vegades més.

b) Incubeu a 26°C durant tota la nit (overnight).

Cubetes d'espectrofotometria

2 tubs de Falcon de 50 ml

Caixa de puntes blaves esteril
Caixa de puntes grogues esteril
Contenidor de residus biologics
Joc de micropipetes

Gradeta tubs d'Eppendorf
Gradeta tubs de Falcon de 50 ml
Gradeta de cubetes

Aquest protocol el dura a terme cada parella d'alumnes (grup). Shan de mantenir les condicions esterils!
Tot el material que hagi estat en contacte amb el bacteri Eca sha d'abocar en recipients especials per a

a) Amb una nansa de Kolle, piqueu 2 colonies d'Eca préviament crescudes en agar nutritiu i inoculeu-
les en un tub de cultiu amb 10 ml de brou nutritiu préviament preparat (annex 2.b.). Feu un control
negatiu per assegurar que es treballa en condicions esterils adequades.

2. Preparacié de I'inocul (condicions estérils). Caldra preparar els inoculs per dur a terme els assajos de
I'inocul puntual i la supervivencia cel -lular cadascun d'ells amb la concentracié bacteriana adequada. No
obstant aixo, per a ambdds assajos partirem d'un indcul mare o stock que es prepara seguint I'esquema

a) Poseu 1,9 ml de cultiu liquid d'Eca en un tub d'Eppendorf de 2 ml esteril.

b) Centrifugueu durant | min en una centrifuga de sobretaula a les maximes revolucions.

e) Resuspeneu el sediment amb 1,5 ml d'aigua de l'aixeta esteril.

f) Centrifugueu durant | min en una centrifuga de sobretaula amb les maximes revolucions.
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g) Elimineu el sobrenedant per abocament.
h) Resuspeneu el sediment amb 1,9 ml d'aigua de l'aixeta esteril.

i) Amb una punta esteril, prepareu 800 pl d'una dilucié /4 a un tub d’Eppendort.

SIN3NIA300dd

J) Pipetegeu els 800 pl en una cubeta de plastic d'espectrofotometria. Prepareu també el blanc d'es-
pectrofotometria.

k) Mesureu la turbiditat a A = 530 nm.

) Prepareu els inoculs i els blancs per poder dur a terme l'indcul puntual i I'assaig de la supervivéncia.
Recordeu fer-ho en condicions esterils.
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|.Valor d'absorbancia obtingut (A = 530 nm):

2. Utilitzant aquest valor d'absorbancia i seguint la relacid proporcional que se us mostra a continuacid,
mesureu la concentracié cel {ular de l'indcul mare o stock:

0,8 UA; —s300m = 5 x 10% cfu ml”

3. Busqueu la informacié dels inoculs que cal preparar en els diferents protocols i feu els calculs necessa-
ris per obtenir-los a la concentracié adequada amb aigua de l'aixeta estéril. Una vegada calculat, prepareu
els indculs i els blancs.

Taula 5

Experiments

Inocul puntual Supervivencia cel-lular

Concentracié adequada (concentracio final)

Volum necessari (volum final)

Volum d’inocul mare (volum inicial)
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b. Inocul puntual
Disseny experimental

|. Definicié del problema:

2. Definicié de conceptes:
a.Variable independent:
b.Variable dependent:
c. Constants:
d. Grup control:
e. Grup experimental:
f. Control negatiu de I'experiment:

3. Formulacié de la hipotesi:

4. Disseny del procediment experimental:

Cada alumne/a analitzara una patata de tal manera que cada grup (parella d'alumnes) analitzara una pata-
ta de la varietat Vitelotte i una de la varietat Agata. Dins de cada unitat experimental es faran tres répli-
ques internes, és a dir; dins de la mateixa patata, inoculades amb Eca, i tres répliques internes inoculades
amb aigua (control negatiu).
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Taula 6
Grup r:;r: dii:r?tgsn::I‘ ;::: xz':f:l?jti Répliques analitzades
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
1 Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
? Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
° Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
‘ Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
° Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
° Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’una mateixa patata)
! Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
° Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
Vitelotte | 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
° Agata 6 (3 Eca + 3 aigua d’'una mateixa patata)
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El procediment utilitzat per a I'assaig de I'inocul puntual es basa en els métodes descrits per Elphinstone
(1987), Austin i col laboradors (1988), Zimnoch-Guzowska i col laboradors (2000) i Jansky i Rouse
(2003) amb modificacions.

Abans de comencar cal que tingueu clar el disseny experimental i el protocol que fareu servir. Per a més
informacié sobre ['espectrofotometria d'absorcié podeu consultar I'annex 2.c. També cal que localitzeu el
material i els aparells que necessitareu per a la practica.

Matenial:

« Patates (v. Agata o v.Vitelotte) * Caixes de plastic amb tapa

e Inocul dEca a7 x 108 cfu ml-1 * Peu de rei

e Inocul control * Placa de Petri reutilitzada

* Bec de Bunsen » Caixa de cartrd gran

* Encenedor *  Ganivet

» Caixes de puntes grogues esterils * Llapis

+ Micropipeta per 10 1l volum * Cullera

*  Gomets * Contenidor de residus biologics
* Paper de laboratori * Gradeta de tubs d’Eppendorf
Protocol:

S’han de mantenir les condicions estérils! Tot el material que hagi estat en contacte amb el bacteri Eca
s’ha d'abocar en recipients especials per a residus biologics.

I. Disposeu de 100 pl d'un inocul dEcaa | x 10 cfu ml' en aigua de l'aixeta estéril que heu de man-
tenir en condicions estérils durant tot el procés (procediments previs).

2. Disposeu de patates préviament desinfectades (procediments previs).

3.Infecteu les patates amb 3 indculs d'Eca i 3 inoculs d'aigua de l'aixeta esteril (control) seguint dues fran-
ges i intentant intercalar els dos tipus d'inocul tal com es mostra:

patata

O indcul control

indcul Eca

Esquema de la situacié dels indculs a la patata. Autor: O. Serra

a) Pipetegeu 10 pl de I'inocul préviament agitat amb una punta groga estéril.
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b) Punxeu la patata enfonsant la punta uns 2-4 mm de fondaria.
c) Allibereu l'indcul.
d) Traieu la punta de dins la patata i llenceu-la al contenidor de residus adequat.

e) Repetiu el pas amb les punxades que resten. Després de fer les punxades control enganxeu un
gomet a sobre del foradet per discernir entre inoculs control i Eca. No retoleu el gomet!

4. Embolcalleu les patates amb paper de laboratori completament humit tenint cura que els gomets no
caiguin. Traieu 'excés d'aigua exprimint suaument I'embolcall.

5. Poseu les patates embolcallades a dins una caixa de plastic amb paper humit al fons. Per identificar les
patates de cada grup, retoleu un trosset de paper amb llapis i situeu-lo a sobre/sota dels embolcalls.
Tanqueu la caixa i incubeu-ho durant 72 h a temperatura ambient i en la foscor (dins una caixa de car-
tré per exemple).

Passades les 72 h

6. Desemboliqueu les patates i talleu-les amb un ganivet pels punts d'indculs tal com es mostra:

Esquema del tall. Autor: O. Serra

En cas que els punts d'indcul no haguessin quedat en una mateixa linia de tall, talleu de la manera
seglent:

Esquema del tall. Autor: O. Serra

7. amb una cullera de postres el macerat corresponent als inoculs d'Eca i control i poseu-lo en una placa
de Petri reutilitzada. Controleu sempre els foradets amb gomet corresponent als inoculs control.

8. Mesureu amb un peu de rei el diametre maxim de I'extensié de la podridura per cada inocul.
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| Varietat i nombre de mostres analitzades i registre d'incidencies:

2.Apunteu els valors dels diametres de les punxades obtinguts pel grup i calculeu-ne els parametres esta-

distics:
Taula 7
Varietat Agata, punxades control (mm)
i Desviacio
Valors Mitjana estandard
1
2
3
Taula 8
Varietat Agata, punxades Eca (mm)
Valors Valors - mitjana Mitjana Desymcw
control estandard
1
2
3
Taula 9
Varietat Vitelotte, punxades control (mm)
i Desviacio
Valors Mitjana estandard
1
2
&
Taula 10
Varietat Vitelotte, punxades Eca (mm)
Valors Valors - mitjana Mitjana De§V|aC|o
control estandard
1
2
3
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Taula 11
Agata: extensio de la podridura per efecte d’Eca (mm)
De cada patata De la varietat
Num. Mitjana De§viaci6 Mitjana De§viaci6
grup estandard estandard
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Taula 12
Vitelotte: extensié de la podridura per efecte d’Eca (mm)
De cada patata De la varietat
Nuam. Mitjana Desyiacié Mitjana Desyiacié
grup estandard estandard
1
2
3
4
5
6
7
8
9
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2. Representacié grafica dels resultats de I'experiment:

$va019 S1v11NS3y

Discussi6 i conclusions
a. Les dades obtingudes responen al problema plantejat? Justifiqueu la resposta.

b. S’ha confirmat la hipotesi de partida? Justifiqueu la resposta.
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c. Supervivéncia cel-lular
Disseny experimental

|. Definicid del problema:

2. Definicié de conceptes:

a.Variable independent:

ANALISI DE DISSENY EXPERIMENTALS

b.Variable dependent:

c. Constants:

d. Grup control:

e. Grup experimental:

f. Control negatiu de I'experiment:

3. Formulacié de la hipotesi:

4, Disseny del procediment experimental:

Cada alumne/a analitzara una patata de tal manera que cada grup (parella d'alumnes) analitzara una pata-
ta de la varietat Vitelotte i una de la varietat Agata. Per cada unitat experimental no es faran répliques
internes, perod si que es fara un control negatiu, el qual consistira a inocular aigua en comptes d'Eca. Tot |
que per a cada analisi s'utilitzaran 3 discos de medul-la interna, aquests no es poden considerar repliques
ja gue no s'analitzaran per separat.
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Taula 13
Grup ::tr: dii:r?tgs n::: ;::I: (\’I,ae:f:zti Mostres a analitzar
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
1 Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
? Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
° Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
‘ Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
> Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
° Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
! Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
° Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
Vitelotte 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
° Agata 2 (Eca i aigua en una mateixa patata)
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El procediment utilitzat per a l'assaig de la supervivéncia cel-lular a través de la tincié amb un colorant
vital (vermell neutre) es basa en el metode descrit per Wegener (2002) amb modificacions.

Abans de comencar cal que tingueu clar el disseny experimental i el protocol que fareu servir. Per a més
informacié sobre I'espectrofotometria d'absorcié podeu consultar I'annex 2.c. També cal que localitzeu el
material i els aparells que necessitareu per a la practica.

Material:

(per grup)

* Patates (I Agata i | Vitelotte) * 4 tubs de Falcon de 50 ml reutilitzables

* 30 ml d'inocul dEca a 5 x 10° cfu ml" *  Aigua milli-Q autoclavada

* 30 ml d'inocul control * Solucié de vermell neutre 50 mg I'' dissolta en
¢ Bec de Bunsen 0,2 M de tamp¢ fosfat pH 7,5; 0,8 M KNO;
* Encenedor » FEtanol 96%

* 4 papers de filtre de 6 x 6 cm? + Adid sulfuric (H,SO,) 0,02 N

* 4 plaques de Petri esterils *  Espectrofotometre

* Tallador . * 8 cubetes d'espectrofotometria

* Retolador de vidre + Gradeta de tubs de Falcon de 50 ml

* Foradataps d'l,2 cm diametre + Gradeta per a cubetes

* Parafim + Contenidor de residus biologics

* Pinces * Recipient amb alcohol per flamejar les pinces
* Contenidor de residus biologics o Cronometre

* Incubadora a 22°C * Proveta de 50 ml

* Agitador orbital * Paper de plata

Protocol:

S’han de mantenir les condicions esterils! Tot el material que hagi estat en contacte amb el bacteri Eca
s’ha d'abocar en recipients especials per a residus biologics.

En parella:
|. Disposeu de patates préviament desinfectades (procediments previs).
2. Disposeu de 30 ml d'un inocul d'Eca a 5 x 10° cfu ml" en aigua de l'aixeta esteril i del seu control
pertinent (30 ml d'aigua de l'aixeta estéril), els quals heu de mantenir en condicions esterils durant tot
el procés (procediments previs).
3. Flamegeu les pinces per esterilitzar-les. Utilitzeu-les per disposar en una placa de Petri estéril pre-

viament retolada dos papers de filtre de 6 x 6 cm?. Tot seguit, aboqueu-hi els 30 ml de l'inocul con-
trol (aigua esteril).
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4. Repetiu el pas 3 en una nova placa pero afegint-hi 30 ml d'inocul d’Eca.

5.Amb les pinces esterils agafeu un dels papers submergits en I'indcul control, deixeu que perdi I'ex-
cés de liquid i poseu-lo dins una nova placa de Petri préviament retolada amb el ndm. de grup, el tipus
d'inocul i la data. Recordeu de tancar les plaques.

6. Repetiu el pas 5 en una nova placa perd amb l'inocul d'Eca.

Cada membre de la parella treballara, si pot ser alhora, amb una varietat de patata diferent seguint el
protocol seglient.

7.Amb l'ajuda d'un foradataps d'l,2 cm de diametre, extreu el cilindre medul {ar d'una patata de la
varietat amb la qual treballis.

8. De manera rapida perd curosa utilitza el tallador format per la doble fulla d'afaitar per tallar 6 dis-
cos de patata (faran uns 2 mm) evitant els extrems finals (descarta la pela). Ajuda't amb les pinces

preéviament flamejades.

9. Dels 6 discos obtinguts, colloca'n 3 en cada placa de Petri preparada en els punts 5 i 6.

La suma del treball individual dels dos membres del grup donara que a cada placa de Petri hi haura 6 dis-
cos, 3 de Vitelotte i 3 d'Agata, tal com es mostra a I'esquema seglient:

@

o
., 0%,
o %0
inocul Eca
— = @
—
0"
inocul aigua

Esquema del procediment. Autor: O. Serra

En parella:

10.Amb les pinces esteérils agafeu el paper que esta submergit en I'inocul control, deixeu que perdi 'ex-
cés de liquid i colloqueu-lo dins la placa de Petri corresponent tapant els discos de patata. Assegureu-
vos que la superficie dels discos esta en contacte per les dues cares amb els papers inoculats.

I'l. Repetiu el pas |0 pero amb la placa de Petri corresponent a l'inocul Eca.

I2. Amb cura per no desplacar els discos, segelleu les plaques de Petri amb parafilm i emboliqueu-les
amb paper de plata (foscor).

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs




CAPITOL II. ESTUDI MANIPULATIU

Autors: Olga Serra, Silvia Barrabés i Marta Pérez-Garay

3. Incubeu-les tota la nit (16 h) a 22°C.
Passades les |6 h feu la tincié vital amb vermell neutre.

A partir d'aqui es pot treballar en condicions NO estérils. Cada membre del grup treballara individual-
ment amb una varietat de patata.

| 4. Recupereu les plaques de Petri incubades durant la nit corresponents al vostre grup.

I5. Per a la teva varietat de treball, col'loca els discos de patata que hagin estat en Eca o control en
tubs de Falcon de 50 ml diferents, préviament retolats amb el ndim. del teu grup, el nom de la varie-
tat elegida i el tipus d'inocul (aigua o Eca). Aixo implica que cada membre del grup treballi amb 2 tubs.

| 6. Afegeix-hi 20 ml d'aigua i deixa-ho 60 min en agitacié horitzontal suau.

|7.Treu 'aigua per abocament i afegeix-hi |5 ml d'una solucié de vermell neutre. Deixa-ho que es
tenyeixi 90 min en agitacié horitzontal suau.

I8. Recupera el colorant per abocament i renta els discos amb 20 ml d'aigua per eliminar I'excés de
colorant.

9. Treu l'aigua per abocament i renta novament amb 20 ml d'aigua.

20.Treu l'aigua per abocament i afegeix-hi |0 ml d'etanol 96% per extreure el colorant. Deixa-ho |5
minuts en agitacié horitzontal suau.

21. Recupera l'extracte de colorant en un tub préviament retolat (nim. de grup, nom de la varietat
elegida i tipus d'inocul).

22. Afegeix als discos de patata 10 ml més d'etanol 96% com a segona extraccié del colorant. Deixa-
ho I5 minuts en agitacié horitzontal suau.

23. Recupera el 2n extracte de colorant en el mateix tub del punt 21 i afegeix-hi 30 ml d'acid sulfu-
ric (H,SO,) 0,02 N.

En grup:

24. Per tal de mesurar I'absorbancia de I'extracte, afegiu en una cubeta | ml de blanc d'espectrofoto-
metria amb les mateixes proporcions de solvents que té la mostra - etanol 96%: H,50, 0,02 N (2:3).

25. Prepareu les 4 cubetes de les vostres mostres amb | ml d'extracte de colorant.

26. Mesureu l'absorbancia a A = 535 nm.
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| Varietat i nombre de mostres analitzades, i registre d'incidencies:

2. Apunta els valors d'absorbancia obtinguts a A = 535 nm.

Taula 14
Absorbancia A = 535 nm
Eca control
Agata
Vitelotte

3. Les mostres inoculades amb el control es considera el 100% de viabilitat. D'aquesta manera estima el
percentatge de supervivencia de les varietats Agata i Vitelotte del teu grup i anota'l a la taula de resul-

tats.
Taula 15

% supervivéncia

Agata

Vitelotte
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I. Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 16
Agata: % supervivéncia
De cada patata De la varietat
Num. Valors supervivéncia Mitjana Des‘viacié
grup (%) estandard
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Taula 17
Vitelotte: % supervivéncia
De cada patata De la varietat
Nam. Valors supervivéncia Mitjana De§viaci6
grup (%) estandard
1
2
3
4
5
6
7
8
9




CAPITOL Il. ESTUDI MANIPULATIU

Autors: Olga Serra, Silvia Barrabés i Marta Pérez-Garay

2. Representacié grafica dels resultats de I'experiment:

$1va019 S11nsS3y

Discussi6 i conclusions
a. Les dades obtingudes responen al problema plantejat? Justifiqueu la resposta.

b. S'’ha confirmat la hipotesi de partida? Justifiqueu la resposta.
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1.b.3. Observacio al microscopi optic de la morfolo-
gia del tubercle de patata

El tubercle de patata (Solanum tuberosum) és un
organ de reserva que es forma per l'engruiximent
de I'extrem lliure d'un estold o tija subterrania. Es
tracta d'un organ polaritzat ja que se'n poden dis-
tingir dos pols: el pol apical, que conté el meriste-
ma primari i és per on es donara el creixement, i el
pol basal, situat al costat de la tija de I'estold. Com
que s'origina d'una tija subterrania, el tubercle pre-
senta gemmes amb fulles avortades (o escames),
també conegudes com els ulls del tubercle.
D'aquests ulls és d'on passat un temps de repos es
desenvoluparan els nous brots que donaran lloc a
la nova planta. La forma del tubercle sol ser arro-
donida o ovalada.

El tubercle de la patata té simetria radial. En seccid,
s'’hi diferencien diferents tipus de teixit de l'interior
a l'exterior: la medul-la interna i externa, el cortex,
I'anell vascular i el periderma (que conté la pell)
(figura 3). El teixit que fa la funcié de reserva de
nutrients i que acumula una gran quantitat de midé
contingut en amiloplasts es troba principalment a la
medul-la externa i per aixo també se'l coneix com
a parenquima de reserva. No obstant aixo, el cor-
tex i la medul-la interna també contenen midd. El
periderma de la patata és un teixit secundari que

Periderma

Tija estolo ") Cortex

r>»0—-9>»r07v

Medul-la
externa

Cilindre vascular

Figura 3. Seccid longitudinal d’un tubercle de patata mos-
trant la disposicio dels teixits. Modificat de: Pujol (2001)
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Figura 4. Secci6 transversal d’un tubercle de patata vist
amb el microscopi electronic de rastreig. S’hi mostra el
periderma del tubercle, en el qual es distingeixen de fora
cap endins: el fellema, el fellogen i la fel-loderma. Més
internament s’hi observa ja el teixit parenquimatic del cor-
tex, el qual conté granuls de midé (fletxa). Extret de Lulai
i Freeman (2001).

confereix proteccié contra la deshidratacié i I'atac
de patogens (figura 4). El periderma consta de:

— Fel-logen: meristema secundari format per una o
dues capes de cellules meristematiques que exter-
nament originara el fellogen i internament, la
fel-loderma.

— Fellema: equivalent a la pell de la patata. Sén 6-
|0 capes de cellules que acumulen suberina a la
seva paret cel-lular; un biopolimer format per com-
postos derivats d'acids grassos i compostos fenolics.
El fellema és el responsable de la capacitat protec-
tora del periderma.

— Felloderma: 0-2 capes de cel-lules parenquimati-
ques no sempre presents.

El blau de toluidina és un colorant cationic que ten-
yeix, a través de la unid mitjancant un enllag ionic
amb grups carregats negativament, determinades
estructures, com granuls secretors, fibres proteiques
i cel-lulosiques i acids nucleics. El tipus de coloracié
que s'obté després de tenyir amb blau de toluidina
serveix per aportar una visié global de I'estructura
del teixit per tal de poder fer-ne un diagnostic his-
tologic.
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Abans de comencar cal que tingueu clar les parts i el maneig del microscopi (annex 2.e.). Cal que loca-
litzeu el material que necessitareu.

Matenial:

Preparacié muntada de tall transversal de patata (fragment) tenyida amb blau de toluidina.
* Microscopi Optic.

* Paper de lents per netejar les lents del microscopi en cas que fes falta.

* Solucié organica d'etanol al 70% per netejar les preparacions en cas que fes falta.

Protocol:

Per utilitzar el microscopi, seguiu els passos seglients:

I. Col-loqueu el microscopi davant vostre per treballar amb comoditat i agafeu-lo pel brag.

2. Localitzeu totes les parts del microscopi per poder fer una bona observacid, incloent-hi el condensa-
dor; que inicialment deixarem en la posicid més alta possible (només microscopis amb condensador
mobil).

3. Assegureu-vos que l'interruptor esta apagat i que el potenciometre que regula la intensitat de la llum
esta al minim. Connecteu el microscopi al corrent eléctric. Després enceneu el microscopi i augmenteu
la llum a la potencia desitjada.

4. Mireu la preparacié a contrallum i localitzeu la mostra.

5.Abaixeu la platina i col-loqueu la preparacié centrant la mostra amb els comandaments de la platina.

6. Assegureu-vos que treballeu amb l'objectiu de menor augment (4x) i, mirant per fora els oculars i utilit-
zant el cargol macrometric, apugeu la platina fins tant a prop de l'objectiu com sigui possible sense tocar-lo.

7.Ajusteu els oculars a la distancia interpupil -lar per veure la imatge simultaniament amb els dos ulls.

8. Abaixant la platina amb I'ajuda del cargol macro/micrometric, enfoqueu la mostra. No apugeu MAI la
platina mirant pels oculars ja que podrieu trencar la preparacid! Sempre I'heu d'apujar mirant per fora.

9. Ajusteu el diafragma i condensador per regular I'entrada de llum.

10. Una vegada hagiu observat la preparacid a menys augment, canvieu a un objectiu de més augment
(10x) girant el revolver i mirant per fora per evitar que l'objectiu col-lideixi amb la platina.
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I 1. Ajusteu I'enfocament amb el cargol micromeétric sempre allunyant 'objectiu de la platina.
|2. Repetiu els passos 101 | | en cas de voler augmentar a un objectiu més gran. L'objectiu de més aug-
ment (100x) funciona amb oli d'immersid, per la qual cosa no es pot usar en sec. Per al diagndstic histo-

Iogic no I'utilitzarem.

I3. Un cop s'’ha acabat l'observacié, gireu el revolver d'objectius en el sentit invers, cap a l'objectiu de
menys augment, i deseu la preparacid.

[ 4. El microscopi es deixa amb I'objectiu de menys augment posat i amb la platina a la part més baixa.
Per tal d'evitar fondre la bombeta, abans d'apagar el microscopi s’ha d'abaixar la intensitat de llum al
minim. Desendolleu el microscopi i protegiu-lo de la pols cobrint-lo amb la funda.

Recordatoris:

— Les preparacions son molt valuoses, per la qual cosa n'heu de tenir cura en tot moment.

— En cas de no estar observant la mostra durant una estona abaixeu la intensitat de la llum.

— Si detecteu bruticia al sistema de lents del microscopi (objectius i oculars), s’ha de netejar amb paper
de lents per evitar ratllades. No s’ha d'utilitzar mai etanol per netejar les lents ja que les gomes es resse-

quen i es malmet I'objectiu.

— Per netejar les preparacions de ditades useu etanol al 70% (no l'utilitzeu mai per netejar el microsco-
pillh).
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Observacié realitzada:

I Informacié de la preparacié observada:

IN3WId3O0ud

2. Dibuix interpretatiu de la preparacié correctament retolat:
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1.b.4. Activitat polifenoloxidasa (PPO) en patates de
la varietat Agata i Vitelotte

Les polifenoloxidases (PPO), també conegudes
com tirosinases, sén enzims amb capacitat d'inserir
un grup hidroxil en la posicid —orto (carboni adja-
cent) d'un grup hidroxil d'un anell aromatic i donar
lloc a un difenol, el qual també sera oxidat per la
PPO per donar lloc a la quinona corresponent.
Durant la reaccié s'utilitza oxigen molecular (figura
5). La PPO té una distribucié gairebé universal ja
que es troba en animals, plantes, fongs i bacteris.
Especialment en plantes i bacteris la seva funcié és
desconeguda.

L'activitat PPO s’ha relacionat amb els primers esta-
dis de la defensa de les plantes contra els patogens.
No obstant aixo, encara es desconeix el mecanisme
d'accié pel qual s'activa aquesta defensa i si aquest
esta relacionat directament o indirectament amb
I'activitat PPO (produccié de quinones). A més de
la induccid per l'accié de patogens bacterians, I'acti-
vitat PPO també s'incrementa per I'atac d’herbivors
i per ferida.

En la patata, quan es produeix una ferida, ja sigui per
I'accié mecanica o per la infeccid d'un patogen, les
cel lules es trenquen i alliberen grans quantitats
de fenols solubles com la tirosina i I'acid clorogenic.
A més, també s'alliberen PPO que catalitzen I'oxida-
cié de tots aquests fenols alliberats. Sén aquests
compostos els que donen les coloracions marrono-
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ses (indicador d'oxidacid) dels teixits vegetals. Es
creu que els fenols i els fenols oxidats:

i) inhibeixen el creixement del bacteri Erwinia caro-
tovora de la mateixa manera que inhibeixen I'activi-
tat dels seus enzims, que degraden la paret
cel -lular

i) funcionen com a precursors en la sintesi de la lig-
nina i la suberina, ambdds polimers involucrats en
I'enduriment de la paret cellular, per tal de crear
barreres fisiques capaces de bloquejar completa-
ment l'extensid dels bacteris. No obstant aixo, no
es pot oblidar que els bacteris també poden tenir
capacitat per inhibir i revertir I'oxidacié de fenols,
sobretot quan la quantitat de bacteris és alta.

Per quantificar I'activitat enzimatica d'un enzim d'un
extracte proteic cal fer el seguiment de la cinética
de formacié de producte a partir del substrat al
llarg del temps d'incubacié. En el nostre cas testa-
rem l'activitat PPO al cortex de la patata a través
d'una cinética enzimatica, en la qual avaluarem la
conversié del difenol catecol (substrat) a benzoqui-
nona (producte) al llarg de 20 segons. A través de
I'espectrofotometria mesurarem la benzoquinona
que es forma durant aquest periode de temps, ja
que aquesta molécula és un cromofor que presen-
ta el maxim d'absorbancia a 526 nm. Per obtenir un
bon valor comparable entre mostres, és molt
important que la cinética sigui lineal. Es a dir;, que la
taxa de formacié de producte al llarg del temps
sigui constant.

OH OH

'PPO OH

Fenol Difenol

+ /50,

8]
FFO O
— | + 1H,0
~
Quinona

l Figura 5. Reaccio catalitzada per la PPO.
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Disseny experimental de I'assaig d’activitat PPO

| Definicié del problema:

2. Definicié de conceptes:
a.Variable independent:

b.Variable dependent:

STVININIRIdX3 ANISSIA 34 ISITYNV

c. Constants:
d. Grup control:
e. Grup experimental:

3. Formulacié de la hipotesi:

4. Disseny del procediment experimental:

En parella (grup) sanalitzara una sola patata. La meitat dels grups de la classe analitzaran patates Agata i
I'altra meitat, patates Vitelotte. Cada grup fara I'experiment utilitzant tres repliques internes d'una matei-
xa patata, és a dir, de la mateixa unitat experimental.
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Taula 18
Grup Nom i cognom dels Varietat d’estudi preulag
estudiants del grup analitzar
. 3 répliques (d’una
1 Vitelotte mateixa patata)
. 3 répliques (d’'una
) Vitelotte mateixa patata)
. 3 repliques (d’'una
3 Vitelotte mateixa patata)
. 3 répliques (d’una
. Vitelotte mateixa patata)
- 3 répliques (d’una
. Agata mateixa patata)
A 3 répliques (d’una
- Agata mateixa patata)
A 3 répliques (d'una
. Agata mateixa patata)
- 3 répliques (d'una
o Agata mateixa patata)
A 3 repliques (d’'una
5 Agata mateixa patata)
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Procediment

L'assaig que fem servir per determinar 'activitat PPO es basa en el metode descrit per Wegener (2002)
amb modificacions.

IN3WId3O0ud

Abans de comencar cal que tingueu clar el disseny experimental i el protocol que fareu servir. Per a més
informacié sobre 'espectrofotometria d'absorcid i com funciona una cinética enzimatica podeu consultar
els annexos 2.c.i 2.d. També cal que localitzeu el material i els aparells que necessitareu per a la practica.

Matenal:

* Tampé de fosfat sodic pH 6,0 oxigenat previament a 20°C un minim de 2 h

e -
- “'t

Oxigenacié del tampé de fosfat sodic. Autor; M. Pérez-Garay

* Solucid de catecol (2 mg ml"). Preparada afegint 40 mg de catecol en 20 ml de tampd de fosfat oxi-
genat. Cal protegir-la de la llum.

* Solucié de prolina (5 mg ml"). Preparada afegint 100 mg de prolina en 20 ml de tampd de fosfat
oxigenat. Cal protegir-la de la llum.

+ Una patata (v. Agata o v.Vitelotte) * Espectrofotometre
* [Foradataps * Tubs d'Eppendorf d'l,5 ml
* Tallador * Pipetes i puntes
* Placa de Petri » Centrffuga d'Eppendorf
* Pinces * Cubetes d'espectrofotometria
*  Bisturf * Gradeta de cubetes
* Morter i ma de morter * Gradeta d'Eppendorf
* Nitrogen liquid i recipient per mantenir-lo * Balanca
» Espatula * Gel i caixa de porexpan
* Guants
Protocol:

Per a cada una de les répliques intermes:
|. Peseu un tub d'Eppendorf i anoteu-ne el pes.

2. Extraieu un cilindre de patata amb el foradataps i dipositeu-lo en una placa de Petri.
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3. Rapidament amb el tallador talleu just per sota la pell per obtenir un disc de cortex de cada extrem.
Feu-ho a sobre la placa de Petri i de manera rapida per evitar que l'aigua del teixit s'evapori. Tingueu cura
de no ferir-vos quan feu servir el tallador!

=

Imatges del metode de tall. Autor: M. Pérez-Garay

4. Trossegeu els discos en fraccions amb I'ajuda del bisturf i passeu-los al morter.

Imatges del procés de trossejament. Autor: M. Pérez-Garay
5. Afegiu amb molta cura nitrogen liquid al morter per congelar el teixit. Deixeu evaporar fins que gaire-
bé no en quedi i tritureu la patata congelada amb la ma de morter. Repetiu el procés les vegades neces-

saries (3-5) per tal d'obtenir una pols de patata congelada. El nitrogen liquid esta a -196°C, sigueu pru-
dents i tingueu cura de no cremar-vos.

Imatge de la congelacié amb nitrogen liquid. Autor: M. Pérez-Garay

6. Transferiu rapidament tot el contingut del morter a un tub d’Eppendorf préviament pesat al punt |.
Torneu a pesar-lo i anoteu-ne el pes de nou.

Repetiu els passos |-6 per cada réplica interna a analitzar.
7. Centrifugueu els extractes 5 min a 13.000 rpm. Recordeu equilibrar la centrifuga.

8. Recolliu cada sobrenedant en un nou tub d'Eppendorf, sense emportar-vos sediment. A partir d'aquf
manteniu els extractes sempre en gel.
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9.Si la patata és blava feu una dilucié 1/40 del sobrenedant en un tampé de fosfat sodic oxigenat. Si la
patata és blanca feu una dilucié 1/20. Manteniu les dilucions dels extractes sempre en gel.

I0. En una cubeta d'espectrofotometria prepareu el blanc afegint-hi 425 pl de la solucié de prolina. Just
abans que pugueu disposar de l'espectrofotometre per fer les lectures, traieu 'extracte diluit del gel.
Afegiu a la cubeta 50 pl de la dilucié de I'extracte de patata diluit. Rapidament tapeu-ho amb parafim i
barregeu-ho. Mesureu I'absorbancia a una A de 526 nm. Vigileu de no posar la cubeta fins al fons.

IN3WId3O0ud

| I Per mesurar l'activitat PPO a la mostra, traieu la cubeta de l'espectrofotometre i afegiu-hi 425 1l de la
solucié de catecol, tapeu-ho rapidament amb el parafilm i barregeu-ho, i immediatament mesureu la cine-
tica de la reaccid (I 526 nm) durant 20 s (programat de 5 a 25 s). Recordeu que cal que la cinética sigui
lineal.
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|.Varietat i nombre de mostres analitzades i registre d'incidencies:

2.Valors d'absorbancia obtinguts a la cinetica (A = 526 nm) de la PPO i calcul de les unitats enzimatiques:

Taula 19

Varietat

Réplica 1 Reéplica 2 Réplica 3

Pes Eppendorf (g)

Pes Eppendorf +
pols patata (g)

Pes fresc pols
patata (g)

UAbsat=0s

UAbsat=20s

AAbs min-1

U enzimatiques* =
AAbs min" pl’
extracte assajat

U enzimatiques / g
pes fresc

Mitjana * desviacié
estandard

* Cal tenir en compte que I'assaig es fa d'un extracte proteic diluit.
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I. Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 20

Unitats enzimatiques (UA min™ pl') / g pes fresc

De cada patata

De cada varietat

Num.
grup

Varietat

Desviacidé

Lol 2 estandard

Mitjana

Desviacidé
estandard

Vitelotte

Vitelotte

Vitelotte

Vitelotte

Agata

Agata

Agata

Agata

Ol o | Nl o]l | W] DN

Agata

2. Representacid grafica dels resultats de I'experiment:
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Discussid i conclusions
a. Les dades obtingudes responen al problema plantejat? Justifiqueu la resposta.

b. S’ha confirmat la hipdtesi de partida? Justifiqueu la resposta.

RESULTATS GLOBALS
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2. Annexos

2.a. Esquemes dels protocols

Contingut d’antocians

I

-> tallar tres discos de 2 mm gruix
i pexar-los

extreure un cilindre de
12 mm diametre amb un
cork borer (foradataps)

tallar el teixit molt petit
en una placa de Petri

Transferir a
un tub

Afegir solucio

la varietat)

pél let ———»(diluit o no, segons —»

d’extraccié
1 h gel
Quina varietat té un
Centrifugar contingut d’antocians
13.000 g 5 min mes elevat
sobrenedant Sobrenedant absorbancia a

545 nm

Autor de I'esquema: O. Serra
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Inocul puntual

inocular Erwinia en
cultiu liquid

24 h

25°C agitacio
Erwinia en cultiu solid E—

(placa de Petri)

controls negatius

Inocul Eca

Extreure la podridura
Mesurar el diametre de <

Preparacié inocul a
la densitat adequada

Poden les patates Distribuir els inoculs
blaves frenar millor intercalats
I'expansio6 de la Incubar-ho
: 5 y
podridura’ l o h s

I'extensio de la podridura o

Infeccié de cada patata
amb tres indculs i tres

Control negatiu (H,0)

Enfonsar la
<> punta 2-4 mm

Patata

Tallar les patates pels
punts d’infeccio

Viabilitat cel-lular

inocular Erwinia en
cultiu liquid

Erwinia en cultiu solid
(placa de Petri)

24 h
25°C agitacio

Preparacio inocul a la

densitat adequada
inocular amb Erwinia

R
filtres de paper esteérils

Tincid
vital

AEr

Control negatiu
amb aigua esteril

estrés tincid vital esbandir extracio el mateix r’;l /tQS? dues
osmotic aigua colorant varietats
aigua Y,‘ZZ’ZSI 2 x etanol 96%
Autor dels esquemes: O. Serra

extreure un cilindre

de 12 mm diametre

amb un cork-borer
(foradataps)

tallar discos de 2 mm
gruix amb dues fulles
d’afaitar enganxades
(tallador)

col-locar els discos
de teixit entre fulls
de paper inoculat

mesura absorbancia
a 535 nm

El percentatge de
cel'lules vives/imortes és
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Assaig polifenoloxidasa

extreure un cilindre de
12 mm diametre amb un
cork-borer (foradataps)

treure la pell de cada extrem i
tallar un disc subepidermic de
2 mm gruix

triturar el teixit amb
nitrogen liquid

Homogenat
Centrifugar Quina varietat té més
13.000 g 5 min activitat PPO i més
capacitat de
cicatritzacio?
Sobrenedant N e
(extracte o)
sobrenadant | | gnzimatic) oH PPO /(-_,
pél-let +1%0, —————» ~_
+H,0
OH — ~
+ Catecol (substrat) absorbancia a

Benzoquinona (producte) — 526 nm

Autor de I'esquema: O. Serra
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2.b. Preparacio del brou nutritiu

Per tal de poder fer créixer el bacteri Erwinia carotovora ssp. atroseptica (Eca) utilitzarem un medi de cultiu
anomenat brou nutritiu. Aquest medi és 'adequat per fer créixer Eca, ja que conté tots els requisits neces-
saris perqué es dugui a terme el creixement i divisid.

Preparacié del medi de cultiu brou nutritiu:

a) Barregeu i dissoleu els diferents components segons la quantitat necessaria de cultiu.

Component Quantitat per 1 litre
Extracte de vedella 549
Peptona 109

Clorur sddic (NaCl) 5¢

Aigua destil-lada enrasara 1|

b) Ajusteu el pH a 7,2 amb NaOH 5 N (assegureu-vos que el pH-metre esta calibrat).
¢) Autoclaveu durant 20 min a 121°C i | atm.

Per tal de fer créixer Eca en un medi solid només caldra afegir agar (15 g I') a la barreja de brou nutritiu
abans d'autoclavar: Aleshores aquest medi s'anomenara agar nutritiu.
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2.c. Espectroscopia d’absorcio

L'espectroscopia d'absorcid és una de les tecniques emprades amb més assiduitat als laboratoris de biolo-
gia. Aquesta tecnica subministra informacid qualitativa i quantitativa sobre substancies capaces d'absorbir la
llum a una longitud d'ona determinada (A). Aquesta propietat és donada per la capacitat d'alguns electrons
de la molecula d'agafar I'energia dels fotons d'una radiacié electromagnetica.

Un exemple molt senzill de molecules capaces d'absorbir la llum sén els pigments (per exemple
clorofil -les, antocians, carotenoides...). Els pigments contenen cromaofors, els quals son responsables del seu
color perque son capacos d'absorbir llum i emetre-la a una longitud d'ona diferent dins la regié visible.
Aquesta llum emesa d'una longitud d'ona especffica determinara el color del pigment. Per extensid, es parla
de cromofor per identificar una part d'una molecula (o la molecula sencera) que té la capacitat d'absorbir
una radiacié de longitud d'ona determinada.

No totes les molécules poden absorbir la llum (no totes sén cromofors); i les que ho fan només absorbei-
xen les radiacions d'unes certes longituds d'ona. La llum forma part del que anomenen espectre electromag-
netic: un conjunt de radiacions electromagnétiques amb diferent longitud d'ona. La llum visible, concreta-
ment, esta formada per radiacions d'entre 380 i 750 nm de longitud d'ona (aproximadament), mentre que
les radiacions ultraviolades i els raigs X sén radiacions de menor longitud d'ona (i menys energia), i l'infra-
roig o les microones sén radiacions de major longitud d'ona (i més energia).

Freqgiiéncia (Hz)

10 0% 107 10" 10'e 10 10" 10" 10* 10°

| I | | | | 1 | I 1
Raigs y Raigs X | uv R Microones Radio

| | ] | ] v o | | ] . '
w'e 1w 1w"? 1w 1® ! ot 10 10 10" 10

s Longitud d'ona (m)

Espectre visible )

Longltud d'ona (nm]

l Figura 6. Espectre electromagnetic. Extret de http://www.rcg.cat/articles.php?id=162

Per tal de determinar la capacitat d'absorcié i/o la longitud d'ona d'absorcid d'una molécula utilitzem I'es-
pectrofotometre. Lespectrofotometre és un instrument dissenyat per dirigir un feix de llum monocroma-
tica (d'una Unica longitud d'ona) a través d'una mostra i mesurar la intensitat del feix lluminds emergent (la
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intensitat de llum que detectem un cop aquesta ha travessat la mostra). La fraccié de llum absorbida per
una solucié a una longitud d'ona determinada esta descrita per la llei de Lambert-Beer.

En els experiments proposats, aquesta capacitat d'absorcid es mesura a la regio visible de I'espectre elec-
tromagnetic. No obstant aixo, mesures en altres longituds d'ona com l'ultraviolat sén també comunes quan
es quantifiquen acids nucleics o proteines.

Quan un feix de llum incideix sobre una molécula amb capacitat d'absorcid, una part d'aquesta radiacié és
absorbida. Si aix0 succeeix és perque aquesta molecula és o conté un cromofor, és a dir; estructures capa-
ces d'absorbir aquesta radiacié electromagnética. En aquest cas, la intensitat (1) del feix que arriba al detec-
tor de l'aparell (emergent) sera:

I=1y-1,

on 10 és la intensitat de llum inicial emesa per I'espectrofotometre, i la és la intensitat de llum absorbida
durant el trajecte.

A la practica, I'espectrofotometre no mesura propiament la intensitat de la llum absorbida, siné una magni-

tud relacionada amb ella: I . L'absorbancia es defineix com el valor del logaritme decimal de
la relacié d'intensitats de la llum incident i emergent, i és una magnitud adimensional (no té unitats).
1
A =log—>
1

Bioquimicament, I'absorbancia d'una dissolucié (I'absorcié del medi) depen de:

—lLa amb capacitat per absorbir la llum a una A concreta. Com més concentrat
estigui aquest cromofor, més intensitat de la llum incident absorbira, i menys n'arribara al detector.

—Hl o distancia en centimetres que recorre la radiacié electromagnética en travessar la disso-
lucid. Com més espai de dissolucié hagi de travessar el feix de llum, més intensitat de llum pot ser absor-
bida pel cromofor de la dissolucid.

— El seu a la A considerada. El coeficient d’extincié molar és un parametre
caracteristic de cada cromofor i indica la capacitat que té aquest cromofor particular per absorbir radiacio
a una A determinada. El valor de ¢ se sol donar per a una concentracié d'l M del soluti | cm de pas optic
(unitats M cm™).

Lequacid matematica que ens relaciona aquests tres parametres amb l'absorbancia és I

A=eCl
on és directament proporcional a la tenint
en compte tant (I expressada en cm) que recorre la radiacid en travessar la solucié com la
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(e expressada en M cm™) que té la molecula en concret. Cal notar que el resultat d'aques-
ta equacié no té unitats, per aixo I'absorbancia és adimensional.

L'espectre d'absorcié ens indica la fraccid de radiacid electromagnética incident absorbida per un material
al llarg d'una regié de l'espectre electromagnetic. Per tant, els espectres d'absorcid sén grafics que relacio-
nen l'absorbancia d'una molecula a diferents longitud d'ona, i sén freglientment utilitzats en bioquimica per
a la caracteritzacié i identificacié de biomolécules. Els compostos que absorbeixen llum solen presentar un
o diversos maxims d'absorcid, coneguts com longituds d'ona d'absorcié maxima (A,). Normalment, la A,
d'un compost és el que el diferencia d'altres i per aixo s'utilitza per identificar-lo (i per quantificar-lo). En I'es-
pectre d'absorcié del principal antocia de la patata de la varietat Vitelotte (figura 7), el malvidina-3-p-cou-
maril-glucosid, es mostra el maxim d'absorbancia al voltant de 545 nm. Es per aixd que per quantificar-lo
es fa la mesura a aquesta longitud d’ona.

06 -

05 |

T 04
)
2
8 03
9
=
2 024
g o1 |

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Longitud d'ona (nm)

[l Figura 7. Espectre d’absorcio de I'antocia malvidina-3-p-coumaril-glucosid. Autor de la figura: M. Pérez-Garay
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2.d. Seguiment d’una reaccié enzimatica

La cinética enzimatica és I'estudi de les reaccions quimiques catalitzades per enzims, com és el cas de la
conversio del fenol en benzoquinona catalitzada per la polifenoloxidasa (PPO).

Una reaccié catalitzada per un enzim es pot simplificar de la manera seglient:

Enzim

Substrat —*~*— Producte

En el cas que ens ocupa, el substrat és un difenol (el catecol) i el producte és una quinona (la benzoquino-
na) (figura 8).

OH 0]
|
OH
1 PPO o
+ /50, — [ ‘ + 1H,0
e
Catecol Benzoquinona

[ Figura 8. Reacci6 enzimatica catalitzada per la PPO

En aquest cas, el que fem és mesurar, en condicions controlades de pH, temperatura i concentracié de subs-
trat, quina és la velocitat de formacié de producte o taxa enzimatica. Es a dir, el que testarem és la forma-
cié del producte (benzoquinona) al llarg del temps. Encara que no ho farem, també podriem seguir la dis-
minucié del substrat, ja que ambdds parametres estan relacionats.

A I'hora de fer el seguiment d'una reaccié enzimatica al laboratori, observarem que la formacié de produc-
te al llarg del temps és inicialment constant. Passat un temps, que sol ser curt, aquesta produccié comenca
a decaure progressivament fins que al final ja no es forma més producte (figura 9). Aixd passa perque I'en-
zim va actuant mentre té substrat per fer-ho. A mesura que se li va acabant el substrat, la reaccié s'alenteix
fins que s'esgota el substrat per complet. Aixi doncs, en funcié del punt de la progressid que escollissim per
calcular la velocitat de reaccid, obtindriem valors diferents, alguns d'ells erronis (figura 9).

Corba de progressio

o
)

9 Vz
8
o \"
= 1
% 6 Mesura incorrecte de V
G 5
3
S 4
-
2 V, ———Mesura correcte de V
1
0 T T T T T \
0 10 20 30 40 50 60

Temps (segons)

[l Figura 9. Corba de progressio: seguiment de la formacié de producte al llarg del temps. Autor de la figura: S. Barrabés
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La velocitat de reaccié enzimatica s'obté del pendent de la tangent a la corba de progressid (formacié de
producte al llarg del temps) a temps inicials (figura 9), ja que aquesta és la velocitat maxima atesa una con-
centracié de substrat inicial. Com a simplificacio, el que fem és mesurar el pendent de la recta mentre la
corba de progressié es manté lineal (figura 10).

Corba de progressié

o
L \

Producte (UM)
S = N W N 0O

Zona lineal
Pendent =V,

\Y) o 2 . . s 10

Temps (segons)

[l Figura 10. Corba de progressio: calcul de la velocitat inicial de la reaccid. Autor de la figura: S. Barrabés

En 'experiment de la PPO, la cinética ens permetra mesurar la quantitat de catecol (substrat) que s'oxida
i déna lloc a la benzoquinona (producte) durant un periode d'un minut (temps). Aquestes unitats de mesu-
ra d'un enzim les anomenem unitats enzimatiques. Aquesta mesura ens permet quantificar 'enzim que hi ha
en una mostra. El valor que obtindrem indica que la quantitat d'enzim que hi ha a I'extracte de patata cata-
litza la formacié d'una certa quantitat de benzoquinona en un minut (a 20°C). Com més quantitat d'enzim
tingui una patata, més quantitat de benzoquinona es forma per minut, ja que la quantitat de producte que
es pot formar en una unitat de temps és directament proporcional a la quantitat d'enzim que hi ha a la
mostra.
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2.e. Microscopia optica

En aquestes practiques s'utilitzen microscopis optics per a I'observacid de talls histologics. EI microscopi
consisteix en un grup de lents que permeten augmentar la imatge de 'objecte que es vol observar (vegeu
la figura |'1), perd tan important és 'augment com la resolucid. La resolucié és determinada per les pro-
pietats fisiques de la llum.

En un microscopi optic convencional, les cel ‘lules i estructures cel -lulars s'il luminen amb llum visible.
L'emissor de llum es troba a la part inferior i es fa incidir el feix de llum sobre la mostra col locada a la
platina per mitja d'un condensador. Per sobre de la mostra, trobem la lent de I'objectiu i la lent de l'oculan
que son les que formen la imatge augmentada. Normalment, 'augment proporcionat per 'ocular és de 10x,
mentre que podem tenir diferents objectius amb diferents augments (4x, 10x, 40x i 100x, aquest Ultim per
utilitzar amb oli d'immersid), de manera que es poden obtenir augments totals de 40x, |00x, 400x i 1.000x,
respectivament (figura | 1).

Augment total:

100x, 400x,
1000x Ulis
Oculars 10x Oculars
Revolver d’objectius
L 10x, 40x, L
Objectius 100x Objectius
. cargol .

Platina macrométric Platina (amb mostra)
Condensador Condensador
Font de llum .cargc‘al . Font de llum

micrométric
a b

Figura 11. Parts d’un microscopi optic compost (a) i la trajectoria de la llum a través de les lents (b). Autor de la figura: S.
Barrabés

L'objectiu de 100x s'utilitza en cas de voler observar cel fules molt petites (com els microorganismes).
Aquest objectiu requereix oli d'immersié per millorar la resolucié de la imatge. Quan la llum passa d'un
material amb un index de refraccié a un material amb un altre index, com per exemple de vidre a aire o
d'aire a vidre, canvia de direccid. La llum de diferents longituds d'ona es corba amb angles diferents, de
manera que a mesura que s'augmenten els objectes la imatge es fa menys i menys nitida. Quan s'utilitzen
objectius «secs» (sense oli d'immersid), la perdua de resolucié impedeix I'ds d'augments totals superiors a
400x. De fet, fins i tot a 400x les imatges dels objectes més petits es distorsionen. Per aixo, I'oli d'immersid
és essencial per a l'observacié d'estructures molt petites. L'oli d'immersié utilitzat té el mateix index de
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refraccié que el vidre (figura 12). Aquest oli es posa entre el cobreobjectes i la lent de I'objectiu, de mane-
ra que s'eviten dues superficies refractives (entre el cobreobjectes i laire, i entre l'aire i la lent). D'aquesta
manera es poden utilitzar augments de 1.000x o superiors, i es manté una bona resolucid. Per poder uti-
litzar I'oli d'immersid cal que I'objectiu estigui designat especificament per a aquest Us. Si I'objectiu no ho
especifica, I's de I'oli faria malbé les lents.

a. Aire b. Oli d'immersié

Q/ Lent de I'objectiu
/\ ——Cobreobjectes —

N N

I Figura 12. Esquema que mostra la ruta que segueixen els rajos de llum quan viatgen a través de l'aire (a) o0 a través de

I'oli d'immersio (b). Els rajos entren a la lent en aquest segon cas perqué I'index de refraccié de I'oli és el mateix que el del
vidre. Autor de la figura: S. Barrabés

La nostra observacié del tubercle de la patata pretén centrar-se en I'organitzacié dels teixits identificant les
diferéncies cel-lulars. Aquesta observacid histologica es pot resoldre amb I'observacid amb objectius fins a
40x, és per aquest motiu que no utilitzarem l'objectiu de 100x, que requereix oli d'immersid.

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs

85



86

CAPITOL Il. ESTUDI MANIPULATIU

Autors: Olga Serra, Silvia Barrabés i Marta Pérez-Garay

A 6. Bibliografia

Bibliografia basica

ALBERTS, B; BRAY, D, HOPKIN, K; JOHONSON, A. Introduccién a la Biologia Celular. Barcelona:
Panamericana, 2006.

EVERT, R. Esau’s Plant Anatomy: Meristems, Cells, and Tissues of the Plant Body: Their Structure, Function and
Development. Hoboken, N. J.: John Wiley & Sons, Cop., 2006.

GARCIA-SEGURA, J. M., GAVILANES, |.; MARTINEZ DEL POZO, A: MONTERO, F; ONADERRA, M.
VIVANCO, F. Técnicas instrumentales de andlisis en Bioquimica. Madrid: Sintesis, 2002.

KLUG, W,; CUMMINGS, M.; SPENCER, CH. Conceptos de Genética. Madrid: Pearson Education, 2006.
LEHNINGER, A; NELSON, D.; COX, M. Principios de Bioquimica. Barcelona: Omega, 2007.

MADIGAN, M., MARTINKG, J.; PARKER, J. Brock Biologia de los Microorganismos. Madrid: Pearson Education,
2003.

VOET, D,;VOET, J; PRATT, CH. Fundamentos de Bioquimica. La Vida a Nivel Molecular. Buenos Aires: Médica
Panamericana, 2007.

Bibliogrdfia citada i especifica

AUSTIN, S; LOJKOWSKA, E. [et al.]. «Fertile interspecific somatic hybrids of Solanum: a novel source of
resistance to Erwinia soft rot». Phytopathology (1988), 78(9), 1216-1220.

ELPHINSTONE, J. G. «Soft rot and blackleg of potato; Erwinia spp». Technical Information Bulletin [Lima, Perd:
International Potato Center] (1987), 21, I-18,

JANSEN, G,; FLAMME, W. «Coloured potatoes (Solanum tuberosum L.)-anthocyanin content and tuber qua-
lity». Genetic Resources and Crop Evolution (2006), 53, 1321-1331.

JANSKY; S. H,; ROUSE, D. I. «Multiple disease resistance in interspecific hybrids of potato». Plant Disease
(2003), 87(3), 266-272.

LULAI E. C.; FREEMAN, T. P «The importance of phellogen cells and their structural characteristics in sus-
ceptibility and resistance to excoriation in immature and mature potato tuber (Solanum tuberosum
L) periderm». Annals of Botany (2001), 88(4), 555-561.

PUJOL, M. Cultius herbacis per a industries agroalimentaries. Capellades, 200 |

WEGENER, C.; JANSEN, G. «Soft-rot resistance of coloured potato cultivars (Solanum tuberosum L.): The
role of anthocyanins». Potato Research (2007), 50(1), 31-44.

WEGENER, C. B. «Induction of defence responses against Erwinia soft rot by an endogenous pectate lyase
in potatoesy. Physiological and Molecular Plant Pathology (2002), 60, 91-100.

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs



CAPITOL Il. ESTUDI MANIPULATIU

Autors: Olga Serra, Silvia Barrabés i Marta Pérez-Garay

WEGENER, C. B, JANSEN, G. [et al.]. «Special quality traits of coloured potato breeding clones: anthocya-
nins, soluble phenols and antioxidant capacity». Journal of the Science of Food and Agriculture (2009),
89(2),206-215.

ZIMNOCH-GUZOWSKA, E; MARCZEWSKI, W. [et al.]. «QTL analysis of new sources of resistance to
Erwinia carotovora ssp. atroseptica in potato done by AFLP RFLE and resistance-gene-like markers.
Crop Science (2000), 40(4), | 156-1167.

Pagines web consultades

CLUBE DE QUIMICA. Prof. Genilson Pereira Santana. Universidad Federal do Amazonas (UFAM), 2006.
<http://www.cq.ufam.edu.br/> [Consulta: 27 octubre 2010].

Arbiol, R. «SENSORS | CAPTACIO PRIMARIA DE DADESy. V. 14 (37). Revista Catalana de Geografia
[Institut Cartografic de Catalunya] (juliol 2009). <http://www.rcg.cat/articles.php?id=162> [Consulta:
27 octubre 2010].

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs

87



CAPITOL Ill. ESTUDI OBSERVACIONAL O MESURATIU

Autors: Noemi Sanchez, Marta Doncel, Marta Pérez-Garay, Marc Yeste i Xavier Quintana

1. Estudi de I'abundancia d’una espécie animal invasora

1.a. Sessid introductoria

Tal com ja s’ha exposat, en els estudis observacio-
nals o mesuratius I'investigador simplement obser-
va 0 mesura la variable d'estudi en diferents condi-
cions o moments. S'observa la natura sense mani-
pularla, aixi que es tracta d'estudis els resultats dels
quals son altament realistes, ja que s'estudien siste-
mes reals i no manipulats.

Molts investigadors només consideren veritables
experiments els experiments manipulatius en els
quals s'altera la variable dependent per tal d'obser-
var el seu efecte sobre la variable independent. Es
per aixo que en molts casos només es parla de dis-
seny experimental en els experiments de tipus
manipulatiu, mentre que en els experiments obser-
vacionals o mesuratius es parla de disseny de mos-
treig o disseny mostral. En tot cas, en ambdds tipus
d'experiments és imprescindible el plantejament
curds de l'estudi per tal d'obtenir la resposta a les
questions plantejades. Aquest disseny ha de tenir
sempre en compte el tractament estadistic poste-
rior de les dades mesurades.

Isual com en els experiments manipulatius, en els
experiments observacionals els components basics
de qualsevol estudi sén:

o L'objectiu de I'estudi

o La hipotesi de partida

o El disseny experimental

o Lexecucié de I'experiment

o L'analisi estadistica de les dades

o La interpretacid dels resultats

Un cop s'ha definit I'objectiu de I'estudi i la hipote-
si inicial, es fa el disseny experimental. S'estableixen

els procediments practics que cal dur a terme per
resoldre la qUestié plantejada. Aixi doncs, cal definir

tota una serie de parametres a partir de la biblio-
grafia anterior o el nostre coneixement previ:

— la variable dependent: parametre mesurat.

— les constants: variables que no manipulem, factors
que no canvien durant I'experiment.

— el grup control: grup en que totes les variables,
fins i tot les dependents, es mantenen constants, i
que ens serveix de referencia.

— el grup experimental: grup en qué la variable
dependent pren un valor diferent.

— les repliques: nombre de vegades que repetim
I'experiment, i que ddna robustesa als resultats.

A continuacié s'executen els experiments, s'obte-
nen les dades i s'analitzen els resultats. Aquesta ana-
lisi ens ha de permetre validar o no la nostra hipo-
tesi inicial o, el que és el mateix, arribar a unes con-
clusions. Aixi doncs, es pot establir una nova proble-
matica d'estudi o reajustar la hipotesi inicial, dissen-
yar un nou estudi.

Aquests tipus d'estudis (els observacionals o mesu-
ratius) s'associen basicament amb estudis en el
medi natural. Aixi doncs, si els comparem amb els
estudis manipulatius: son generalment estudis
relativament facils de dur a terme, b) com que no
requereixen manipulacions no se'n deriven efectes
no esperats i relacionats amb la manipulacié i ¢) en
la gran majoria dels casos podem estar segurs que
obtenim dades reals que responen a una variacié
biologica (natural). Per contra, @) aquests estudis
generalment donen lloc a problemes d'escala i
ens poden portar a deduir de manera erronia unes
certes relacions entre els factors i les dades.

Les activitats d'aprenentatge seglients pretenen
introduir 'estudiant en el disseny experimental d'a-
quest tipus d'estudi.
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1.a.1. Definicié de la problematica
Treball previ a la sessio d’aula

Objectius formatius: Establir una problematica d'estudi a partir d'un exemple concret. Lectura dels tex-
tos i elaboracié d'un primer esborrany per a un possible projecte d'estudi.

Mida dels grups: individual
Tipus dactivitat: individual i previa a la sessié d'aula

Durada de la lectura previa i resolucié de I'exercici fora de I'aula: 30 min. El docent avaluara aquesta acti-
vitat previa en entrar a l'aula. Durada de la resolucié de l'activitat dins de l'aula: [5 min.

A les pagines seglients trobareu un text que s'ha de treballar abans d'assistir a la sessié de grup mitja. Et
proposem que et posis a la pell d'un professional, un bioleg. Un ajuntament et truca i t'ofereix la possibi-
litat de demanar un projecte.Volen saber I'abundancia que hi ha de formiga argentina en una zona con-
creta. La Generalitat ha tret a concurs uns diners. Aixi doncs, a partir del text que s'adjunta, La formiga
argentina, i de manera similar a la sessié anterior has d'assentar les bases per demanar un projecte. Hauras
de plantejar la problematica i proposar un pla de treball.

Desenvolupant els punts seglients en 'ordre que apareixen pots arribar a 'objectiu final: redaccié preli-
minar d'un projecte per tal d'obtenir financament per dur a terme l'estudi i poder respondre a les peti-
cions de I'ajuntament.

Plantejament de la problematica:

| Llegeix els textos i subratlla les idees/conceptes principals/importants de cada un.

2. A partir d'aquestes idees/conceptes principals descriu la problematica causada per I'especie objecte
d'estudi (pensa un titol per al projecte/estudi).

Pla de treball:

3. Explica molt breument quin interes cientific es pot derivar del que acabes de llegir, és a dir; qué creus
que es podria estudiar? (poden sorgir multitud d'estudis).

4. Explica d'una manera general com duries a terme l'estudi proposat.
Text |: La formiga argentina

Informacié extreta de La formiga argentina (Linepithema humile) al Parc Natural de Cap de Creus i riscos del desmantella-
ment del Club Mediterrannée respecte de I'expansié d’aquesta espécie invasora. Informe adregat al Parc Natural de Cap
de Creus elaborat pel Grup de Recerca en Pertorbacions Ecologiques i Comunitats Animals Terrestres (Pecat), grup de
recerca consolidat per la Generalitat de Catalunya (2005SGR01035). Febrer de 2008.

«Formiga argentina» és el nom comu amb qué es coneix I'espécie Linepithema humile. Es un formicid de
la subfamilia Dolichoderinae. Es tracta d'una formiga petita, d'uns 2-3 mm de longitud les obreres, de super-
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ficie llisa i brillant i color marrd. Destaca sobretot pel seu caracter actiu i de moviment rapid. Actualment
aquesta especie esta inclosa dins les 100 pitjors espécies invasores del mén segons I'lnvasive Species
Specialist Group (grup d'experts en especies invasores de la UICN).

La distribucid original o nativa d'aquesta especie es limita a la conca del riu Parand, entre el nord de
I Argentina, el sud del Brasil, 'Uruguai i el Paraguai. Es per tant una espécie sud-americana d'ecosistemes
subtropicals. Actualment, pero, la seva distribucié inclou la majoria d'habitats de clima mediterrani i sub-
tropical del planeta, i és present en tots els continents del planeta excepte I'Antartida i en nombroses
illes oceaniques.

A la peninsula Ibérica la primera cita que documenta la seva aparicié és del 1907. La seva introduccid,
pero, es va produir probablement anys abans (segle XIX) mitjancant el comerg transatlantic. A Espanya
va ser detectada per primer cop a Valéncia I'any 1923. Des de llavors aquesta especie ha anat estenent
la seva distribucid, mostrant, pero, una preferéncia marcada per les zones litorals i prelitorals, probable-
ment fruit de la seva necessitat de climes temperats i humitats elevades. L'abseéncia d'agressivitat entre
individus de nius diferents en les poblacions introduides afavoreix moltissim el caracter invasor de la for-
miga argentina. Aquest comportament extraordinari origina supercolonies compostes de multiples nius
interconnectats i cooperatius amb milions d'individus. La gran superioritat numerica de la formiga argen-
tina enfront de les especies de formigues natives determina una superioritat competitiva sense pal lia-
tius. Pero la formiga argentina presenta unes altres caracteristiques que la fan una bona colonitzadora de
nous habitats. D'una banda, la seva poliginia, el fet que dins un mateix niu hi convisqui un nombre elevat
de reines, afavoreix que un fragment de colonia pugui ser viable reproductivament. De l'altra, la seva afi-
nitat pels habitats alterats i pertorbats, que en molts casos sén ambients humanitzats. Aixo fa que sigui
facilment transportada pels humans amb el transport de matéries primeres, fustes, aliments, terra, runes,
restes de jardineria, etc. Aixi, els humans proporcionen a la formiga argentina el mitja per a una dispersio
a llarga distancia, I'anomenada o jump-dispersal. Un cop arribada a un nou indret, si les
condicions li sén propicies, aquesta petita poblacié comencara a créixer, fins a formar una nova superco-
Ionia. A partir dels habitats alterats 'especie penetra molt sovint als habitats naturals propers. Aquesta
segona forma de dispersié té lloc per la mateixa capacitat de reproduccid i expansié de la formiga argen-
tina. En comptes de fer un vol nupcial com la majoria d'especies de formigues, en aquesta les reines i els
mascles s'aparellen dins el niu. A continuacié surten caminant per cercar un indret on formar un nou niu,
normalment proper (la gemmacié o budding). Aquest és un que afavoreix una expan-
sid lenta pero eficag de la colonia. Quant a les condicions ambientals, la seva expansid requerira un clima
temperat i humit com el d'una bona part del litoral mediterrani. Altrament, I'espécie troba condicions
favorables en arees urbanes i suburbanes, en habitats més arids pero adjacents a cursos d'aigua i en zones
rurals amb regadius.

Text 2: Impactes ecologics de la formiga argentina en ecosistemes naturals

Informacio extreta de La formiga argentina (Linepithema humile) al Parc Natural de Cap de Creus i riscos del desmantella-
ment del Club Mediterrannée respecte de I'expansid d’aquesta especie invasora. Informe adregat al Parc Natural de Cap
de Creus elaborat pel Grup de Recerca en Pertorbacions Ecologiques i Comunitats Animals Terrestres (Pecat), grup de
recerca consolidat per la Generalitat de Catalunya (2005SGR01035). Febrer de 2008.

La invasié de la formiga argentina comporta malauradament nombrosos efectes negatius en els ecosis-
temes naturals.
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Efectes sobre la comunitat de formigues

Potser I'efecte més ben documentat de la invasié a les arees envaides és el desplacament de les espécies
de formigues natives. Es creu que aquest fet es produeix com a conseqtiéncia de la superioritat compe-
titiva de la formiga argentina, més eficac que les espécies natives en la localitzacié dels recursos i en la
defensa d'aquests recursos un cop localitzats. Potser també per agressid interespecifica directa.

En qualsevol cas, es produeix una greu reduccié de la diversitat local de formigues. En habitats medite-
rranis, com prats o matollars, comunitats de formigues formades per una vintena o una trentena d'espe-
cies poden quedar reduides a tan sols una o dues especies d'habits més subterranis després de la inva-
Sio.

Efectes sobre altres artropodes

D'altra banda, la formiga argentina genera una reduccié de les poblacions d'artropodes després de la inva-
sid, i provoca la desaparicid local d'algunes especies.

Estudis d'arreu del mdn han documentat aquest impacte en papallones, escarabats, aranyes, miriapodes,
etc. Aixo és consequiencia de la depredacié o la competéncia que 'espécie exerceix sobre altres artro-
podes.

Efectes sobre vertebrats

Fins i tot en alguns casos shan descrit efectes negatius sobre especies de vertebrats. Es tracta sobretot
d'efectes indirectes per alteracié de la dieta dels vertebrats a causa de la disminucié de les preses d'a-
quests després de la invasio.

Efectes sobre mutualismes

L'alteracié de la comunitat de formigues que significa la invasié comporta canvis importants en les rela-
cions mutualistes en les quals estan implicades les formigues. Entre aquests hi ha la relacié entre formi-
gues i homopters secretors de melassa, la pol linitzacié de les flors i la dispersié de les llavors; tots ells,
processos fonamentals per a les comunitats vegetals i animals, i per a la recuperacié de I'ecosistema
davant de pertorbacions com ara els incendis forestals.
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1.a.2. Analisi de diferents dissenys experimentals a partir de dades bibliografiques

Objectius formatius: A partir de diferents articles cientffics en angles, els estudiants hauran de definir el
problema, formular la hipotesi d'estudi, definir conceptes com la variable independent, la dependent, les
constants, etc., i omplir les fitxes corresponents a aquesta activitat que trobaran al final d'aquest apartat.

Mida dels grups: grups de 3-4 persones

Tipus d'activitat: aprenentatge cooperatiu (AC), activitat tipus puzle. Durada: 2 h
Disseny de l'activitat:

A. Formacio dels grups. La classe es dividira en grups de 3-4 estudiants/grup.

B. Lectura dels tres articles. Treball individual (20 min). Cada component del grup ha de llegir un fragment
d'un article, i contestar les preguntes assignades al seu text.

C. Reunid d'experts. Els estudiants que han llegit el mateix text es reuneixen en grups de 3-4 «experts»
i s'expliquen el text per mirar de trobar els punts en comu, comparar i discutir les respostes a les pre-
guntes; per tal de trobar les respostes més adequades. Treball en grup (15 min). En aquesta reunid és con-
venient assignar rols als diferents participants; en aquest cas es pot tractar de rols estatics: els ponents
(expliquen que han entes del material assignat) i el secretar (s'assegura que la discussié s'acaba en el
temps previst).

D. Reunié dels grups inicials. Cada estudiant explica a la resta del grup el que ha llegit. Es important que
s'arribi a una comprensié correcta del material que cada estudiant explica. En aquesta reunié també s'as-
signen rols, pero en aquest cas es tracta de rols dinamics, van fent rotacions: el ponent («l'expert» de
cada cas o article), un interrogador (demana aclariments, intentant entendre al maxim les explicacions per
tal d'assolir la comprensié adequada de cada article) i un secretari (controla el temps assignat a I'explica-
cié de cada article). Treball en grup (10 min/estudiant o article = 30 min).

E. Discussio general. Posada en comU dels tres articles. Es trien tres alumnes a 'atzar que sortiran davant
la classe i exposaran breument les conclusions a les quals ha arribat el seu grup amb referéncia a un dels
textos. 'alumne seleccionat no podra exposar el text que tenia assignat a l'inici de I'exercici. Treball en
grup (30 min).
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Article 1

Llegeix I'article i respon els punts seglients. Posteriorment hauras d'explicar a la resta del teu grup el que
has llegit. Al final es posara en comu el que heu entés i identificat per a cada article.

I. Defineix el problema i formula la hipotesi d’estudi:
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2. Defineix:
a) Variable independent:
b) Variable dependent:
c) Constants:
d) Grup control:

e) Grup experimental:

3. Identifica les metodologies d'estudi:

a) Méetodes de mostreig

b) Tipus de mostreig: a I'atzar simple, estratificat, sistematic?

¢) Nombre de répliques:
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Article 2

Llegeix l'article i respon els punts seglients. Posteriorment hauras d’explicar a la resta del teu grup el que
has llegit. Al final es posara en comu el que heu entés i identificat per a cada article.

|. Defineix el problema i formula la hipotesi d'estudi:

2. Defineix:

a) Variable independent:

b) Variable dependent:

c) Constants:

d) Grup control:

e) Grup experimental:

3. Identifica les metodologies d'estudi:

a) Métodes de mostreig

b) Tipus de mostreig: a I'atzar simple, estratificat, sistematic?

c) Nombre de repliques:
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Article 3

Llegeix I'article i respon els punts seglients. Posteriorment hauras d'explicar a la resta del teu grup el que
has llegit. Al final es posara en comu el que heu entés i identificat per a cada article.

I. Defineix el problema i formula la hipotesi d’estudi:
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2. Defineix:
a) Variable independent:
b) Variable dependent:
c) Constants:
d) Grup control:

e) Grup experimental:

3. Identifica les metodologies d'estudi:

a) Méetodes de mostreig

b) Tipus de mostreig: a I'atzar simple, estratificat, sistematic?

¢) Nombre de répliques:
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1.a.3. Proposta d’un disseny

Objectius formatius: A partir de dos «mapes» on es defineixen diferents situacions i en resposta a una
pregunta concreta, els estudiants hauran de proposar i justificar dos possibles dissenys de mostreig.

Mida dels grups: grups de 3-4 persones
Tipus d'activitat: aprenentatge cooperatiu (AC). Durada: 30 min
Disseny de l'activitat:

A. Formacio dels grups. La classe es dividira en grups de 3-4 estudiants/grup (els mateixos que en l'acti-
vitat anterior).

B. Estudi dels mapes | disseny de lactivitat. Treball en grup (20 min). Cada mapa sera treballat per una
part de la classe, dividida en diferents grups. Aixi doncs, treballant en grup i amb la informacidé prévia deri-
vada dels treballs dels diferents articles, els estudiants han de ser capagos de proposar un possible mos-
treig per tal de dur a terme l'estudi proposat.

C. Discussio general. Posada en comU de les dues propostes. Es trien dos alumnes a I'atzar que sortiran
davant la classe i exposaran de manera justificada la seva proposta. Treball en grup (10 min).
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Mapa 1. Autor de la imatge: N. Sanchez
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Mapa 2. Autor de la imatge: N. Sanchez
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2. Comparaci6 d’ecosistemes aquatics i terrestres a partir dels productors primaris,

mesures de clorofil-la

2.a. Sessio introductoria

lgual com en l'apartat anterior, perd amb un nou exemple, les activitats d'aprenentatge seglients prete-
nen introduir l'estudiant en el disseny experimental d'un estudi observacional o mesuratiu.

2.a.1. Definici6 de la problematica i eleccié del lloc de mostreig

Treball previ: Treball en forma de classe expositiva dels conceptes basics i necessaris per contextualitzar
I'estudi que es proposa. Durada: 20 min.

Objectius formatius: Els estudiants continuaran treballant el disseny dels estudis observacionals. En aquest
cas, el docent planteja un estudi en el qual es compararan dos ecosistemes a partir dels productors pri-
maris. Amb l'ajuda d'unes questions concretes i d'una imatge aeria (ortofotomapa), els estudiants hauran
de proposar i justificar una possible localitzacié de I'estudi.

Mida dels grups: grups de 3-4 persones

Tipus d'activitat: aprenentatge cooperatiu (AC). Durada: 30 min

Disseny de l'activitat:

A. Formacio dels grups. La classe es dividira en grups de 3-4 estudiants/grup (els mateixos que en l'acti-
vitat anterior).

B. Estudi de l'ortofotomapa. Treball en grup (20 min). Els estudiants han de resoldre i fer propostes a les
questions plantejades pel docent d'una manera justificada. Aixi doncs, treballant en grup, gracies a la infor-
macié prévia derivada de la classe expositiva i el suport de la imatge aéria (figura 1), els estudiants han
de ser capacos de proposar les possibles localitzacions de I'estudi.

C. Discussié general. Posada en comu de les propostes. El docent pregunta a I'atzar les diferents propos-
tes, que es discutiran entre tota la classe. Treball en grup (10 min).
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I. Quin tipus de sistema escollirfeu, d'entre els terrestres (forestal, arbustiu, herbaci) i d'entre els aquatics
(la séquia, la llacuna) i per que?

2. Quin/quins punts de mostreig triarfeu? | per que?

Figura 1. Elaboracié propia a partir de I'ortofotomapa 1:2 500 de Sils. Autor: M. Doncel
Font original: Institut Cartografic de Catalunya (2009).
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2.a.2. Disseny experimental

Objectius formatius: Els estudiants hauran de definir el problema, formular la hipotesi d'estudi i definir els
conceptes i variables de I'estudi.

Mida dels grups: grups de 3-4 persones
Tipus d'activitat: aprenentatge cooperatiu (AC). Durada: 30 min
Disseny de l'activitat:

A. Formacié dels grups. La classe es dividira en grups de 3-4 estudiants/grup (els mateixos que en l'acti-
vitat anterior).

B. Definicid dels conceptes | les variables de 'estudi. Treball en grup (20 min). Els estudiants han de ser
capacos de definir el problema d'estudi, els conceptes i les variables, formular la hipotesi i proposar una

primera aproximacié del procediment experimental.

C. Discussio general. Posada en comu de les respostes i propostes. El docent pregunta a l'atzar les dife-
rents propostes que es discutiran entre tota la classe. Treball en grup (10 min).
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Disseny de I'experiment

. Defineix el problema i formula la hipdtesi d'estudi:

2. Defineix:

DISSENY EXPERIMENTAL

a.Variable dependent:
b. Constants:
c. Grup control:

d. Repliques:

3. Dissenya el procediment experimental (proposa possibles protocols de mostreig):
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2.b. Sessions experimentals
Preambul

La sessio preparativa de grup mitja ens va servir per
definir el disseny mostral/experimental que portarni-
em a terme per tal de poder desenvolupar aquest
estudi i comparar els dos tipus d'ecosistemes
(terrestre i aquatic).

Durant aquestes practiques es desenvolupara el
disseny treballat anteriorment a l'aula i s'incidira en
els conceptes estudiats, com la definicié de la pro-
blematica, la hipotesi, les variables, les répliques i els
controls. No obstant aixo, 'objectiu principal d'a-
questa setmana se centra a desenvolupar els proce-
diments de mostreig i experimentals encarats a la
consecucié i l'analisi dels resultats que permetran
respondre la problematica plantejada, per tal de
poder acceptar o rebutjar la nostra hipotesi de tre-
ball.

Per abordar la nostra problematica, en aquestes
sessions es duran a terme diversos procediments
tant al camp com al laboratori:

v Sortida de camp
— Caracteritzacié de l'area estudiada
— Mostreig en medi terrestre
— Mostreig en medi aquatic

v" Analisi de clorofil-la

— Analisi de clorofil-la en productors primaris
d'origen terrestre

— Analisi de clorofilla en productors primaris
d'origen aquatic

v" Andlisi de les dades

A continuacid es detalla la planificacié temporal de
la setmana:
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Activitat Dilluns Dimarts Dimecres Dijous Divendres
Preparacio de -Questionari
I’experiment i -Estudi i
estudi dels preparacio dels
protocols protocols de
camp i laboratori
-Preparacio
sortida de camp
Sortida de camp -Caracteritzacio
de l'area d’estudi
-Mostreig en
medi terrestre i
aquatic
Analisi de -Quantificacié de
clorofil-la clorofil-la
-Obtencio de
resultats
Analisi de les -Preparacio de la
dades (treball libreta de
fora de l'aula, laboratori
NP) -Preparacio dels
calculs i
conclusions
preliminars
Analisi de les -Calculs
dades -Debat i
discussio dels
resultats
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2.b.1. Els protocols

Objectius formatius: Reconéixer els punts clau d'un protocol, i identificar el material i els aparells neces-
saris per reproduirlo posteriorment de manera autonoma, tant al camp com al laboratori.

Mida dels grups: grups de 3-4 persones

Tipus d'activitat: aprenentatge cooperatiu (AC), activitat tipus puzle

Disseny de l'activitat:

A. Formacio dels grups. La classe es dividira en grups de 3-4 estudiants/grup.

B. Lectura dels tres protocols. Treball individual (15 min). Cada component del grup ha de llegir un pro-
tocol dels tres que es troben al guid, tant el protocol de camp com el de laboratori.

C. Reunid d'experts. Els estudiants que han llegit el mateix protocol es reuneixen en grups d'«experts»
i sS'expliquen el text per mirar de trobar els punts en comd, identificar I'aparell i discutir els passos a seguir;
treball en grup (15 min). En aquesta reunié és convenient assignar rols als diferents participants. En aquest
cas es pot tractar de rols estatics: els ponents (expliquen que han entes del material assignat) i el secre-
tari (s'assegura que la discussid s'acaba en el temps previst).

D. Reunié dels grups inicials. Cada estudiant explica a la resta del grup inicial el que ha llegit. Es important
que s'arribi a una comprensié correcta del material que cada estudiant explica. En aquesta reunié també
s'assignen rols, pero en aquest cas es tracta de rols dinamics, van fent rotacions: el ponent (I'«expert» de
cada cas o article), un interrogador (demana aclariments, intentant entendre al maxim les explicacions per
tal d'assolir la comprensié adequada de cada article) i un secretari (controla el temps assignat a I'explica-
cié de cada article). Treball en grup (10 min/estudiant o article = 30 min).

E. Discussio general. Posada en comu dels tres protocols. Es trien tres alumnes a l'atzar que sortiran
davant la classe i exposaran breument les conclusions a les quals ha arribat el seu grup amb referéncia a
un dels textos. L'alumne seleccionat no podra exposar el text que tenia assignat a l'inici de I'exercici. Treball
en grup (30 min).
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2.b.2. Sortida de camp

En el conjunt de la Terra diferenciem entre ecosis-
temes aquatics: marins i epicontinentals (fluvials,
lacustres, embassaments, estanys, etc.) i terrestres.
Més del 70% de la superficie del planeta correspon
als oceans (ecosistemes marins), mentre que els
ecosistemes continentals, que inclouen els sistemes
terrestres i els aquatics epicontinentals, ocupen
només una tercera part del total de la Terra.

L'aprofitament de la llum i la distribucié dels pro-
ductors primaris és molt diferent en els sistemes
aquatics i en els terrestres. Aixi doncs, en els siste-
mes aquatics els productors primaris planctonics
sén basicament organismes microscopics. Si la llum
arriba al sediment es desenvolupen productors pri-
maris bentonics, que poden arribar a ser identifica-
bles amb I'observacid directa (macrofits), perd sem-
pre sén de tal fus herbaci, on la funcié fotosinteti-
ca esta repartida per tota I'estructura de l'organis-
me, a diferéncia dels sistemes terrestres, on els pro-
ductors primaris contenen una gran part de mate-
rial fotosinteticament no actiu a les tiges i als troncs.
Per tant, en els sistemes terrestres la funcié fotosin-
tética es troba basicament concentrada a les fulles,
que son les parts productives de les plantes i pre-
senten un metabolisme més actiu que el de les
parts de sosteniment o conductores. La proporcid
entre parts actives i parts estructurals varia entre
ecosistemes | pot arribar a ser un fndex Util per
identificar caracters funcionals dels ecosistemes.

Hi ha diferencies notables en I'estructura dels pro-
ductors primaris aquatics i terrestres. Als ecosiste-
mes terrestres la planta creix cap amunt, cercant la
llum, perd depenent dels nutrients que capta del sol
a través de les arrels. Aixo obliga a una organitzacié
basada en el creixement vertical i en la presencia
d'elements estructurals de suport (tija o tronc,
branques, arrels). Tot al contrari, els productors pri-

maris del plancton depenen dels moviments i la cir-
culacié de l'aigua per mantenir-se en suspensio en
llocs on hi hagi llum i nutrients per créixer
(Margalef, 1992). Malgrat les notables diferencies
estructurals que hi ha entre els productors primaris
aquatics i terrestres, tots tenen en comu la presen-
cia de clorofil -la, pigment indispensable per a la
fotosintesi. Aixi doncs, la mesura de la quantitat de
clorofil 1a per unitat de superficie (o de volum) és
una bona estima de la biomassa de productors pri-
maris que hi ha en un ecosistema determinat.

Tenint en compte els ecosistemes que podem clas-
sificar en general en el medi terrestre diferenciem:

v’ Sistemes forestals
v" Formacions arbustives
v’ Sistemes herbacis o pradencs

Mentre que, a grans trets, en el medi aquatic dife-
renciem:

v’ Sistema planctonic
v’ Sistema bentonic

En el nostre estudi treballarem en una zona deter-
minada en la qual hi sén presents sistemes terres-
tres i aquatics. Es tracta d'una zona inundable en la
qual trobem sistemes forestals, formacions arbusti-
ves, prats i zones aquatiques, més o menys estanca-
des (estanys). L'objectiu és determinar com es dis-
tribueix la biomassa dels productors primaris entre
els ecosistemes aquatics i terrestres, utilitzant el
contingut de clorofil la com a estima de la bio-
massa. Analitzarem, aixf, si a I'estany de Sils la cloro-
fil la és més abundant als sistemes aquatics o als
terrestres.

Lestany de Sils és al municipi amb el mateix nom,
en concret al sud del nucli urba, a la comarca de la
Selva (figura 2).
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Figura 2. Localitzacio de I'estany de Sils. Font: base cartografica 1:25 000 (full Vidreres) de ['lnstitut Cartografic de

Catalunya (2008).

Fs una area interessant, ja que, tot i tractar-se d'un
ambient mediterrani, hi ha comunitats singulars que
no trobem en altres zones humides de Catalunya. A
més a més, a causa de l'elevat nombre d'habitats
que hi ha en aquest espai relativament petit, trobem
una gran riguesa quant a nombre d'espécies, tant
de flora com de fauna.

Lestany de Sils era una antiga llacuna que va arribar
a ocupar fins a 7 km’ i que presentava una vegetacié
de ribera abundant al seu entorn. Antiguament les
aiglies estancades es consideraven insalubres i nucli
de malalties, com la malaria. Aixi doncs, per tal d'evi-
tar aixo i alhora aconseguir terres de cultiu, la pobla-
cié de Sils va decidir dessecar I'estany. Es va construir
una sequia artificial per desguassar-lo i al seu lloc van
conrear-hi plantacions de pollancres i platans. Com a
consequencia dels nous usos (agricola, ramader; de
construccid, etc.) de les terres de l'estany i el seu
voltant, l'estany es va reduir notablement.

No va ser fins al 1998 que es va aprovar el Pla
especial de proteccié i es va impulsar el projecte

LIFE Natura Restauracio i gestié de I'estany de Sils,
amb l'objectiu de recuperar aquest ecosistema.
Com a consequiencia de les accions que s’havien fet
fins al moment s’havia perdut part de la biodiversi-
tat; malgrat tot, les condicions d'especial humitat i
inundabilitat van permetre que es conservessin
especies caracteristiques de zones humides i, per
tant, es va plantejar la recuperacié dels principals
habitats i paisatges. Es va sanejar la conca de recep-
cié de l'estany i es va construir una llacuna perma-
nent que permetés la recuperacié d'especies des-
aparegudes i la consolidacié de 'estany de Sils com
a refugi de fauna. Aixi doncs, actualment, I'estany de
Sils és un espai natural protegit fins i tot en el Pla
d'espais d'interes natural (PEIN) de Catalunya i
també en la xarxa Natura 2000.

Actualment, la conservacié d'espais com I'estany de
Sils ha esdevingut del maxim interes ja que les arees
d'inundacié sén escasses a Catalunya, especialment
en un context mediterrani, on les zones humides
no son gaire abundants.
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Valors naturals
La flora i la vegetacid

Al paisatge vegetal domina la vegetacié de llocs inun-
dats com els creixenars, els canyissars, els bogars, les
comunitats de llenties d'aigua i els herbassars de cipe-
racies i juncacies, i també els boscos mixtos de ribera.

El prat de dall és un dels elements més importants
del paisatge d'aquest entorn. Es tracta d'una comu-
nitat on trobem una gran diversitat de plantes her-
bacies, és seminatural i es desenvolupa sobre
terrenys parcialment inundables. El seu manteni-
ment només és possible amb una gestié adequada,
és necessaria una explotacio tradicional (dallades o
pastures), perque, sense aixo, el prat acaba degene-
rant i és substituit per comunitats de ribera o aigua-
molls que fan desaparéixer la diversitat propia d'a-
questa comunitat. A més a més, quan I'embassa-
ment de laigua es manté durant temporades
excessivament llargues, el prat de dall és substituit
per altres comunitats d'aiguamoll, herbassars de bal-
callé (Carex riparia), balcars, jonqueres, canyissars i
altres plantes aquatiques de caracter anual.

La vegetacid de ribera esta representada per for-
macions forestals de freixes, verns, gatells i salzes.
No és, pero, la més abundant a I'entorn de I'estany;
de fet, on es troba més ben representada és a les
rieres del voltant, com la riera de Vallcanera. A I'en-
torn de l'estany i gracies a la gran varietat de micro-
climes i tipus de sols es pot trobar una vegetacid
formada per rouredes, suredes, pinedes, brolles i
prats secs, on hi ha representades especies tan cen-
treeuropees com mediterranies.

La fauna

L'element més emblematic son els ocells, ja que I'es-
tany é€s un punt daturada per a moltes especies
migratories, una area forca singular perqué és una
llacuna situada a l'interior: A I'estany podem trobar
anecs de diverses espécies, bernats, martinets, beca-
dells, fredelugues i altres aus limicoles. Diverses
especies d'aus utilitzen aquest espai com a indret

per a la reproduccid, per exemple el cabusset
(Tachybaptus  ruficollis) i el martinet menut
(Ixobrychus minutus). De fet, la gran diversitat d'ha-
bitats permet que s’hi trobin ocells especialitzats en
cada zona en particular,

També és de destacar I'existéncia d'altres grups de
vertebrats com la tortuga d'estany (Emys orbicula-
ris), el tritd palmat (Triturus helveticus) i el tritd jas-
piat (T marmoratus).

En contraposicié als valors ecologics de la zona, cal
destacar la preséncia cada cop més problematica
d'especies exotiques que ocasionen un fort impac-
te sobre el medi com la gambusia (Gambusia dffi-
nis), la carpa (Cyprinus carpio), la tortuga de Florida
(Trachemys scripta), el cranc america (Procambarus
clarkii) i el visé america (Mustela vison).

Gestié de la zona

Actualment i a causa de l'interés de I'area en qles-
tid, hi ha diversos projectes relacionats amb la ges-
1id i recuperacio de I'estany de Sils. Alguns d'aquests
projectes sén:

— Projecte de recuperacid dels habitats naturals i semi-
naturals de l'estany de Sils

— Recuperacié ambiental del segon tram de la riera de
Vallcanera - Recuperacié ambiental del rec Clar a I'es-

pai PEIN estany de Sils

— Divulgacic i educacié ambiental a I'entorn de 'espai
natural de I'estany de Sils

— Restauracié d’habitats i ordenacié dels usos publics
de l'estany de Sils - Taller d'ocupacié de restauracié
d'espais naturals

— Gestid de les basses temporals

- Millora paisatgistica i ambiental de la sequia de Sils

- Projecte LIFE - Natura Restauracid i gestié de I'estany
de Sils
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a. Caracteritzacio de I'area estudiada

Objectiu: Coneixer 'area d'estudi per tal d'identificar els possibles punts de mostreig treballats previa-
ment sobre la imatge aéria en les sessions de grup mitja.

Al llarg de la sortida es recorrera la zona d'estudi per tal de caracteritzar, a grans trets, les diferents comu-
nitats vegetals presents a la zona.

A l'estany s'’han identificat diferents comunitats:

— Boscos mediterranis i submediterranis

V3V 3d OIDVZLIH3LIVHVI

—Vegetacid fluvial

— Brolles mediterranies

— Prats mediterranis

— Herbassars higrofils

— Prats de dall de la regié mediterrania
— Plantacions de pollancres i platans

— Cultius herbacis i arbustius
—Vegetacié ruderal

Aixi doncs, al llarg del recorregut s'identificaran les diferents comunitats vegetals i les espécies caracteris-
tiques de cadascuna i es decidiran de manera justificada els possibles llocs de mostreig.

En aquest context i després de reconéixer la zona d'estudi:

v’ Podries marcar en 'ortofotomapa altres punts de I'estany de Sils on es podria fer el mateix mos-
treig!

v" Quina és la planta que s'utilitzara per fer la quantificacié de I'ecosistema terrestre? Per qué? Raona
la teva resposta.

v" Després de la visita i de llegir els diferents projectes que es duen a terme, valora la gestié de l'es-
tany. Faries alguna proposta?
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[ Figura 3. Ortofotomapa 1:500 de Sils. Font: Institut Cartografic de Catalunya (2008)
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b. Mostreig en medi terrestre
Objectiu:

Presa de dades per a la determinacié de la concentracid de clorofil la present en un ecosistema terres-
tre. Es mostreja una area coneguda, a posteriori es podra extrapolar a l'area total.

Recorda:

Les clorofil-les sén especialment sensibles a la llum i a la temperatura. Cal manipular les mostres sempre a
temperatures baixes i amb la minima exposicid a la llum possible, per evitarne la degradacio.

Material per al camp:

* Tisores de podar

* Regla per fer un quadrat de 10 x 10 cm
* Bosses d'escombraries

* Etiqueta i llapis (o boligraf)

* Balanca de pesar

* Plat de plastic per a la balanca

* Botes d'aigua (fins a mitja cama)

* Nevera i acumuladors de fred

Metodologia al camp:

|. Colloqueu el regle a sobre de la superficie a mostrejar (quadrat de 10 x 10 cm).

2.Amb les tisores de podar retalleu tota la biomassa de planta inclosa en el quadrat i col loqueu-la
en un plat.

3. Peseu tota la biomassa recollida i anoteu-ne el pes.
4. Poseu-la en una bossa de plastic, feu-hi un nus per tal que quedi ben tancada i a fora enganxeu-hi
una etiqueta que indiqui: el grup de classe, el subgrup (nimero de parella), la data i el pes de la bio-

massa recollida.

5. Poseu a la nevera la bossa ben tancada i amb l'etiqueta corresponent.
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c. Mostreig en medi aquatic
c.1) Mostreig del compartiment plantonic
Objectiu:

Determinar la concentracié de clorofil-la present a I'aigua, mitjangant la filtracié d'aquesta i 'extraccié pos-
terior del pigment retingut al filtre amb un solvent organic. A partir de la concentracié de clorofil-la pre-
sent en un volum conegut, es podra extrapolar a 'area total.

Recorda:

Les clorofil-les sén especialment sensibles a la llum i a la temperatura. Cal manipular les mostres sempre a
temperatures baixes i amb la minima exposicié a la llum possible, per evitarne la degradaci.

Material per al camp:

* Equip de filtracio

* Filtres Whatman GF-F

* Aigua destil-lada

* Pinces i/o espatula

* Vials de 30 ml (dins hi ha 5 ml d'acetona 90%), amb tap que tanqui herméticament
* Proveta d'[-2 litres

* Paper d'alumini

* Retolador permanent, llapis i etiqueta

* Recipient per desar els vials

* Nevera i acumuladors de fred

Metodologia al camp:

|. Poseu un filtre net a I'aparell de filtracio.

1

Equip de filtracié.
Autor de la imatge: N. Sanchez

2. Filtreu una quantitat coneguda d'aigua (anoteu la quantitat exacta).

3.Traieu el filtre de I'aparell amb les pinces i doblegueu-lo per la meitat (amb les clorofil-les a dins).

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs



CAPITOL Ill. ESTUDI OBSERVACIONAL O MESURATIU

Autors: Noemi Sanchez, Marta Doncel, Marta Pérez-Garay, Marc Yeste i Xavier Quintana

4. Col-loqueu el fittre dins un vial tapat amb paper d'alumini (amb 5 ml d'acetona 90%), que quedi ben
tancat (perque l'acetona no s'evapori).

Vials de 30 ml.
Autor de la imatge: N. Sanchez

JlLYNOV IQ3IN N3 OIFJLSON

5. Netegeu l'aparell de filtracié amb aigua destil-lada.

6. Tritureu el filtre amb un objecte punxant (pinces o espatula) perque totes les parts amb clorofil-la
entrin en contacte amb l'acetona i es desprenguin del filtre. Comproveu que tot el filtre queda sub-
mergit i esta ben triturat.

7.Enganxeu una etiqueta al vial, on han de constar totes les dades: el grup de classe, el subgrup (nime-
ro de parella), el tipus de mostra, la data i el volum filtrat.

8. Deseu-lo a dins del recipient i a dins de la nevera (entre 20-24 hores), amb el vial ben tapat per
evitar que l'acetona s'evapori.

c.2) Mostreig del compartiment bentonic

Objectiu: Determinar pigments al sediment a partir d'un volum/superficie conegut. A partir de la concen-
tracié de clorofil 1a present es podra extrapolar a 'area total.

Recorda:

Les clorofil-les sén especialment sensibles a la llum i a la temperatura. Cal manipular les mostres sempre a
temperatures baixes i amb la minima exposicié a la llum possible, per evitarne la degradacic.

Material per al camp:

* Tubs de core

* Pal on va el core

* Botes d'aigua (fins a la cintura)

* Vials de 30 ml (dins hi ha 8 ml d'acetona 90%)
* Recipient per col-locar els vials

* Nevera i acumuladors de fred

* Pal prim

» Ganivet o cuter

* Regla

* Paper d'alumini
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Metodologia al camp:

|. Poseu un tub de core al pal.

MOSTREIG EN MEDI AQUATIC

i
Imatge dels tubs de core i muntatge del core per utilitzar-lo
en el mostreig. Autor de les imatges: N. Sanchez

2. Claveu el pal al fons de la bassa, introduint el core uns quants centimetres.
3. Feu moviments circulars amb el pal, abans d'extreure’l.
4. Traieu el pal amb molt de compte, perque el core no es quedi al fons de la bassa.

5.Traieu el core del pal amb l'ajuda del pal prim, mantenint-lo sempre vertical, perqué l'aigua no es
barregi amb el sediment.

6. Etiqueteu el vial, on han de constar totes les dades: el grup de classe, el subgrup (nimero de pare-
lla), el tipus de mostra i la data.

7.Anant molt alerta, talleu el primer centimetre de sediment (de la part superior del core), poseu-lo
al vial corresponent (on hi ha 8 ml d'acetona 90%), tapeu-lo amb paper d'alumini i deseu-lo a la neve-
ra.

8. Mesureu la fondaria de la bassa.

9. Un cop al laboratori, poseu els vials en un bany d'ultrasons durant 15-30 minuts.

10. Deseu els vials al congelador 24 hores.
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2.b.3. Analisi de clorofil-la

La clorofil-la és la molecula responsable de la pri-
mera etapa de transformacié de I'energia de la llum
solar en energia quimica i és, conseglientment, la
molecula responsable de I'existéncia de vida supe-
rior a la Terra. Es un pigment fotosintétic de color
verd, que és el resultat de la longitud d'ona reflecti-
da (és a dir, no absorbida). Aixi doncs, la clorofilla
absorbeix totes les longituds d'ona de l'espectre
visible amb I'excepcid del verd, que és reflectit |
captat per la nostra retina. Tal com comprovareu
durant la setmana de practiques, es tracta d'un pig-
ment soluble en dissolvents polars, com I'alcohol o
I'acetona.

Quan la clorofil-la absorbeix energia luminica
poden succeir tres coses:

) Que l'energia sigui atrapada i convertida en
energia quimica com succeeix en la fotosintesi.

2) Que es dissipi en forma de calor.

3) Que l'energia absorbida sigui immediatament
remesa amb una longitud d'ona superior, de mane-
ra que una part de l'energia es perd en forma de
radiacié fluorescent.

HE tH
A" -
=N H §
H,C l CH
H/S/J\\Vx/ ’
Hzcl 'I" .\; ..... k\
CI'H‘ H/'-C a CLOROFILA &
o cl @ o
|
CI) CH, CLOROFILA &
CH,
I
CH S Oy KHy Gy CHy CH, CH
NN A, R,

CH, CH, CH, CH

Figura 4. Representacié de la molécula de clorofilla.
Extret de http://www.biologia.edu.ar/images/

Hi ha diversos tipus de clorofil-la. Les més impor-
tants son, la i la . La diferen-
cia entre elles és que la clorofil-la b té un grup for-
mil (-CHO) en lloc del grup metil (-CH3) que té la

en un dels carbonis de I'anell de porfiri-
na (figura 4). Cal destacar que en els vegetals la clo-
rofilla a és la més abundant; tot i aixo, en alguns
productors primaris aquatics podem trobar també
altres tipus de clorofil-la, com la ci la

Els productors primaris sén els organismes fotosin-
tétics que es troben a la base de la piramide trofica
i que permeten la transformacié de I'energia quimi-
ca en energia luminica. La massa (o biomassa) d'a-
quests productors primaris, és de gran importancia
en ecologia, ja que la biomassa de productors pri-
maris que es genera per unitat de temps és una
mesura de l'entrada d'energia en un ecosistema.
Prenent com a exemple un ecosistema aquatic i la
seva biomassa en productors primaris (biomassa
pigmentaria), la concentracié de és l'es-
timador quimic més utilitzat (Papageorgiou et al,
2009). Per tant, I'analisi de clorofil-les es pot inter-
pretar com una mesura de l'abundancia de pro-
ductors primaris, que pot relacionar-se amb altres
variables d'interés ecoldgic, com la concentracié de
nutrients i la produccié secundaria. De fet, hi ha
nombrosos treballs que relacionen la el
contingut de nutrients i la biomassa del zooplanc-
ton (Rezanka, 2003; Morgan et al,, 2006; Huot et al,,
2007).

Es important tenir en compte que les mesures de
clorofil-la per unitat de superficie (o de volum) ens
donen una estima de la biomassa de productors
primaris, i no de la produccié de productors prima-
ris. La biomassa (mg de clorofilla per m?) és la
quantitat de productors primaris que hi ha en un
moment determinat. En canvi, la produccié (mg de
clorofil-la per m? i h') és la quantitat de biomassa
que es genera per unitat de temps. La produccio és
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la variable relacionada amb l'entrada d'energia en
un ecosistema.

La biomassa d'un sistema es pot mesurar i expres-
sar de diferents maneres: quantitat de carboni, pes
del material fresc, pes del material sec, etc.Tal com
hem apuntat en l'apartat anterior, en el cas dels
productors primaris es poden fer estimacions de
biomassa a partir de la quantitat de clorofil “la.

La quantitat de clorofil-la continguda en un organis-
me vegetal o d'un sistema natural sol expressar-se
en relacié amb la superficie (o amb el volum quan
es tracta de plancton). Aixi doncs, amb l'analisi de
la clorofil-la estimem la quantitat de pigments foto-
sintétics (que s'estima com a part majoritaria de

). Aquest calcul és representatiu de la
biomassa dels productors primaris i permet la seva
comparacio entre diferents ambients, malgrat que
els organismes siguin tan diferents com les algues i
les plantes terrestres.

La quantificacié dels diferents pigments es basa en
la lectura, mitjangant I'espectrofotometre, de la den-

sitat optica a les longituds d'ona en que I'absorban-
cia de la llum és maxima per a un pigment determi-
nat. Amb una série de coeficients transformem
aquestes densitats Optiques en concentracions pig-
mentaries, que seran les dades que nosaltres utilit-
zarem com a mesura de comparacio entre ambdds
ecosistemes.

Diferents ecosistemes presenten diferents concen-
tracions de clorofil-la per unitat de superficie (figu-
ra 5). En aquest sentit, cal destacar que la concen-
tracié de clorofil-la té un limit superior d'utilitzacid.
Aquest limit se situa aproximadament en els 300
mg de clorofil-la/m? Si ens fixem en comunitats que
s'estenen en forma d'una capa prima (per exem-
ple, els revestiments d'algues i els liquens sobre
roques), la falta d'espessor de la comunitat dificulta
l'accessibilitat als elements nutritius i actua com a
factor limitant. Aquest tipus de comunitats sol pre-
sentar entre 20 i 200 mg de clorofilla per m?, con-
centracions que no arriben al Iimit eficag (Margalef,
1992). Unes altres comunitats, com per exemple
les representades per la vegetacid terrestre, que en
general sén forca estructurades i estratificades,
estan adaptades a la utilitzacié de llum repetida-
ment reflectida i difosa, i normalment contenen
concentracions de clorofillla que excedeixen el
limit eficac.

Clorofil-la

(mg/m?)
Pécton en llacs de muntanya 2-50
Embassament de Sau (mitjana) 219
Algues sobre pedres en rius de muntanya 300-370
Algues sobre pedres en rius de muntanya mitjana, Catalunya 113-273
Perifiton de llacs de Masuria 300
Praderia d’aiguamoll de Spartina alterniflora, Massachusetts 306-2.260
Comunitats bentoniques marines 300-2.750
Tundra artica 300-770
Camps abandonats 300-600
Praderies i pastures 700-1.000
Sabana 600-1.000
Bosc de Pinus-Quercus 3.100
Bosc monta d’'ombra, Puerto Rico 2.200-2.670
Cultius de graminies i soia 900-2.700

[ Figura 5. Concentracié de clorofilla per unitat de superficie en diverses comunitats vegetals. Extret de Margalef, 1992
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02 495 . ! 2 5 =10 Maximum Minimum

Ocean: Chlorophyll a Concentration (mg/m-) Land: Normalized Difference Land Vegetation Index

Figura 6. SeaWiFS Project, NASA/Goddard Space Flight Center and ORBIMAGE. Extret de
http://Iwww.windows2universe.org/earth/Life/images/biosphere_seawifs_lg.jpg

Actualment, en estudis a gran escala s'utilitza la | D'altra banda, cal destacar que la relacié entre les
reflectancia espectral de la superficie aquatica a la | diferents classes de pigments també pot ser indica-
regié visible o de linfraroig proper per estimar la | tiva tant de la composicié taxonomica de la mostra
concentracié de clorofil-la en grans extensions. Els | com de l'estat fisiologic de la comunitat.
radiometres SeaWIFS i MODIS-Agua sén un exem-
ple dels instruments emprats per estimar aquesta
concentracid en grans extensions (figura 6).
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a. Analisi de clorofil-la en productors primaris d’origen terrestre

Objectiu:

Determinar la concentracié de clorofil-la present en una quantitat coneguda de vegetacid terrestre, a pos-
teriori es podra extrapolar a I'area total mostrejada i a la superficie total de la zona escollida.

Disseny del procediment experimental

Cada parella (grup) analitzara una mostra de vegetacio terrestre recollida. El conjunt de tota la classe ana-

litzara nou mostres de vegetacié terrestre.
Procediment

Material per al laboratori:

* Cubetes d'espectrofotometria de vidre
* Provetes de vidre (100 ml)

* Morter i ma de morter

* Embut de Blchner

* Placa de Petri

e Bisturf

Paper d'alumini

Gel

Sorra de platja

Acetona 80%

Acetona 100%

Carbonat calcic (CaCO3)

» Espatules Espectrofotometre
* Pipetes de 10 ml Balanca

» Paper de filtre

Protocol d'extraccié de clorofil-les:

I. Peseu 0,15 g de fulles fresques (PF).

Estufa (a 60°C)

2. Talleu-les en trossos petits i col loqueu-les al morter amb una mica de sorra (quatre granets) i un pol-

sim de CaCO;.

Morter de porcellana. Autor: N. Sanchez

3. Dins de la campana d'extraccié: afegiu 6 ml d'acetona 100% un per un alhora que tritureu les fulles,
fins a obtenir un homogeneitzat (durant 5-7 minuts).
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4. Afegiu-hi 6 ml d'acetona 80% fins a obtenir una homogeneitzacié correcta.

5. Deixeu-ho reposar |5 minuts en un bany amb gel, tapat amb paper d'alumini perque no hi penetri la
llum.

6. Talleu un paper de filtre de la mida de 'embut i col-loqueu-lo just al fons de I'embut.

Embut de Biichner de porcellana. Autor: N. Sanchez

7. Humitegeu el filtre amb acetona 80%.

8. Filtreu I'extracte en una proveta de vidre. Utilitzeu 6 ml d'acetona 80% per recuperar totes les restes
d'extracte que han quedat al morter i la ma de morter, que també haureu de fittrar.

9. Diluiu I'extracte amb acetona 80% fins a aconseguir un volum final de 30 ml.
|0. Prepareu un blanc d'espectrofotometria en una cubeta de vidre amb | ml d'acetona 80%.

I'l. Agiteu I'extracte i llegiu I'absorbancia a 750 nm per determinar-ne la qualitat. Si el valor d'absorban-
cia a 750 nm és superior a 0,5 torneu a filtrar fins que quedi una solucié cristal lina.

|2. Mesureu les absorbancies de I'extracte a les longituds d'ona seglients: 646 nm, 663 nm i 750 nm.

Protocol d'obtencié del pes sec (PS):

I. Peseu 3 g de fulles fresques (PF) de balcallé en un platet d'alumini préviament tarat.

2. Col loqueu la mostra en una estufa a 60°C durant 48 hores.

3. Traieu la mostra de l'estufa, deixeu-la refredar, peseu-la de nou i anoteu-ne el pes; aquest sera el pes

sec (PS) que correspon a un pes fresc de 3 g. A partir d'aquest valor, podrem calcular el pes sec d'una
mostra de la qual haguem pesat el pes fresc préviament.
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Resultats individuals
(Productors primaris d'origen terrestre)

|. Mostres analitzades i registre d'incidéncies:

RESULTATS INDIVIDUALS

2.Valors d'absorbancia obtinguts:

Taula |

Unitats

ST CHEEL (0) d’absorbancia

646 nm

663 nm

750 nm

3. Calculeu la concentracié de clorofil-la a partir de les equacions seglients (Lichtenthaler, 1987):

da (mg/g PF) = [1221x A — 2,81xAge] x (Ml de V finalx107) x (g de PFx10")

d b (mg/g PF) = [20,13x Agse — 503% Ages] x (ml de V finalx107) x (g de PF x10")

Taula 2

mg/g PF mg/g PS

Cla mostra laboratori

Clb mostra laboratori
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4. A partir dels resultats obtinguts a I'apartat 3, calculeu la quantitat de clorofil-la de la mostra recollida al
camp (del quadrat de 10 x 10 cm). Calculeu-ho també en mg/m*

Taula 3
Claen 100 cm? mg / 100 cm? mg/cm?
Cl b en 100 cm? mg / 100 cm? mg/cm?

5. Sabent que I'herbassar de carex té una superficie de 49.700 cm?, calculeu la quantitat de clorofil -la de

tot I'ecosistema terrestre:

Taula 4
Cla ecosistema terrestre mg
Clb ecosistema terrestre mg

ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs

STVNAIAIONI S1LV.LTNS3Y

121



CAPITOL lll. ESTUDI OBSERVACIONAL O MESURATIU

Autors: Noemi Sanchez, Marta Doncel, Marta Pérez-Garay, Marc Yeste i Xavier Quintana

Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 5. Quantitat de clorofil-la en cada mostra

Grup Cl a (mg/m?) Cl b (mg/m?)
1

Ol N|OoO|lOa| M|l WODN

9

Mitjana

Desviacidé
estandard

Taula 6. Quantitat de clorofil-la en tot I'ecosistema terrestre

Grup Cl a (mg) Cl b (mg)
1

Ol Nl B~ WOWIDN

9

Mitjana

Desviacio
estandard
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v Amb quantes repliques es treballa en total?

$va019 S1v11NS3y

v’ Es tracta de vertaderes répliques? Com les tractem en el camp dels calculs (estadistics)?
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b. Analisi de clorofil-la en productors primaris d’origen aquatic
b.1. Analisi per al compartiment planctonic

Objectiu:

PROCEDIMENT

Determinar la concentracié de clorofilla present en un volum d'aigua conegut, a posteriori es podra esti-
mar la clorofil-la que hi ha a la superficie total de la bassa.

Disseny del procediment experimental

Cada parella (grup) analitzara una mostra de compartiment planctonic. El conjunt de tota la classe ana-
litzara nou mostres de compartiment planctonic.

Procediment
Material per al laboratori:

* Vials de vidre (amb la mostra)

* Acetona 90%

* Paper d'alumini

* Tubs d'Eppendorf de 2 ml

* Micropipeta de 1.000 pl i puntes blaves
* Cubetes d'espectrofotometria de vidre
* Cullereta

* Centrffuga

* Espectrofotometre

Protocol:

| Tritureu el filtre amb la solucié d'acetona per tal de facilitar la separacié de I'extracte de les restes
de filtre.

2. Filtreu el triturat amb un filtre de fibra de vidre i recolliu 'extracte
3. Prepareu el blanc d'espectrofotometria (cubeta de vidre) amb | ml d'acetona 90%.

4, Mesureu I'absorbancia de I'extracte a [ 750 nm. Si supera el valor de 0,015 torneu a filttrar i a llegir
(tot i que els resultats poden no ser tan fiables).

5.Mesureu les absorbancies de I'extracte a les longituds d'ona segtients: 630 nm, 647 nm, 664 nm, 750
nm.
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Resultats individuals
(Productors primaris al compartiment planctonic)

|. Mostres analitzades i registre d'incidéncies:

2.Valors d'absorbancia obtinguts:

Taula 7

Longitud d’ona (A)

Unitats
d’absorbancia

630 Nnm

647 nm

664 nm

750 nm

3. Calculeu la concentracid de clorofil 1a de la mostra d'aigua recollida a partir de les equacions segtients

(Jeffrey & Humphrey, 1975):

Ca(ug/l) = [11,85% (A — Assg) — 1,54 x (Asy — A750) — 0,08 x (Aczo— Assg)] % (V acetona 90% en

ml / V mostra filtrada en litres)

Qb (ugl) = [-543x (Ages — Arsg) + 2103 x (Agay — Assg) — 2,66 x (Agzo — Asso)] x (V acetona 90% en

ml /V mostra filtrada litres)

Taula 8

Cla mostra aigua

Mg/l

Clb mostra aigua

Mg/l
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4. Calculeu el volum de la columna d'aigua que correspon a una superficie determinada de la llacuna (V,,),
per exemple, el volum d'aigua que hi ha en un cilindre que té una base de 10 x 10 cm:

Base (b): (Suposem que tenim un quadrat de |0 cm de costat.)
Alcada (h): fondaria de la bassa

V., = b (costat x costat) x h =

RESULTATS INDIVIDUALS

Calculeu quants litres conté la columna d'aigua:

5. Calculeu la concentracié de clorofil 1a per a la nostra columna d'aigua (a partir dels apartats 3 i 4).
Calculeu-ho també en mg/m2:

Cla=
Clb=
Taula 9
Cl a aigua Mg / 100 cm? mg/m?
Cl b aigua Mg / 100 cm? mg/m?
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Resultats globals
(Productors primaris al compartiment planctonic)

Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 10. Concentracié de clorofil-la en la columna d'aigua

Grup Cl a (mg/m?)

Cl b (mg/m?)

1

Ol 0| N|OO|Oa | |l O] DN

Mitjana

Desviacio
estandard

v Amb quantes répliques es treballa en total?

v’ Es tracta de vertaderes répliques? Com les tractem en el camp dels calculs (estadistics)?
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b.2. Analisi per al compartiment bentonic
Objectiu:

Determinar la concentracié de clorofil-la present en una superficie de sediment coneguda, a posteriori es
podra estimar la clorofil 1a que hi ha a I'area total de la bassa.

PROCEDIMENT

Disseny del procediment experimental

Cada parella (grup) analitzara una mostra de compartiment bentonic. El conjunt de tota la classe analit-
zara nou mostres de compartiment bentonic.

Procediment
Material per al laboratori:
* Vials de vidre (amb la mostra)
* Acetona 90%
* Paper d'alumini
* Tubs d'Eppendorf de 2 ml
* Micropipeta de 1.000 |l
* Cubetes d'espectrofotometria de vidre
* Centrffuga
* Espectrofotometre
* Puntes blaves (I ml)
Protocol:
|. Agafeu el vial amb la vostra mostra i barregeu-la mott bé.
2. Transferiu 2 ml d'extracte a un tub d'Eppendort.
3. Centrifugueu-ho a 5.000 rpm durant 5 minuts.
4. Recolliu el sobrenedant a un nou tub d'Eppendorf evitant agafar restes solides.

5. Prepareu el blanc d'espectrofotometria (cubeta de vidre) amb | ml d'acetona 90%.

6. Comproveu que I'absorbancia de I'extracte a A 750 nm no supera el valor de 0,015. Si fos aix{ tor-
neu a centrifugar i a llegir, tot i que els resultats poden no ser tan fiables.

7. Mesureu les absorbancies de I'extracte a les longituds d'ona seglients: 645 nm, 665 nm i 750 nm.
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Resultats individuals
(Productors primaris al compartiment bentonic)

|. Mostres analitzades i registre d'incidéncies:

2.Valors d'absorbancia obtinguts:

Taula 11
Longitud d’ona (A) d’aI:Jsr:)i:gtésncia
630 nm
647 nm
664 nm
750 nm

3. Calculeu la concentracié de clorofil-la de la mostra de sediment recollit:
Sc = superficie del core (cm?)

Sc=][xr*=

Diametre del core: | cm

A partir de la superficie del core, calculeu la concentracié de clorofilla de la mostra d'aigua recollida a
partir de les equacions seglients (Jeffrey & Humphrey, 1975):

A a (pg/l) = [11,85% (Ages — Asso) — 1,54 x (Aggr — Assg) — 0,08 x (Agzg — Asse)] x [V acetona 90% en
ml / (Sc x 1.000)]

Qb (pg/l) = [-543x (Ags—Asse) + 21,03 x (Ager — Assg) — 266 x (Agzo — Asso)] x [V acetona 90% en
ml / (Sc x 1.000)]
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Taula 12
Cl a seqiment core mg/cm?
Clb sediment core mg/cm?

Calculeu quants cores tenim en 100 cm*

RESULTATS INDIVIDUALS

4. Calculeu la quantitat de clorofilla en 100 cm” de sediment i la quantitat de clorofil-la en | m™

Taula 13
Cl a aigua pg / 100 cm? mg/m?
Cl b aigua Mg / 100 cm? mg/m?
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Resultats en el conjunt de la classe:

Taula 14. Concentracié de clorofil-la en el sediment

Grup

Cl a (mg/m?)

Cl b (mg/m?)

1

Ol | Nl | ]l O] DN

Mitjana

Desviacio
estandard

Taula 15. Taula resum de la concentracié de clorofil-les a I'ecosistema aquatic

Compartiment

Cl a (mg/m?)

Cl b (mg/m?)

Planctonic (aigua)

Bentonic (sediment)

Total ecosistema
aquatic

Sabent que I'ecosistema aquatic té una superficie de 42.300 m?2, calculeu la quantitat de clorofil-la de tot

I'ecosistema aquatic:
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Taula 16. Taula resum de la quantitat de clorofil-la en tot I'ecosistema aquatic
Cla ecosistema aquatic mg
Clb ecosistema aquatic mg

RESULTATS GLOBALS

v Amb quantes repliques es treballa en total?

v Es tracta de vertaderes répliques? Com les tractem en el camp dels calculs (estadistics)?
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2.b.4. Analisi de les dades

A partir dels resultats obtinguts durant els diferents experiments, analitza i verifica el disseny mostral-
experimental que s'ha seguit:

ISITYNY

Omple aquesta fitxa a tall de compendi dels resultats i conceptes tractats durant el decurs de la setmana.

I Definicié del problema:

2. Definicié de conceptes:

a.Variable dependent:

b. Constants:

c. Grup control:

d. Grup experimental:

e. Repliques:

3. Formulacié de la hipotesi:
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4. Disseny del procediment experimental:

ANALISI

(Fes un esquema dels diferents procediments seguits.)

5. Obtencid i analisi dels resultats. Compara la concentracié de clorofil-la en els dos sistemes.

Taula 17. Concentracié de clorofil la en els diferents ecosistemes estudiats

Concentracié de clorofil-la E::;f:;r:a Ec:;i‘ztt?;na
Cl a (mg/m?)

Cl b (mg/m?)

Cla (mg)

Cla (mg)

134 ISBN 978-84-8458-338-7  Introduccio al disseny experimental: Practiques de laboratori i de camp per a bidlegs



CAPITOL Ill. ESTUDI OBSERVACIONAL O MESURATIU

Autors: Noemi Sanchez, Marta Doncel, Marta Pérez-Garay, Marc Yeste i Xavier Quintana

6. Conclusions:

ISITYNY

v’ Les dades obtingudes responen al problema plantejat? Justifiqueu la resposta.

v" S'ha confirmat la hipdtesi de partida? Justifiqueu la resposta.

v Valora el disseny mostral proposat. Com el milloraries?
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