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RESUMEN

Se identifican y comentan brevemente los principales
topicos de muestreo que pueden interesar a un inves-
tigador de poblaciones y comunidades microbiologi-
cas naturales: definicion de universo y unidades de es-
tudio, determinacion del tamario de una muestra, de-
finicion de variables acerca de las cuales se desea efec-
tuar estimaciones muestrales, factores de que depende
la precision de una estimacion, disefios cldsicos que
otorgan alta “representativided” a una muestra, im-
portancia del azar en la seleccion muestral y limitacio-
nes en las estimaciones proyectadas a partir de “‘mini-
unidades”.

SUMMARY

Principal topics for sampling natural microbiological
communities and population are identified and brief-
ly commented. Among these are difinition of univer-
se and study units; limits of a sample size, definition
of variables desired for estimated sampling; factors on
which depend the precision of an estimation, classic
designs that grant a high “representativeness” of a
sample; importance of random in the selection of
samples and limitations in the projected estimations,
starting from “mini-units”’

Pricticamente ningin estudio de poblaciones o
comunidades puede hacerse sin utilizar algin proce-
dimiento de muestreo, La dependencia de esas técnicas
va en aumento, mientras mas pequefios y abundantes
sean los individuos involucrados, ya que se va hacien-
do cada vez mds dificil abarcarlos a todos. Al mismo
tiempo, aumenta la dificultad de obtener muestras
representativas —especialmente en condiciones natu-
rales— por la disminucién que se produce en el cono-
cimiento de las caracteristicas individuales, del grado
de interaccién con el medio y del aumento de la com-
plejidad en el manejo de los organismos.

En los estudios meso o microbioldgicos de comu-
nidades, las unidades quedan definidas por el drea o el
volumen bibtico con sustrato abidtico, abarcado por
un instrumento de recoleccioén, que puede ser una
simple pala para tomar “muestras” de suelo en un
estudio de microflora, o una botella para obtener una
muestra de agua en un estudio de plancton, o una red
plancténica para este mismo objeto, o una cuchara
doble para obtener “‘muestras” de sedimento. Es decir,
la unidad a que me refiero corresponde estrictamente
al contenido recolectado por un instrumento de reco-
leccidn bien definido, en otras palabras, a la *‘muestra”
de tierra, agua, hojarasca, etc. que se haya obtenido
con éste. Para evitar confusiones posteriores, preferiré
llamarlas “‘unidades de estudio™ mas bien que ‘“‘mues-
tras” y reservaré el término de muestra para el total
de estas unidades que hayan sido recolectadas desde
el universo.

En una investigacion puede estarse definiendo
mas de una unidad de estudio, cada una de ellas con

su propio procedimiento de recoleccion, pero no es
correcto definir una misma unjdad con dos o més pro-
cedimientos de recoleccion muy disimiles porque pro-
duciria confusién en los resultados. Por ejemplo, si
para un estudio de comunidad planctonica se usara
una botella y una red para recoleccién, obviamente la
red recolectara organismos de cierta dimensién en
tanto la botella los recclectara casi a todos (con ex-
cepcidn de los de gran movilidad). Por otra parte, las
exigencias de confiabilidad en los resultados de un es-
tudio, obligan al investigador a conocer y seleccionar
los disefios de muestreo mas apropiados y a crear sus
propios disefios alternativos, buscando un equilibrio
entre la ganancia en representatividad —que hara mds
confiables sus resultados— y la complejidad del disefio,
que puede elevar los costos del muestreo. En este
juego es muy importante que el investigador conozca
algunos elementos de la tegria muestral, que le ayu-
den a encontrar ese equilibrio.

Una de las primeras preguntas que suele surgir
cuando se enfrenta un problema de muestreo, se refie-
re al lugar y tiempo en que se efectuard éste, Cual-
quiera sea el estudio que se desea realizar, siempre es
conveniente caracterizar el medio espacio-temporal al
cual se quiere proyectar los resuitados, con el doble
proposito de tener un marco de referencia claro para
efectuar el disefio muestral v formalizar la base de
comparacion con otros estudios. Esta caracterizacién
frecuentemente abarca aspectos abidticos superficia-
les, algunas caracteristicas de cobertura vegetacional,
si es un espacio abierto y referencias temporales. Por
ejemplo, para un estudio sobre microflora del suelo,
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se describe el “drea de estudio’ en términos geografi-
cos, climdticos, edificos, vegetacionales y ain histori-
cos y biologicos, que proporcionan un marco referen-
cial muy completo para efectuar el disefio muestral y
proyectar los resultados.

En este universo definido, el investigador debera
identificar cuales serdn las unidades que le proporcio-
nardn los datos necesarios para cumplir los objetivos
del estudio. Tales unidades pueden ser bidticas, abio-
ticas o una mezcla de ambos tipos; pueden ser espa-
ciales, temporales 0 espacio-temporales. Podria ser
util estimar el niimero de unidades de estudio que se
obtendria de un universo, teniendo alguna referencia
acerca de su dimensién total y conociendo la capacidad
del instrumento de medicién. Por ejemplo, si se sabe
que con una pala se puede obtener muestras de tierra
de aproximadamente 0.1 m3 entonces, de un drea de
alrededor de 1000 m? de tierra se podria obtener
unas 1000 unidades de 0.1 m3 de la capa superficial
de 0.1 m de profundidad. En Ia mayoria de los estu-
dios de comunidades meso o microscopicas, los uni-
versos de unidades son tanto o mas grandes que los
del ejemplo anterior, pudiéndoseles considerar enton-
ces como de tamafio infinito (N - o).

El siguiente aspecto de interés para elinvestigador
suele ser la determinacion del tamafio de muestra que
necesitaria para realizar su estudio. Aparte de una de-
cision arbitraria, éste puede elegir alguno de los proce-
dimientos siguientes:

1. Determinacion del tamafio maximo,
Consiste en determinar el nimero méximo de
unidades que es posible recolectar con los recur-
sos y tiempo disponibles para realizar el estudio.
La aplicacidn de este método exige efectuar esti-
maciones de costo por unidad de estudio, que
abarcan la recoleccion y el manejo posterior de
datos que conducird a los resultados finales. Si
representamos por ¢ €l costo por unidad y por R
la suma de recursos disponibles, entonces, obvia-
mente n= R/c. Este prodecimiento puede pare-
cer simplista para algunos entendidos, pero no
debemos olvidar que, en muchos casos, es la ani-
ca forma de proceder que tiene el investigador si
desea Hevar adelante su estudio.

2. Determinacion del tamafio minimo.
Consiste en estimar el nGmero minimo de unida-
des que es menester seleccionar para cumplir cier-
tas exigencias acerca del nivel de imprecisién y
nivel de confianza en las proyecciones que se
desee hacer hacia el universo. Este método, que
sin duda seria aprobado por los muestristas, suele
conducir a nimeros de unidades desusadamente
grandes que obligarian a realizar un arduo trabajo
de recoleccidén y manejo posterior de unidades
~muestra, no siempre factible para los grupos de
investigadores los que, generalmente, trabajan
con recursos limitados. Por ejemplo, si un investi-
gador desea efectuar un estudio acerca del pro-
medio de colonias flngicas aisladas (cultivo en
agar Rose - Bengall) por unidad de estudio (cilin-
dros de suelo), con un nivel de imprecisidon no
mayor que d y un nivel de confianza del 959/o,
usando un disefio de muestreo al azar simple, ne-
cesitaria como minimo recolectar al azar:

n=to(SY

Si, de estudios anteriores o de una muestra piloto,
él ha obtenido informacion de que el promedio
de colonias aisladas es de 4.0 colonias x 105 grs,
de suelo fresco, con desviaciéon standard de 1.9
colonias y €l no desea aceptar un nivel de impre-
cision mayor que el 10¢/o de la estimacion del
promedio, entonces:

2 11,942 2

n=% “"1(0_.4 =226 5,

lo que en un proceso iterativo de busqueda de t
nos conduce &

n==90 unidades de suelo fresco que deben selec-
cionarse al azar en su universo, suponiendo gue la
muestra serd recolectada en un solo momento en
el tiempo.

Equilibrio entre tamafio miximo y mini-
mo.

Consiste en determinar el nimero de unidades
que permitiria satisfacer a la vez una minima
confiabilidad aceptable para la proyeccién de los
resultados y la mdxima exigencia de recursos para
la realizacidon del estudio. Este método puede
considerar Ia rebaja de los costos unitarios mejo-
rando por un lado las técnicas de recoleccidn y
manejo de datos y por otro, optimizando el dise-
fio de muestreo. Por su flexibilidad debiera ser,
a mi modo de ver, el que todo investigador inten-
tara desarrollar como norma, salvo que tuviera re-
cutsos ilimitados, En el ejemplo anterior es posible
que, pensando en un disefio de muestreo diferen-
te, la variabilidad resulte disminuida, es decir,
S2  serd menor, disminuyendo por lo tanto tam-
bién el tamafio minimo de muestra necesario. Su-
poniendo que, en un muestrec piloto se obtuve
las desviaciones standard 0.5, 2.7 y 1.1 para el
promedio de colonias aisladas en 3 estratos dife-
rentes del mismo universo, cuyas medidas de ta-
maifio fueron respectivamente 06,02 y 0.2, en-
tonces, se necesitaria seleccionar.
n=tﬁ_1(u.e)(o.51—(0.21(2,7)— (02)01.1) _yy 5 t2 Yy

n=50 unidades de suelo fresco, usando un disefio
de muestreo al azar estratificado proporcional. Es
decir, el solo hecho de cambiar el disefio disminu-
yO el tamafio de muestra minimo necesario a casi
la mitad de] anterior.

La préxima pregunta que suele hacerse el investi-
gador que va a usar ¢l muestreo, se refiere a lo
que desea estimar con su muestra o, en otras pa-
labras, lo que desea proyectar hacia el universo.
A poco de revisar los objetivos de su investiga-
cion, serd capaz de definir las variables acerca de
las cuales deberd recolectar informacién de las
unidades de estudio para cumplir éstos y también
serd capaz de seleccionar o construir los indicado-
res que le permitirdn resumir la informacion rela-
tiva a esas variables. Esos indicadores pueden pro-




veer valores aislados (promedios, desv, standard,
proporciones, correlaciones, indicadores de diver-
sidad, etc.) o conjuntos de valores (distribuciones
de frecuencias, grificos, etc.) los que debieran
proceder del calculo con los datos de todas las
unidades del universo para estar seguros que co-
rresponden a valores reales de ese. Usando la
muestra, en cambio, los valores que se obtengan
corresponderan a los reales para ese solo grupo
y no para el total. Sin embargo, con el acto de
proyectar los resultados de la muestra hacia el
universo, el investigador transforma los valores
muestrales de los indicadores, en estimaciones de
sus valores reales, Entonces le surgira una duda
;qué tan precisas son sus estimaciones?, es decir,
;qué tan cercanas estan de los valores reales del
universo?

La precision de una estimacion particular depen-
de a lo menos de tres factores: a) variabilidad de
la variable a que se refiere ¢l indicador, b) tama-
iio de la muestra de unidades de estudio y ¢) di-
sefio muestral usado. Estos tres factores se en-
cuentran considerados en cualquier estimacion
del error muestral que se haga para determinar el
nivel de imprecision de la estimacion del valor de
un indicador.

a) Variabilidad

Toda variable tiene la posibilidad de presentarse
de un modo diferente en distintas unidades muestra-
les, por ejemplo, biomasa bacteriana, biomasa filngica,
actividad metabolica del suelo, pueden tener distintos
valores para unidades de muestreo diferentes, Esto es
lo que se llama variabilidad, Si los valores de alguna
de estas variables son similares en las unidades consi-
deradas se dird que la variabilidad es baja o que la ho-
mogeneidad es alta para esa variable. Si, en cambio,
presenta valores muy disimiles, se dird que su variabi-
lidad es alta o que su homogeneidad es baja. Este con-
cepto representa, pues, un atributo propio de la varia-
ble, que permite calificar el indicador usado para resu-
mir sus valores, El valor de un indicador cuya variable
tiene poca variabilidad, es mas confiable que el de
otro cuya variable tiene alta variabilidad. Por ejemplo,
el valor de la biomasa bacteriana promedio serd mds
confiable si se obtuvo de valores muy similares de bio-
masa de las unidades de muestreo en que se determind,
que si se obtuvo de valores muy disimiles, Sin duda,
tendremos mds confianza en inferir hacia el universo
el valor del primer promedio que el del otro porque
suponemos que, al obtenerse su valor con baja varia-
bilidad a partir de una muestra de unidades, es muy
posible que represente bien (esté cercano) al valor
real de ese promedio en el universo. Por eso, no nos
sorprendera si decimos que “‘el nivel de imprecision
de una estimacion, se encuentra relacionado directa-
mente con la variabilidad correspondiente a la varia-
ble del indicador estimado.

b} Tamario'de la muestra’

El niimero de unidades que elijamos desde el uni-
verso para inferir los valores que tendrdn los indica-
dores de interés en éste, es otro factor que influye
sobre la precision de la estimacion. Tendemos a sos-
pechar que una muestra de escasas unidades serd poco
representativa del universo por cuanto podria estar
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abarcando s6lo algunas caracteristicas de éste y por
tanto, solo parte de la variabilidad de las variables que
se estin estudiando. Por el contrario, mientras mayor
sea la muestra, mas posibilidades se tendrd de que esté
abarcando la mayor parte de la variabilidad que hay
en el universo y, por tanto, que los indicadores pro-
porcionen valores mas cercanos a los reales, es decir,
con menor nivel de imprecision, lo que nos sugiere
una relacién inversa entre este nivel y el nimero de
unidades de la muestra.

¢) Disefio muestral

Frecuentemente nos estamos refiriendo a la “re-
presentatividad™ de una muestra respecto al universo
del que se selecciond, sin explicarnos claramente su
significado. Yo pienso que es un atributo de la mues-
tra que corresponde concretamente a la “‘cantidad”
de variabilidad y de proporcionalidad del universo,
que esta lleva y que se refiere a la o las variables mas
importantes del estudio. Asi pues, si lo fundamental
de mi estudio son las variables biomasa bacteriana y
biomasa fiingica, la muestra que yo seleccione debiera
llevar la mayor parte de la variabilidad de esas bioma-
sas de tal modo que haya valores altos, medios y bajos,
en proporcion similar a los que estas variables presen-
ten en el universo. La obtencién de una alta represen-
tacion, asi entendida, obliga a un mejor conocimiento
previo del universo el que, evidentemente, no debe ser
en términos de las mismas variables que se desea estu-
diar, sino en términos de otras relacionadas con éstas
y de facil visualizacion, a las que llamaré ‘“‘variables
indices”. Por ejemplo, para el estudio de la biomasa
fiingica del suelo pueden servir como variables indices:
cobertura vegetacional, humedad, textura del suelo,
etc., con cuyos niveles se puede dividir el drea total en
ireas mas pequefias, muy diferentes entre si, en las
cuales se supone que la biomasa tendrd también valo-
res clarumente distintos, Esta forma de razonamiento,
es la que conduce a disefiar procedimientos de mues-
treo que otorguen alta representatividad a la muestra.
Un par de disefios muestrales muy conocidos persi-
guen precisamente ese objetivo: el muestreo por es-
‘tratos proporcionales y el muestreo de conglomerados.

Muestreo por estratos

Habiéndose identificado una o mds variables indi-
ces, es posible dividir el universo en grupos, dreas o
volimenes cuyas unidades de muestreo presenten alta
homogeneidad interna respecto a tales variables y por
tanto, alta heterogeneidad entre unidades de grupos
distintos. A tales grupos los llamamos “estratos”. Ob-
teniéndose alguna medida de tamafio para cada uno
de estos estratos serd posible repartir la muestra total
n entre todos ellos, en proporcién a esa medida de
tamafio. Si W, representa la medida de tamafio del
estrato h, entonces: n, = nx W, representa el mime-
ro de unidades de muestreo que debieran ser seleccio-
nadas del estrato h, en relacidn a la medida de tamafio
que este tiene. Por ejemplo, si la relacion de tamafio
entre 3 estratos de un universo, es de 3: 2: 5 y se de-
sea repartir en esos estratos en forma proporcional,
una muestra total de 25 unidades de muestreo, enton-
Cces: Wy = 03, W, =02y W3 = 0.5, por lo que:
n, = 25x03=28,n, =25X0.2=5yn3=25x
0.5 = 12. Entonces, debera seleccionarse 8 unidades



38 COMUNIDADES MICROBIOLOGICAS — D. Casanora

del primer estrato, 5 del segundo y 12 del tercero,
Con este procedimiento se asegura que la muestra
seleccionada tendra representaciones de cada uno de
los estratos en proporcién a su importancia en el uni-
VEIso y como estos a su vez, representan caracteristi-
cas distintas de la variable que se va a estudiar, la
muestra serd altamente representativa de aquél.

Muestreo de conglomerados

Otra modalidad consiste en dividir el universo en
grupos, dreas o vohimenes cuyas unidades de mues-
treo presenten alta heterogeneidad interna respecto a
la o las variables indices y por lo tanto, cada grupo
constituird una miniatura del universo que ser4 llama-
da “conglomerado™. En este caso, bastard con selec-
cionar uno o mis de estos conglomerados para obte-
ner la muestra de unidades que se necesita. Por ejemplo,
habiéndose dividido un universo en 600 conglomera-
dos de alrededor de 10 unidades muestrales cada uno,
se debe seleccionar tres de ellos para obtener una
muestra total de 30 unidades. Otra posibilidad es
seleccionar un niimero mayor de conglomerados y
muestrear dentro de cada uno de ellos. Por ejemplo,
seleccionar primero 10 de entre los 600 anteriores y
luego seleccionar 3 unidades dentro de cada conglo-
merado ya elegido, lo que igualmente nos provee de
una muestra total de 30 unidades.

Tanto en el muestreo por estratos como en el de
conglomerados los principales problemas lo constitu-
yen la eleccidn apropiada de la o las variables indices,
la determinacién de las medidas de tamaiio y la deli-
mitacién de los grupos.

Seleccion al azar

Cualquiera sea el disefio muestral propuesto, en
el momento de efectuar la seleccion ya sea de las uni-
dades de muestreo o de los conglomerados, debera re-
solverse si ésta habri de ser al azar 0 né. Yo diria que
hay a lo menos dos razones de peso que hacen deci-
dirse por el azar en la seleccion:

1) Que es altamente probable que la muestra
contenga lo que se presenta én mayor proporcidn en
el universo. Esto por si solo permite confiar més en la
seleccion al azar, que en la dirigida.

2) Que es posible utilizar procedimientos de infe-
rencia estadistica en el analisis de resultados, porque
los datos que se recolecten quedardn sometidos a la
“ley de probabilidades” en que se basan tales procedi-
mientos. En particular, se podria efectuar estimaciones
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por intervalo de confianza para valores de indicadores
en el universo, mediante la estimacion del error de
muestreo.

Procesos de estimacion en Microbiologia

No podria terminar esta breve introduccion al
muestreo sin recordar que el investigador microbiol6-
gico debe enfrentar, por lo generat dos diferentes pro-
cesos de estimacién: 2) estimacion acerca de lo que
ocurre en el universo, a partir de la muestra de unida-
des seleccionadas en terreno y b) estimacién acerca de
lo que ocurre en cada unidad seleccionada, y por ende
en ia muestra, a partir del “muestreo de partes” de las
unidades sefeccionadas. La muestra formada por estas
“tnini unidades”, a su vez, raramente es escrutada en
forma directa, por la pequefia dimensién de los orga-
nismos involucrados, sino a través del “cultivo” de
estas mini unidades en medios artificiales sujetos a
una variada e intensa manipulacién. Este segundo tipo
de estimaciones puede servir para algunos indicadores
poblacionales, como natalidad, mortalidad, fertilidad,
capacidad de porte, forma y velocidad de crecimiento,
velocidad metabdlica, etc., pero no es itil para la
mayoria de los indicadores usados en estudios de co-
munidad salvo que ese estudio se limite a las comuni-
dades “cultivadas™. S6lo es factible efectuar estima-
ciones de indicadores de presencia —ausencia y varie-
dad de especies, los que obviamente se verdn afectados
por el medio de cultivo que, generalmente, actha en
forma selectiva sobre los organismos de distintas espe-
cies,

Ya sea el estudio de poblaciones o de comunida-
des, las estimaciones que resulten a partir de mini uni-
dades deben ser cuidadosamente extrapoladas a nivel
de unidades de estudio en terreno, pudiendo ser nece-
sario el uso de muestreo con diversos medios de cultivo,
en un disefio de experimento conducido, en lo posible,
bajo la accién de los niveles de los principales factores
a que estdn sometidos los microorganismos natural-
mente. Estas miniunidades, en la prictica, producirdn
estimaciones acerca de lo que ocurre en la muestra de
unidades recolectadas en terreno y —a través de la
proyeccionm de esa muestra— de lo que ocurre en el
universo total.

Esto obliga alos investigadores a describir con claridad
las condicicnes bajo las que se hizo el cultive, para
facilitar la contrastacion de ellas con las del medio
natural que habrin sido descritas al definir el universo
en estudio.
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