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INTRODUCCIÓN
El presente material fue condensado de varios capítulos presentados en el Phytoplankton Manual de UNESCO (Venrick, 1978a, b, c, d; reproducidos con el permiso de UNESCO). A pesar de los años transcurridos, este material sigue siendo adecuado. Se redujeron las deducciones matemáticas más complicadas y las referencias bibliográficas fueron puestas al día.

Aunque muchos textos de estadística incluyen un capítulo de diseño de muestreo  (por ejemplo, Sokal & Rohlf, 1981; Winer, 1971), son llamativamente pocos aquellos dedicados enteramente a este tema. El estudiante que desee de ahondar más en la teoría de muestreo deberá recurrir a los textos de Cochran (1977) y Sampford (1962). El libro "Sampling Design and Statistical Methods for Environmental Biologists" de R. H. Green (1979), está enfocado más estrechamente sobre aspectos que son relevantes más bien para el investigador en fitoplancton. Se recomienda la consulta de estas obras, puesto que la discusión que sigue está, necesariamente, resumida. 

Las poblaciones del fitoplancton son demasiado grandes para ser contadas en su totalidad y son demasiado variables en el espacio y en el tiempo para ser estimadas correctamente a partir de una sola muestra. La aplicación de la teoría del diseño de muestreo aumenta la eficacia con la que los cálculos poblacionales son derivados de las muestras. Para la presente discusión serán necesarias las siguientes definiciones.

Una muestra es una subjuego de observaciones, tomado de un conjunto de datos más grande, la población. Una población puede estar formada por todas las mediciones posibles de la temperatura superficial del Lago Michigan, el largo de todos los atunes "bluefin" del Océano Pacífico, o cualquier otro juego completo de hechos acerca de los cuales se desee obtener información. El propósito de una muestra es obtener una estimación acerca de algunos aspectos de esa población.  El término estadístico se refiere a una característica de la muestra; parámetro se refiere a una característica de la población de la cual fue tomada la muestra y generalmente es representado mediante una letra griega. Una muestra estima a un parámetro. Así la media de varias muestras es un estadístico (

), y este estima la media real de la población, el parámetro (µ). Ambos términos, estadístico y población, poseen también otros significados por lo que debe quedar claro su empleo dentro de la teoría de muestreo.

La eficacia con que una muestra estima un parámetro es generalmente medida como la  precisión de ese estimador: mediante la variabilidad de los estadísticos replicados sobre su propia media. Esto es diferente de la exactitud del estimador, que es la concordancia entre las medias del estadístico replicado y el parámetro. Con frecuencia la exactitud es expresada como su inversa, el sesgo: una desviación consistente  un estadístico y un parámetro. Como el valor del parámetro de la población es generalmente desconocido (¿para qué si no uno estaría tomando muestras?), es difícil o imposible cuantificar la exactitud o el sesgo. Sin embargo, las fuentes del sesgo pueden ser identificadas. Así, se sabe que el arrastre de red subestima la biomasa del fitoplancton por que los organismos más pequeños no son retenidos por la misma. El sesgo es reconocido, pero por lo general se desconoce su magnitud en un arrastre en particular. La precisión y la exactitud son características independientes. El diseño de muestreo ideal es exacto y preciso al mismo tiempo.

MUESTREO EN EL CAMPO

Etapas de un Programa de Muestreo
Un diseño de muestreo eficaz es determinado por los objetivos básicos del estudio. Los objetivos pueden ser puramente descriptivos, como en el caso de una lista de presencia de especies o de un mapa de distribución de abundancias, o puede incluir generalizaciones estadísticas o tests de hipótesis. Los requerimientos de estos últimos tipos de estudios son más estrictos que los de un programa descriptivo, para el que los procedimientos que se describen a continuación podrán ser menos rigurosos.

Los pasos más importantes en un programa de muestreo cuantitativo han sido detallados por Cochran (1977). Estos pueden ser resumidos como sigue:

1.  Determinar con exactitud los objetivo, incluyendo, a) el objetivo básico: las interrelaciones a ser examinadas, las hipótesis a ser testeadas, las predicciones a realizarse; b) el método analítico y el diseño de submuestreo que deberán ser empleados; c) la precisión deseada.

Una exacta exposición de los objetivos asegura que sean colectados todos los datos necesarios para el estudio, y sólo aquellos que lo son. Hay una tendencia entre los ecólogos del plancton a colectar tanta información como sea posible, en la esperanza de que "algo interesante" surgirá. Una obtención de datos como esa, no selectiva, puede ser justificable en un reconocimiento preliminar, pero generalmente resultará ineficaz en otras situaciones.

Para determinar la cantidad de muestras que deberá ser tomada, es necesario tener un conocimiento previo de los métodos analíticos y del diseño del submuestreo que serán aplicados y de la precisión del muestreo. La relación de la exactitud con el número de muestras y la varianza de la población se discuten en todo texto de estadística y se reseñan en las páginas 20-23 del presente capítulo. Si en las fórmulas allí expresadas se sustituye la medida correspondiente a la varianza de la población en el campo, esas fórmulas pueden ser usadas para determinar el número mínimo de muestras necesario para obtener una precisión dada. Los métodos de medición o de estimación de esta varianza son discutidos al final de esta sección.

2. Definir la población objeto: La población objeto es el conjunto de hechos acerca de los cuales se desea obtener información y a los que se aplicarán las conclusiones. Para asegurarse de que en un estudio dado se toman muestras de una fracción representativa de la población objeto, es necesario: a) definir la población objeto; b) especificar la unidad de muestreo; c) establecer el marco de muestreo; d) seleccionar muestras al azar.

Cuando se toman muestras de elementos visibles e inmóviles (árboles o cucharas o neumáticos), la unidad de muestreo puede ser un solo individuo. En el trabajo con fitoplancton la unidad de muestreo es generalmente una colección de individuos, determinada por el artefacto de que se disponga; pueden ser los organismos en una muestra superficial obtenida con un balde, una muestra de botella, un arrastre de red, etc. El marco de muestreo es el conjunto de todas las posibles unidades de muestreo incluidas dentro de la población objeto. De este modo, si uno define a la población objeto como el fitoplancton de una bahía en particular, y la unidad de muestreo es el fitoplancton de una botella de Niskin, entonces el marco de  muestreo consiste en todas las posibles botellas de Niskin que puedan ser colectadas en esa bahía. La población objeto es definida, en realidad, por la dimensión del marco de muestreo. Si las muestras de una botella de Niskin son colectadas sólo de una profundidad de 10 metros desde el extremo de un malecón, la población objeto se reduciría al fitoplancton de los 10 metros de un área restringida a las adyacencias del muelle; es inadecuada una generalización estadística de las particularidades de estas muestras a toda la bahía. Frecuentemente la causa de la ineficacia en los estudios de campo es una definición incorrecta de la población objeto. El error de generalizar acerca de una población objeto inapropiada (más allá de las dimensiones del marco de muestreo) es conocido como pseudoreplicación (Hurlbert, 1984).

La población objeto puede ser innecesariamente grande, ocasionando ineficacia en el empleo del esfuerzo. Con frecuencia es posible examinar una hipótesis formulada en forma sucinta, a partir de poblaciones objeto cuidadosamente escogidas, representadas por una o unas pocas muestras replicadas. Así, dos estuarios pueden ser mejor comparados por medio de uno o dos puntos de muestreo análogos en cada uno de ellos, que describiendo ambos estuarios antes de comenzar con la comparación. En esta aproximación al problema, el éxito depende de la formulación hábil de la hipótesis y de la selección de las estaciones. Las conclusiones acerca de las diferencias o similitudes se referirán sólo a los pares de ubicaciones, y no a los estuarios enteros, pero una definición de la población objeto restringida de esa manera puede eliminar la necesidad tener en cuenta la compleja heterogeneidad espacial propia de una población más amplia. 

La mayoría de los procedimientos estadísticos requieren una estimación de la varianza de la población, y esta, a su vez, necesita algún elemento aleatorio para la selección de las muestras dentro del marco de muestreo. En la práctica del trabajo con plancton, estos requerimientos son transgredidos con frecuencia, por que en los ambientes donde el plancton vive, las estrategias del muestreo al azar presentan dificultades y son costosas. Las consecuencias de sustituirlo por un muestreo sistemático son discutidas más abajo.

Estrategias de Muestreo

Existen muchas estrategias posibles. Sus aspectos teóricos han sido discutidos por Cochran (1977), e Ibanez (1976) ha investigado empíricamente diversas estrategias en el contexto de la ecología del plancton. En la práctica los diseños de muestreo más eficaces son frecuentemente una combinación de más de una estrategia.

Muestreo sistemático
Las muestras son tomadas de la población a intervalos regulares o subjetivos. Las ventajas básicas de esta estrategia son la facilidad con que se determinan las unidades de muestreo y la gran simplicidad en la presentación de los datos, ya sea por medio de tablas o de gráficos.  De cualquier manera, no hay un factor aleatorio en el muestreo, y en última instancia, la exactitud de cualquier generalización acerca de la población dependerá de la distribución de la misma. Cuando un muestreo sistemático coincide con una verdadera distribución al azar de los organismos, los resultados pueden ser equivalentes a una simple distribución al azar. Cuando la distribución de una población se vuelve más estructurada, los resultados del muestreo sistemático probablemente resulten sesgados. El muestreo sistemático a lo largo del eje vertical produce un sesgo, pequeño pero detectable, en la estimación del total de clorofila en la columna de agua (Venrick, 1978e).

El empleo del muestreo sistemático está ampliamente difundido, pero esta técnica debe ser cuidadosamente justipreciada. Para estudios puramente descriptivos como la confección de gráficos, la simplicidad de su aplicación puede justificar su empleo. También es posible que la complejidad de las distribuciones naturales posea una aproximación satisfactoria a la distribución al azar. En la medida que esto no sea así, los estadísticos resultantes serán estimadores sesgados, y los niveles de probabilidad asociados con ellos serán incorrectos.
El muestreo sistemático resulta apropiado cuando los datos son series en las que se examinarán fluctuaciones periódicas mediante técnicas como el análisis espectral o el análisis de covarianza (Platt & Denman, 1975; Legendre & Legendre, 1983). En este caso, las muestras ideales se encuentran regularmente espaciadas, siendo su frecuencia tal que la fluctuación periódica más pequeña a ser resuelta es muestreada mediante un mínimo de cuatro muestras. Para evitar el "aliasing" de las series, el muestreo debe integrar períodos más cortos. La mayor frecuencia que puede ser resuelta por una serie de n muestras que cubren un tiempo o una distancia de longitud t, está dado por 1/(2nt).

Muestreo al azar simple

Cada unidad de muestreo en la población tiene una probabilidad igual e independiente de ser seleccionada. El método más directo para llevar a cabo esta selección es numerar cada elemento dentro del marco de muestreo y escoger el número deseado de elementos mediante una tabla de números al azar. Esta es la estrategia empleada en la mayoría de los diseños de submuestreo, pero es una de las metodologías más dificultosas en el caso del trabajo de campo, debido a la imposibilidad de definir a "todas las muestras posibles". La mejor aproximación práctica es la de definir una grilla de coordenadas muy estrecha, que sirva de marco de muestreo. Pero esta forma de acceder al problema no puede descartar una interacción entre la escala de la grilla y algún patrón de distribución de la población madre, que introduzca vestigios de error en los resultados.

Frecuentemente, un diseño de muestreo simple al azar deja una parte importante de la población sin muestrear. Para evitar esto es preferible la aplicación de alguno de los dos métodos siguientes.

Muestreo estratificado al azar
La población es dividida en estratos (subpoblaciones que no se superponen y cuya suma es la población objeto), y una o más muestras son colectadas al azar de cada estrato. Para una máxima eficacia los estratos deben ser internamente homogéneos, con una diferenciación máxima entre ellos.  Esto requiere estratos más estrechos en las regiones de cambio rápido. Además, si el valor de cada muestra es constante, resulta más eficaz tomar más muestras de aquellos estratos que son más heterogéneos, determinando el número de muestras en proporción a la raíz cuadrada de la varianza.

Ante la falta de conocimientos acerca de la población, con frecuencia se usan los gradientes ambientales para delinear los estratos. La distancia de la costa o los gradientes de temperatura y salinidad pueden resultar útiles para determinar la estratificación espacial de los muestreos, mientras que los ciclos estacionales pueden servir para estratificar las muestras en el tiempo. Si es necesario muestrear en un sitio, (o profundidad, o fecha) en particular, esto puede considerarse como un estrato muy estrecho, pero hay que tener la precaución de asegurarse de que todos los sitios, o profundidades, o fechas (o sea, todos los elementos del marco de muestreo) sean asignados a un estrato o a otro.

Cuando se realiza un muestreo estratificado al azar en el sentido vertical, la capa isotérmica de mezcla es un estrato lógico. La estratificación de la masa de agua por lo general se traduce en un incremento en la estructura vertical del fitoplancton, cuya característica habitual es un pronunciado máximo subsuperficial. En consecuencia, la termoclina, o la capa del máximo de clorofila deberán ser muestreadas mediante varias muestras, o por medio de varios estratos más estrechos.

Los principios de la distribución de las muestras en un muestreo estratificado al azar pueden ser generalizados a todas las estrategias: el estimador más preciso de la mayoría de los parámetros es obtenido tomando mayor número de muestras de los componentes más variables de la población. Así, el muestreo debe ser intensificado en las regiones de transición ambiental. También, la frecuente correlación entre la abundancia y la heterogeneidad conduce a la regla general que las poblaciones más densas deberán ser muestreadas más intensivamente. De este modo, mientras que los otros factores se mantengan iguales, deberán ser colectadas más muestras de la termoclina que de la capa de mezcla; más muestras de la zona nerítica que de la oceánica; más muestras de las poblaciones biológicas de las altas latitudes que de las latitudes medias, y más muestras de las floraciones de algas de primavera y otoño que de las poblaciones algales estables del verano.

Muestreo por Grupos

La población es subdividida en unidades, cada una de las cuales es una miniatura de la población madre, o sea que existe un máximo de variabilidad dentro de cada grupo y un mínimo de variabilidad entre ellos. Entonces, uno o más grupos son seleccionados al azar. Estos grupos pueden ser muestreados en su totalidad o, a su vez, submuestreados. La mayor ventaja del muestreo por grupos es el ahorro de tiempo y recursos. En el caso de una investigación de estuarios, la población objeto puede incluir a todos los estuarios de un determinado tipo, mientras que cada estuario individual representa un grupo. Mientras que los estuarios a ser muestreados sean elegidos al azar, el trabajo ulterior puede ser enfocado sobre las poblaciones seleccionadas sin sacrificar la generalidad de las conclusiones.

Muestreo por proporcionalidad y muestreo regresivo
Estas dos técnicas ofrecen considerables ventajas en cuanto eficiencia, y pueden ser especialmente útiles cuando se muestrea la biomasa total. Ambas técnicas dependen del empleo de datos auxiliares, altamente correlacionados con aquellos del fitoplancton, que sean más fáciles de obtener o que ya hayan sido obtenidos. Esos datos pueden incluir parámetros ambientales relacionados o datos del fitoplancton más extensivos provenientes de la misma localización y épocas comparables. El muestreo por proporcionalidad presupone una relación constante entre dos juegos de datos, mientras que el muestreo regresivo - sólo una relación cuantificable. En cualquiera de los dos métodos, los datos básicos del fitoplancton son ajustados de acuerdo a la información contenida en un juego de datos auxiliares más amplio. Si se dispone de cien mediciones de la clorofila superficial en una región dada, y si diez de ellas son acompañadas de muestras de fitoplancton, puede obtenerse una estimación más precisa y exacta de la abundancia del fitoplancton (o de su biomasa), ajustando la media de las diez muestras de fitoplancton, mediante la razón entre la media de las correspondientes diez muestras de clorofila y la media de las cien muestras de clorofila. Obviamente el éxito de estos métodos depende de la validez y de la estabilidad de las interrelaciones que se utilicen como base.

El advenimiento de los sensores remotos ha estimulado los esfuerzos de relacionar las propiedades por ellos obtenidas (relativamente cerca de la superficie), tales como la temperatura y las concentraciones de clorofila, con un espectro más amplio de características biológicas tales como la cantidad de clorofila total en la columna de agua, o la producción total en la capa eufótica. Muchos de estos algoritmos son bastante complejos, pero en el momento de escribir esto los procedimientos más exitosos son aquellos que periódicamente contraponen los datos obtenidos mediante los sensores remotos con muestras "reales", empleando los principios del muestreo regresivo.

Estudios de simulación
Una computadora facilita la aproximación empírica al diseño de estrategias de muestreo. En una simulación, una población artificial con un modelo de distribución especificado es creado y muestreado por la computadora. Ibanez (1973) estudió las interacciones espacio-temporales en dieciséis estaciones, producidas por diferentes secuencias de las mismas. Colebrook (1975) examinó la eficacia de las estrategias de muestreo empleadas en las investigaciones realizadas con registradores continuos de plancton en el Atlántico Norte, construyendo poblaciones de computadora a partir de las frecuencias de distribución observadas durante los veinte años de muestreo previos. Yo he examinado la eficacia de los diseños de muestreo vertical estableciendo poblaciones de computadora a partir de varios perfiles continuos de clorofila y aplicando a cada uno una variedad de estrategias de muestreo (Venrick, 1978e). Edgar & Laird (1993) examinaron en qué medida es válido suponer que  las células tanto en el campo como en las cámara de recuentos se distribuyen al azar.

La validez de los resultados de estos modelos de simulación depende de la exactitud con que ha sido reproducida la población modelo. La ventaja consiste en la facilidad con que uno puede estudiar interacciones entre un gran número de estrategias de muestreo alternativas y un gran número de estructuras poblacionales.

Muestras integradas
Cuando el principal interés es la estimación de los valores medios, para ahorrar tiempo y esfuerzos, es preferible integrar físicamente las muestras antes de contarlas que promediarlas aritméticamente después de realizados los recuentos individuales. Las muestras deben ser mezcladas en proporción al volumen de agua (o al área horizontal, o a la extensión vertical) que representan. Esta estrategia no sólo aumenta la representatividad de cada muestra recontada, sino que también integra la variabilidad espacio-temporal, de menor escala, existente entre las muestras integradas. Así la integración es un método para reducir la variabilidad ("error") dentro de una población, sin incrementar el esfuerzo. De todas maneras, este método no provee la replicación exigida en muchos procedimientos estadísticos. Cuando los parámetros en juego (tales como la biomasa total, o el número de células/m2) representan a toda la columna de agua, las muestras de una serie vertical pueden ser combinadas en una sola muestra, o en varias muestras compuestas que representen estratos de agua de mayor espesor.
El empleo de una bomba de agua facilita la integración, pero numerosas muestras individuales pueden ser combinadas para llegar aproximadamente a los mismos resultados. En todos los casos debe realizarse una evaluación, contraponiendo el ahorro en esfuerzos a la pérdida de información. De cualquier manera, una fracción de cada muestra puede ser resguardada para un análisis posterior más detallado.
En el momento de escribir esto, estoy examinando la variación interanual del fitoplancton de la corriente de California. Durante el relevamiento trimestral CalCOFI se recogen 66 muestras en cada campaña. Estas muestras, antes de ser contadas, son integradas en cuatro muestras que representan las cuatro regiones principales. Con sólo 12 muestras por año (¡en vez de 264!) la tarea de recuentos puede ser fácilmente incorporada a mis otras actividades de investigación, de modo que puedo seguir ampliando una colección de datos que se extiende a lo largo de muchos años.

Determinación de la Distribución y la Variabilidad Poblacionales
Distribución poblacional
Mucho de la aplicación de la teoría del diseño de muestreo esta supeditado al conocimiento previo de la frecuencia básica de distribución de la población, la que rara vez se conoce en el caso del fitoplancton. Las expresiones teóricas usadas para describir las distribuciones del plancton en el campo (reseñadas por Cassie, 1962. 1963) han incluido la distribución normal, la de Poisson, la binomial negativa, la log-normal, la distribución doble de Poisson, la de Poisson log-normal y la log p -normal,  con p variando de acuerdo a la escala de las observaciones.

En otro trabajo el mismo autor se ha detenido menos en la descripción matemática de las distribuciones en el campo a pequeña escala y más en los factores ambientales que influyen sobre las mismas (Cassie, 1963). Estos factores incluyen la hidrodinámica general y los procesos advectivos, los gradientes horizontales, los afloramientos, y los procesos físicos convectivos tales como la turbulencia, células convectivas inducidas por el viento, y las olas internas. La heterogeneidad puede variar de acuerdo a las horas del día, la época del año y el momento de la sucesión.

A partir de numerosos estudios de distribuciones en el campo se concluye que los resultados de un estudio no deben ser generalizados a diferentes organismos o a diferentes lugares en el espacio y en el tiempo. Excepcionalmente, o nunca, los organismos planctónicos se distribuyen según Poisson o al azar (aunque los que son poco abundantes frecuentemente parecen distribuidos al azar, a causa del insuficiente tamaño de la muestra). En el ambiente pelágico la desviación de la distribución al azar es generalmente hacia la sobredispersión (agrupamiento). La distribución en manchas ha sido detectada en escalas que van desde muy pocos centímetros hasta cientos de millas, y puede haber diferentes escalas de agrupamiento superpuestas a lo largo de un continuum. La magnitud de la heterogeneidad frecuentemente ha sido correlacionada con la variabilidad ambiental y con la abundancia del fitoplancton. En general, se espera mayor heterogeneidad en la distribución del fitoplancton en regiones donde su crecimiento es rápido y su biomasa alta, así como también en regiones de cambios ambientales rápidos.

La mayoría de las fórmulas estadísticas están basadas en la distribución de Poisson o en la distribución normal, aunque estas dudosamente sean una representación rigurosa de las poblaciones del plancton. Antes de presuponer algún  tipo de distribución particular, debe ser verificada la distribución de los datos. Existen varios procedimientos posibles. Los usados con mayor frecuencia son los gráficos sobre papel probabilístico normal (para la distribución normal), el test de la bondad de ajuste de ji-cuadrado y el test de Lilliefors (un derivado del test de Kolmogorov-Smirnov). Estos y otros tests aparecen en a mayoría de los manuales de estadística. La distribución de Poisson con frecuencia se determina comparando las magnitudes de la media de n muestras y su varianza, por medio del índice de dispersión:




La probabilidad de una media dada y de la varianza, proviniendo de  una distribución de Poisson, puede ser evaluada en referencia a la tabla de ji-cuadrado con (n-1) grados de libertad. Es importante recordar que la varianza oscila como el cuadrado de la media; es decir que la media de una serie de variables, cada una multiplicada por una constante, 

, es igual al producto de la media original multiplicada por esa constante, 

, pero la varianza de la nueva serie, 

, es igual a la varianza de la serie original multiplicada por el cuadrado  de esa constante, 

. Si las muestras de una distribución de Poisson con una media igual a 33 individuos por 10 ml de muestra  (

) son estandarizadas a 100 ml, la nueva media es 330 (33

10), pero la varianza será de 3300 (33

102): la relación entre la media y la varianza ha sido desbaratada. A causa de este crecimiento diferencial, el índice de dispersión sólo debe ser aplicado a los datos crudos (no estandarizados). Esta restricción se aplica también al empleo del test de la bondad de ajuste de ji-cuadrado, y al test de cualquier relación lineal entre la media y a varianza.


Ha sido descrito un gran número de funciones para transformar con éxito datos no normales en una distribución normal. Las usadas con mayor frecuencia son ln(x) o ln(x+1) y 

 (Venrick, 1978d). De todas maneras, el éxito de cualquier transformación no es automático. Debe ser comprobada la normalidad de la distribución de los datos transformados, tal como se había hecho con los no transformados. El número de muestras determinado a partir de los datos no transformados proporcionará la precisión esperada sólo si los análisis subsecuentes se realizan sobre datos transformados de la misma manera.

Varianza de la población
La mayoría de los procedimientos estadísticos se basan en alguna medida de la variabilidad interna de una población, a la que se contraponen las diferencias entre las muestras de diferentes poblaciones. Esta necesidad de estimar la variabilidad interna, o el error, es el fundamento del requisito de que el muestreo incluya muestras al azar replicadas. La escala en que se mide la variabilidad interna debe ser determinada por el marco de muestreo. Cierta cantidad de muestras replicadas deben ser tomadas en el campo, puesto que no es apropiado usar la variabilidad analítica de las submuestras de una muestra. En algunos casos puede ser posible recolectar las muestras sobre una base rutinaria. Desde el punto de vista estadístico es preferible este método ya que proporciona una medida directa del error de muestreo, y un diseño equilibrado que facilita la mayoría de los análisis estadísticos. Desafortunadamente, el gran número de muestras replicadas requerido por muchos estudios, puede resultar prohibitivo.

Una alternativa es establecer una relación teórica satisfactoria entre la varianza y la abundancia, de modo que la primera pueda ser estimada a partir de muestras no replicadas. Para ello han sido ensayadas varias fórmulas. La aplicabilidad de estos u otros modelos debe ser determinada para cada población que se encuentre bajo estudio. El modelo más simple es el de la distribución al azar, o de Poisson, en cuyo caso la varianza, (2, es igual a la media, (. Los modelos más realistas intentan incorporar la regla general sobre que la varianza aumenta más rápido que la media. El conocido coeficiente de variación, 

, relaciona a la media con la desviación estándar. Una ecuación más general es de la forma 

, que se reduce a la de Poisson cuando 

 y al log-normal cuando 

. Cassie (1963, 1971) recomienda el modelo 

, que está relacionado con el binomial negativo y el log-normal de Poisson y que se aproxima a Poisson para los valores de (pequeños, y a la forma del coeficiente de variación cuando ( es mayor. El valor de c depende de las especies que estén bajo estudio, del grado de la heterogeneidad ambiental y de la escala del muestreo.

En ausencia de un modelo satisfactorio, la relación entre la varianza y la media puede ser determinada directamente mediante un estudio piloto. Una serie de muestras replicadas producirá una distribución de frecuencias de la estimación de la abundancia como porcentajes de la media o de la mediana , a partir de la cual pueden ser determinados los percentiles deseados. Entonces, esta relación puede emplearse para estimar las bandas de confianza alrededor de las muestras no duplicadas. Esta aproximación empírica permitirá obtener cálculos precisos de numerosos parámetros que no se prestan al tratamiento teórico (por ejemplo, la diversidad).

SUBMUESTREO

Gran parte de la teoría de muestreo presupone que la muestra recolectada en el campo será analizada en su totalidad. Difícilmente sea este el caso en los estudios del fitoplancton, puesto que la mayoría de los equipos de muestreo obtienen más material que el que puede ser contado. En consecuencia, en la mayoría de los trabajos con fitoplancton, puede haber una o más extracciones de submuestras en cadena (submuestras de submuestras), previas al recuento de la submuestra final. Por ejemplo, la muestra inicial puede ser recolectada mediante un muestreador de agua de varios litros de capacidad. De aquí se extrae una submuestra (submuestra de nivel uno) y de esta  última se extrae otra submuestra para el recuento (submuestra de nivel dos). Finalmente, como se discute en la siguiente sección, sólo parte del material preparado para el examen microscópico puede ser examinada (submuestra de nivel tres). En cada estadio del submuestreo se introduce un nuevo componente de la varianza (un nuevo error). Cuando dos o más muestras de campo son submuestreadas de esta manera, la varianza final entre los recuentos está compuesta por la varianza inicial en el campo y el error incorporado en cada uno de los niveles de submuestreo.

La matemática de la descomposición de esta varianza compuesta es explicada en Venrick, 1978b. Aquí, se presentan unas pocas generalizaciones:

1. La precisión final de cualquier diseño de submuestreo es función del número de niveles de submuestreo, del número de muestras en cada nivel, y de sus tamaños relativos (volúmenes o número de células).

2. A menudo existen varios diseños posibles que pueden ser manejados mediante aproximadamente la misma cantidad de esfuerzo, pero que presentan grandes diferencias en cuanto a precisión. Por ejemplo, uno puede recontar cuatro submuestras de un misma muestra o una sola submuestra de cada una de cuatro muestras. Al igual que en el caso de la ubicación del esfuerzo en el campo, se obtiene mayor precisión cuando el mayor esfuerzo es dirigido hacia la componente más variable, que generalmente es la población de campo. Así, manteniendo igual el resto de las condiciones, es más eficaz el diseño que lleva al máximo el número de muestras colectadas en el campo y al mínimo el de las submuestras recontadas de cada una de ellas. Kirchman et al. (1982) examinó un diseño de submuestreo de tres niveles para bacterias. Aunque sus resultados cuantitativos pueden no ser directamente aplicables al fitoplancton, el estudio mostró cómo analizar el rendimiento de los diseños de submuestreo.

3. Para mantener una precisión equivalente a lo largo de un estudio, no debe alterarse el diseño de submuestreo. Cuando se toman muestras de una población de abundancia variable, con frecuencia significa contar muestras con un número de células mayor o menor del deseado. 

4. Como la varianza va siendo agregada en cada nivel, entre las submuestras terminales de una serie de submuestreos en cadena la varianza no será la misma que la que había entre las muestras de campo iniciales. La varianza entre submuestras terminales de muestras tomadas según una distribución de Poisson no necesariamente será igual a la media.

5. Dos o más series de muestras no pueden ser directamente comparadas en cuanto a la heterogeneidad de las poblaciones de origen a menos que estén basadas en el mismo diseño de submuestreo. Para ello, antes de la comparación, los componentes de la varianza individual deberán ser removidos de la media cuadrática observada.

6. Cuando se presentan los datos completos, estos deben ser acompañados por el diseño de submuestreo, incluyendo los números y volúmenes de cada etapa, para facilitar (o evitar) la comparación de datos provenientes de diferentes diseños.

¿CUÁNTAS CÉLULAS CONTAR?
Las reglas básicas para determinar qué fracción de una muestra (o qué cantidad de células) recontar, son las mismas que las que se discutieron arriba para determinar cuántas muestras deben recolectarse de la población de campo. La mayor diferencia es que la distribución de las células en la muestra está, hasta cierto punto, bajo el control del investigador. La agitación adecuada de la muestra puede producir una distribución que se aproxime a una verdadera distribución al azar (distribución de Poisson). De este modo, las consideraciones teóricas pueden ser aplicadas directamente. Tal como sucede en el muestreo de campo, el número ideal de células puede ser determinado sólo si se conoce la precisión o la capacidad de discriminación necesarias.

Muchos estudios han tenido en cuenta la cantidad de células necesaria para obtener una precisión adecuada; de todos modos, el criterio de lo que es adecuado cambia, de acuerdo al índice de precisión empleado. La mayoría de los estudios tuvieron en cuenta sólo la precisión en el cálculo de la abundancia de células en la muestra. Como se ha indicado anteriormente, el recuento de las células representa al último nivel de submuestreo y no debe ser considerado fuera del contexto del diseño de muestreo completo. La  precisión de un recuento no representará la precisión total de un programa de muestreo de varios niveles. Es común la preocupación por la precisión del recuento, aún cuando esta no necesite ser mayor que la justificable por la precisión de las muestras de campo replicadas, generalmente algo pobre debido a la natural heterogeneidad de las poblaciones naturales. Con frecuencia es preferible realizar una estimación poco precisa a partir de varias muestras de campo replicadas, que realizar un recuento preciso de una sola muestra.

En la discusión siguiente deben ser reconocidas dos situaciones. En la primera, la submuestra final debe ser contada por completo, lo cual se hace con frecuencia en el material concentrado en  cámaras de sedimentación, que se examinan mediante un microscopio invertido. Aquí, el número de células en la cámara es regulado por el volumen de agua de sedimentación. En la segunda situación sólo es recontada una fracción de la submuestra final como puede ser el caso de los recuentos con cámaras de Sedgwick-Rafter.  En este caso el número de células que se cuenta es regulado  por el número de campos recorridos en la cámara de recuento. En el recuento de poblaciones naturales compuestas de muchas especies de diferentes tamaños y abundancias, suele emplearse la combinación de ambos métodos.

Los procedimientos antes discutidos son aplicables a cualquiera de las dos situaciones, pero la exactitud correspondiente a cada una es diferente. En el primer caso tenemos cámaras de sedimentación replicadas y la variabilidad correspondiente a sus medias, que estiman la abundancia dentro de la muestra o submuestra de la cual han sido obtenidas. En el otro caso tenemos campos replicados y su variabilidad dentro de una misma cámara. Manteniendo iguales el resto de las condiciones, el submuestreo dentro de la cámara de recuento constituye un nivel de submuestreo extra dentro del diseño.

En ambas situaciones, se requiere la aplicación de algún método para obtener una distribución al azar. En general se considera que esto se logra mediante la homogeneización mecánica de la muestra antes de la extracción de la submuestra. Cuando la submuestra final es subdividida en campos a ser recontados, la forma más simple de lograr la distribución al azar requerida es subdividir la cámara de recuento en campos no superpuestos, y seleccionar al azar aquellos que van a ser recontados. La cuadrícula puede estar marcada en la superficie o en el fondo de la cámara, o ser simplemente una serie de coordenadas en la escala del vernier de la platina del microscopio. Algunos investigadores subdividen a la muestra en franjas, mientras que otros consideran a este método como más lento y menos preciso que el del empleo de campos al azar. Para evitar recuentos sesgados, cuando más de la mitad de un célula se encuentra fuera del campo, no debe ser computada. En la práctica es más fácil excluir toda célula que se superponga a los límites izquierdo y distal de cada campo (o derecho y proximal, etc.), que tratar de determinar en qué medida la misma se encuentra dentro o fuera de este.

Estudios Previos
El problema de cuántas células se deben contar ha sido encarado de muchas maneras. En su descripción clásica de la distribución de Poisson, Student (1907) encontró que las células de la levadura en un hemocitómetro seguían esa distribución. Este autor concluyó que la  precisión depende sólo del número de células contadas, y recomendó diluir el material hasta el punto en que el recuento pueda ser realizado más rápidamente y que el recuento se base en tantas células como lo permita el tiempo. Lund et al. (1958) aplicaron el método general de Student al fitoplancton bajo el microscopio invertido. Ellos recomiendan contar 100 células (

) para dar un intervalo de confianza del 95% a la estimación dentro de ( 20% 

 y 400 células para (10% 

. Usando una aproximación  diferente, Frontier (1972) concluye que el recuento de 100 individuos da un intervalo de confianza del 95% a ( 31% 

. Utermöhl (1958) también aconseja contar 100 individuos. Allen (1921) determina empíricamente que un recuento de 50 individuos es suficiente para mantener la desviación de su media dentro de ( 25%. Holmes & Widrig (1956) recomiendan contar al menos 15 a 30 individuos mientras que Gillbricht (1962), no más de 15 a 35 en cada una de 5 a 10 submuestras. Koltsova et al. (1971) emplean dos medidas de la diversidad como indicadoras del número de individuos que deben ser contados para obtener una representación de la población. Estos autores concluyen que el número mínimo es una función de la densidad y equivale aproximadamente al número de individuos contados en 100 ml.

Varios estudios han sido dedicados específicamente a los recuentos con la cámara de Sedgwick-Rafter. Littleford et al. (1940) demostró empíricamente que contar 40 campos en una cámara de S-R es lo adecuado cuando se presentan 1000 o más células, pero que el número de campos debe ser mayor cuando la abundancia decrece. Kutkuhn (1958) determina que los resultados más eficaces se obtienen mediante 4 cámaras, recontando 10 campos en cada una. El procedimiento del óptimo empleo de los recursos llevó a McAlice (1971) a recomendar el recuento en 20 a 30 campos de cada una de tres cámaras, y a Woelkerling et al. (1976) a concluir que el diseño más eficaz requiere del recuento en unos pocos campos de numerosas cámaras de S-R. Serfling (1949) recomienda ajustar el número total de células contadas regulando el área de los campos y no su número, que él mantiene en 10; el área debe ser ajustada de manera que el verdadero número medio de células exceda a 5 por campo, que es el número mínimo de células necesario para satisfacer la hipótesis de la distribución normal y para permitir el empleo de los procedimientos estadísticos corrientes.

La disparidad de las recomendaciones en la literatura refleja diferentes metodologías de laboratorio así como diferentes conceptos teóricos e hipótesis, y subraya la necesidad de examinar directamente los componentes del error de cada procedimiento particular.

En este punto, es necesario hacer un llamado de atención. Algunos investigadores cuentan sólo hasta que llegan a cierto número predeterminado de células. Este no es un procedimiento aceptable pues produce una estimación de la media que tenderá a ser mayor que la media real y distorsionará el intervalo de confianza para esa estimación de una manera incierta (Edgar & Laird, 1993). El procedimiento correcto es ajustar el volumen del material sedimentado, o el número de campos microscópicos recontados, de acuerdo a alguna estimación preliminar de la cantidad o el número necesario para aproximarse al número total de células deseado. Esa cantidad de material deberá ser examinada, independientemente del número real de células que se encuentre en ella.

Consideraciones Teóricas

En la discusión que sigue se presentan varias fórmulas para determinar el número de células que deben ser contadas para obtener una estimación satisfactoria de su abundancia en la muestra original. Estas fórmulas están basadas en el presupuesto de una distribución sin agrupamiento de los individuos, que pueda ser descripta por una distribución de Poisson (al azar) o por una distribución normal. Esta premisa puede ser o no válida para las células individuales, pero no se espera que lo sea para las células agregadas en cadenas.

El trabajo con la distribución de Poisson presenta varias ventajas. La primera es que siendo esta la distribución de eventos aleatorios raros (en relación a su máximo número posible), tiene sentido intuitivo. Para los números pequeños la distribución es asimétrica, lo cual evita los poco prácticos intervalos de confianza negativos que ocasionalmente aparecen en las distribuciones binomial y normal. Por último, la distribución está completamente definida por un parámetro simple, ( (

). Así, una estimación de la varianza se obtiene a partir de sólo una muestra, donde con otras distribuciones se  necesitan por lo menos dos.

Los trabajos sobre la variabilidad del submuestreo indican que los individuos en las submuestras y dentro de las cámaras de recuento, a veces se distribuyen al azar y otras veces no. Los resultados de numerosos estudios están mejor expuestos en Uehlinger (1964), quien concluye que la distribución al azar dentro de las cámaras de recuento no es lo común, que no se puede conocer de antemano y que no puede lograrse voluntariamente. Como en cualquier otra etapa del programa de muestreo, el investigador debe realizar una evaluación propia de su técnica particular y de las distribuciones resultantes.

Aparentemente, el agrupamiento dentro de la cámara de recuento puede ser minimizado mediante un manipuleo apropiado y las fórmulas basadas en la teoría pueden dar resultados "no tan malos". Como las desviaciones de la distribución de Poisson darán por lo general un  resultado donde se subestima la cantidad de muestras necesaria, los procedimientos que se presentan a continuación permitirán estimar el tamaño muestral mínimo que provea puntos de partida para el trabajo. Otra alternativa es aplicar transformaciones para normalizar los datos. Bajo estas condiciones, las fórmulas paramétricas que determinan la precisión podrán proporcionar información sobre el tamaño de la muestra apropiado sólo si los análisis subsiguientes se basan en datos transformados de manera similar.

Recuentos para obtener mayor precisión
Ante una presumible distribución de Poisson, el número de células que deberá contarse en una submuestra para cualquier grado de precisión deseado puede ser obtenido de tablas o gráficos de intervalos de probabilidad de Poisson. La figura 1 presenta bandas de confianza del 95% para cuentas menores de 50. Para más de 20-50 células por muestra puede ser usada la aproximación normal, substituyendo la media por la varianza.  Esto da un intervalo de probabilidad para la media real basada en el recuento de x individuos como 

 donde ( es la probabilidad aceptada de hallar una diferencia cuando en realidad no la hay, y 

es la desviación estándar normal asociada con un nivel de significancia (. Para un intervalo de confianza del  95%, se puede sustituir un ( de dos colas de 0,05 y una 

 de 1,96.

Una medida de la precisión usada con frecuencia es el coeficiente de variación de la media, que expresa la relación entre la desviación estándar (s) y la media: 

 . Para una distribución de Poisson, mediante la sustitución del recuento, x, por la media y la varianza, se obtiene 

. Así, para la distribución de Poisson, el coeficiente de variación es independiente del número de muestras recontadas. Gilbert (1942) encontró que 130% 

 es una buena estimación de la precisión para las células que forman cadenas o colonias.

Cuando se recuenta más de una submuestra, en el cálculo de los intervalos de confianza de la media mediante la expresión 

, puede utilizarse la varianza (

) y la 

 de Student en vez de la variable normal estandarizada 

. Como 

 es función del número de muestras, n, esta expresión depende tanto del número como del tamaño de las muestras. Para la misma cantidad total de células, se puede obtener una estimación más eficaz contando un mayor número de muestras más chicas. Este incremento es especialmente importante cuando n es bajo.

El uso del estadístico t de Student disminuye la precisión aparente del diseño de muestreo en relación a la calculada usando la variable 

. De todos modos, puede ser una estimación más realista. La elección de la variable normal estandarizada en lugar de la t de Student depende de la validez de la presunta distribución al azar (de Poisson). Sólo si ésta es válida resulta apropiado usar la expresión teórica de la varianza (por ejemplo, la media observada (
[image: image1.wmf]x

) y no la varianza observada (

) como una aproximación a la verdadera varianza (

)) y utilizar la variable estandardizada normal, 
[image: image2.wmf]z

. Si existe alguna duda sobre  la validez de la distribución de Poisson (y generalmente la hay), es preferible el uso de la varianza observada y el 
[image: image3.wmf]t

de Student. Cuando sólo se ha tomado una muestra, esta posibilidad no es aprovechable, puesto que no hay una varianza estimada.

Cuando se recuenta gran parte de una muestra, la precisión con la que se estima la abundancia es mayor que la dada por las fórmulas teóricas. Esto puede entenderse considerando el caso extremo en que la muestra entera es recontada en base a una serie de submuestras. En ese caso, la verdadera media dentro de esa muestra ha sido determinada con exactitud; el intervalo de confianza es cero, independientemente de la varianza de las submuestras que la componen. Este incremento de la precisión puede ser incorporado en las fórmulas previas ajustando la varianza entre los campos o submuestras por medio de la corrección para una población finita: (N-n)/N, donde N es el tamaño de la población que está siendo muestreada (su número de individuos o la cantidad de las posibles submuestras, o el volumen total) y n es la dimensión total del material contado. La varianza estimada u observada entre los campos o submuestras se reduce multiplicando por la corrección para una población finita, la cual reducirá a cero los intervalos de confianza de la media estimada, puesto que  
[image: image4.wmf]n
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Recuentos para discriminar
Ocasionalmente es necesario distinguir diferencias de cierta magnitud, como por ejemplo, cuando se desea detectar un efecto específico de una fuente de contaminación. La fórmula para diferenciar las medias de dos poblaciones normalmente distribuidas puede ser reelaborada a fin de proporcionar una expresión para el número o el tamaño de las muestras:




donde 

 es la probabilidad de diferenciar con éxito dos poblaciones o muestras con la varianza 

 cuando sus verdaderas diferencias son mayores que cierta cantidad especificada, ( (Winer, 1971; Sokal & Rohlf, 1981). Debe llegar a determinarse alguna estimación de la varianza de la población. Si la distribución es la de Poisson, 
[image: image5.wmf]x

 puede ser sustituido por 

. La fórmula es igualmente apropiada para determinar el número de campos que deben ser recontados para diferenciar dos muestras o la cantidad de muestras que hace falta recoger para discernir dos poblaciones en el campo. Cuando se cuenta una sola muestra y su distribución es la de, Poisson, el estadístico 
[image: image6.wmf]z

 debe ser sustituido por 

, puesto que carece de sentido para sólo una muestra.

CONCLUSIONES: INFORMACIÓN Y RIGOR ESTADÍSTICO

En la discusión precedente se ha puesto énfasis en los requerimientos de un análisis estadístico riguroso. En realidad, las condiciones requeridas por los métodos estadísticos  clásicos rara vez se presentan en los ambientes en que vive el plancton, si es que alguna vez lo hacen. Debido a su complejidad, la distribución del plancton confundida por su naturaleza tri- o tetradimensional, se aleja mucho de las distribuciones teóricas en las que se basan los procedimientos estadísticos paramétricos. Además, las dificultades de imponer una estrategia específica de muestreo al azar a una población invisible y móvil, son enormes; rara o ninguna vez, uno puede estar seguro de estar muestreando la misma población (o de no de estar muestreando la misma población) en intentos sucesivos. Nuestra incapacidad de muestrear reiteradamente una misma población (en el caso del análisis temporal) o muestrear varias localidades simultáneamente (en el caso de los estudios espaciales) introduce en los datos un elemento de interacción espacio-temporal, y puede resultar imposible separar las dos fuentes de variación.

Muchos excelentes estudios han intentado describir las complejidades de la distribución del plancton y adaptarlas a los métodos estadísticos. Como no existe evidencia de que los resultados específicos de un estudio puedan ser extendidos a diferentes organismos, o a diferentes ambientes, o a diferentes escalas de muestreo, los estudios previos deberán servir principalmente como modelos para los nuevos estudios aplicados a poblaciones particulares que resulten de interés.

A fin de incrementar la información biológica puede llegar a ser necesario restringir los requerimientos estadísticos en mayor o menor grado, empleando los procedimientos estadísticos como herramientas más cualitativas que probabilísticas. No obstante, los requerimientos estadísticos, para poder ser ignorados, primero deben ser comprendidos; sólo si el investigador posee una firme comprensión de los principios de la estadística clásica puede infringirlos sin riesgo de engañarse a sí mismo o a su lector.
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EPÍGRAFE DE LA FIGURA

Figura 1: Intervalos de confianza del 95% para la media, dado un recuento de x células de una distribución de Poisson y de una distribución normal en la que 

. Por ejemplo, si se cuentan cinco individuos de un muestra con una distribución de Poisson, el intervalo de confianza del 95% para la media deberá ser 2,2 - 11,7. El mismo ejemplo de cinco individuos tomados de una distribución normal análoga deberá tener un intervalo de confianza del 95% de 0,62 - 9,4. Las dos distribuciones convergen rápidamente después de los 20 individuos por muestra. 
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