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El disefio de investigacion es una guia que ayuda a organizar una investiga-
cién utilizando una metodologia particular. Tanto en los estudios de campo
como de laboratorio representa una parte fundamental, pudiendo ser esta
etapa la que determine el éxito de un estudio. Cuando se presenta de manera
adecuada, el estudio aumentard las chances de desarrollarse apropiadamen-
te, obteniendo la informacién para la que fue disefiado. Por el contrario, si
su elaboracién no tiene la atencion necesaria por parte del investigador, los
resultados obtenidos pueden ser incompletos o erréneos, no logrando res-
ponder la pregunta que dio origen a la investigacion.

Toda investigacion cientifica comienza con una observacion y el posterior
planteo de una pregunta. De esta manera, las preguntas de investigacion se
traducen en modelos que describen de manera adecuada la observaciéon y en
disefios metodoldgicos especificos que permiten responderlas. El disefio del
muestreo es el vinculo entre la pregunta de investigacién y los resultados
obtenidos. Si se toma en cuenta que cualquier observacion es siempre incom-
pleta y que la objetividad de la misma puede llegar a depender de la expe-
riencia del observador y del proceso que se utilice para registrarla, se puede
decir que el disefio de investigacion elegido determina la confiabilidad de la
respuesta obtenida y, en otros términos, su validez.

La realizaciéon de un censo de los individuos de una comunidad o de las
variables de interés dentro de toda la poblacién en estudio puede ser una
tarea imposible para la mayoria de los sistemas biologicos, volviéndolo algo
inviable. Es por esto que generalmente se utiliza una muestra representativa,
es decir se selecciona parte de la poblacién para observar y estimar algan
parametro de la misma, por ejemplo: la ocurrencia de una especie, la diversi-
dad de especies en un drea, sus abundancias relativas, entre otros.

El disefio de muestreo comprende tres preguntas frecuentes: donde y cuan-
do tomar la muestra, cudntas muestras registrar y como se deben recolectar
los datos en tiempo y espacio. Si bien se enfatiza la necesidad de consultar
manuales especificos de disefio de investigacion para planificar adecuada-
mente un estudio y algunas publicaciones muy recomendadas sobre el di-
sefio de investigacién en biologia (ej:""%), se indican a continuacién algunas
sugerencias elementales a tener en cuenta al abordar estos tres puntos cuan-
do se afrontan estudios de relevamiento de la diversidad, relevamientos es-

pecificos y/o monitoreo de poblaciones de anfibios.

2.1 La pregunta y los objetivos del estudio

Tanto el planteo de la pregunta de investigacion, como de los objetivos deri-
vados de la misma, es un comienzo obligado en cualquier investigaciéon. Su
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importancia radica en que ambos permitirdn organizar el estudio, definien-
do el enfoque y la escala (espacial y/o temporal) en la que se desarrollara el
mismo, delimitdndolo para ser abordado de manera realista, asi como los
limites y alcances de sus resultados.

Resulta importante enfatizar que previo al planteo de la pregunta, es nece-
sario familiarizarse con la bibliografia disponible sobre el tema de estudio,
no sélo para contar con un cuerpo de informacién basico, sino también para
evitar redundar en estudios ya realizados, evaluar posibles problemas con el
disefio y maximizar el alcance y aplicacion de los resultados obtenidos.

En base a la pregunta se podra generar la hipétesis de trabajo que represen-
ta una explicacién tentativa a esa pregunta, basada generalmente en infor-
macion previa. Las hip6tesis deben ser planteadas de forma clara y concisa
como afirmaciones con algtn grado de generalidad.

Junto con la hipétesis es aconsejable plantear una o varias predicciones, las
cuales son consecuencias “directamente observables”. La ausencia de pre-
dicciones puede impedir comprender, apoyar o criticar las deducciones que
se desprendan de los resultados. Mientras que las hipétesis no pueden me-
dirse directamente, las predicciones pueden ser cuantificables y enunciarse
en las variables que se van a medir®. Aunque resulta importante recomen-
dar el enunciado de hipétesis y sus predicciones asociadas cuando se decide
aplicar el método hipotético deductivo, es necesario mencionar que existen
posiciones que cuestionan el uso de hip6tesis en estudios de ecologia (ver').

Los objetivos deben ser mensurables e inequivocos y no deben dejar margen
para concluir si al finalizar el estudio se han logrado cumplir. La condicion
de “objetivos mensurables” implica que, ademds de descriptivos, deberan
ser cuantificables y susceptibles de evaluarse estadisticamente.

2.2 ;jDénde y cuando? Definiendo la escala espacial y
temporal del estudio

La percepcion del sistema biol6gico bajo estudio estd inevitablemente sesgada
o incompleta, determinada principalmente por la escala, tanto espacial como
temporal a la que se ha decidido realizar la observacién. Es por esto que definir
el tamafio del area y la duracion del periodo en el que se desarrollaré el estudio,
permitira obtener evidencia suficiente para cumplir con los objetivos propues-
tos y por ende discutir de manera adecuada el significado de los resultados.

Entonces, como primer paso, se debe definir la poblacién en estudio consi-
derando el area geogréfica y/o poblaciones o subpoblaciones especificas a
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las que aplica el estudio. Por ejemplo, un estudio de la abundancia de una
especie a gran escala (en todo su rango de distribucién) puede indicar un
aumento poblacional, pero el mismo estudio a escalas més pequeftias (en po-
blaciones localizadas) puede indicar poblaciones estables o en disminucién.
Se debe ademads definir la duracién del estudio (meses, estaciones, afios o
generaciones). Los parametros de una poblaciéon (como tamafio o tasa de
crecimiento) varian con el tiempo como resultado de factores intrinsecos y
extrinsecos, por lo tanto, los resultados de parametros de una poblacién ob-
tenidos en un s6lo momento en el tiempo generalmente resultan evidencia
insuficiente para determinar el estado de una o varias poblaciones de la es-
pecie. El periodo de tiempo elegido debe adecuarse, en lo posible, a la biolo-
gla y fenologia de la especie.

2.3 ;Cuanto? Definiendo el tamafio de la muestra

Una muestra representativa de la poblacion necesita incluir un namero ade-
cuado de réplicas de las unidades experimentales (individuos, poblaciones,
especies, parches de habitat, entre otros) para asi asegurar que la informa-
cién obtenida a partir de la misma permita una estimacién razonable. Como
parte de un disefio adecuado, el tamafio de la muestra requerida para el es-
tudio resulta esencial. Por lo tanto, incluir el procedimiento de muestreo y el
tamafio de muestra necesarios para medir adecuadamente la/s variable/s de
interés garantizard que se recopilen el tipo, la calidad y la cantidad de datos
apropiados para estimar si los pardmetros que se van a medir cumplen las
condiciones de objetivos mensurables que reducen la ambigiiedad y subjeti-
vidad en la interpretacion de los resultados.

Por un lado, es necesario que el tamafio de la muestra sea lo suficientemente
grande como para ser representativa de la poblacién en estudio, pero no tan
grande como para sacrificar demasiados individuos o desperdiciar tiempo
y recursos al tomar o seleccionar la muestra. ;Cudl deberia ser entonces el
tamafio de la muestra para que sea adecuada? Una respuesta concreta es que
va a depender principalmente de la variabilidad que presentan los elemen-
tos de interés que componen la poblacién en estudio, mientras mds alta sea
esta variabilidad mas grande debera ser la muestra elegida. Aqui aparecen
dos conceptos que deberdn ser tomados en cuenta al momento de definir el
tamafio muestral: el error tolerable y el nivel de confianza que se espera de
las estimaciones. El error puede provenir de varias fuentes, pudiendo estar
relacionados directamente con el disefio de muestreo o ser errores aleatorios
generados por variaciones impredecibles e inevitables, errores de mediciéon,
problemas de detectabilidad y/o errores debido a una variabilidad sistema-
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tica y no planificada de los datos (el error sistematico). Ambos tipos de error,
tanto los relacionados con el disefio como aquellos no relacionados al dise-
fio, pueden llevar a un registro sesgado de la variable respuesta, resultando
en conclusiones erréneas. Una ejecucion exitosa del estudio requerird que
el investigador evite introducir errores sistematicos y minimice los errores
aleatorios.

Pueden surgir distintos inconvenientes al momento de definir el tamafio 6p-
timo de una muestra. Por un lado, la necesidad de conocer la varianza pobla-
cional previo a la toma de datos puede sortearse realizando un estudio piloto
previo o utilizando informacién de investigaciones previas sobre la varianza
presente en los elementos de interés. Existen varias formas de estimar el ta-
mafio 6ptimo de la muestra. Existen numerosos materiales de consulta que
explican de manera clara la estimacion de tamafio muestral, entre ellos se
pueden mencionar los trabajos de Rao™, Thompson® y Krebs(?.

2.4 ;Como? Disefios de muestreo estandarizados

Como los sistemas generalmente no son homogéneos, ya sea en el espacio o
en el tiempo, es necesario no sélo contar con un nimero grande de unidades
experimentales, sino también planificar como se van a ubicar las mismas.
Los tipos de muestreo permiten definir cémo se van a asignar las unida-
des experimentales en el espacio bajo las distintas condiciones del estudio,
cudntas réplicas de estas unidades se van a tomar en cuenta y la secuencia
espacial y temporal en la que se realizardn las mediciones.

Muestreo no probabilistico

En la préctica, es comun que los investigadores elijan las ubicaciones de las
unidades de muestreo de forma arbitraria u oportunista al momento en que
se realiza el muestreo, socavando la validez de la inferencia estadistica. En
este tipo de muestreo, las unidades experimentales se seleccionan en base a
un criterio que no es al azar por lo que los individuos no presentan la misma
posibilidad de ser incluidos en el estudio.

Este tipo de relevamiento puede ser mas facil y econémico, pero presenta
altos riesgos de sesgo en los datos registrados, y no se debe pretender hacer
inferencias que se extiendan a todas las poblaciones de una especie.

La selecciéon de muestras de forma oportunista o por conveniencia no nece-
sariamente debe considerarse un procedimiento erréneo. Se pueden elegir
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deliberadamente ubicaciones especificas de muestreo debido a caracteristicas
particulares donde el sesgo de muestreo es explicito y deliberado. Este tipo de
métodos pueden ser ttiles para estudios exploratorios, en los cuales no se pre-
tende poner a prueba una hipétesis sino, por ejemplo, generar conocimiento
detallado de un fenémeno especifico. Existen otras situaciones donde puede
ser realmente dificil obtener muestras aleatorias donde la distribucién espacial
del habitat objetivo es desconocida, que suele ser el caso de estudios en sitios
remotos o poco conocidos. Asi, el marco espacial del sitio de muestreo no pue-
de definirse especificamente y las ubicaciones de las unidades de muestreo no
pueden seleccionarse antes del evento de muestreo.

Es aconsejable evitar en lo posible este tipo de muestreo. Actualmente exis-
ten numerosas herramientas y rutinas en paquetes estadisticos que, combi-
nando la manipulacién de datos espaciales con herramientas SIG (en forma
de lineas o poligonos), permiten seleccionar las ubicaciones de las unidades
de muestreo mediante una rutina que aplica un proceso aleatorio a eleccion
del investigador (al azar, sistematico o en bloque) y repetible. Estos métodos
se describen en forma general més abajo pero seran desarrollados con mas
detalle en la Parte II del Manual.

Muestreo probabilistico

Muestreo aleatorio simple (Figura 2.4.1A). Es el tipo de muestreo mas sim-
ple, y consiste en considerar que todos los elementos de la poblacion tie-
nen la misma probabilidad de ser registrados. De esta manera se genera una
aleatorizacion de todos los factores no controlados por el investigador y que
pueden influir en los resultados. Se evita ademads introducir sesgo en el estu-
dio y la dependencia entre observaciones.

Esta técnica es apropiada en el caso de que el area o la poblacién relevada
sean homogéneas o no se tenga informaciéon que indique lo contrario. Una
dificultad en aplicar este tipo de muestreo a estudios de relevamiento de es-
pecies se relaciona con la dificultad que puede existir en llegar a los sitios de-
signados de manera aleatoria para el estudio, ya sea porque no son accesibles
o0 a su topografia, lo cual limita la eleccién de los mismos a aquellos que son
facilmente accesibles, siendo la presencia de caminos o senderos en el drea lo
que generalmente determina qué unidades espaciales pueden seleccionarse.
Esto genera un sesgo en la seleccion de los sitios de relevamiento.

Muestreo aleatorio en bloques o estratificado (Figura 2.4.1B). Se recomienda
emplear este método cuando el drea o la poblacién relevada no son homoggé-
neas, lo que podria generar distintas condiciones entre sectores o elementos
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que pueden afectar a nuestras unidades experimentales. La heterogeneidad
en las condiciones a las que estardn expuestas las réplicas puede controlarse
dividiéndolas en estratos (bloques), los cuales presentaran caracteristicas lo
mas parecidas posibles, y dentro de los cuales se realizard la seleccion alea-
toria de las unidades experimentales. Por ejemplo, si pretendemos relevar y
comparar la diversidad de anfibios (nuestra variable respuesta) en dos sitios
con distinta altitud (nuestro factor de interés) donde ambos sitios presentan
zonas de bosque primario y zonas de bosque secundario con dreas abiertas.
Si bien estas posibles diferencias en la estructura de los bosques pueden no
ser de interés en el estudio, es probable asumir que presenten un efecto sobre
la diversidad de especies registradas en las réplicas presentes en una u otra
zona, por lo que resulta recomendable definir cada zona como bloques. Den-
tro de cada bloque (bosque primario o bosque secundario con dreas abiertas)
se elegira al azar a las unidades experimentales. De esta manera, este tipo de
disefio convierte a la variabilidad sistematica no planificada en variabilidad
sistematica planificada.

Estos métodos de dos etapas, implica dividir el marco de muestreo en estratos
mas pequefios dentro de los cuales se toman luego muestras aleatorias simples.

Muestreo sistematico (Figura 2.4.1C). Se recomienda emplear este método
cuando se sospecha que la presencia de una réplica afecta alguna propiedad
de las réplicas mas cercanas o cuando la poblacién es bastante irregular res-
pecto al caracter que estamos estudiando, por lo que se establece un criterio
previo para la seleccion de las réplicas de la muestra. De esta manera, se par-
te de un punto al azar y se plantea una distancia minima k, la cual puede ser
espacial o temporal, para seleccionar los siguientes sitios de muestreo. Por
ejemplo, seleccionamos un cuerpo de agua al azar y planteamos una distan-
cia minima entre los cuerpos de agua a relevar considerando que la distancia
de dispersion de los individuos podria permitir que se muevan desde un
cuerpo de agua a otro.

Este muestreo puede aplicarse también en casos donde la variable indepen-
diente de interés varia de forma gradual a lo largo del espacio. De esta ma-
nera, se fija la medicién de las variables de interés (tanto de respuesta como
independientes) a intervalos regulares a lo largo de una transecta que recorra
este gradiente de condiciones. Es necesario identificar si existe algtin patréon
regular del ambiente o de los organismos en las unidades experimentales
para evitar sesgo.

Muestreo adaptativo (Figura 2..4.1D). Se plantea adaptar el criterio de se-
leccién de unidades experimentales a medida que se va realizando el releva-
miento, basado en los resultados preliminares que se vayan obteniendo. De
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esta manera, la seleccion de los sitios a relevar va a depender de los valores
de la variable respuesta observados durante el estudio, lo que puede llevar
en muchos casos a resultados mas efectivos. Por ejemplo, para una especie
rara con una distribucién agrupada en su abundancia, el uso de un método
de muestreo aleatorio puede resultar en la seleccién de sitios para realizar
los relevamientos que resulten vacios. En estos casos, es aconsejable utili-
zar un muestreo adaptativo donde se considera una unidad experimental
inicial; cuando se logra detectar individuos en una de estas unidades, se co-
mienza a incluir en el estudio 4reas cercanas a ésta unidad, proceso que se
repetira hasta que se obtenga una muestra representativa de ésta poblacion
agrupada.

Este tipo de muestreo reduce el tiempo y costo de los relevamientos y puede
ayudar a aumentar la efectividad del muestreo al aumentar el namero de ob-
servaciones mejorando la precision de los resultados para un tamafio mues-
tral dado. Es posible que se destine mucho esfuerzo para detectar la unidad
muestral que presente la ocurrencia de la especie, y una vez localizada, el

Figura 2.4.1. Ejemplos de disefio de
muestreo probabilistico que indican
cémo se asignarian las unidades
experimentales (circulos verdes) en
el espacio. A. Muestreo aleatorio
simple. B. Muestreo aleatorio en
bloques o estratificado. Las letras
(@) y (b) indican distintos tipos de
usos o situaciones (bloques) como
bosque primario y secundario. C.
Muestreo sistematico. La letra k
corresponde a la distancia minima
definida desde el primer punto
elegido al azar hasta el siguiente
punto seleccionado. D. Muestreo
adaptativo. El recuadro mds grueso
corresponde a la unidad experimen-
tal inicial. Graficos: L. Pereyra.
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criterio para seleccionar las unidades experimentales vecinas a aquella que
presenta registros debe ser evaluado dado que un criterio erréneo afectara la
efectividad del esfuerzo de muestreo.

Caja 2.1 - Detectabilidad

La detectabilidad se refiere a la probabilidad de registrar individuos cuando éstos se encuen-
tran dentro de la unidad experimental analizada, y es una fuente importante de variacion
necesaria de incluir en todo protocolo de relevamiento. La detectabilidad de cada especie
varia tanto entre ambientes con distintas caracteristicas como en distintos momentos de la
temporada reproductiva. Esta diferencia puede estar asociada también a la abundancia de
individuos presentes en la unidad experimental, individuos de especies abundantes tienen
una probabilidad de deteccion mayor que los individuos de especies raras.

La detectabilidad de las especies de anfibios puede variar ademds entre observadores con
distinta experiencia y debido a cambios en las condiciones climaticas. Una de las posibles
soluciones mds recomendadas es adaptar el protocolo de muestreo tomando en cuenta las
detectabilidad de las distintas especies y planificar asi el disefio en el tiempo y el espa-
cio adecuado. Otra forma de controlar la detectabilidad imperfecta de ciertas especies es
mediante repeticiones espaciales o temporales de los relevamientos. Se pueden disefiar
varias visitas a un mismo sitio, o definir varios puntos de relevamiento dentro de una
misma unidad experimental. Debe tenerse especial precaucion que estas repeticiones son
consideradas pseudoréplicas"®. Se espera entonces que al aumentar las visitas a los sitios
relevados (0 el niimero de sitios relevados dentro de la misma unidad experimental) au-
mente la probabilidad de registro de las especies mds elusivas.

La variacion temporal de la detectabilidad de las especies puede relacionarse a la fenolo-
gia de actividad que presenta cada especie, tanto referida al patron del comportamiento
estacional como a la hora del dia en la que cada especie se encuentra mas activa. De esta
manera, es recomendable que el investigador tenga un conocimiento previo del ensamble
de anuros que potencialmente va a encontrar en los sitios y ajustar los relevamientos
para abarcar la temporada de actividad de todas las especies, asi como los horarios del
dia en los que se realizaran estos relevamientos. Del mismo modo es recomendable tener
informacion sobre el tipo de habitat que frecuentan o utilizan las especies, a fin de incluir
todos los ambientes posibles o existentes en la unidad experimental.
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