Capitulo 1. Muestreo de suelo
para analisis bioldgicos
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La calidad del suelo es un concepto multidimensional que puede
ser evaluado desde diversos enfoques, tanto en agroecosistemas,
con énfasis en el servicio ecosistémico de provisién con el foco
principal en la productividad, como en ecosistemas naturales
donde los principales objetivos son mantener la calidad ambien-
tal y conservar la biodiversidad (Blinemann et al., 2018). Desde el
punto de vista netamente productivo, con la finalidad de maxi-
mizar la produccion, la calidad del suelo se define como su ca-
pacidad o aptitud para soportar el crecimiento de las plantas sin
que esto provoque la degradacion del suelo o un dafio ambiental
(Wilson y Sasal, 2017).

Cualquiera sea el fin de la evaluacion, la calidad o salud del
suelo puede evaluarse a través de diversas técnicas de campo o
laboratorio que incluyen andlisis de las propiedades fisicas, qui-
micas y bioldgicas. Es dentro de estas Gltimas que se evaldan las
poblaciones y propiedades microbianas, jugando los organismos
un rol central en el funcionamiento del suelo. Por otra parte, a ni-
vel global y a los fines practicos de todo sistema de evaluacion de
calidad del suelo, se han establecido diversos criterios para selec-
cionar indicadores de calidad de suelos entre los diversos para-
metros a ser determinados. Estos criterios son: que se encuentren
relacionados a funciones del suelo y procesos ecosistémicos, que
permitan la estimacion de propiedades y funciones dificilmen-
te mensurables, que sean ficiles de muestrear y medir (simples
y practicos), que sean sensibles temporal y espacialmente, y que
sean ficiles de interpretar (Biinemann et al., 2018).

El suelo es considerado un cuerpo de material heterogéneo cuyas
caracteristicas en el paisaje varian en sentido vertical, horizontal y
temporal (Alvaro Garcia, 2015; Friedrich, 2017; Chillén Camacho,
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2018). El sentido vertical puede ser definido principalmente por sus
horizontes pedogenéticos originados por los factores y procesos
formadores de suelo. Dentro de las causas de variacion horizontal
tenemos principalmente al relieve y, por dltimo, las temporales se
deben alas condiciones estacionales del clima. Ademas de estas ca-
racteristicas genéticas, existen otras causas de alteracion o cambio
de origen antropico que estan relacionadas con el uso del suelo, las
rotaciones de cultivos y especies utilizadas, la fertilizacion y los sis-
temas de labranza (Henriquez y Viloria, 1999; Martinez Cruz et al.,
2002; Camargo-Ricalde y Esperon-Rodriguez, 2005; Siqueira et al.,
2007; Osorio, 2012; Carretero et al., 2016).

La evaluacion de propiedades bioldgicas como una dimension
de la calidad del suelo es una tarea compleja ya que el mismo pue-
de albergar, por unidad de volumen, alta biodiversidad y numero
de microorganismos en forma muy heterogénea; la muestra que
serecolecta debe reflejar esa variabilidad, ademas de los impactos
o las variaciones correspondientes a la situacidn en estudio. Se ha
calculado que un gramo de suelo fértil puede contener entre 17 a
112 células microbianas y miles de especies diferentes.

Asi también, la variacion temporal y espacial del suelo es de-
terminante para la medicién de parametros microbianos, dado
que pueden aumentar en varios ordenes de magnitud a través de
superficies menores a una hectarea o de semana a semana. Por
lo tanto, cuando mayor variacion espacial o temporal presente un
determinado parametro microbiano, mayor serd la cantidad de
muestras necesarias de ser analizadas para capturar adecuada-
mente esa variacion y tomar decisiones robustas basadas en los
resultados analiticos (Fierer et al., 2021).

Nuevos enfoques de investigacion centrados en la rizésfera y
los hotspots (puntos calientes) microbianos complejizan los crite-
rios para un muestreo representativo, ya que ponen en evidencia
que no solo la dindmica de la poblacién microbiana es funcién de
multiples y diversos factores naturales y antrépicos como el am-
biente predominante, las practicas de manejo del suelo y la apli-
cacion de fertilizantes, abonos o enmiendas, entre otros, sino que
ademads se encuentra puntualmente concentrada en regiones que
representan una proporcion muy pequeria respecto a la masa total
del suelo (Kuzyakov y Blagodatskaya, 2015; Bach et al., 2018; Bilye-
ra et al., 2020). Los factores de manejo tienen efecto directo sobre
la materia organica del suelo, sustrato sobre el que se sustenta la
actividad microbiana (Ortiz-Maya et al., 2017; Rosero et al., 2019) y
el microbioma de la rizosfera, ambiente puntual donde las plantas
generan una asociacion estrecha con microorganismos especificos
que, influenciada por las secreciones radicales, puede contener
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entre 10y 11 células microbianas por gramo de raiz y mis de 30 000
especies procariotas (Berendsen et al., 2012).

En los altimos afios se ha determinado que, condiciones homo-
géneas de suelo no representan similar actividad, dada la existencia
de estos hotspots microbianos: pequefios volimenes de suelo con
velocidades de procesos mucho mas rdpidas e interacciones mas
intensivas, comparadas con las condiciones promedio del suelo.

La actividad microbiana se encuentra limitada en todos los sue-
los por el carbono labil y la energia disponible, y se han agrupa-
do los principales hotspots segln las fuentes de alta entrada de
carbono en rizosfera, detritdsfera, bioporos y la superficie de los
agregados, cuya distribucién e importancia depende del ecosiste-
ma y la profundidad (Kuzyakov y Blagodatskaya, 2015). El tamaiio
de dichos hotspots oscilaria entre 3y 4 6rdenes de magnitud, des-
de pocos um hasta varios mm, reflejando no solo la variacion y las
incertidumbres en la distribucion espacial de los parametros bio-
l6gicos, sino también en las tasas de procesos que varian amplia-
mente con relacion a la masa total del suelo, al que se lo ha deno-
minado un «desierto», donde la vida se encuentra discretamente
distribuida, habiéndose determinado a partir del procesamiento
estadistico de imagenes en las que, para un area determinada de
imagen de la rizosfera, los hotspots pueden hallarse ocupando en-
tre 0,2 y 23% de la superficie total (Bilyera et al., 2020; Kuzyakov
y Blagodatskaya, 2015).

Por otra parte, estudios orientados a demostrar el potencial de
informacién que poseen las fracciones de agregados del suelo de-
mostraron que la diversidad proporcional total del suelo resulta
en 65% mas de riqueza bacteriana y 100% mas de riqueza flingica
que el total del suelo a causa de que los agregados y los poros, den-
tro de ellos, generan microhdbitats, donde la cantidad y el tipo de
sustratos organicos conducen la actividad microbiana, siendo in-
cluso diferentes las comunidades de hongos y bacterias en macro
y microagregados (Bach et al., 2018).

Estos autores establecen que, dada la heterogeneidad de las par-
ticulas de suelo y la abundancia relativa de microagregados, los
métodos tradicionales de muestreo podrian no capturar la diversi-
dad completa de la comunidad microbiana del suelo. Sin embargo,
rescatan la utilidad de los muestreos de la masa del suelo completa
para representar respuestas a diferentes manejos y la importancia
de sumar nuevos enfoques para probar hipotesis con relacion a la
estructura de las comunidades y el reciclaje de la materia orgdnica.
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Por lo tanto, a causa de las diferentes fuentes de variabilidad, el
muestreo de suelo se considera una herramienta crucial a la hora
de realizar una evaluacion apropiada de las condiciones edaficas
presentes en un sitio y momento determinado. Un muestreo ade-
cuado debe arrojar informacion representativa del conjunto total
del suelo al que pertenece la muestra y es por este motivo que se
encuentran en discusion actualmente la facilidad de interpreta-
cion y la credibilidad de las inferencias que se realizan a partir de
métricas microbianas respecto del estado de salud de los suelos
(Fierer et al., 2021). El muestreo es el primero de una serie de pa-
sos a la hora de evaluar o caracterizar el suelo que antecede a los
procesos analiticos de caracterizacion y su posterior diagnéstico
(Alvarez et al., 2008; Carretero et al., 2016).

Actualmente, diversos trabajos orientados al estudio del mi-
crobioma del suelo, la diversidad microbiana, organismos o ac-
tividades microbianas especificas orientan el muestreo a areas
puntuales de la masa total del suelo, como la rizdsfera o diversos
tamanos de agregados, donde se considera que la actividad es
mayor o se plantea como una hipotesis de investigacion (Bach et
al., 2018; Maron et al., 2011). Se podria en este caso considerar la
masa total del suelo como otra situacion de muestreo dentro del
mismo estudio.

En ciencias de la tierra, por lo general, la unidad de muestreo
es el lote de produccion o con caracteristicas ambientales espe-
cificas, pero esto dependera de la heterogeneidad del mismo, ya
que dentro de un mismo lote pueden existir diferentes unidades
muestrales delimitadas, seglin una o varias cualidades: zona alta
y baja, existencia de vegetacion natural, manejos diferentes o con-
diciones de fertilidad contrastantes, zonas con manchones sali-
nos, etc. (Alvarez et al., 2008). Dado que la cantidad de muestra a
extraer es pequefia (entre 0,5 y 1 kg), en comparacion a los 2,500
Mg que pesa una hectdrea en promedio, el muestreo es la etapa
mads critica en un proceso evaluativo de la fertilidad (Carretero et
al., 2016; Conti, 2005). A su vez, a causa de que este compendio
de metodologias analiticas abarca diversas formas de estudiar la
actividad microbiana del suelo, es necesario considerar como ate-
nuar, orientar a regiones especificas y/o tener en cuenta los facto-
res que influyen sobre la presencia y actividad de las comunidades
microbianas en el momento de muestreo, ya que de ello también
depende que la muestra represente a la poblacién o la funcién
ecosistémica en estudio.
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1.1. DELIMITACION DE LA UNIDAD DE MUESTREO

Para delimitar una unidad de muestreo, se deben tener en cuenta la
topografia (relieve), la vegetacion y la historia del lote, como tam-
bién las situaciones denominadas no representativas o especiales.

1.1.1.Topografia, vegetacion e historia del lote

Como se menciond anteriormente, las fuentes de variabilidad
espaciales del suelo pueden ser de origen natural o antrépico. En
esta etapa es muy util contar previamente con informacion gene-
ral de los suelos de la region (topografia). Como primer paso, se
deberia consultar en gabinete la informacion existente: cartas de
suelo disponibles, series de suelo presentes, imagenes satelitales
actualizadas para evaluar zonas homogéneas por vegetacion o
paisaje, profundidad de horizontes, textura predominante y ve-
getacion original para definir una primera delimitacién de posi-
bles unidades muestrales. Esto facilitara las tareas posteriores en
el terreno y la optimizacion de la cantidad de muestras a extraer
(Chang et al., 2006; Carretero et al., 2016), 1o que es relevante des-
de el punto de vista econdmico, puesto que el costo de los analisis
es muchas veces un factor limitante en trabajos de investigacion
y extension.

Como segundo paso, y con la informacién recabada, ya se puede
realizar in situ un relevamiento para dividir el area o lote a mues-
trear en zonas homogéneas, de acuerdo con diferencias naturales
visibles (relieve, vegetacion, drenaje, erosion, ver Figura N° 1) y
diferencias de manejo (rotaciones, cultivos, tipo de labranza, fer-
tilizacién), que son determinantes de las propiedades edéficas ac-
tuales y de la diversidad y actividad microbiana al generar un mo-
saico complejo a nivel espacial (Carretero et al., 2016; Ortiz-Maya
et al., 2017).

La vegetacion presente, por su lado, condiciona la actividad mi-
crobiana, a diferencia de un suelo sin vegetacion, como se expre-
sO previamente, y su presencia genera una rizdsfera determinada
que influye activamente en el suelo en esa zona y aumenta la com-
plejidad del ecosistema.

El aumento de la abundancia y la actividad microbiana estan
dados por la liberacién de carbono organico y otros rizodepoésitos
a través de los exudados radicales que son sustrato para los mi-
croorganismos que, a su vez, asisten alas plantas enlatomadeni-  Figura N° 1. Esquema de
trogeno y fosforo, en la degradacion de la materia orgénica recal-  division en areas homogéneas
citrante y en la meteorizacion de minerales (Berendsen, 2012). En  de acuerdo a la vegetacion
caso de haber cultivos implantados, incluso su estado fenologico presente.
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puede influir sobre los grupos microbianos presentes y la actividad
de los mismos (Gorres y Amador, 2005; Raaijmakers et al., 2009;
Bakker et al., 2013; Tkacz et al., 2015; Kaleita et al., 2017).

Considerar la actividad de la rizosfera puede llevar incluso a to-
mar decisiones como muestrear surcos y/o entresurcos, teniendo
en cuenta el objetivo del estudio. Si se realizan otras determina-
ciones quimicas o fisicas que se van a correlacionar con estas pro-
piedades, deberian tomarse con el mismo criterio que las mues-
tras para determinar propiedades microbianas.

1.1.2. Situaciones no representativas o especiales

Se deben evitar areas de la unidad de muestreo cuyas caracte-
risticas sean diferentes a la superficie general en consideracion:
caminos, bajo alambrados, deyecciones, aguadas, sector para la
descarga de fertilizantes o todo lugar no representativo, a me-
nos que el objetivo de la evaluacion sean dichas zonas. Si existen
manchones salinos u otro tipo de situacion particular localizada
de interés para el estudio o evaluacion que se esta realizando, se
debe considerar cada una individualmente.

1.2. EPOCA Y MOMENTO DE MUESTREO

La época de muestreo estd relacionada con la estacionalidad del
clima predominante. La variacion térmica anual y el régimen plu-
viométrico afectan a la temperatura y el contenido de humedad
del suelo. Estos dos factores modifican la actividad microbiana,
asi como el tipo de especie presente en lotes con cultivos anuales.

Estas cuestiones deben considerarse a la hora de preparar un
programa de muestreo, tomandose las muestras siempre en la
misma época del afio en el caso de monitoreos periddicos o com-
paraciones espaciales y, en lo posible, registrando la temperatura
del suelo en el momento del muestreo (FAO-N°56, 2006; Gomez y
Paolini, 2006; Alvear et al., 2007; Carretero et al., 2016; Ortiz-Ma-
ya et al., 2017).

Es necesario que el muestreo no se realice con el suelo excesi-
vamente himedo ni muy seco o durante un periodo de sequia. Se
recomienda hacerlo en situaciones hidricas proximas a la capa-
cidad de campo, es decir, aproximadamente 48 horas después de
una lluvia o de un riego de 20 mm como minimo. Sin embargo,
siempre se debe tener presente el objetivo de la evaluacién, pues
diferentes épocas del afio pueden ser mds propicias para deter-
minados grupos, por ejemplo, las ectomicorrizas en el periodo de
otono-primavera.
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Cualquiera sea la época en que se realice el muestreo, es impor-
tante tener en cuenta las condiciones locales del lugar al momen-
to de efectuar conclusiones. De ser necesario, se podria plantear
mas de un momento de muestreo durante el afio o ciclo del cul-
tivo, debido a los cambios en la actividad microbiana frente a la
variacion de la temperatura y humedad en el suelo segtin la época,
como también segun el tipo de vegetacion, la fenologia y el estado
del cultivo, como fue mencionado antes (Gorres y Amador, 2017;
Kaleita et al., 2017).

1.3. FRECUENCIA DE MUESTREO

La frecuencia de muestreo depende mucho del tipo de estudio
que se realice, ya que la actividad microbiana, como hemos men-
cionado, depende de varios factores, entre ellos, los estacionales.

Autores como Gémez y Paolini (2006) encontraron diferencias
en ciertos parametros bioquimicos causados por la interaccion
de los cambios temporales y las practicas de manejo. Otros, como
Goémez, Kruger y Sagardoy (1996), estudiaron la variacion de la
actividad microbiana en la secuencia soja-trigo a través de me-
diciones bioquimicas esporadicamente. Camargo-Ricalde y Espe-
ron-Rodriguez (2005), por su lado, se dedicaron al efecto de la he-
terogeneidad espacial y estacional del suelo sobre la abundancia
de esporas de hongos micorrizicos arbusculares comparando tres
estaciones: lluviosa, inicio de sequia y sequia, asi como también
Arteaga Garibay et al. (2016) analizaron muestras de la rizdsfera
de maiz en diferentes etapas de cultivo.

Aunqgue la sensibilidad a los cambios es un atributo deseable
para un indicador de calidad de suelos, es deseable que exista
cierto intercambio entre la robustez y la variacion estacional, ya
que para la interpretacion de los valores obtenidos es deseable la
comparabilidad de los datos entre campanas (Blinemann et al.,
2018). Estos ejemplos anteriormente mencionados nos demues-
tran que el muestreo estd muy relacionado con el objetivo de la in-
vestigacion y que no hay un solo criterio para definirlo, mas bien,
depende del interés del investigador.

1.4. PROFUNDIDAD DE MUESTREOQ
La evaluacién de pardmetros bioldgicos a una profundidad de-

terminada de la masa del suelo, tanto a partir de submuestras
tomadas aleatoriamente como de transectas, puede abarcar un
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amplio rango de profundidades: desde los 2-3 mm o pocos cm su-
perficiales (Nicolaisen et al., 2004) hasta 30 v 40 cm (Lovaisa et
al., 2017; Rodriguez Cerrén y Rivas Yupanqui, 2017) o incluso 100
cm de profundidad (Subbarao y Hubbard, 1999). Para la actividad
microbioldgica evaluada en la mayoria de los trabajos publicados,
la profundidad de muestreo no supera los 30 cm de profundidad,
pero, como ya se menciond previamente, diversos estudios de
comunidades y poblaciones microbianas a pequefia y gran escala
revelaron sistematicamente que su distribucion es heterogénea y
estd estructurada espacialmente (Maron, Mougel y Ranjard, 2011).

Es comin en estudios de calidad de suelos tomar los prime-
ros 20 cm divididos en dos estratos, 0-10 y 10-20 cm, debido a
las diferencias que normalmente se encuentran con relacion a la
variacion de la materia organica entre la superficie y la capa que
se encuentra debajo, efecto que ha sido llamado estratificacion
(Gomez y Paolini, 2006; Sanchez de Prager et al., 2006; Durango
et al., 2015; Rosero et al., 2019). También se suelen tomar los 30
cm superiores.

Los pardmetros microbianos hasta esta profundidad pueden
correlacionarse con datos de stock de carbono orgénico, cada vez
mads requeridos por protocolos de estudios ambientales y redes de
monitoreo regionales y nacionales en los tltimos afios. La profun-
didad de 0-10 cm ha mostrado mayor diferencia para las activida-
des celuloliticas, actividad biologica global y presencia de fijado-
res libres de nitrogeno (Martin et al., 2017; Romero et al., 2010).

Cuando se toman muestras de la rizosfera, como es el caso de la
evaluacion de ectomicorrizas, el muestreo se realiza, cuando son
arboles, desde el tronco hacia el limite del drea que cubre la copa
o extrayendo un bloque de suelo en un radio determinado alre-
dedor de la planta, tomando el suelo rizosférico y buscando las
raices laterales a partir de excavaciones a profundidades de 0 a 50
cm, dependiendo de la distribucidn de las raices segiin la especie
vegetal (Garcia et al., 2017). En este caso, luego de extraer el mo-
nolito con la planta en el centro, y agitar y desprender todo el sue-
lo posible, se toman cuidadosamente pocos gramos de suelo ad-
heridos a las raices, lo que conforma el suelo rizosférico tomado a
la profundidad de la estructura de raiz que cada especie indique.

1.5. MUESTREO SIMPLE Y COMPUESTO
Simple: consiste en tomar una muestra (inica que representa a

un darea, lote o situacion. Puede ser util para superficies pequefias
(menores a 5 ha) y uniformes (relieve y topografica). También es
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utilizado para realizar estudios mas detallados de suelo (Roberts
y Henry, 2000; Prause, 2006; Sosa, 2012). Alvarez et al. (2008) y
Guachamin Yar (2019) utilizaron este tipo de muestras para eva-
luar la variabilidad espacial de algunos parimetros edaficos. En
este caso, cada muestra es importante para representar patrones
de distribucién y heterogeneidad presentes.

Compuesto: consiste en tomar varias muestras simples de ta-
mafio uniforme (submuestras) que luego se unen para obtener a
través de la operacion de cuarteo una (nica muestra que repre-
sente al conjunto. Este muestreo es (til para saber el nivel medio
de fertilidad de un lote, pero no es adecuado para evaluar la varia-
bilidad espacial, ya que es el resultado de la mezcla de varias sub-
muestras (Roberts y Henry, 2000; Prause, 2006; Sosa, 2012). Es
el tipo de muestra comiinmente utilizada para evaluar indices de
calidad y calidad bioldgica del suelo (Ojeda-Quintana et al., 2018;
Serri et al., 2018; Toledo et al., 2013).

La operacion llamada cuarteo consiste en una reduccion re-
presentativa del tamafio de la muestra y se realiza de la siguiente
manera:

a. Toma de submuestras.

b. Mezcla de submuestras sobre una superficie limpia.

c. Division de la porcién de suelo en 4 partes segtin se ob-
serva en la Figura N° 2.

d. Eliminacién de una porcion de las 4.

e. Repeticion de esta operacidn tantas veces como sea ne-
cesario hasta obtener la muestra compuesta de 0.5a 1
kg que es la cantidad necesaria a enviar al laboratorio.

f. Limpieza del material antes de realizar el cuarteo del
siguiente conjunto de submuestras.

1.6. NUMERO DE SUBMUESTRAS

Uno de los parametros estadisticos que define la calidad de un
analisis es la exactitud del mismo y estd definida por la cantidad
de submuestras a extraer. Esto nos indica cudn cerca esta el valor
obtenido respecto del valor verdadero. El nimero de submuestras
a tomar depende de la precision y exactitud que uno busca obte-
ner en el muestreo (Roberts y Henry, 2000; Conti, 2005; Carretero
et al., 2016).

A su vez, también depende de qué tan variable es el parame-
tro en el suelo y segtn todo lo expuesto anteriormente, la hete-
rogeneidad de los parametros bioldgicos conlleva una necesidad

-~ Rap
10 Kg Skg 0,5kg

Figura N° 2. Representacion
grafica del cuarteo de la muestra
(en negro lo que se debe retirar).
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de mayor cantidad de muestras posibles, lo que significa un costo
econémico muchas veces dificil de solventar.

Mis alla de lo mas o menos exactos que sean los resultados de
investigaciones microbioldgicas, no serian extrapolables a otras
regiones edafoclimaticas o facilmente generalizables (Maron et
al., 2011). Si bien la materia organica tiene baja variabilidad —al
compararlo con el fosforo disponible o el nitrato—-, y siendo esta
una variable eddfica que se relaciona positivamente con la ac-
tividad bioldgica, es de esperarse que el comportamiento esté
correlacionado. Sin embargo, debe tenerse en cuenta la gran de-
pendencia ambiental de los microorganismos, debido a que estan
estrechamente relacionados con propiedades del suelo como el
pH, la textura y los factores como el clima, la humedad del suelo,
los regimenes de temperatura del suelo y la vegetacion existente
e, incluso, los microhabitats que genera la distribucion heterogé-
nea de la materia orgdnica en macro, meso y microagregados del
suelo (Bach et al., 2018).

Su utilidad en la deteccion de cambios frente a diferentes mane-
jos o situaciones hace que la actividad biol6gica del suelo sea una
determinacién importante a incluir dentro de los anadlisis de suelo
tradicionales. Por ello, el niimero de submuestras se adectia a las
determinaciones fisico-quimicas, teniendo mayor importancia la
estacionalidad, el paisaje (topografia) y vegetacion (tipo y estado
fenologico del cultivo) al momento de realizar muestreos para la
actividad microbiana (Roberts y Henry, 2000; Gorres y Amador,
2005; Carretero et al., 2016; Kaleita et al., 2017). Es por esto que,
paralograr una muestra compuesta, la bibliografia recomienda un
nimero de submuestras entre 20 y 30 para obtener valores acep-
tables de precision (Roberts y Henry, 2000; Carretero et al., 2016).

1.7. METODOLOGIA DE MUESTREO

Una vez analizada la variabilidad del lote y al evaluarse profun-
damente el objetivo del muestreo y la cantidad de muestras a sus-
traer, existen distintas metodologias para hacerlo, relacionadas
con la forma en la que se distribuyen las submuestras en la unidad
de muestreo, su cantidad y el nimero de muestras compuestas
por lote (Roberts y Henry, 2000; Carretero et al., 2016).

La metodologia utilizada puede ser al azar simple o estratifica-
da, con estaciones o zonas de referencia, estaciones estratificadas,
gradilla de puntos y/o gradilla de celdas. Dentro de las formas de
distribuir espacialmente las submuestras en la unidad de muestreo
tenemos gradilla sistematizada, zig-zag y en diagonales, segun se
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observa en la Figura N° 2 (Roberts y Henry, 2000; Prause, 2006;
Sosa, 2012; Carretero et al., 2016).

Aqui solo explicaremos el muestreo al azar simpley estratifica-
do, que son dos de las formas de encarar esta tarea, mas comuin-
mente difundidas en estudios de fertilidad y de variabilidad de
parametros edaficos (Alvarez et al., 2008; Ojeda-Quintana et al.,
2018; Serri et al., 2018; Guachamin Yar, 2019).

El muestreo al azar simple consiste en tomar el niimero de sub-
muestras (puntos rojos en la Figura N° 3) necesarias al azar, en
diferentes puntos representativos del lote, que luego se mezclan,
homogenizan y cuartean para el envio al laboratorio. Este siste-
ma de muestreo puede utilizarse en situaciones en las que el lote
es homogéneo y de superficie inferior a 5 ha, por lo tanto, pue-
de considerarse al mismo como una unidad de muestreo. Si cada
muestra obtenida se analiza por separado, se obtendran entre 20
y 30 muestras simples, pues la cantidad depende de la exactitud
buscada (Prause, 2006; Sosa, 2012; Carretero et al., 2016).

El muestreo al azar estratificado se caracteriza por individuali-
zar zonas diferentes dentro del lote e identificar cada uno de ellos
como unidades de muestreo diferentes (distintos colores en la Fi-
gura N° 4), por lo tanto, se obtendrdn tantas muestras compuestas
como ambientes distintos haya.

Siguiendo el esquema de la Figura N° 3, en el ejemplo de distri-
bucidn o recorrido en gradillas se observan tres ambientes, por lo
que se obtendran tres muestras compuestas en el lote, mientras
que, en las dos formas de distribucion restantes, se obtendran dos
muestras compuestas correspondientes a cada ambiente delimita-
do (Darwich, 2003; Prause, 2006; Sosa, 2012; Carretero et al., 2016).

1.8. CASOS ESPECIALES

En el muestreo de suelo se encuentran los casos especiales de
muestreo para lipidos y para actividad microbiana relacionada a
especies arboreas, las que deben realizarse teniendo en cuenta
ciertas condiciones.

1.8.1. Muestreo para lipidos

Otra manera de analizar la composicion de la comunidad micro-
biana es a partir del analisis de perfiles de acidos grasos fosfolipi-
dos. Es una manera eficaz para evaluar tanto la biomasa microbia-
na como la abundancia relativa de grupos microbianos. Aqui se
debe tener en cuenta la manipulacién de la muestra, siendo nece-
saria la utilizacién de guantes en el muestreo para no contaminar

Zig-Zag

Figura N° 3. Esquema de la
distribucion espacial de las
submuestras en distintos disefos
de muestreo.

Gradilas

Figura N° 4. Distribucion de los
puntos en muestreo estratificado:
gradilla sistematizada, zig-zag y
diagonales.
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la muestra, teniendo cuidado ademds de manipular con guantes
todos los elementos a utilizar en el muestreo.

1.8.2. Muestreo para actividad microbiana relacionada a !

especies arboreas !

En este tipo de muestreo se deben localizar las especies arbdreas

mas representativas del lugar, como también realizar agrupacio- Figura N° 5. Muestras extraidas con
nes como, por ejemplo, segiin el didmetro del tronco, por didme- Ppala de punta (porciones laterales
tros mayores y menores segtin un limite, y al tomar las muestras eliminadas y marcadas con una «x»
en la proyeccion del drea de la copa. roja, Carretero et al., 2016).

1.9. ELEMENTOS Y MATERIALES NECESARIOS PARA EL
MUESTREO

El instrumental a utilizar consiste en: pala de punta, cuchillo, es-
calpelo o bisturi, barrenos, bolsas o frascos estériles, etiquetas y
material refrigerante.

Pala de punta. Es un instrumento (til para muestreos no mayo-
res a 30 cm y necesaria para muestreos de suelo rizosférico. Con la
pala se obtiene una mayor cantidad de muestra por punto de mues-
treo, siendo la desventaja el tiempo que se tarda en realizar cada
operacion. En su uso se recomienda hacer un pozo en «V» y luego
retirar de uno de los extremos una porcion de 3 cm de espesor (ver
Figura N° 5), guardar la parte central y cortar con un cuchillo los
extremos y eliminarlos. Si el muestreo es compuesto, las dimensio-
nes a extraer deben ser siempre las mismas para que cada punto de
muestreo tenga el mismo peso en la representatividad de la muestra
(Prause, 2006; Sosa, 2012; Carretero et al., 2016).

Cuchillo. Es 1til para diseccionar la porciéon de suelo a mues-
trear cuando el instrumental de muestreo es la pala de puntay Figura N° 6. Posicion correcta
ayuda en la limpieza del instrumental. También puede usarse del barreno para la toma de
para extraer suelo de un espesor de pocos mm de profundidad, muestra.
lo que se puede hacer asimismo con una cuchara plana de metal.

Escalpelo o bisturi. Se utiliza para extraer el suelo rizosférico
adherido a las raices.

Barrenos. Estos instrumentos pueden ser adquiridos en empre-
sas agropecuarias o los puede hacer un herrero. Su ventaja es su
facil manejo y uniformidad en el volumen de la muestra recolec-
tada. Para esto ultimo, el barreno debe perforar el suelo de manera
vertical y no inclinada, ya que esto afectara la profundidad de sue-
lo explorado y, por lo tanto, el volumen tomado (ver Figura N° 6).
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Segtin el tipo de suelo, profundidades de muestreo o tipo de
cultivo, existen distintas formas de barrenos. En la Figura N° 7 se
presentan tres tipos de barreno.

El muestreador de capa arable (ver Figura N° 7A) es utilizado
para estudios que no requieren de una profundidad de muestreo
mayor a los 20 cm. Estos presentan un recipiente que va almace-
nando las submuestras a medida que se avanza en la tarea. Para
estudios que requieren explorar aun maés el perfil del suelo, se uti-
lizan los barrenos tipo tubular (ver Figura N° 7B1), helicoidal (ver
Figura N° 7B2) u otros como el Riverside, el espiral y el pedregoso,
entre otros, que no se tratan en este capitulo.

Los barrenos tubulares son recomendados para suelos livianos
o de baja resistencia mecdanica a la penetracion. En caso contrario,
este implemento requerira de la ayuda de un mazo (ver Figura N°
7C) o de otro tipo de barreno, como ser el de tipo helicoidal, que es
uno de los recomendados para explorar suelos pesados o de una
alta resistencia mecdnica a la penetracion.

Bolsas o frascos estériles. Se deben utilizar bolsas nuevas
y limpias, sin contaminantes que alteren las caracteristicas de
la muestra. Es recomendable el uso de doble bolsa con el rotu-
lo entre ambas. También puede utilizarse un marcador indeleble
para rotular la bolsa, ademas de estar acompanada de la etique-
ta correspondiente. Algunos autores recomiendan la utilizacion
de frascos para asegurarse que la muestra no se contamine (Or-
tiz-Maya et al., 2017; Méndez et al., 2020). Solo debe considerarse
que la cantidad de muestra que almacenan los frascos podria no
ser suficiente.

Etiquetas. La etiqueta es fundamental dentro del proceso de
muestreo. Ella debe contar con toda la informacion necesaria para
una correcta identificacion y, por lo tanto, sus anotaciones deben
ser claras. En la Figura N° 8, a modo de ejemplo, se presenta un
modelo de etiqueta con la informacién necesaria.

La Figura N° 8 presenta un modelo alternativo para la organi-
zacion de la informacidn que debe incorporarse en las etiquetas.
Es importante destacar la conveniencia de escribir con lapiz en el
caso de que exista la posibilidad de que las etiquetas sean afecta-
das por la humedad. Este puede prevenirse con la utilizacion de
doble bolsa y la etiqueta, entre ambas.

Material refrigerante. Dado que los microorganismos, al igual
que todos los organismos vivos en general, dependen de los facto-
res climdticos —principalmente de la temperatura y la humedad-,
es importante que estos sean controlados, ya que, una vez retira-
do el suelo del campo, la biomasa microbiana puede cambiar en el

B1

B2

Figura N° 7. Tipos de barrenos.
A: para capa arable. B1: tubular.
B2: helicoidal. C: mazo o martillo.

Figura N° 8. Modelo de etiqueta
para identificacion de la muestra.
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almacenamiento (Rivero et al., 1999). Por esto, es importante ge-
nerar un microclima que suspenda la actividad microbiana, pero
sin causar cambios en la dinamica de las poblaciones o la muerte
de los microorganismos. Es recomendable para la determinacién
de labiomasa microbiana, como de otras actividades enzimaticas,
que las muestras sean refrigeradas a 4 °C.

En el caso de la biomasa microbiana, es preferible que estas
muestras no sean secadas, a diferencia de muestras para actividad
bioldgica global (respiracion), donde el analisis se realiza a partir de
muestras tamizadas y secas (Kaleita et al., 2017; He et al., 2020).

Para la refrigeracion, se recomienda utilizar conservadoras y
geles refrigerantes congelados, ya que los mismos son de bajo cos-
to. En el caso de los geles, es importante considerar que con ellos
no se corra el riesgo de humedecer las muestras al descongelarse.

1.10. OPERACION DE TOMA DE LA MUESTRA

La primera tarea a realizar es retirar el rastrojo u hojarasca que se
encuentre sobre la superficie del punto de muestreo. Una vez rea-
lizado lo anterior, utilizar un barreno o pala, segtn se indico en el
apartado correspondiente a instrumental de muestreo. A medida
que se vaya recorriendo el lote, se irdn guardando las muestras o
submuestras en su bolsa con la etiqueta correspondiente e inde-
pendientemente del nimero de submuestras a tomar, es impor-
tante que el volumen y profundidad de cada una de ellas sea el
mismo.

Si se toma una muestra compuesta, se debe hacer el cuarteo una
vez finalizado el recorrido del lote. Guardar las muestras siempre
al abrigo del sol y si es necesario, mantener las muestras refrige-
radas en una conservadora o instrumental similar adecuado. Es
importante limpiar el instrumental de toma de muestra en cada
operacion para evitar su contaminacion debido a las diferentes
situaciones de los sitios a muestrear.

Una vez finalizado el muestreo, enviar las muestras de inme-
diato al laboratorio. En el caso de no ser posible, es recomendable
guardar las muestras a temperatura cercana a los 4 °C (Alvear et
al., 2007; Durango et al., 2015; Ortiz-Maya et al., 2017).

En resumen. Es importante tener en cuenta las consideraciones
mencionadas ya que, si la muestra no es representativa, los resul-
tados de los andlisis del laboratorio no tendrin valor alguno.
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