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RESUMEN

La validacion de los productos de la mision The Fluorescence Explorer (FLEX) requiere estrategias de muestreo
estadisticamente robustas que garanticen la representatividad espacial de las mediciones de campo a la resolucion del
pixel de 300 x 300 m. Los requisitos de incertidumbre de la mision (<30% global, ~10% para fluorescencia y ~1% para
reflectancia) exigen protocolos rigurosos. Este trabajo presenta una metodologia integral de muestreo estratificado
desarrollada en el marco del proyecto SpaFLEX, implementada en cuatro zonas correspondientes a dos sitios Cal/Val
en Espafa: dos encinares (Sarrion y Manzanera, Teruel) y dos matorrales mediterraneos en el Parque Nacional de
Dofana (Monteblanco y Montenegro). La metodologia integra: analisis de autocorrelacion espacial mediante indice de
Moran para seleccion de variables proxy, determinacion del numero éptimo de unidades de muestreo (Elementary
Sampling Unit, ESU) a través de un muestreo estratificado y cuantificacion de la variabilidad intra-ESU usando imagenes
hiperespectrales de alta resolucion (4 cm). Los resultados demuestran que se requieren 6-7 ESUs por zona y 5-12
puntos de medicion por ESU para cumplir los umbrales FLEX.
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Resumen: La validacién de los productos de la misién The Fluorescence Explorer (FLEX)
requiere estrategias de muestreo estadisticamente robustas que garanticen la representatividad
espacial de las mediciones de campo a la resolucion del pixel de 300 x 300 m. Los requisitos de
incertidumbre de la mision (<30% global, ~10% para fluorescencia y ~1% para reflectancia)
exigen protocolos rigurosos. Este trabajo presenta una metodologia integral de muestreo
estratificado desarrollada en el marco del proyecto SpaFLEX, implementada en cuatro zonas
correspondientes a dos sitios Cal/Val en Espafia: dos encinares (Sarrién y Manzanera, Teruel) y
dos matorrales mediterraneos en el Parque Nacional de Dofiana (Monteblanco y Montenegro).
La metodologia integra: analisis de autocorrelacion espacial mediante indice de Moran para
seleccion de variables proxy, determinacion del nimero 6ptimo de unidades de muestreo
(Elementary Sampling Unit, ESU) a través de un muestreo estratificado y cuantificacion de la
variabilidad intra-ESU usando imagenes hiperespectrales de alta resolucion (4 cm). Los
resultados demuestran que se requieren 6-7 ESUs por zona y 5-12 puntos de medicion por ESU
para cumplir los umbrales FLEX.

Palabras clave: FLEX, muestreo estratificado, escalado, Sentinel-2, Dron

Multiscale spatial sampling strategy for the design of validation campaigns
within the SpaFLEX project

Abstract: Validation of products from the Fluorescence Explorer (FLEX) mission requires
statistically robust sampling strategies that ensure the spatial representativeness of field
measurements at the 300 x 300 m pixel resolution. The mission's uncertainty requirements (<30%
global, ~10% for fluorescence and ~1% for reflectance) demand rigorous protocols. This work
presents a comprehensive stratified sampling methodology developed within the framework of
the SpaFLEX project, implemented across four zones corresponding to two Cal/Val sites in Spain:
two holm oak woodlands (Sarrion and Manzanera, Teruel) and two Mediterranean shrublands in
Donfana National Park (Monteblanco and Montenegro). The methodology integrates: spatial
autocorrelation analysis using Moran's index for proxy variable selection, determination of the
optimal number of Elementary Sampling Units (ESUs) through stratified sampling, and
quantification of intra-ESU variability using high-resolution hyperspectral imagery (4 cm). Results
demonstrate that 6-7 ESUs per zone and 5-12 measurement points per ESU are required to meet
FLEX thresholds.

Keywords: FLEX, stratified sampling, Sentinel-2, UAV

1. INTRODUCCION FLuorescence EXplorer (FLEX.) de la A’gencia. Espacial

Europea (ESA), cuyo lanzamiento esta previsto para
La fluorescencia inducida por el sol (SIF) y la radiancia 2026 (ESA, 2017). La fiabilidad de estos productos debe
reflejada de la vegetacion terrestre seran productos evaluarse mediante un proceso de validacion que
operativos clave de nivel 2 proporcionados por la mision compare los productos satelitales con datos de
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referencia fiducial procedentes de mediciones in situ. La
teledeteccion de SIF representa un campo en rapido
avance, con capacidades emergentes para
metodologias satelitales y diversas aplicaciones
prospectivas (Mohammed et al., 2019). La validacion de
productos FLEX sigue las recomendaciones del CEOS,
que establecen un marco de muestreo anidado basado
en Unidades Elementales de Muestreo (ESU) para
conectar mediciones de campo con productos satelitales
(Morisette et al., 2006).

Segun el Documento de Requisitos de la Misién FLEX
(MRD), las incertidumbres deben ser inferiores al 30%
globalmente, aproximadamente 10% para la eficiencia
fotosintética mediante emision de fluorescencia, 10%
para la irradiancia solar y aproximadamente 1% para la
incertidumbre aparente de reflectancia. El proyecto
SpaFLEX, financiado por el Ministerio de Ciencia e
Innovacion de Espafia, tiene como objetivo desarrollar e
implementar protocolos rigurosos de calibraciéon y
validacién (Cal/Val) que conecten las observaciones in
situ con las estimaciones satelitales a escala de pixel
FLEX (300 x 300 m).

El objetivo de este trabajo es presentar el marco tedrico-
algoritmico para cuantificar la heterogeneidad espacial
de las variables biofisicas proxy de SIF y extincidon no
fotoquimica (NPQ) dentro de un pixel FLEX, determinar
el disefio muestral oOptimo que garantice la
representatividad estadistica minimizando el esfuerzo de
campo y establecer una base para los posteriores
procedimientos de escalado espacial y propagacion del
error cumpliendo con los requisitos de la mision FLEX.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Area de estudio

El estudio se desarrollé en cuatro parcelas de dos zonas
Cal/Val en Espafa (Fig. 1): dos encinares en la provincia
de Teruel (Sarrion, de baja densidad arbodrea, vy
Manzanera, de alta densidad arbérea); y dos sitios en el
Parque Nacional de Dofiana (Monteblanco, matorral
xerdfilo mediterraneo, y Montenegro, matorral hiumedo).
Esta diversidad ecoldgica proporciona diferentes
regimenes de heterogeneidad espacial para evaluar la
adaptabilidad de la metodologia.
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Figura 1. Mapa de situacion de las 4 parcelas de estudio.
Izquierda zona de matorral (Dofiana); derecha zona de encinar
(Teruel).

2.2. Diseilio muestral

El disefio muestral de este trabajo se desarrolla en 3
etapas: 1) andlisis de la heterogeneidad de la parcela, 2)

determinacion del nimero de ESUs (Elementary
Sampling Units) mediante un muestreo estratificado y 3)
la determinacién del nimero de puntos de muestreo
dentro de la ESU.

2.2.1. Anadlisis de la heterogeneidad espacial.

Este apartado presenta dos andlisis espaciales
complementarios. Por un lado, se realizaron regresiones
entre parametros biofisicos derivados de imagenes
Sentinel-2 y los correspondientes mapas de residuos
mediante TerrSet, con el objetivo de evaluar la
capacidad explicativa de cada variable y visualizar la
distribucion espacial de los errores del modelo. Por otro
lado, se calculé la autocorrelacion espacial de los valores
originales de cada parametro biofisico mediante el indice
de Moran y su desviacion estandar, utilizando Python,
con el fin de cuantificar el grado de agrupamiento
espacial inherente a cada variable. Este segundo analisis
constituye el criterio principal para la seleccion de la
variable mas limitante sobre la que fundamentar la
estratificacion del area de estudio, bajo la premisa de
que una mayor autocorrelacion espacial indica una
estructuracion del paisaje mas adecuada para definir
unidades homogéneas.

2.2.2. Determinacion del niumero de ESUs.

La ESU se define con dimensiones de 20 x 20 m para
coincidir con la resolucion espacial de Sentinel-2,
resultando en N = 225 ESUs candidatas por pixel FLEX.
El tamafo muestral se determina mediante la férmula
integral de Cochran (1977) para muestreo aleatorio
estratificado (Eq. 1):

— Y (Npx Sp)? ()
NZ xD+ Y(NpX Sp2)

donde D expresa la precision deseada, N;, es el tamafio
del estrato h, y Sy, es la desviacion estandar dentro del
estrato. Esta formula optimiza la asignacién
considerando simultdneamente todos los estratos.

Una vez determinado n, se distribuye entre estratos
mediante asignacion optima de Neyman (1934) (Eg. 2):

n X(NpXSp) (2)

M= S Nxs)

asignando mas muestras a estratos con mayor
variabilidad y tamafio. El numero 6ptimo de estratos K se
determind mediante el indice de Calinski-Harabasz
(Calinski & Harabasz, 1974).

Para que el muestreo estratificado sea operativamente
valido, debe cumplirse n 2 2xK (minimo 2 ESUs por
estrato para estimar varianza intra-estrato).

2.2.3. Estimacion del nimero de mediciones por
ESU.

La caracterizacion de la variabilidad intra-ESU se realizo
mediante datos hiperespectrales de muy alta resolucion
(~4 cm) obtenidos con la camara Cubert S185 a bordo
de un dron DJI Matrice 600, a una altura de vuelo de 120
m. Un aspecto metodoldgico critico es la correccién por
agregacion espacial: el sensor de campo (FLOX) integra
sefial sobre un FOV de ~0.89 m de diametro,
correspondiendo a 495 pixeles por unidad FOV. Se
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utilizaron indices de vegetacion clave como proxies de
medicion: el Photochemical Reflectance Index (PRI) (Eq.
3, Pefiuelas et al. 1995) para el NPQ, dado que refleja
cambios en la reflectancia a 531 nm asociados a la
conversion de violaxantina en zeaxantina en el ciclo de
las xantofilas, el principal mecanismo de disipacion
térmica del exceso de energia luminosa subyacente al
NPQ; y el indice de clorofila Red Edge Chlorophyll Index
(ChIRE, Gitelson et al. 2005) (Eq. 4) para la
fluorescencia, ya que el contenido de clorofila determina
la cantidad de radiacion absorbida disponible para la
emision de fluorescencia, siendo por tanto un indicador
del potencial de emision de la cubierta vegetal.
531nm — 570 nm

PRI'= 531nm + 570 nm @)

Donde 531 nm y 570 nm son los valores de reflectancia
en longitudes de onda de 531 y 570 nandmetros
respectivamente.

750 nm

Donde 750 nm y 710 nm son los valores de reflectancia
en longitudes de onda de 750 y 710 nandmetros
respectivamente.

Se aplicé la formula de Cochran para poblaciones finitas
(Eq. 5) :

Z?%xo?
m= 7202 (5)

donde:

m es el numero de puntos de medicion requeridos, M la
poblacion de unidades de medicion potenciales (funcion
del FOV del sensor), o2 la varianza intra-ESU de la
variable (ChIRE o PRI), Z el nivel de confianza 95% y E el
error maximo permitido (10% para Fluorescencia, 1%
para Reflectividad).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis de heterogeneidad espacial

La Tabla 1 presenta el andlisis de autocorrelacion
espacial y variabilidad para las variables biofisicas
derivadas de Sentinel-2 (usando el programa SNAP):
fraccion absorbida de la radiacion fotosintéticamente
activa (FAPAR), fraccion de cobertura de la vegetacion
(FVC) y contenido de clorofila en hoja (Cab). La
seleccion de la variable proxy se baso en identificar
aquella con maxima heterogeneidad (mayor o) y minima
autocorrelacion espacial (menor indice de Moran),
valores altos de desviacion estandar combinados con
baja autocorrelacion indican una distribucion mas
aleatoria que requiere mayor esfuerzo muestral (Moran,
1950).

Los valores del indice de Moran muestran un patron
diferenciado entre ecosistemas: los matorrales
mediterraneos presentan indices elevados (0.60-0.83),
indicando fuerte autocorrelacién espacial, mientras que
los encinares muestran valores menores (0.11-0.41).

Tabla 1. Andlisis de autocorrelacion espacial y variabilidad por
zona y variable biofisica

Variable Parametro Sarrion Manzanera Monteblanco Montenegro
Cab o 0.181 0.120 0.003 0.005
Moran| 0.348 0.107 0.798 0.601
FvC o 0.002 0.001 0.002 0.003
Moran| 0.368 0.459 0.827 0.608
FAPAR o 0.002 0.001 0.002 0.003
Moran| 0.406 0.346 0.826 0.650

Esta diferencia refleja las caracteristicas estructurales de
cada ecosistema, donde los matorrales forman mosaicos
de parches con alta conectividad espacial. Se selecciono
Cab como variable proxy atendiendo al balance entre
heterogeneidad y autocorrelacion espacial: en los
encinares, Cab presenta la mayor variabilidad relativa (o
= 0.12-0.18) con los menores indices de Moran (0.11-
0.35), indicando wuna distribucion espacial menos
predecible que requiere mayor esfuerzo muestral. En los
matorrales, aunque todas las variables muestran o
similares, Cab presenta valores de Moran ligeramente
inferiores a FAPAR.

3.2. Numero de ESUs y mediciones por ESU.

La Tabla 2 presenta los resultados del muestreo
estratificado. Todas las zonas requieren 6-7 ESUs tras
aplicar la restriccion de minimos operativos (n = 2xK con
K = 3) (Fig. 2). Para el muestreo intra-ESU, la correccion
por agregacion espacial reduce el CV efectivo a ~1-2%,
resultando en 1 punto por ESU para fluorescencia
(ChIRE) y 5-12 puntos para reflectancia (PRI), siendo
ésta la variable limitante

A B

ey iy _ :

ChIRE

50m

18

Figura 2. Distribucion de las ESUs en las parcelas de estudio
(A Monteblanco, B Sarrién, C Montenegro y D Manzanera)
sobre la imagen de ChIRE tomado con la cdmara
hiperespectral.
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Tabla 2. Resultados del muestreo estratificado y
requerimientos intra-ESU.

Zona cv n cv m cv m
Cab ESUs ChIRE Fluo PRI Ref
(%) (%) (%)

Sarrion 100 6% 2.38 1 117 6
Manzanera 9.2 6* 1.68 1 1.07 5
Monteblanco 17.6  6* 1.81 1 117 6
Montenegro  32.6 7 1.59 1 1.72 12

* Valores corregidos por restriccion de minimos operativos
(minimo 2 por estrato). CV: coeficiente de variacion.

La convergencia hacia 6-7 ESUs independientemente
del grado de heterogeneidad (CV 9-33%) indica que la
restriccion operativa minima domina sobre el calculo
tedrico de Cochran, resultado coherente con protocolos
previos de validacion de productos biofisicos (Baret et
al., 2006).

El PRI emerge como variable limitante, requiriendo 5-12
puntos frente a 1 punto para ChIRE. Esta asimetria refleja
la mayor sensibilidad del PRI a la variabilidad espacial del
NPQ a escala de dosel. Estudios previos han demostrado
que el PRI correlaciona significativamente con el estado
de de-epoxidacion del ciclo de xantofilas, pero también
esta influenciado por la composicion pigmentaria, lo que
explica su mayor variabilidad espacial (Garbulsky et al.,
2011). La correccidn por agregacion espacial (495
pixeles/FOV) resulta esencial para reconciliar escalas de
observacion y hacer viables los umbrales FLEX MRD.

4. CONCLUSIONES

El disefio establece un nimero manejable de ESUs y
mediciones de campo para alcanzar el objetivo de
errores inferiores al 10% en fluorescencia y 1% en
reflectancia. El muestreo estratificado mediante Ia
férmula integral de Cochran con asignacion 6ptima de
Neyman resulta eficiente para todas las zonas
analizadas, requiriendo 6-7 ESUs por zona
independientemente del grado de heterogeneidad
espacial (CV 9-33%).

La correccion por agregacion espacial en el analisis
intra-ESU es esencial para hacer viables los umbrales
FLEX MRD. El PRI (reflectancia) es la variable limitante,
determinando 5-12 puntos por ESU, mientras que
fluorescencia (ChIRE) requiere solo 1 punto. El protocolo
recomendado consiste en disefiar el muestreo segun los
requerimientos de reflectancia y obtener
simultaneamente fluorescencia en los mismos puntos,
garantizando cumplir ambos umbrales de incertidumbre
con un unico protocolo de campo. El escalado y los
resultados de propagacion de incertidumbre verificaran
si estos errores permanecen dentro del limite permitido
para un pixel FLEX de 300 x 300 m.
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