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1 INTRODUCCION.

La base esencial para evaluar los dafios visibles inducidos por el ozono (O3) es que
muchas especies de plantas responden a los niveles ambientales de este
contaminante con sintomas foliares visibles que pueden diagnosticarse en el campo.

El desarrollo del dafio inducido por el ozono es especifico de cada especie, y su
aparicion depende de otros factores biodticos y ambientales. Debido a la naturaleza
compleja del diagndstico de estos dafos y las limitaciones de inversion en su
seguimiento, los resultados de la evaluacion de arboles y vegetacion deben
considerarse como semicuantitativos.

La contaminacion por ozono, a diferencia de la contaminacién por fluoruro o diéxido de
azufre, no deja residuos elementales que puedan ser detectados por técnicas
analiticas. Por lo tanto, los dafios visibles inducidos por el ozono en las aciculas y en
las hojas (como resultado del estrés oxidativo, que lleva a una cascada de efectos
fisioldgicos y morfoldgicos adversos) son la Unica evidencia facilmente detectable en el
campo.

Muchos experimentos se han centrado en explicar el mecanismo del desarrollo de los
danos reproduciéndolos en estudios experimentales, en lugar de identificar y
caracterizar los sintomas observados en el campo a escala regional. Las evidencias
que tenemos en la actualidad sugieren que el ozono se presenta en concentraciones
que causan dafo foliar visible en una amplia gama de plantas sensibles. Aunque los
dafos visibles por ozono no incluyen todas las formas posibles de dafio a los arboles y
a la vegetacion natural (por ejemplo, cambios fisioldgicos pre-visibles, reduccién del
crecimiento, etc.), la observacion de sintomas tipicos de ozono en el campo — la
llamada bio-indicacion pasiva-, se ha revelado como una herramienta valiosa para
evaluar el impacto de la exposicion a concentraciones ambientales de ozono en
especies sensibles.

1.1 Alcance y aplicacion de las evaluaciones

Muchas especies de plantas responden a niveles ambientales elevados de ozono
troposférico (O3) con sintomas foliares caracteristicos y especificos. Estos sintomas se
pueden diagnosticar solo después de un entrenamiento adecuado. Esta parte del
Manual tiene como objetivo proporcionar una metodologia consistente para recopilar
datos de alta calidad, armonizados y comparables sobre dafios visibles inducidos por
el ozono en la vegetacion natural en las parcelas intensivas de Nivel Il del programa
de seguimiento del ICP-Forests. La armonizacién de los procedimientos es esencial
para asegurar la comparabilidad de los datos espaciales y temporales.

1.2 Objetivo

El objetivo principal de evaluar los dafios visibles de ozono en las parcelas de Nivel Il,
es evaluar el efecto del ozono troposférico en los sitios donde se realizan medidas de
concentraciones de ozono y asi contribuir a estimar los riesgos de este contaminante
para los ecosistemas forestales en Europa y su distribucion.
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2 LOCALIZACION DE LAS MEDIDAS Y MUESTREOS

La evaluacion de los dafios visibles de ozono se llevara a cabo en todas las parcelas
de Nivel Il. Se realizaran evaluaciones tanto en la subparcela interior como en la
exterior.

La evaluacion de dafos se realizara:

En la subparcela interior: En la especie arbérea principal de las parcelas del
seguimiento intensivo realizando una evaluacion visual en las hojas de la parte
superior de la copa expuesta al sol, cada dos afos (coincidiendo con la recogida de
muestra foliar para su analisis).

En la subparcela exterior: Dado que la mayoria de las parcelas de monitoreo intensivo
estan situadas en bosques cerrados (sombreados), y los dafios visibles de ozono se
limitan generalmente a la parte superior de la copa expuesta a la luz solar, se debe
instalar un sitio de muestreo expuesto a la luz en la proximidad de la parcela exterior
donde estan situados los dosimetros pasivos. Asi, se realizan dos tipos de
seguimientos diferentes anuales en las proximidades de la subparcela exterior:

e Seguimiento cuantitativo (LESS): Se lleva a cabo segun lo establecido en el
Anexo | del presente manual y en un lugar cercano a los dosimetros pasivos.
Se seleccionan rectangulos de aproximadamente 2 X 1 m para evaluar en su
area interior la presencia y ausencia de dafios visibles compatibles por ozono.
Este sitio sirve para el seguimiento de los dafios visibles por ozono en un
numero amplio de especies lefiosas, incluyendo la especie arbdrea principal de
la parcela, por lo que debe quedar marcado y registradas sus coordenadas
para futuras evaluaciones.

e Seguimiento cualitativo (LESS-plus): Para una evaluacion cualitativa, dentro de
un radio de 500 m desde la ubicacion de los dosimetros pasivos, se revisa si
existen dafios visibles por ozono en plantas lefiosas y herbaceas.

2.1 Diseino del muestreo

211 Diseio del muestreo para la subparcela interior

El procedimiento incluye la seleccion de las principales especies de arboles para la
evaluacion de los sintomas en cada parcela de seguimiento intensivo. La evaluacion
de los sintomas del ozono comprendera:

e La evaluacién de los danos visibles de ozono en la especies arbérea principal
se realizara en las hojas de las mismas ramas donde se llevar cabo el analisis
foliar (Manual Parte XII Muestreo y Analisis Foliar).

e Las muestras para dafos visibles se recolectan cada dos afos, coincidiendo
con el muestreo foliar, de la parte superior de la copa de los arboles expuesta
al sol.

o Para las especies de hoja caducas, los dafios visibles se evaluaran en las
hojas del afo actual (C) y para las especies de hoja perenne (incl. coniferas y
Quercus ilex), se evaluaran las hojas del ano actual (C) y del afo anterior
(C+1).
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21.2 Diseno del muestreo para la subparcela exterior

Con el fin de obtener una estimacion de la frecuencia promedio de los dafos visibles
en la parcela, se establece un Sitio de Muestreo Expuesto a Luz (LESS) cerca de la
estacion meteoroldgica o de los colectores de deposicion, donde estan instalados los
dosimetros de ozono. El objetivo de la evaluacién dentro del LESS es proporcionar
estimaciones de dafos visibles por ozono en la vegetaciéon lefiosa del margen del
bosque expuesto a la luz que esté mas cerca de los dosimetros, revisando rectangulos
de 2x1m en un itinerario situado en el margen del bosque expuesto a la luz, de
longitud variable y que casi siempre sera de mas de 100 m por lo que habra que hacer
normalmente 33 rectangulos. Complementariamente, y dentro de un radio maximo de
500 m (78.5 ha), se revisaran las plantas lefosas y herbaceas para ver si existen
dafios compatibles con el ozono (LESS-plus)

El esquema de muestreo sugerido se describe en el Anexo I. En el caso de Esparia,
en todas las parcelas se revisan los 33 rectangulos del borde expuesto a la luz
seleccionado y se rellena un formulario cuyo modelo figura en el Anexo lIl.

2.2 Equipo de muestreo

Equipo minimo requerido para la evaluacién de dafos visibles por ozono en el campo
es el siguiente:

¢ Una lente de mano 10x para un examen mas detallado de los dafos visibles
por ozono en las hojas de las plantas

e Los mapas respectivos de la parcela y una brujula para determinar la ubicacion
exacta (coordenadas), la exposicién y la elevaciéon del LESS (itinerarios para la
localizacion y revision de sintomas en los rectangulos de la zona LESS)

¢ Imagenes de referencia para ayudar en la identificacion de sintomas de
especies sensibles conocidas.

e Una camara digital para tomar fotos.
¢ Bolsas de plastico para recogida de muestras frescas
o Estadillos de campo

e Listado de especies lefiosas sintomaticas y asintomaticas (para observacion en
los rectangulos)

o Listado de especies sintomaticas lefiosas y herbaceas (para la evaluacion
LESS plus, dentro de un radio de 500 m desde el dispositivo de medicion de
0zono)

2.3 Frecuencia de muestreo

La identificacion y cuantificacion de los danos visibles por ozono para las especies de
coniferas y de hoja ancha dentro de la parcela interior de seguimiento intensivo se
llevara a cabo cada dos anos durante los periodos recomendados para el analisis
quimico foliar. De lo contrario, debe tenerse en cuenta la fenologia regional de la
especie principal presente dentro de la parcela de seguimiento intensivo:
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e Para las especies de arboles de hoja perenne: invierno (octubre — febrero)

o Para las especies de arboles de hoja caduca: verano (julio — principios de
septiembre)

En la parcela exterior, la identificacion de los dafos visibles por ozono en arboles,
arbustos y enredaderas dentro de los rectangulos seleccionados, y la identificacion en
lefiosas y herbaceas dentro de un radio de 500 m desde el dispositivo de medicion de
ozono, se realizara anualmente coincidiendo con la revisién de verano, antes de que
comience la decoloracion natural de las hojas.

2.4 Toma de fotografias de muestras sintomaticas

Los sintomas deben ser documentados con imagenes. Las fotos son necesarias para
la validacion de los dafios visibles por ozono observados en el campo por los equipos
de evaluacion. Esta coleccion sirve ademas de documentacién nacional.

Durante cada periodo de evaluacion anual y por especie sintomatica, se deben tomar
fotos digitales de dos hojas con sintomas de 0zono (o con sintomas similares al ozono,
si aun no estan confirmados) y de dos no sintomaticas. Para cada hoja sintomatica, se
deben tomar imagenes de toda la planta y de las caras superior e inferior de las hojas.

Se recomiendan las siguientes pautas para garantizar la calidad y la uniformidad de
las fotos:

e Las imagenes deben tomarse en hojas expuestas al sol o con una camara
equipada con un flash.

e La imagen digital debe tener una resolucién minima de 1500 pixeles por
pulgada y almacenarse en formato JPG o TIFF sin que se apliquen
correcciones de imagen.

e La muestra de hojas debe cubrir al menos 3/4 del area de la imagen final para
permitir la identificacion adecuada de los sintomas.

e Ademas, se recomienda hacer un zoom en las caracteristicas tipicas y
especificas de los sintomas del ozono de la especie, como el efecto de
sombreado, las venas de las hojas no sintomaticas, el efecto de la edad (rama /
planta completa), etc. Cada archivo de imagen debe estar etiquetado con el
siguiente codigo especifico para la gestion y el almacenamiento de datos a
largo plazo: XXPPPNNN.NNN.NNNDDMMYYSS.jpg

o X- Cddigo del pais (2 digitos)

o P-Numero de parcela (3 a 4 digitos)

o N- Cédigo de especie arbdrea (3 veces 3 digitos segun Flora Europaea)
o Fecha de toma de la imagen (DDMMYY)

o S- Numero de secuencia (01, 02, 03,...) para identificar las foto dentro
de cada dia.

Las imagenes deben representar a cada especie sintomatica listada en el formulario
de datos final.
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Una vez realizadas las fotos y antes de su remisiéon a ICP-Forests, las fotografias
deben remitirse a expertos nacionales que confirmen que los dafios son compatibles
con ozono. En caso de dudas y/o interés especial, se debe contactar con el Panel de
Expertos sobre Calidad del Aire del ICP-Forests para obtener apoyo e investigaciones
adicionales (ver Capitulo 3.2).

3 MEDICIONES

3.1 Variables medidas y unidades

En la parcela interior, se miden las siguientes variables:

e Hojas o aciculas sintoméaticas en clases de frecuencia (% de hojas sintomaticas
para cada una de las ramas muestreadas por parcela)

Para las mediciones en las inmediaciones de la subparcela exterior se miden las
siguientes variables:

e LESS: Revision de las especies lefiosas sintomaticas y asintomaticas de cada
rectangulo (Ver punto 1 del Anexo V). También se registran los rectangulos
"vacios", como una brecha, un rastro de arrastre, una roca, etc., donde no
crecen especies lefiosas

o LESS+: Revisién de especies sintomaticas lefiosas y herbaceas dentro de un
radio de 500 m desde el dispositivo de medicion de ozono (Ver punto 2 del
Anexo V).

3.1.1 Identificacion de sintomas

Se deben seguir las siguientes recomendaciones para evaluar los dafios visibles por
0zono.

3.1.1.1 Identificacion de sintomas para especies de hoja ancha

Los sintomas visibles de ozono se pueden identificar y distinguir de los sintomas
causados por otros factores bidticos/abiéticos mediante los siguientes criterios:

1) Los sintomas visibles generalmente se expresan como pequefias manchas de color
rojo purpura, amarillo o negro (descritas como puntos) o, a veces, como un cambio
general de color, enrojecimiento o bronceado.

2) Buscar los dafios visibles de ozono en hojas completamente desarrolladas y
expuestas a la luz.

3) Los sintomas son mas intensos en las hojas de mediana edad y mayores que en las
mas jovenes. Las hojas mas viejas son las primeras que desarrollan sintomas
seguidos de una senescencia acelerada (efecto de la edad).

4) Las porciones sombreadas de dos hojas superpuestas no deberian mostrar dafios
visibles (efecto de sombra).

5) Los danos visibles de ozono normalmente no atraviesan el tejido de la hoja (como
excepcion, véase el punto 6). Ambos, el punteado y la decoloracion, ocurren solo entre
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las venas y no afectan las venas.

6) Hacia el final de la temporada de crecimiento, los sintomas foliares pueden
evolucionar hacia el amarilleamiento de las hojas o la senescencia prematura, seguido
de una pérdida prematura de las hojas. Las hojas gravemente afectadas pueden
desarrollar una necrosis que puede alcanzar a su superficie inferior hacia el final de la
temporada de crecimiento.

7) Las plantas que crecen en sitios mas humedos tienen mas probabilidades de
desarrollar danos visibles por ozono en comparacién con las plantas que crecen en
sitios mas secos (toman mas Os).

Los danos por ozono se deben examinar tal y como se describe a continuacion,
utilizando una lente de mano:

e ¢ Hay punteaduras?

e ¢ Hay enrojecimiento y/o incluso decoloracion?

e ¢(Los sintomas, como se describié anteriormente, se presentan solo en la
superficie superior de la hoja (una excepcion puede ser al final de la temporada

cuando el dafo visible se vuelve mas grave y necrético)?

o (El sintoma se expresa solo entre las venas y esta ausente en las venas
primarias y secundarias (usar una lente de mano y ver la hoja a contraluz)?

e ¢Los sintomas estan distribuidos uniformemente?

o ¢Estan los sintomas mas desarrollados en las hojas (o foliolos en las hojas
compuestas) mas viejos? Es decir, hay un "efecto de la edad".

Si se responden afirmativamente a las preguntas anteriores, el sintoma puede
considerarse como un dafio visible por ozono.

3.1.1.2 ldentificacion de sintomas en coniferas

Los dafios visibles por ozono en las especies de coniferas se manifiestan
normalmente en ramas bien iluminadas de la parte superior de la copa, y
principalmente en la cara superior de las aciculas. Para su identificacion hay que
seguir los siguientes criterios:

1) El moteado clorético es el sintoma mas comun inducido por el ozono en aciculas de
coniferas. Es el resultado de la exposicion crénica a este contaminante y se puede
describir como areas amarillas o verdes claras, con bordes difusos (no marcados) con
las zonas verdes no afectadas. No todas las aciculas de un fasciculo foliar tienen por
qué verse afectadas de manera uniforme.

2) El moteado clorético con frecuencia aparece solo en aciculas mayores de 1 afo
(aciculas de segundo afo y mayores). Es decir, el sintoma observado parece
aumentar al aumentar la edad de la acicula (efecto de la edad).

3) El moteado clorético es mas evidente en areas de aciculas expuestas a la luz en
comparacion con las sombreadas (efecto de sombra).

4) Es mas facil observar el moteado si varias aciculas se mantienen cerca una de la
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otra, formando una superficie plana de aciculas.

Los danos visibles por ozono se deben examinar cémo se describe a continuacion,
utilizando una lente de mano:

o ¢ El moteado clorético esta presente en las aciculas del afio en curso +1 y mas
intensamente en las aciculas del afio en curso + n?

o ¢ Es el color del moteado amarillo o verde claro?
e ¢ Eslaforma de las areas moteadas regular con bordes difusos?

e ¢ El moteado se distribuye uniformemente a lo largo de toda la acicula y es mas
intenso en la superficie abaxial o en el lado de las aciculas mas expuesto a la
luz?

Si se responde afirmativamente a las preguntas anteriores, el sintoma puede
considerarse un dano visible por ozono. Se debe prestar especial atencién a los
sintomas que pueden causar confusion, como los sintomas causados por los acaros y
los insectos chupadores. El uso de una lente de mano ayuda a detectar sus restos
mas facilmente.

3.1.2 Evaluacién y puntuacion.

Arboles de la parcela interior.

Esta evaluacion se lleva a cabo cada 2 afios, coincidiendo con la toma de muestras
foliar (Ver Parte XIlI del Manual), ya que se lleva a cabo en los mismos arboles. Se
evaluan un minimo de 5 ramas por arbol y 5 arboles por parcela. La evaluacién sera
diferente para las especies de hoja ancha y de coniferas. Se seguiran los siguientes
protocolos:

Especies de arboles de hoja ancha (especies de arboles principales y otras)

Una vez que se recolectan las ramas todas las hojas de cada rama se examinan en
las mejores condiciones de iluminacion posibles y se clasifican para determinar la
presencia de lesiones visibles causadas por el ozono (Si/No). De acuerdo con el
sistema de la Tabla 1, el porcentaje de hojas sintomaticas por rama se estima y se
asigna a una clase.

Puntuacion | Clase de Definicion
frecuencia
(%)
0 Sin dafos Ninguna de las hojas presenta sintomas de ozono
1 1-5% 1 — 5% de las hojas por rama presentan sintomas de
0ZONno
2 6 -50 % 6 — 50% de las hojas por rama presentan sintomas de
0ZONo
3 51-100 % 51 — 100% de las hojas por rama presentan sintomas
de ozono

Tabla 1: Puntuacion y definicion del porcentaje de hojas sintomaticas en ramas con
aproximadamente 30 hojas
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Especies de arboles de coniferas (especies de arboles principales y otras)

Una vez que se recolectan las ramas, se identifican las diferentes clases de edad de
las agujas. Solo se evaluaran las aciculas del afio actual (C) y las agujas del afio
actual + 1 afio (C+1). Las aciculas deben colocarse una cerca de la otra (haciendo una
superficie plana con al menos 30 aciculas, si estan disponibles) y examinarse a plena
luz solar. Para cada clase de edad de las aciculas se anotara el porcentaje de la
superficie total afectada por moteado clorético. Para ayudar en esta evaluacion, se
puede utilizar una simulacién de dafios visibles generada por ordenador (Anexo II).
Los porcentajes resultantes por rama y edad de las aciculas se transforman luego en
clases, de acuerdo con la Tabla 2.

Puntuacion | Clase de Definicién
frecuencia (%)
0 Sin dafos Sin sintomas de 0zono
1 1-5% 1 — 5% de la superficie esta afectada
2 6 - 50 % 6 — 50% de la superficie esta afectada
3 51-100 % 51 — 100% de la superficie esta afectada

Tabla 2: Puntuacion y definicion para los daios visibles para los diferentes afios de aciculas de las
ramas muestreadas en especies de coniferas

Especies lenosas dentro del LESS (inmediaciones subparcela exterior)

Para la evaluaciéon de sintomas en arboles, arbustos y enredaderas dentro del LESS,
se debe aplicar el procedimiento descrito en el Anexo I. Los siguientes datos son
necesarios para cada rectangulo seleccionado (unidad de muestreo espacial):

e El nombre cientifico y el cédigo de las especies relevantes con la indicacion de
si muestran sintomas o no. Pueden darse casos especiales de rectangulos
"vacios", en los que no haya vegetacion.

Al realizar la evaluacion, se aplican las siguientes pautas:
e La evaluacién se realizara en arboles, arbustos y enredaderas

e La nomenclatura de las plantas debe hacer referencia a los cédigos de
especies de Flora Europaea (Tutin et al. 1968-1980, 1993; ver ANEXO V)
https://icp-forests.org/documentation/Surveys/OZ/LSS.html; download

“d_species_list” in DESCRIPTION column, POSITION 7, FIELD “species”)

e Las imagenes de cada especie danada deben recogerse de acuerdo con la
seccion 2.4.

e Se deben registrar las condiciones de humedad del suelo dentro del LESS, de
acuerdo con la Tabla 3. Si las condiciones varian notablemente en el sitio, se
debe escribir una nota en las hojas de resultados y marcarlo en el mapa
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Cédigo | Definicién

1 Mojado o humedo (por ejemplo, zonas riberefias y areas humedas o
mojadas a lo largo de un arroyo, prado o tierra del fondo)

2 Moderadamente seco (por ejemplo, pastizales o prados, y
pendientes orientadas al norte o al este)

3 Muy seco (por ejemplo, bordes rocosos expuestos)

Tabla 3: Codigo y definicion para las condiciones de humedad del suelo en el LESS.

Especies lenosas y herbaceas dentro del LESS-plus

Para lograr una lista mas completa de especies sintomaticas alrededor del punto de
medida de ozono, ademas del muestreo dentro del LESS, se pueden evaluar los
margenes del bosque dentro de un radio de 500 m y registrar en esa zona las
especies sintomaticas (de forma cualitativa). Se deben aportar fotos de las especies
sintomaticas encontradas, asi como el nombre y cédigo de las especies.

La nomenclatura de las plantas debe hacer referencia a los cédigos de especies de
Flora Europaea (Tutin et al. 1968-1980, 1993; ver ANEXO V)

3.2 Garantia y control de calidad

El estandar para la evaluaciéon de los dafios visibles por ozono se basa en fotos de
referencia proporcionados por el Panel de Expertos sobre Calidad del Aire del ICP-
Forests  (http://icp-forests.net/page/expert-panel-on-ambient-air). Las imagenes
muestran dafos especificos de ozono tanto en especies de coniferas como de hoja
ancha, incluyendo descripciones diagnosticas de estos dafios para varias especies,
dafios que se pueden confundir con los del ozono e informacion relacionada con la
fenologia de estos dafos.

Ademas de las fotos de referencia, en la web se encuentra disponible una Herramienta
en Linea para la Validacion de Sintomas (OSVALD - Ozone Symptom VAlLidation
Database, http://appmeteo.fmach.it/osvald/index.php consultar la seccién del Panel
de Expertos sobre Calidad del Aire Ambiental en la pagina web del ICP-Forests).
Cuando la identificacion de los dafos visibles presente dudas, se pueden subir
imagenes digitales de esos sintomas desconocidos o dudosos, similares al ozono. Las
imagenes seran evaluadas por un equipo de expertos independientes del Panel de
Expertos y se entregara un informe.

El Panel de Expertos sobre Calidad del Aire Ambiental organiza frecuentes Cursos de
Intercalibracion sobre la Evaluacion de Dafos Visibles por Ozono. Al menos una
persona por pais involucrado en la evaluacién de los sintomas del ozono debe
participar en el curso de entrenamiento.

3.21 Limites de plausibilidad

Para la variable (puntuacion de las ramas) dentro de la parcela interior, el valor debe
estar entre 0 y 3. Para las variables (nombres de especies y cédigos) medidos en la
parcela exterior, no se pueden establecer limites de plausibilidad.

3.2.2 Cobertura de datos

Los requisitos de cobertura de los datos para la evaluacion de los dafios visibles por
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ozono se evaluaran considerando el numero de ramas (evaluacion en la parcela
interior) o rectangulos (parcela exterior, evaluacion LESS) que se han examinado; esto
es, se comparan los datos que envian a la base de datos con los esperados. Los
requisitos de cobertura de los datos para la evaluacién de los dafios por ozono se
proporcionan en la Tabla 4.

Variable Unidad Cobertura datos

Muestreo parcela interior: Hojas

, . . ., Al menos un 80% de las ramas
o aciculas sintomaticas por ramay | Puntuacion por rama

requeridas son evaluadas

punto
Muestreo parcela exterior: No. , Al menos un 80% del numero

] Nombre de especies ) )
de rectangulos evaluados por cdiao esperado de rectangulos segun
LESS y : el tamafo muestral ajustado

Tabla 4: Cobertura de los datos para la evaluacién de danos visibles por ozono

Nota: para la definicién de tamafo muestral ajustado ver Anexo |, Tabla A-1.

3.23 Objetivos de calidad de los datos y limites tolerables

La calidad de los datos se mejorara mediante ejercicios de intercalibracion. Por lo
general, se realizaran dos tipos de ejercicios: ejercicios en interiores, que consisten en
evaluar correctamente (Si o No) los dafos visibles por ozono a partir de imagenes y de
material fresco, y ejercicios en el exterior en los que se aplica la metodologia LESS.
Los objetivos de calidad de los datos para ambos tipos de ejercicios se describen en la
Tabla 5.

Tipo de ejercicio Variable Objetivos de calidad
de los datos
L e Puntuacién (sintomatica o no) de varias = 70% coincidencia
Ejercicio fotogréfico
plantas con el control
Ejercicio de material Puntuacion (sintomatica o no) de varias = 70% coincidencia
fresco plantas con el control
Muestreo LESS Numero Qe rec!a.ngulos que incluyen ConFroI 2
plantas sintomaticas rectangulos
Numero de especies sintomaticas por

Muestreo LESS Control £ 2 especies

LESS

Tabla 5: Objetivos de calidad de los datos (OCD) para expertos individuales en la evaluacién de
danos visibles por ozono

3.24 Limites de calidad de los datos.

Los datos para los dafos visibles por ozono se consideran de calidad suficiente
cuando se cumplen los criterios de la Tabla 6:

Limites de calidad

Tipo de ejercicio Variable de los datos

> 70% de los expertos
individuales cumplen
los OCD

Puntuacioén (sintomatica o no) de

Ejercicio fotografico diversas plantas

2 70% de los expertos

Ejercicio con Puntuacion (sintomatica o no) de o
) . individuales cumplen
material fresco diversas plantas
los OCD
Muestreo LESS Numero de rectangulos que incluyen | =70% de los expertos
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Tipo de ejercicio Variable

Limites de calidad
de los datos

plantas sintomaticas

individuales cumplen
los OCD

Muestreo LESS

LESS

Numero de especies sintomaticas por | individuales cumplen

> 70% de los expertos

los OCD

Tabla 6: Limites de calidad de los datos para la evaluacion de dainos visibles por ozono

4 MANUAL DE REFERENCIA'Y BASE DE DATOS ICP FORESTS

El Manual de referencia de ICP-Forests es Part VIll-Assessment of Ozone Injury
(http://icp-forests.net/page/icp-forests-manual).

El cddigo o abreviatura del muestreo en la base de datos “crecimientos” es OZ

(Assessment of Ozone Injury). Los archivos incluidos son:

Archiv Variable Nivel Il | Nivel Il | Frecuencia Unidades
o ICP- Espan
Forest a

En la Parcela (50 x 50 m)

PLL *Humedad del suelo M N clases

LTF *% de hojas o aciculas del M \ Puntuacion
afo sintomaticas Bianual por rama

LTF *% de hojas o aciculas del M N Puntuacion
ano anterior sintomaticas por rama
Fuera de la parcela

LSS Especies sintomaticas por M \/ Nombre de
cuadrante (a lo largo del especies y
LESS) Caodigo

LSS Especies no sintomaticas M N Nombre de
por rectangulo (a lo largo Anual especies y
del LESS) Cddigo

oTS Lista de especies O N Nombre de
sintomaticas. fuera de los especies y
cuadrantes seleccionados Caodigo
(LESS — Plus)

Tabla 7: Lista de referencia de variables a medir para la evaluacién dafios visibles por ozono en

parcelas de Nivel |l
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COMISION ECONOMICA PARA EUROPA DE NACIONES UNIDAS
CONVENIO MARCO DE CONTAMINACION ATMOSFERICA TRANSFRONTERIZA

PROGRAMA INTERNACIONAL DE COOPERACION PARA EL SEGUIMIENTO
Y LA EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA CONTAMINACION ATMOSFERICA EN LOS BOSQUES

MANUAL RED CE DE NIVEL 1i

RED DE PARCELAS PERMANENTES PARA EL SEGUIMIENTO INTENSIVO Y
CONTINUO DE LOS ECOSISTEMAS FORESTALES.

METODOS Y CRITERIOS PARA HOMOGENEIZAR LA EVALUACION, TOMA DE MUESTRAS, SEGUIMIENTO Y ANALISIS DE LOS
EFECTOS DE LA CONTAMINACION ATMOSFERICA Y OTROS FACTORES DE DECAIMIENTO SOBRE LOS BOSQUES.
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Anexo | - Procedimiento para el establecimiento de un LESS en las
parcelas de Nivel Il

Para el establecimiento del LESS, se aplicara el siguiente procedimiento:

1. Identificar un area (A) (500 m de radio) centrada alrededor de la parcela exterior de
Nivel Il (torre meteoroldgica y/o dispositivos de deposicién) donde se instalan los
dosimetros pasivos de O3 (M) (Fig. A-1a).

2. ldentificar todos los margenes del bosque expuestos a la luz dentro de A (Fig. A-1a).
3. De éstos, elegir el margen del bosque mas cercano a M (Fig. A-1b).

4. Determinar el punto de inicio y medir la longitud del margen del bosque
seleccionado e identificando virtualmente un area de 1 m de ancho a lo largo de este
margen. Con esto se tiene un transecto de x m de largo y 1 m de ancho (Fig. A-1b).

5. Calcular la cantidad de rectangulos de 2 x 1 m no superpuestos que se ajustan al
area del margen del bosque seleccionado dividiendo el transecto de x m de largo por
2. El borde de 2 m del rectangulo se dispondra en paralelo al margen del bosque. El
numero total de rectangulos no superpuestos sera nuestra poblacion objetivo.

6. Seleccionar los cuadrados de muestreo al azar.

Figura A-1: Establecimiento del LESS y proceso de selecciéon de rectangulos no
superpuestos dentro de un borde de bosque expuesto a la luz.

a b
end
start end
o 12 4 6 18 | 1 | In ]
start
c d
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7. Para cada uno de los rectangulos elegidos al azar, establecer una secuencia
numeérica (secuencia del rectangulo) y determinar la distancia en metros a lo largo del
margen del bosque desde el comienzo de cada rectangulo hasta el punto de inicio
previamente establecido. Ahora ya se puede instalar LESS (Fig. A-1d).

Casos particulares

Si no hay ningun margen en el bosque, la evaluacién no se puede realizar. El sitio
debe ser descartado para la evaluacion de dafios visibles por ozono.

Si hay margenes de bosque solo mas alla del radio de 500 m, el sitio también debe ser
descartado.

Marcaje del LESS

No hay necesidad de marcar permanentemente el LESS si solo se va a llevar a cabo
un muestreo. Para muestreos repetidos dentro de la misma estacion, el LESS debe
ser marcado.

Tabla A-1: Tamafno muestral ajustado (nimero de rectangulos a evaluar) para
diferentes longitudes del margen de bosque con un nivel de precisién del 10%

Longitud del margen del bosque Rectangulos de 2x1 m posibles Tamaiio muestral ajustado,
[m] sin superposicion [n] 10% error [n]
30 15 13
35 18 15
40 20 17
45 23 18
50 25 20
60 30 23
70 35 26
80 40 28
90 45 31
100 50 33
150 75 33
200 100 33
250 125 33
300 150 33
350 175 33
400 200 33
450 225 33
500 250 33
600 300 33
700 350 33
800 400 33
900 450 33
1000 500 33
2000 1000 33
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Anexo lll: Formularios de campo

RED EUROPEA DE SEGUIMIENTO INTENSIVO Y CONTINUO DE
ECOSISTEMAS

Evaluacién visual de dafos por Ozono: ZONA LESS

ICP Forests

PARCELA
FECHA
FECHA ANTERIOR VISITA

longitud total (m)

Numero total (n) de cuadrantes

Tamafio de muestra ajustado (n)

PROVINCIA
HORA COMIENZO
HORA FINAL

Nombre del evaluador

Humedad del suelo

Humedo:

Moderado

Seco:

N° ORIENTACION | ESPECIE | CODIGO CODIGO DESCRIPCION | OBSERVACIONES
CUADRO LENOSA | SINTOMA FOTOGRAFIA SINTOMAS GENERALES
AREA DE INVENTARIO Y ESTADISTICA FORESTAL (AIEF)
DIRECCION GENERAL DE BIODIVERSIDAD, BOSQUES Y DESERTIFICACION. 18
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OZONO: NIVEL Il TOMA DE MUESTRAS FOLIARES

PARCELA PROVINCIA

FECHA HORA COMIENZO

FECHA ANTERIOR

VISITA HORA FINAL

Se ha utilizado escalera para el muestreo:

Identificacion del arbol Afio de
emergencia de % de
. . o . las hojas o Orientacién aciculas/hojas Observacion n°
Especie Arbol n Serie aciculas sintomaticas

muestreadas

Observacion N° (*)

Descripcion de las observaciones

AREA DE INVENTARIO Y ESTADISTICA FORESTAL (AIEF)
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Anexo IV: Estructura de los archivos, descripcion de campo y cédigos
empleados

Abreviatura | Contenido

formulario

PLL Informacion del punto para el muestreo de dafios visibles por ozono

LTF Informacion sobre sintomas y muestreo de dafos visibles por ozono
en la parcela interior (IM)

LSS Datos de sintomas en la parcela exterior (LESS)

OTS Datos de sintomas en la parcela exterior (LESS-plus)

OZP Nombres de los archivos en la documentacion fotografica

PLL: Informacién del punto para el muestreo de danos visibles por ozono

Caodigo de pais El cédigo identificador de Espafia en el 11

Cddigo de la parcela: El codigo de cada parcela esta formado por un numero
y la abreviatura de la especie que caracteriza la parcela Qi (Quercus ilex), Ppa
(Pinus pinea), Ps (Pinus sylvestris), Qpy (Quercus pyrenaica), etc.

Tipo de muestreo: Parcela interior (LTF), parcela exterior LESS (LSS) y
parcela exterior LESS-plus (OTS)

Latitud y Longitud: Se anotaran seis digitos completos las coordenadas
geograficas de latitud y longitud correspondientes al centro de la parcela de
observaciéon, medidos con GPS o restituidas en plano (foto aérea de gran
detalle). Ejemplo:

+/- Grados Minutos Segundos
Latitud + 5 0 2 0 2 7
Longitud - 0 1 1 5 3 2

La primera casilla se usa para indicar el signo + 6 — de la coordenada.
Altitud: Ver Parte |, Archivo PLT

Numero de rectangulos: Numero total de rectangulos (cuadrantes)
establecido.

Humedad del suelo

1. Mojado o humedo (zonas riberefas y areas humedas o humedas a lo largo
de un arroyo, prado o tierra de fondo)

2. Moderadamente seco (praderas o praderas, o laderas orientadas al norte o
al este)

3. Muy seco (bordes rocosos expuestos)

AREA DE INVENTARIO Y ESTADISTICA FORESTAL (AIEF)
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Observaciones

Pudiera ser que se lleve a cabo el muestreo LESS-plus, pero no se rellene el
formulario OTS ya que no se hayan encontrado especies sintomaticas. En tal
caso, en los registros correspondientes a Tipo de muestreo OTS, en
observaciones se debe indicar que no se han encontrado especies
sintomaticas.

LTF: Informacién sobre sintomas y muestreo de danos visibles por ozono en las
principales especies arbéreas (arboles foliares)

Caddigo del pais: El codigo identificador de Espafia en el 11

Cédigo de la parcela: idem anterior

Cédigo del arbol: Cdédigo coincidente con la toma de muestras foliar. El
numero de estos arboles comenzara con una letra (F = Follaje), seguido de un
numero secuencial de 3 digitos que comienza con el “5”. Ejemplo: F501, F502,
F503...

Caédigo de especie: Ver listado de especies en Parte Il, Anexo |l

Nombre cientifico de la especie arbérea

Numero de muestra: Se recogen 5 muestras por arbol (Ver Muestreo y
analisis Foliar parte XII)

Fecha del muestro: En formato DDMMAA
Fecha del analisis: En formato DDMMAA

% de hojas o aciculas del afo sintomaticas

. Clase de
Puntuaci - s
6n frecuencia | Definicion
(%)
0 0 Ninguna lesion, ninguna de las hojas lesionadas
1 1% -5% En frondosas de hoja ancha, 1% -5% de las hojas

muestran sintomas de ozono.
En coniferas, 1% -5% de la superficie de la aguja
esta afectada

2 6% -50% En frondosas de hoja ancha, 6% -50% de las hojas
muestran sintomas de ozono.

En las coniferas, el 6% -50% de la superficie de la
aguja esta afectada.

3 51% -100% | En frondosas de hoja ancha, 51-100% de las hojas
muestran sintomas de ozono.

En las coniferas, el 51-100% de la superficie de la
aguja esta afectada.

% de hojas o aciculas sintomaticas del ano anterior: igual que el apartado
anterior)

Validado

AREA DE INVENTARIO Y ESTADISTICA FORESTAL (AIEF)
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Cédigo | Definicién

N Enviado a centro de validacién, que confirmd que los sintomas no se
produjeron por ozono.

NR No revisado. El material no se envio al centro para su validacion.

Y Enviado al centro de validacién, que confirmé que los sintomas
fueron producidos por el ozono

Tipo de validacion: Método de validacion utilizado

Cédigo | Definicién

L Hojas

LM Hojas y microscopio

LMP Hojas, microscopio y fotos
LP Hojas y fotos

M Microscopio

MP Microscopio y fotos

P Fotos

Observaciones

LSS: Datos de sintomas en la parcela exterior (LESS)

Caodigo del pais: El codigo identificador de Espafia en el 11
Cédigo de la parcela: idem anterior

N° Rectangulos: Numera los diferentes rectangulos (cuadrantes)
progresivamente. Si un rectangulo no tiene ninguna planta o no contiene
plantas lefiosas se enviara el numero del rectangulo, asi como el pais, la
parcelay la fecha, y los otros campos estaran vacios, pero en el campo del
codigo de la especie se pondra “000.000.000” y para el campo nombre de la
especie se pondra el “Empty”.

Fecha del muestro: En formato DDMMAA
Nombre cientifico de la especie

Cédigo de especie de vegetacion del suelo: ver el listado de especies en:
https://icp-forests.org/documentation/Surveys/OZ/LSS.html (seleccionar
“Survey: 027, “Form: LSS”. “COLUMN_NAME: code_flora_species”; el cédigo
de cada especie esta en la lista de especies del “dictionary: d_species_list”). P.
ej.: 129.013.999.

Sintomas (SI/NO)

Recoleccion de hojas (SI/NO)

AREA DE INVENTARIO Y ESTADISTICA FORESTAL (AIEF)
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o Recoleccion de semillas (SI/NO)
e Validado: (igual que en el formulario LTF anterior)
¢ Tipo de validacion: (igual que en el formulario LTF anterior)

e Observaciones

OTS: Otras especies sintomaticas. Datos de sintomas en la parcela exterior
(LESS-plus)
e Coadigo del pais: El codigo identificador de Espafia en el 11
e Codigo de la parcela: idem anterior
e Fecha del muestro: En formato DDMMAA
o Nombre cientifico de la especie
e Coddigo de especie de vegetacion del suelo: ver el listado de especies en:
https://icp-forests.org/documentation/Surveys/OZ/LSS.html (seleccionar
“Survey: OZ”, “Form: LSS”. “COLUMN_NAME: code_flora_species”; el codigo

de cada especie esta en la lista de especies del “dictionary: d_species_list”). P.
ej.: 129.013.999.

e Caducal Perenne: A (Anual), N (No lefiosa), P (Perenne), W (Lefiosa)
¢ Validado: (igual que en el formulario LTF anterior)
o Tipo de validacién: (Igual que en el formulario LTF anterior)

e Observaciones

OZP: Nombres de los archivos en la documentacion fotografica

o Cadigo del pais: El cédigo identificador de Espafa en el 11

e Codigo de la parcela: idem anterior

¢ Fecha de la foto: En formato DDMMAA

e Hora de la foto: En formato HHMMSS

¢ N° de Rectangulo: Numero del rectangulo (“quadrate” en inglés) del LESS en
el que estaba la planta de la que se ha tomado la foto. En caso de que la foto
no corresponda a una planta del muestreo LSS, se reporta como '-9'

e Coadigo del archivo fotografico (ver apartado 2.4)

e Arbol foliar: S/N. La foto se ha realizado o no (S/N) en una muestra de las

ramas de los arboles para analisis foliar en las cuales también se observan los
dafos por ozono (planta incluida en el formulario LTF)
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Parte V. Evaluacién de dafios por ozono.

LESS: S/N. La foto corresponde o no (S/N) a una planta que estaba en un
rectangulo muestreado en el LESS (planta incluida en el formulario LSS)

Otras especies: S/N. La foto corresponde o no (S/N) a una planta fuera del
LESS pero dentro de un radio de 500 m (planta incluida en el formulario OTS)

Observaciones
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Parte V. Evaluacién de dafios por ozono.

Anexo V: Listado de especies presentes por parcela para seguimiento de
Ozono

1. Especies encontradas en el area LESS

En las zonas pobladas de vegetacion mas préximas a la torre meteoroldgica dentro de
un radio de 500 m. Este listado constituye una referencia de las especies lefiosas que
se pueden encontrar en el area LESS en cada parcela, pero pueden presentarse mas
especies que habrian de ser tenidas en cuenta.

Parcela Especies

Cytisus sp

005Ps Juniperus communis

Pinus sylvestris

Euphorbia characias

Hedera helix

Hieracium sp

Juniperus oxycedrus

Lavandula stoechas

Lonicera implexa

Ononis pusilla

Phillyrea latifolia

Pinus halepensis

Quercus coccifera

006Qi Quercus ilex

Rhamnus alaternus

Rosa elliptica

Rosmarinus officinalis

Rubia peregrina

Rubus ulmifolius

Sedum acre

Sedum album

Sedum sediforme

Teucrium chamaedrys

Thymus vulgaris

Ulex parviflorus

Bromus scoparius

007Qi Cistus ladanifer

Lavandula stoechas

Quercus ilex

Chamaerops humilis

Cistus clusii

Cistus ladanifer

Cistus salvifolius

010Ppa Halimium lasianthum

Lavandula stoechas

Pinus pinea

Rosmarinus officinalis

Ulex sp.

Cistus ladanifer

Daphne gnidium

011Qs Lavandula stoechas

Quercus suber
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Parte V. Evaluacién de dafios por ozono.

Parcela

Especies

022Pn

Genista scorpius

Helianthemum marifolium

Juniperus communis

Juniperus phoenicea

Lavandula stoechas

Pinus nigra

Potentilla cinerea

Quercus ilex

Rubia peregrina

Thymus vulgaris

025Ph

Anthyllis cytisoides

Bupleurum fruticescens

Cistus albidus

Cistus clusii

Fumana ericoides

Helianthemum apenninum

Helianthemum marifolium

Juniperus oxycedrus

Lithodora fruticosa

Ononis minutissima

Pinus halepensis

Quercus coccifera

Rhamnus lycioides

Rosmarinus officinalis

Sedum sediforme

Teucrium pseudochamaepitys

Thymus vulgaris

Ulex parviflorus

026Qi

Pinus pinea

Quercus ilex

Rosmarinus officinalis

Thymus mastichina

030Ps

Calluna vulgaris

Cistus ladanifer

Erica vagans

Ononis minutissima

Pinus sylvestris

Potentilla montana

Quercus pyrenaica

Rosa sp.

033Qpe

Crataegus monogyna

Deschampsia flexuosa

Galium odoratum

Genista florida

Lithodora diffusa

Prunus spinosa

Quercus pyrenaica

Rosa sp.

Teucrium scordium

037Ppr

Fumana ericoides

Globularia alypum

Helichrysum italicum

Lavandula stoechas

Pinus pinaster

Thymus mastichina

054Ph

Artemisia glutinosa
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Parte V. Evaluacién de dafios por ozono.

Parcela

Especies

Asparagus acutifolius

Cistus salvifolius

Coronilla juncea

Helianthemum lavandulifolium

Helichrysum stoechas

Lonicera implexa

Malcolmia littorea

Myrtus communis

Phillyrea angustifolia

Pinus halepensis

Pistacia lentiscus

Quercus coccifera

Rhamnus alaternus

Rhamnus lycioides

Rosmarinus officinalis

Rubia peregrina

Sedum sediforme

Smilax aspera

102Ppr

Calluna vulgaris

Castanea sativa

Erica cinerea

Frangula alnus

Pinus pinaster

Quercus robur

Rubus ulmifolius

Salix atrocinerea

Ulex gallii

115Fs

Acer campestre

Calluna vulgaris

Corylus avellana

Crataegus monogyna

Fagus sylvatica

Hedera helix

llex aquifolium

Prunus spinosa

Quercus petraea

Rhamnus catharticus

Rosa sp.

Rubus sp.

Sorbus aucuparia

Ulex gallii

2. Especies sensibles encontradas en el area LESS-PLUS

Como referencia, en la siguiente tabla se listan las especies sensibles encontradas
dentro del area de 500 m que presentaron sintomas de ozono en alguno de los afios

de muestreo.

Parcela Especies
33Qpe Fraxinus excelsior
115Fs Acer pseudoplatanus

Fraxinus excelsior
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