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Metodologie per la quantificazione in campo
dell’azotofissazione simbiotica delle leguminose

Pier Paolo Roggero, Benedetto Ballatore, Leonardo Sulas

Riassunto

11 lavoro si inserisce nell’ambito delle attivita relative al progetto di rilevante interesse nazionale (PRIN) “Fisiologia della
produzione e azotofissazione di leguminose foraggere in sistemi agricoli ecocompatibili” e ha come obiettivo quello di fare il
punto sulle le principali metodologie impiegabili per la quantificazione in campo dell’azotofissazione simbiotica delle legu-
minose. Sono stati illustrati gli assunti, le procedure, i vantaggi e i limiti di applicazione dei seguenti metodi: bilancio dell’a-
zoto (NB), riduzione dell’acetilene (ARA), riduzione di 15N, (IR), diluizione isotopica (ID), abbondanza naturale (NA) ¢ meto-
do dell’ureide. Sono state inoltre descritte alcune applicazioni relative alla quantificazione dell’azoto ipogeo delle leguminose
e del trasferimento dell’azoto fissato alla coltura in successione.

Lo sviluppo delle metodologie basate sulla discriminazione isotopica dell’azoto, in particolare il metodo ID ¢ NA, hanno
permesso di superare molti dei limiti di applicazione dei metodi pil tradizionali (es. ARA e NB), ma il loro impiego non & sce-
vro da errate interpretazioni se non vengono rispettati gli assunti fondamentali, tra i quali il principale & quello della irregola-
re distribuzione spazio-temporale dell’arricchimento isotopico (metodo ID) e della scelta della specie di riferimento. I model-
li di simulazione possono contribuire ad attenuare questi problemi. Per la quantificazione dell’azoto ipogeo delle leguminose
derivante da azotofissazione, che rappresenta un elemento di grande rilevanza da un punto di vista agronomico, non & stata
messa a punto una procedura standard, in quanto occorre adattare la metodologia alla specie e al sito sperimentale. Occorre
quindi investire, in particolare a livello nazionale, sullo sviluppo di metodologie per la quantificazione dell’azoto delle parti
ipogee e della quota di azoto fissato che, attraverso i residui colturali, entra nel ciclo dell’azoto, tenendo conto anche dell’esi-
genza di valorizzare i risultati attraverso metodi che facilitino il coinvolgimento dei principali attori delle filiere produttive
basate sulle leguminose.

FParole chiave: azotofissazione simbiotica, bilancio azoto, riduzione isotopica, diluizione isotopica, abbondanza naturale, urei-
de, azoto ipogeo, sistemi colturali.

Summary

METHODS FOR THE FIELD MEASUREMENT OF SYMBIOTIC NITROGEN FIXATION OF LEGUMES

This paper has been written in the context of the Italian national research project (PRIN) “Physiology of production and
nitrogen fixation of forage legumes in eco-compatible farming systems”, with the aim of analysing the state of the art on the
main methods to estimate symbiotic nitrogen fixation of legumes in the field. Assumptions, procedures, advantages and limits
of the following methods are illustrated: nitrogen balance (NB), acetylene reduction assay (ARA), 5N, isotope reduction (IR),
I5N isotopic dilution (ID), >N natural abundance (NA) and xylem sap analysis. Some applications on the estimate of below-
ground nitrogen of legumes and the implications on rotations and mixtures are also described.

The development of methods based on the nitrogen isotopic discrimination, particularly ID and NA methods, have sub-
stantially contributed to overcome the limitations of old methods such as ARA and NB. However, new methods can be mis-
used if fundamental assumptions are not satisfied, such as the time-space uniformity of soil >N enrichment and the similar N
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uptake dynamics of the fixing and reference species. Modelling approaches can help to mitigate the assumption violations.

It is not available a standard methodology to assess the below-ground fixed nitrogen of any legume species, as specific
procedures should be developed for each species and experimental site. As this is a relevant point from an agronomic per-
spective, further research is needed to assess below-ground nitrogen of legumes and the amount of symbiotic fixed nitrogen
which enters the nitrogen cycle. Particular attention should also be deserved to the development of adequate methods to exploit
the results of the field experiments involving main stakeholders of the legume-based production systems.

Key words: symbiotic N,-fixation, nitrogen balance, >N isotope reduction, I5N isotope dilution, natural abundance, xylem sap

analysis, below-ground nitrogen, cropping systems.

Lista delle principali abbreviazioni usate nel testo:

Simbolo Descrizione

ARA riduzione dell’acetilene

ID Diluizione isotopica

IR riduzione isotopica

NA abbondanza naturale

NB bilancio dell’azoto

Nbal bilancio dell’azoto

Ndfa azoto derivante da fissazione simbiotica atmosferica

Ndfa,,, N derivante da fissazione simbiotica assorbito dal cereale in successione

R rapporto isotopico N/(MN+13N) =N/14N

RUN abbondanza relativa dell’ureide-N

35N %o eccesso di 19N espresso come %o rispetto al riferimento dell’N, atmosferico (0,3663%). Cfr. equazione (14)
Introduzione tofissatrice da parte di microrganismi simbionti delle

Obiettivo di questa nota ¢ quello di dare un contri-
buto allo sviluppo di metodologie sperimentali idonee a
quantificare I’azotofissazione simbiotica delle legumi-
nose in condizioni di pieno campo, attraverso 1’analisi
critica della letteratura scientifica e le esperienze dirette
acquisite dagli autori e dai partecipanti al Progetto di
Rilevante Interesse Nazionale (PRIN) “Fisiologia della
produzione e azotofissazione di leguminose foraggere in
sistemi agricoli ecocompatibili” (MURST-Cofin97), di
seguito chiamato “PRIN Azotofissazione”.

L’uso improprio e i problemi pratici relativi ad alcu-
ne metodiche di quantificazione dell’azotofissazione
sono spesso legati alla scarsa conoscenza degli assunti
delle diverse metodologie (Danso et al., 1993).

Molte review e lavori sperimentali hanno preso in
considerazione vantaggi e svantaggi dei diversi metodi.
Tra queste segnaliamo Boddei (1987); Knowles e
Blackburn (1993); Danso (1995); Chalk (1998);
Carranca et al. (1999); Chalk e Ladha (1999); Herridge
e Peoples (1990); Marriot e Haysted (1993);
Papastylianou (1993); Pate et al. (1994); Rennie (1984);
Unkovich et al. (1996); Unkovich et al. (1994);
Unkovich e Pate (2000); Wilson et al. (1995); Witty e
Minchin (1988).

In questo lavoro saranno illustrati assunti, procedu-
re, punti di forza e limiti di applicazione delle metodo-
logie pilt usate per la quantificazione dell’azotofissazio-
ne simbiotica delle leguminose, nell’intento di contri-
buire a ridurre le possibilita di uso improprio delle diver-
se metodologie e di migliorare 1’efficacia delle speri-
mentazioni agronomiche sull’azotofissazione simbiotica
delle leguminose nelle specifiche condizioni italiane.

Il lavoro prendera in esame principalmente gli aspet-
ti che hanno rilevanza per una corretta interpretazione,
da un punto di vista agronomico, dei dati raccolti in
campo con diverse metodologie.

Dal XIX secolo, quando fu scoperta la capacita azo-
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leguminose, gli avanzamenti delle conoscenze sono stati

sempre legati allo sviluppo di efficaci metodologie di

misura. Sono tre le principali tappe tecnologiche che

hanno facilitato 1’avvio di studi sull’azotofissazione:

— lo sviluppo di metodi affidabili per la misura del
contenuto di azoto in materiali organici;

— la scoperta e I’'uso di isotopi dell’azoto come trac-
cianti;

— lo sviluppo di altri metodi semplici, sensibili e indi-
retti come quello della riduzione dell’acetilene.

I metodi oggi disponibili e piti utili possono essere
classificati in quattro gruppi:

— metodo del bilancio dell’azoto (NB);

— metodo della riduzione dell’acetilene (ARA);
- metodi che fanno uso dell’isotopo 1°N;

— metodo dell’ureide.

Con la riduzione dei costi per I’accesso alla spettro-
metria di massa, si sono aperte prospettive interessanti
per I'impiego di metodiche gia note ma sinora poco uti-
lizzate per la ricerca agronomica, come le tecniche basa-
te sull’impiego di isotopi dell’azoto (Knowles e
Blackburn, 1993). Nell’ultimo decennio, I'impiego di
queste metodologie ha permesso lo sviluppo di numero-
se ricerche sulla quantificazione dell’azotofissazione
delle leguminose in condizioni ecologiche differenti,
finalizzate spesso all’applicazione di tecniche agronomi-
che che favorissero 1’aumento dell’efficienza di azoto-
fissazione e di trasferimento dell’azoto fissato dalla
leguminosa a specie di altre famiglie di interesse agrario,
coltivate in consociazione o in successione (Giller e
Cadish, 1995; Papastylianou, 1993; Peoples et al.,
1995).

Nell’ambito del progetto “PRIN Azotofissazione”
sono stati utilizzati da tutti i partecipanti il metodo del
bilancio azotato (NB) e il metodo della diluizione dell’i-
sotopo stabile 1IN (ID). Le unita di ricerca dell’Universita
di Ancona e Torino hanno anche utilizzato il metodo del-
I’abbondanza naturale (NA). In questa nota sono stati



descritti in maniera piu sintetica anche altri metodi uti-
lizzati per misurare la dinamica dell’ azotofissazione nel
sistema suolo-pianta. Di ciascun metodo, sono stati illu-
strati gli assunti e i dettagli procedurali e discussi i punti
di forza e i limiti di applicazione, con particolare riferi-
mento ai metodi piu utilizzati in campo agronomico.

11 metodo del bilancio azotato (NB)

Assunti

Noto anche come metodo della differenza di azoto
accumulato tra leguminosa e specie non azotofissatrici
(nfs) o del confronto tra leguminosa e graminacea, & il
metodo di stima dell’azotofissazione pilt semplice e uti-
lizzato da pil tempo.

Stima 1’azoto fissato in base alla differenza di pro-
duzione di azoto tra leguminosa e specie non azotofissa-
trici nello stesso suolo. Questo metodo & basato sul pre-
supposto che la quantita di azoto presente nelle piante
non azotofissatrici provenga interamente dal suolo, che
leguminosa e specie nfs assorbano lo stesso quantitativo
di azoto disponibile nel suolo e che 1’azoto in pili conte-
nuto nella leguminosa provenga esclusivamente da azo-
tofissazione, che viene cosi stimata per differenza.

Descrizione

La quantita di azoto fissato (Nfiss, in kg ha'!) da una
leguminosa ¢ data da:

Nfiss = Nleg — Nnfs ¢))

dove:

Nleg: azoto asportato dalla leguminosa;

Nnfs: azoto asportato dalla coltura di riferimento, in
analoghe condizioni ambientali.

La procedura consiste nel determinare la produzione
totale di sostanza secca ed il tenore in azoto totale (meto-
do Kjeldahl) della leguminosa e della specie di riferi-
mento. La quantita di azoto prodotta dalla due specie si
ottiene moltiplicando la produzione di fitomassa per il
contenuto percentuale di azoto sulla sostanza secca; la
quantita di azoto derivante da azotofissazione si ottiene
sottraendo alla produzione unitaria di azoto della legu-
minosa, quella della specie di controllo. Per determinare
la percentuale di azoto derivante da azotofissazione
(%Ndfa) si rapporta la quantita di azoto fissato alla
quantita di azoto totale prodotta dalla leguminosa.

Lo stesso metodo si puo utilizzare anche per stima-
re la quantita di azotofissazione in un miscuglio di gra-
minacea e leguminosa (Wood, 1996).

Per tener conto del fatto che I’azoto del suolo nelle
parcelle della leguminosa pud essere superiore a quello
presente nelle parcelle della graminacea, si puo calcolare
anche la differenza del contenuto di azoto nel suolo (nitra-
to residuo) delle due parcelle, determinato subito dopo lo
sfalcio, secondo quanto proposto da Stiilpnagel (1982):

Nfiss = Nleg — Nnfs + )
(Nsuolo leg — Nsuolo nfs)

Il metodo assume che i processi mineralizzazione,
lisciviazione e denitrificazione siano identitici in
entrambe le colture.

Come specie di riferimento si utilizzano, in genere,
graminacee (frumento, orzo, loglio) o anche la stessa
leguminosa non inoculata, oppure inoculata con ceppi

batterici difettivi, o isolinee non azotofissatrici (non
nodulanti), presenti in Glycine, Cicer, Pisum, Medicago,
Trifolium, Vicia. Queste ultime, in teoria, sono in grado
di dare i migliori risultati, sebbene sia stata messa in evi-
denza un’influenza della nodulazione sull’attivitd del-
I’apparato radicale. Per ulteriori dettagli sulla scelta
delle specie di riferimento si rimanda al capitolo sul
metodo ID.

Punti di forza

¢ E il metodo di stima dell’azotofissazione in campo
piu semplice ed economico;

¢ occorre determinare solo la produzione ed il tenore
in azoto, che comunque sono necessari anche per
tutti gli altri metodi;

e si effettua una misura diretta dell’accrescimento della
pianta e dell’azotofissazione nel tempo, permettendo
un’integrazione dei risultati su tutta la stagione.

Limiti di applicazione

e Il metodo del confronto fornisce stime molto
approssimative, spesso insufficienti ad ottenere indi-
cazioni utili. Infatti, gli assunti di base costituiscono
una eccessiva semplificazione del sistema e non
sono sempre accettabili, come quello che la quantita
di azoto assorbita dal suolo da una specie nfs e da
una leguminosa sia simile, anche in relazione alla
diversa efficienza d’uso dei fertilizzanti.

e E sensibile alle caratteristiche fisiologiche e produt-
tive della specie di controllo. Le due specie dovreb-
bero almeno avere apparati radicali molto simili in
termini di profondita, rizosfera esplorata, efficienza
di assorbimento dell’azoto. 1l ritmo di crescita delle
due specie dovrebbe essere simile. Inoltre, altri fat-
tori in grado di influenzare 1’accrescimento e lo svi-
luppo delle piante, ad esempio la disponibilita idri-
ca, la tolleranza ad avversita biotiche ed abiotiche,
dovrebbero essere simili in entrambe le specie.
Ulteriori errori possono derivare dalla mancanza di
precisione nella misura dell’azoto minerale in forma
assimilabile nel suolo e dalla profondita dell’appa-
rato radicale in relazione alla disponibilita di azoto
nei vari strati. L’abbinamento di una leguminosa con
una pianta di riferimento adeguata rimane il proble-
ma principale di questo metodo. Si possono verifi-
care, infatti, tre differenti situazioni:

1) assimilazione degli stessi quantitativi di azoto
dal terreno da parte delle due specie con conse-
guente stima accurata di azotofissazione;

2) in suoli con limitate disponibilita di azoto, le
piante nodulate e pill vigorose hanno un apparato
radicale pit profondo, in grado di esplorare un
volume maggiore di suolo; I’azotofissazione
potrebbe essere sovrastimata poiché la leguminosa
e in grado di utilizzare pili azoto dal suolo della
specie di riferimento;

3) una leguminosa con una simbiosi attiva richiede
ed utilizza, in genere, meno azoto dal suolo
rispetto alla specie di riferimento.

Secondo alcuni autori, con questo metodo si posso-

no ottenere i risultati migliori in suoli con contenuti di

azoto molto bassi, nei quali la percentuale di Ndfa ¢ in

genere elevata (Danso, 1995). Tuttavia, ¢ stato anche
dimostrato che non sempre questo ¢ vero (Mc Neill et

al., 1996), e che quindi molti assunti su cui ¢ basato il

metodo non sono del tutto validi.
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Discussione

Secondo Rennie (1984), che riporta numerosi esem-
pi soprattutto in leguminose da granella, il metodo della
differenza fornisce stime molto vicine, in termini di
azoto fissato e di % Ndfa, rispetto al metodo ID, solo
quando le due specie hanno la stessa efficienza di assor-
bimento del concime azotato o, in assenza di concima-
zione azotata, dell’azoto del suolo. Tra i fattori che pos-
sono influenzare 1’efficienza di assorbimento dell’azoto,
vi sono la cultivar, il ceppo di rizobio e ’aggiunta di
concime azotato. Pertanto, il maggiore inconveniente del
metodo NB ¢ che la precisione di stima & troppo dipen-
dente dalle condizioni locali.

Diversi autori (Hardy e Holstein, 1977; Carranca et
al., 1999) hanno concluso che questo metodo sottostima,
in genere, I’azotofissazione poiché la leguminosa utiliz-
za meno azoto del suolo rispetto alla specie di riferi-
mento. In effetti, nel caso di pascoli basati sul miscuglio
leguminose graminacee si possono riscontrare con que-
sto metodo delle stime negative, per via del trasferimen-
to di azoto dalla leguminosa alle graminacee.

Nonostante le numerose critiche al metodo, bisogna
perd osservare che sia le leguminose, sia la maggior
parte delle graminacee prative, sono capaci di utilizzare
con molta efficienza 1’azoto disponibile nel suolo, come
evidenziato dal fatto che le concentrazioni di azoto
minerale nella soluzione del terreno si mantengono
costantemente molto basse, anche a seguito di sostanzia-
li fertilizzazioni dei prati (Grignani et al., 1997).
Pertanto & spesso valida I’assunzione che la quantita di
azoto assorbito direttamente dal suolo sia analoga per i
due gruppi di specie citati. I risultati delle ricerche con-
dotte nell’ambito del progetto “PRIN Azotofissazione”
confermano sostanzialmente queste osservazioni, tutta-
via i risultati ottenuti sono spesso influenzati in misura
rilevante dalla specie di controllo.

11 confronto tra metodologie di valutazione ha evi-
denziato che, talvolta, la stima dell’azotofissazione con
il metodo NB ¢ inferiore rispetto a quella ottenuta con il
metodo ID. In alcune localitd, i due metodi hanno forni-
to risultati equivalenti, quando riferiti ai valori medi
annuali, ma se I’analisi ¢ approfondita a livello dei sin-
goli tagli e del diverso regime di utilizzazione, emergo-
no differenze sostanziali (Eusebi et al., 2003).

Il metodo della riduzione dell’acetilene (ARA)

Assunti

Questo metodo, ideato alla fine degli anni sessanta,
¢ basato sul fatto che il complesso enzimatico della
nitrogenasi, presente nei noduli radicali indotti dai rizo-
bi e responsabile dell’azotofissazione, in quanto riduce
N, a NH,*, & in grado di ridurre anche composti diversi
da N,, con dimensioni e configurazione simili (triplo
legame). Infatti, la nitrogenasi riduce anche 1’acetilene
(C;H,), producendo etilene (C,H,), misurabile per via
gas-cromatografica (Marriott ¢ Haystead, 1993) e quin-
di indicativo dell’attivita dell’enzima nei noduli radicali.
Inoltre, il tasso di attivita della nitrogenasi non & influen-
zato dal cambio di substrato (da N, a C,H,) o dal cam-
bio del prodotto finale (da NH4 a C,H,).

Descrizione

Intere piante o radici nodulate vengono poste in con-
tenitori a tenuta ed esposti ad atmosfera contenente ace-
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tilene al 10%. Dopo un periodo di incubazione, variabi-

le da mezz’ora a due o pil ore a seconda del protocollo,

I’atmosfera viene campionata e sottoposta ad analisi

mediante gas-cromatografo per I’etilene prodotto nel

tempo di esposizione. L’attivita della nitrogenasi viene
espressa, in genere, in moli di etilene prodotti per pianta
per ora.

11 saggio ARA si puo effettuare con diversi tipi di
apparecchiature:

o Contenitori chiusi impermeabili ai gas, all’interno
dei quali vengono poste radici nodulate estratte dal
terreno o zolle contenenti radici e parte della fitomas-
sa epigea (misurazioni ex situ). Cosi come per i siste-
mi a flusso, & necessario prelevare campioni distrutti-
vi di terra e cotico erboso e radici con noduli.

e Apparecchi da campo posizionati direttamente sul
cotico erboso e infissi nel terreno fino a 5-10 cm di
profondita. In questo caso & possibile effettuare
misure in situ.

e Sistemi a flusso di gas. Questi sistemi richiedono un
elaborato sistema di pompaggio del gas per far cir-
colare una certa quantita di acetilene nell’aria della
camera di saggio.

Quando si usa la tecnica ARA in campo, le aree
campione del cotico vengono esposte a concentrazioni
di acetilene sufficienti a saturare la nitrogenasi nei nodu-
li delle leguminose.

La sorgente pill conveniente di acetilene & un conte-
nitore cilindrico contenente questo gas a un elevato
grado di purezza, in alternativa & possibile ottenerlo
direttamente da carburo di calcio. L'acetilene viene
iniettato velocemente all’interno del contenitore per
mezzo di una grossa siringa fino a raggiungere una pro-
porzione di circa il 10% nell’aria interna del contenito-
re. Qualche tempo dopo 1’esposizione iniziale, I’etilene
prodotto dal sistema azotofissatore viene misurato in un
campione di gas. Sono inclusi controlli in grado di deter-
minare la produzione di etilene indipendente dall’aceti-
lene, I’etilene contaminante e, eventualmente, la fissa-
zione non simbiotica.

Il metodo ARA permette una misura indiretta del-
I’azotofissazione ottenuta attraverso la valutazione del-
’attivita della nitrogenasi. I quantitativi di acetilene
ridotti devono essere trasformati in azoto fissato attra-
verso un coefficiente di conversione. Per la stima dell’a-
zotofissazione si assume, teoricamente, che la riduzione
di 3 moli di acetilene equivale alla riduzione di 1 mole
di N,; in tal caso il rapporto stechiometrico dovrebbe
essere di 3:1.

Il metodo dell’acetilene & stato molto usato nelle
ricerche sull’azotofissazione delle leguminose di prati e
pascoli.

Punti di forza

II metodo & rapido, semplice e sensibile e risulta
molto utile per una verifica dell’attivita della nitrogena-
si (Bazzicalupo et al., 2000). Inoltre, il metodo & econo-
mico rispetto ad altri che richiedono la disponibilita di
uno spettometro di massa. La precisione e la sensibilita
dell’analisi cromatografica dell’etilene ¢ alta.

In particolare questo saggio ¢ adatto per misurare
risposte a breve termine a fattori ambientali ben definiti
come il tipo suolo, le condizioni meteorologiche, la
defogliazione dovuta al pascolamento, etc.

Nonostante gli svantaggi, descritti pit avanti, il
metodo rimane valido per studi qualitativi sull’azotofis-
sazione e per la verifica preliminare di materiale biolo-



gico prima di intraprendere studi pit approfonditi basati
sulla discriminazione isotopica.

Limiti di applicazione

Le misurazioni possono essere effettuate solo per
periodi limitati di tempo, ma ci sono grandi differenze di
risposta al metodo nel corso di una stessa giornata o duran-
te una stagione. La misura di queste variazioni & quindi
necessaria per stime a lungo termine. Questo metodo inol-
tre non si presta bene a sperimentazioni di pieno campo,
per I'incertezza nella diffusione dell’acetilene e per la dif-
ficolta di un recupero quantitativo dell’etilene.

Sono tre i problemi principali del metodo che ren-
dono la quantificazione dell’azotofissazione non attendi-
bile in valore assoluto:

1. 11 rapporto tra acetilene ridotto ed azoto fissato,
varia notevolmente e richiede quindi accurate cali-
brazioni dell’etilene prodotto (Ledgard e Steele,
1992). Sperimentazioni condotte successivamente
allo sviluppo del metodo ARA utilizzando come
verifica il metodo della diluizione isotopica, hanno
permesso di valutare che il rapporto stechiometrico
pud fluttuare, giornalmente, da 0,5:1 a 10:1 a causa
di fattori ambientali e legati alla pianta (eta, stato
idrico e stadio di sviluppo) che agiscono indipen-
dentemente sulla assimilazione e riduzione di aceti-
lene e azoto. L’accuratezza potrebbe essere miglio-
rata adottando procedure di saggio standardizzate
(es. tempo di incubazione, temperatura, volume del
contenitore, distacco dei noduli poco prima della
prova etc.) e con una attenta calibrazione di acetile-
ne ridotto verso azoto fissato per ciascuna combina-
zione varieta/ceppo di rizobio (Herridge, 1988).
Inoltre, le fluttuazioni giornaliere e stagionali di atti-
vita di riduzione dell’acetilene devono essere valu-
tate conducendo saggi comparativi ad ore prefissate
per ottenere dei fattori di conversione corretti nel
corso della giornata (Herridge e Doyle, 1988). Ad
esempio, Herridge (1988) ha rilevato su Lupinus
angustifolius che il rapporto tra moli di acetilene
ridotto ed azoto fissato variava da 0,9 a circa 60
giorni dalla semina (stadio vegetativo) a 6,6 a 120
giorni (stadio riproduttivo tardivo).

2. 1l prelievo di tutta la massa dei noduli ¢ indispensa-
bile per stimare 1’azotofissazione per pianta a parti-
re dall’acetilene ridotta per grammo di nodulo. Ci
sono difficolta connesse alla tecnica di prelievo e di
campionamento dei noduli (sia che le radici siano
estratte, sia contenute nel terreno). Il problema ¢
maggiore in leguminose i cui noduli sono attaccati
labilmente, come nelle mediche annuali, oppure in
leguminose dotate di apparato radicale pitl profondo
(es. erba medica). La stima dell’azotofissazione pud
essere alterata se il campione suolo-piante non ¢
rappresentativo della copertura vegetale. Questo puo
accadere in particolare in colture o prati naturali
misti di leguminose e graminacee.

3. Un ulteriore svantaggio ¢ il verificarsi di un declino
dell’attivita della nitrogenasi indotto proprio dall’a-
cetilene (Witty e Minchin, 1988) che, secondo
Peoples et al. (1989), rende il metodo inaccettabile
per scopi di ricerca.

Discussione

Sulla base di confronti effettuati con altri metodi &
risultato che il metodo ARA sottostima, in genere, I’a-
zotofissazione (Materon, 1993).

Il metodo ARA viene descritto come rapido, poco

costoso e di elevata sensibilitd, ma fornisce solo una
quantificazione relativa di confronto tra diversi tratta-
menti e per periodi di misura limitati nel tempo. Proprio
per la sua semplicita e basso costo, riscuote ancora inte-
resse, soprattutto quando non si puo disporre di metodi
pill costosi basati sull’uso dell’azoto marcato. Tuttavia,
proprio per la sensibilita all’attivita della nitrogenasi in
un dato momento, il metodo ARA ¢ usato per valutare le
prestazioni di ceppi diversi di rizobi, per confrontare
trattamenti relativi a tecniche di inoculazione ed in gene-
re per studi di tipo biochimico e fisiologico in ambiente
controllato. 11 metodo ARA ¢ stato invece sostituito da
metodi che fanno ricorso all’azoto marcato per misure
quantitative in campo. Alcuni autori (Unkovich e Pate,
2000) suggeriscono di non usare questo metodo da solo
per valutazioni quantitative, ma congiuntamente ad altri
metodi, al fine di valutare I’efficacia della simbiosi.

Metodi basati sull’impiego degli isotopi dell’azoto

Si conoscono numerosi isotopi dell’azoto, ma i pill
facili da analizzare, i radioisotopi, non sono adatti per la
ricerca nei sistemi biologici perché anche il pil stabile,
il 3N, ha un’emivita di soli 10 minuti. Per questo moti-
vo, dovrebbe essere prodotto in prossimita del sito spe-
rimentale e quindi il metodo non ¢ alla portata di tutti gli
sperimentatori. Tuttavia, I'uso del >N ha permesso di
chiarire processi che non avrebbero potuto essere inter-
pretati con altre tecniche.

Gli isotopi stabili dell’azoto, ¥N e N, si trovano
nell’atmosfera in rapporto di 272:1, corrispondente a un
contenuto di 1SN espresso in atomi di 0,3663%
(Mariotti, 1983). 11 rapporto tra “N e PN si esprime
convenzionalmente con I’espressione

15N ISN
"IN ST “@

Infatti la differenza tra i due rapporti & generalmen-
te inferiore alla precisione delle apparecchiature analiti-
che con le quali misurare 1’abbondanza naturale di PN.

L’eccesso isotopico di N si esprime secondo la
formula:

I5N%atomi in eccesso =!’N%atomi-0,3663% (5)

In condizioni naturali, 1’azoto nel suolo & normal-
mente pit ricco di N e questa peculiarita viene sfrutta-
ta per misurare 1’azotofissazione biologica con il meto-
do dell’abbondanza naturale o attraverso un ulteriore
arricchimento isotopico artificiale nell’atmosfera (meto-
do !5N,) o nel suolo (metodo della diluizione isotopica).

L’eccesso isotopico pud anche essere espresso come
8!5N%o, descritto dalla (14) nel capitolo sul metodo del-
I’abbondanza naturale.

Metodo della riduzione di 15N, (IR)

Da quando & divenuto disponibile, I'isotopo '9N,, in
forma gassosa, ¢ stato utilizzato per dimostrare I’ azotofis-
sazione (Burris e Miller, 1941). Tra tutti i metodi, & consi-
derato il pilt soddisfacente per la quantificazione diretta del-
I’azotofissazione. Inoltre, solo attraverso questo metodo &
possibile valutare molti aspetti quali-quantitativi relativi
alla traslocazione e al destino dell’azoto fissato.
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Assunti

Il metodo si basa sull’assunto che, in un’atmosfera
arricchita con I'isotopo !°N,, la leguminosa lo assimili in
misura simile al '4N.

Descrizione

L’intero sistema di fissazione, coltura batterica,
suolo, pianta, radice, viene esposto ad un’atmosfera
arricchita con N, per un determinato periodo di tempo,
dopo il quale viene determinata la quantita di I5N, che &
stata incorporata nella biomassa. L’analisi puo riguarda-
re I’intero sistema o le singole porzioni.

La percentuale di azoto totale derivante da azotofis-
sazione (Ndfa) si ottiene dalla relazione:

15 . .
eceesso N ‘y atomr (campione
% Ndfu = atomi_(campione)

x100 (6)
eccesso®N Yatomi (atmosfera)

Noto il contenuto di azoto totale del campione, si
risale alla produzione di azoto derivante da azotofissa-
zione.

Fonti di 'SN possono essere:

— 15N, commerciale in forma gassosa, arricchito al 50-
90 0 99%, molto costoso, di difficile manipolazione
e trasporto;

—  produzione da sali di ammonio marcati, utili soprat-
tutto quando sono necessari minimi quantitativi, che
si ossidano a Ng.
Se si produce !°N, da sali di ammonio marcati, esi-

ste un’elevata probabilita di contaminazione del 1PN,

prodotto con N, atmosferico. Per questo motivo, € con-
sigliabile procedere alla preparazione immediatamente
prima della misura.

Le misure si effettuano in ambiente controllato, in
contenitori con diverse caratteristiche in relazione al tipo
di materiale da esaminare.

Per quanto riguarda le leguminose, si utilizzano in
genere dei contenitori realizzati in modo tale da sigilla-
re perfettamente il suolo alla base degli steli rispetto
all’atmosfera circostante, pur mantenendo adeguato il
rifornimento con acqua, nutrienti e ossigeno, attraverso
un sistema chiuso o semichiuso.

Dettagli sulle procedure e sui calcoli da effettuare
sono stati riportati da Warembourg (1993).

Punti di forza

Il metodo IR rimane il riferimento per la ricerca di
base sull’azotofissazione, in quanto € 'unico che con-
sente una stima diretta. L’azoto marcato viene incorpo-
rato dal sistema di fissazione e quindi si comporta come
un vero marcatore dell’azoto fissato. Cid consente
importanti applicazioni:

e consente di verificare I’attendibilita di altri metodi
indiretti per la stima dell’azotofissazione, come il
metodo ARA;

e ¢ l'unico metodo che permette di dimostrare 1’esi-
stenza di un processo di fissazione azotata in una
determinata specie;

e consente di fare screening di ceppi batterici per I’ef-
ficienza di azotofissazione;

e consente di seguire il destino dell’azoto fissato nel
sistema considerato;

* quando associato ad altre misure relative a processi
correlati con 1’azotofissazione, il metodo della ridu-
zione del PN, & I'unico che permette valutazioni
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quantitative. Ad esempio, la marcatura contempora-
nea di 15N, e 1%CO, ha permesso di ottenere impor-
tanti informazioni sull’economia del carbonio e del-
’azoto nelle specie azotofissatrici (Warembourg et
al., 1982).

Limiti di applicazione

11 principale inconveniente del metodo IR ¢ la diffi-
coltd tecnica di applicazione. Poiché I'intero sistema
deve essere esposto ad un’atmosfera artificiale arricchi-
ta con !5N,, & necessario disporre di sofisticate apparec-
chiature per il controllo dei parametri ambientali e per
evitare qualsiasi contaminazione dall’N atmosferico.
Soprattutto quando si lavora con grandi contenitori, indi-
spensabili per le misure sulle piante superiori, sono sem-
pre possibili scambi gassosi con I’atmosfera, quindi &
necessario monitorare costantemente il grado di arric-
chimento di 1N, all’interno del contenitore. Per questo
motivo non & possibile realizzare esperimenti con molte
repliche e quindi il metodo non si presta per misure di
pieno campo. Inoltre, il metodo & distruttivo e richiede
complicati campionamenti ripetuti nel tempo per esperi-
menti di lunga durata.

Tuttavia, trattandosi di esperimenti condotti in
ambiente controllato, la variabilita tra le repliche & di
solito molto pil ridotta rispetto a quella riscontrabile in
pieno campo, quindi si puo ridurre il numero di replica-
zioni.

11 metodo si presta per misurazioni di breve periodo
della cinetica del processo di azotofissazione e quindi,
come tale, non si presta per la quantificazione integrata
su interi cicli produttivi dell’azotofissazione.

Discussione

1l metodo IR, il primo basato sull’isotopia dell’azo-
to (Burris e Miller, 1941), ha permesso notevoli avanza-
menti nelle conoscenze dei processi biologici dell’azo-
tofissazione e ha ancora notevoli prospettive di applica-
zione con il miglioramento e la riduzione dei costi per
I’accesso alle tecnologie per la determinazione dell’iso-
topo 13N e del controllo ambientale dell’accrescimento
delle piante superiori.

Metodo della diluizione isotopica (ID)

11 principio base del metodo della diluizione isotopi-
ca, applicato agli studi sull’azotofissazione, ¢ simile a
quello del metodo della riduzione del 5N, Differisce
perché invece dell’atmosfera, si arricchisce il terreno
con 'SN. L’azoto assorbito dal terreno sara percio netta-
mente distinguibile rispetto a quello fissato dall’atmo-
sfera, nella quale il rapporto R € molto stabile.

Nelle specie azotofissatrici, I’entita della diluizione
del PN per effetto della fissazione dell’azoto atmosferi-
co, fornira una misura della percentuale dell’azoto pro-
veniente dal suolo e dall’atmosfera. Conoscendo il con-
tenuto di azoto totale della pianta e del suolo, & possibi-
le calcolare la quantita di azoto fissato dalla coltura per
unita di superficie. Tuttavia, non & facile determinare
I’arricchimento isoopico dell’azoto nel terreno concima-
to con N, in quanto nessun composto chimico & idoneo
a marcare uniformemente tutto 1’azoto presente nel ter-
reno e le fonti di azoto per le piante sono rappresentate
da numerosi composti azotati con diverso livello di arric-
chimento isotopico. E necessario percid fare alcuni



assunti e tenere conto dei limiti di applicazione del
metodo, prima di poterlo applicare per le valutazioni
sperimentali.

Assunti

11 metodo ID si basa sul principio che quando due
fonti che differiscono per composizione isotopica ven-
gono miscelate uniformemente, la composizione isoto-
pica risultante riflette I’entita della differenza nella com-
posizione iniziale di queste due fonti e i relativi quanti-
tativi. Queste condizioni si verificano solamente nel caso
di piante allevate in soluzioni in cui la fonte di N & stata
marcata con SN, Per le piante allevate in normale terre-
no, i requisiti di una vera diluizione isotopica potranno
essere verificati solamente quanto 1’azoto del suolo pre-
senta naturalmente un contenuto in N diverso da quel-
lo atmosferico, tale da poter essere evidenziato dagli
strumenti analitici (cfr. metodo NA).

L’uso di concimi arricchiti con 19N, comporta per le
specie azotofissatrici ’accesso a tre fonti di azoto:

— T’azoto del suolo,
— T’azoto del fertilizzante,
— I’azoto atmosferico.

Seguendo un concetto sviluppato da Fried e Dean
(1953), una pianta che ha a disposizione diverse fonti di
un nutriente, lo assorbira in misura direttamente propor-
zionale alle quantita disponibili. Nel caso di aggiunta di
azoto con un concime, la quantita di azoto disponibile
puo essere stimata dalla relazione:

- B0-y)

7
) )
dove:
A = quantita di nutriente disponibile nel suolo per la
pianta;
B = quantita di nutriente contenuta nel fertilizzante;
y = proporzione del nutriente nella pianta che deriva
dal concime.

Se il concime arricchito & la principale fonte di 15N,
y & la percentuale di azoto totale nelle piante che deriva
dal concime (%Ndff) e A diventa:

100 —%Ndff
A=x""_"7"")

x kg di concime N distribuito ha™ (8)
%Ndff

e la proporzione di azoto totale derivante dal conci-
me puo essere stimata da:

15 0 . .
%Ndff = eccesso”N %atomi (pianta)

x100 (9)
eccesso”N Y%atomi (fertilizzante)

La (9) si applica anche nel caso delle specie azoto-
fissatrici, ma la percentuale di N non derivante dal con-
cime arricchito pud derivare dal suolo e dall’atmosfera.
La separazione di queste due componenti si ottiene con-
frontando 1’azoto assimilato da una coltura azotofissatri-
ce con quello assimilato da una coltura non azotofissa-
trice nel medesimo terreno arricchito con °N. La specie
di riferimento serve a determinare il valore di A per I’a-
zoto nel suolo. L’azoto della pianta azotofissatrice ¢ dato
dal valore di A per il suolo + I’azoto atmosferico fissato.

Questo approccio, che riconosce tre fonti di azoto
per le piante azotofissatrici, si utilizza in alcune circo-

stanze per la stima della fissazione azotata, tuttavia la
sua applicazione & problematica (Rennie e Rennie,
1983).

Assumendo che sia la leguminosa sia la specie azo-
tofissatrice siano coltivate su un substrato con il medesi-
mo arricchimento in SN, I’equazione si riduce alla
seguente (Fried e Middleboe, 1977):

cesso N 9 i i
%Ndfa =1~ eccesso” N %atomi (pianta  Nfix) %100 (10)

eccesso'"N Y%atomi ( piantanon Nfix)

Questa ¢ ’equazione normalmente impiegata per
stimare 1’azotofissazione in campo con il metodo ID.

11 metodo presuppone percio I’'uniforme distribuzio-
ne nel terreno del concime arricchito con PN e percid
due sole fonti di N per la specie azotofissatrice: I’at-
mosfera e il terreno. Inoltre & necessario assumere che le
forme di azoto assorbite dal terreno dalla leguminosa e
dalla specie di riferimento abbiano lo stesso livello di
arricchimento isotopico (McAuliffe et al., 1958).

Teoricamente sarebbe possibile evitare la coltura di
riferimento e misurare direttamente sul terreno 1’arric-
chimento in PN. Tuttavia, per la incerta e incontrollabi-
le dinamica spazio-temporale dell’azoto del fertilizzante
arricchito nel terreno, &€ molto piu affidabile, e quindi
consigliabile, far riferimento all’azoto assorbito da una
specie di riferimento non azotofissatrice, che risponda a
certe caratteristiche, come specificato piu avanti (Danso
et al., 1993).

Se gli assunti descritti sono soddisfatti, la modifica
del metodo del valore A proposta da Fried e Middleboe
(1977) & concettualmente ed analiticamente corretta e il
metodo ID diventa piu semplice da applicare, in quanto
la stima ¢ indipendente dalla dose di concime utilizzata
e dalla produzione delle due colture.

Descrizione

11 metodo non richiede attrezzature sofisticate, a dif-
ferenza di quanto previsto con il metodo IR, e consente
la misura in condizioni di pieno campo. Tuttavia richie-
de una certa cura nella pianificazione dell’esperimento.

Per I’arricchimento con SN si possono utilizzare
diversi tipi di concime arricchito: sali di ammonio (sol-
fato, nitrato o clorato), potassio o calcio nitrato, urea,
sostanza organica marcata con SN, Quest’ultima garan-
tisce un rilascio lento e prolungato del tracciante, atte-
nuando i problemi derivanti alla fluttuazione temporale
di R nel suolo arricchito (Chalk, 1998).

L’ammonio viene in genere preferito al nitrato per-
ché un’elevata proporzione dell’azoto marcato in forma
ammoniacale viene rapidamente incorporata nel ciclo
dell’azoto. Tuttavia, il nitrato permetterebbe di minimiz-
zare le trasformazioni operate dai microrganismi. In
linea teorica, bisognerebbe utilizzare azoto marcato in
composti simili a quelli gia presenti nel terreno.
L’impiego di molecole che rilascino lentamente 1’azoto
marcato sono teoricamente preferibili perché permetto-
no un piu stabile livello di arricchimento nel tempo.
Questo rappresenta infatti uno dei principali limiti di
applicazione del metodo, come descritto piu avanti. La
maggior parte degli autori utilizza solfato ammonico
arricchito, in quanto facilmente reperibile ¢ di pratico
impiego.

Il concime arricchito ha un costo proporzionale al
livello di arricchimento. Normalmente si utilizzano
materiali arricchiti con 1SN al 5% o al 10%.
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La dose minima di impiego dipende dalla sensibilita
della strumentazione analitica impiegata. II livello di
precisione raggiunto dai pil aggiornati spettrometri di
massa permetterebbe di azzerare la dose e di sfruttare
I’abbondanza naturale di PN che caratterizza gran parte
dei terreni agrari (cfr. metodo NA), ma la precisione di
stima aumenta all’aumentare dell’arricchimento isotopi-
co dell’azoto assorbito dal suolo rispetto all’azoto atmo-
sferico. Nei suoli poveri di azoto e con specie di riferi-
mento sensibili alle carenze di azoto, si pud decidere di
impiegare una dose di azoto pil: alta per la specie di rife-
rimento, per la quale Danso et al. (1993) suggeriscono di
non superare un rapporto 1:2.

La dose massima dipende, oltre che dal costo del
fertilizzante arricchito, dal fatto che una dose troppo alta
di azoto potrebbe alterare i processi di azotofissazione
simbiotica. La dose ottimale ¢ quindi quella che consen-
te una buona precisione di stima senza influenzare nega-
tivamente 1’azotofissazione. ImFiegando uno spettrome-
tro di massa, una dose di 0,1 g SN m2, corrispondenti a
10 kg ha'! N anno™! arricchito al 10%, & considerata piu
che sufficiente ad ottenere un buon grado di precisione.
Raramente si superano dosi di 20-30 kg ha"! N (Danso et
al., 1993). Peoples et al. (1989) raccomandano dosi di N
non superiori a 5 kg ha'!, per non alterare significativa-
mente il processo di azotofissazione. Per questo motivo
sarebbe consigliabile utilizzare concimi ad elevata per-
centuale di arricchimento isotopico (es. 50%), compati-
bilmente con i costi. Se invece dello spettrometro ad
assorbimento, si impiega lo spettrometro ad emissione,
meno preciso, I’arricchimento va aumentato di un fatto-
re 10, quindi le dosi aumentano sino a 50-100 kg ha'! N,
che possono essere ridotte in proporzione con concimi
arricchiti al 30-50%. Si tratta di dosi eccessive, che
interferiscono pesantemente con 1’azotofissazione sim-
biotica.

La distribuzione del !N nel terreno deve essere
effettuata con la massima uniformita possibile. Per que-
sto generalmente il concime arricchito va diluito in
acqua, preferibilmente distillata, e si distribuisce molto
uniformemente nella parcella. Occorre evitare che parte
del concime venga intercettato dalla copertura vegetale,
determinando assimilazione diretta dalle foglie o ustio-
ni. Per questo motivo, nel caso di colture a breve ciclo, &
consigliabile concimare prima dell’emergenza, altri-
menti ¢ opportuno, dopo la somministrazione, dilavare
la vegetazione irrigando con acqua senza concime. Cid
in particolare quando si trattano colture prative che, a
causa del graduale impoverimento in N nel terreno,
devono essere concimate in pilt dosi ripetute, sommini-
strate solitamente tra un taglio e I’altro. L’irrigazione (5-
10 mm) ha anche la funzione di permettere I’approfon-
dimento del concime marcato e quindi di ridurre le per-
dite per volatilizzazione dell’ammoniaca, particolar-
mente rilevanti in ambienti ventilati e con alte tempera-
ture. Per garantire un’uniforme distribuzione del conci-
me marcato, ¢ opportuno effettuare prove preliminari di
distribuzione con sola acqua prima di passare alla par-
cella sperimentale.

Nel caso di somministrazioni su colture erbacee
perenni o pascoli, si pud anche mescolare il concime
marcato con sabbia, riducendo cosi 1’ adesione del conci-
me con I’apparato fogliare (Chalk e Ladha, 1999).

Queste precauzioni contribuiscono a ridurre I’etero-
geneitd orizzontale della disponibilitd di N ma non
prevengono eventuali eterogeneita lungo il profilo verti-
cale, per le quali sono disponibili pochi dati, che indica-
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no una progressiva lisciviazione dell’azoto nitrico non
immobilizzato dalla flora microbica (Chalk e Ladha,
1999).

L’epoca e la frequenza di somministrazione del con-
cime arricchito dipendono dal tipo di coltura e dalle con-
dizioni ambientali (Chalk, 1985). In generale, la sommi-
nistrazione deve essere contemporanea per la specie di
controllo e la leguminosa. In linea di principio, il rap-
porto R nel terreno dovrebbe rimanere costante per tutto
il periodo compreso tra ’emergenza e la raccolta ed
essere uniforme nel profilo verticale del suolo. Entrambe
le condizioni sarebbero superabili se la dinamica del-
’assorbimento dell’azoto dal suolo della leguminosa e
della specie di controllo fossero sovrapponibili in termi-
ni relativi. In realta, fatta eccezione per le isolinee non
nodulanti, difficilmente disponibili per la maggior parte
delle leguminose foraggere, questo assunto non & quasi
mai rispettato in senso stretto. Inoltre il tasso di minera-
lizzazione dell’azoto potrebbe essere sostanzialmente
differente nel suolo coltivato con leguminosa o con spe-
cie di controllo (Chalk e Ladha, 1999). Per questi moti-
vi, & consigliabile utilizzare concimi a rilascio prolunga-
to, difficili da trovare in commercio, sostanza organica
arricchita con 1N (es. residui di precedenti esperimenti,
possibilmente con C/N poco piu alto di quello del terre-
no, da incorporare per tempo nel terreno), impiegare ini-
bitori della nitrificazione o somministrare piccole e fre-
quenti dosi di concime arricchito (Danso et al., 1993). 11
rischio, in assenza di queste precauzioni, ¢ di andare
incontro a imprecisioni di stima dovute alla progressiva
diminuzione di R nel terreno, massima nei primi 92 gior-
ni dopo la semina (Danso et al., 1993) che potrebbe
determinare un rapporto isotopico alterato se la specie di
controllo ha una dinamica temporale dell’assorbimento
dell’azoto diversa da quello della leguminosa. In %enera-
le, I'impiego di sostanza organica arricchita con I°N, ha
fornito stime di azotofissazione pil alte rispetto all’im-
piego di fertilizzanti minerali (Chalk, 1985).

Nelle specie annuali, che svolgono il loro ciclo nel-
I’arco di pochi mesi e in un periodo nel quale si ha scar-
sa possibilita di lisciviazione dell’azoto minerale, pud
essere sufficiente una sola somministrazione del conci-
me arricchito alla semina o non pil tardi di una settima-
na dopo I’emergenza. Nelle foraggere perenni, & neces-
sario somministrare dosi di concime ripetute, in genere
dopo ogni taglio, per le determinazioni relative al taglio
successivo. Alcuni autori hanno utilizzato una concima-
zione pre-semina, per dare tempo all’azoto somministra-
to di essere incorporato nella sostanza organica e quindi
essere rilasciato in misura pit differita nel tempo. Le
applicazioni post-emergenza consentono una maggiore
flessibilita in caso di problemi di emergenza o dirada-
menti che si rendessero necessari prima della concima-
zione. In questo modo ¢ anche possibile verificare pre-
ventivamente la corrispondenza tra I’insediamento della
leguminosa e della coltura di riferimento. Nel caso in cui
la coltura di riferimento avesse un’emergenza ritardata o
anticipata, I’epoca di semina delle due colture potrebbe
essere modificata per garantire un insediamento contem-
poraneo, ma in ogni caso la concimazione dovrebbe
essere effettuata nella stessa epoca.

In generale si raccomanda di utilizzare un disegno
sperimentale a blocchi, con parcelle di dimensioni rela-
tivamente piccole € numerose ripetizioni (almeno 6),
piuttosto che poche parcelle di grandi dimensioni
(Broadbent et al., 1982). La coltura di riferimento va
posizionata il pill vicino possibile alla coltura azotofis-



satrice e il concime arricchito pud essere distribuito su una

subparcella pid piccola della parcella intera, per ridurre i

costi. Il resto della parcella viene concimato con le stesse

modalita, ma utilizzando concime non arricchito.

La dimensione della subparcella dipende dal grado
di fittezza della coltura e dalle modalita di semina. Con
una semina a righe, per garantire il campionamento
almeno su una quindicina di piante, Warembourg (1993)
consiglia aree di saggio delle seguenti dimensioni: a = 2
xI;b=7xp.

Dove (misure in cm)

a = larghezza dell’area di saggio; b = lunghezza del-
I’area di saggio; ! = distanza tra le file; p = distanza tra
piante sulla fila.

L area da concimare con !N avra le seguenti dimen-
sioni: A = a+ 2l; B=b +6p

Cosi, se p= 10 cm e 1 =40 cm, I’area di saggio avra
una superficie di 0,6 m? (0,8 x 0,6 m) e la superficie da
concimare circa 2 m? (1,6 x 1,3 m).

Infine, le parcelle dovrebbero essere in terreno
piano, per evitare la possibilita di lisciviazione laterale.

Il metodo permette una misura dell’azotofissazione
in campo indipendente dalla produzione e integrata nel
tempo.

L’accuratezza e la precisione del metodo della dilui-
zione isotopica dipende in larga misura dalla selezione
della specie di controllo o specie di riferimento, per le
quali sono stati definiti i principali requisiti (Danso et
al., 1993; Warembourg, 1993):

— Non devono essere azotofissatrici. Eventualmente vi
fossero dubbi, sarebbe opportuno fare una verifica
preliminare con il metodo dell’acetilene. Vose e
Victoria (1986) hanno dimostrato che molte grami-
nacee C,, per esempio, supportano processi di azo-
tofissazione associativa. In questi casi si corre il
rischio di sottostimare 1’azotofissazione della legu-
minosa, tanto piu se bassa (Danso et al., 1993). In
qualche caso, elevate dosi di concimazione azotata
possono azzerare gli effetti dovuti all’azotofissazio-
ne associativa di alcune graminacee C, (Vose e
Victoria, 1.c.). Tuttavia, questo impedirebbe di fatto
I’impiego del metodo ID, che presuppone identiche
dosi di fertilizzante per la specie di controllo e per
la leguminosa. Un’altra possibile verifica della
capacita di azotofissazione della specie di riferi-
mento ¢ il confronto tra I’eccesso isotopico di iso-
linee non nodulanti della leguminosa con quello
della specie di riferimento. Se risultano simili, si
puod assumere che non vi sia azotofissazione asso-
ciativa.

— LDapparato radicale dovrebbe esplorare approssima-
tivamente lo stesso volume di suolo e quindi dovreb-
be avere accesso alle stesse fonti di N nel suolo e
dovrebbe assorbire I’azoto del suolo con un livello
di arricchimento isotopico identico a quello della
specie azotofissatrice. Questo aspetto & particolar-
mente rilevante in quanto ¢ stato dimostrato che I’ar-
ricchimento con 1°N, anche se artificiale, varia nello
spazio, con la profondita e pud diminuire gradual-
mente con il tempo, per la progressiva diluizione del
15N del fertilizzante dovuta alla mineralizzazione di
N organico gia presente nel terreno (Chalk e Ladha,
1999). Per lo stesso motivo, & fondamentale che la
distribuzione di N nel profilo del suolo sia molto
uniforme. E necessario cioé che si rispetti la relazio-
ne (Danso et al., 1993):

YNdff (1fe) _ %NdF(f6) _
%Ndf(nfe)  %oNdfs(fo)

(D

Dove: Ndff = azoto dal fertilizzante arricchito; Ndfs
= N del suolo; nfc = coltura non azotofissatrice; fc = col-
tura azotofissatrice; R = I’N/IN = PN/(N+1N).

— 1l livello di discriminazione isotopica nella fase di
assorbimento dell’azoto nel terreno dovrebbe essere
simile nelle due specie, come simile dovrebbe esse-
re la ripartizione dell’azoto marcato tra i vari organi
della pianta, in modo particolare se la determinazio-
ne riguarda piante arboree, per le quali non & possi-
bile asportare tutta la fitomassa.

— 1l modello di accrescimento della coltura di riferi-
mento deve essere ben allineato con quello della col-
tura azotofissatrice, con sovrapposizione delle prin-
cipali fasi fenologiche corrispondenti allo sviluppo e
alla maturazione, in modo da effettuare la raccolta
nella stessa epoca.

— Entrambe le colture devono avere simile sensibilita
a eventuali stress ambientali, in particolare tempera-
tura e umidita del terreno.

— Altri requisiti, quali quello che la specie di control-
lo dovesse essere caratterizzata da valori di A simili
a quelli della leguminosa non nodulata, o quelli
basati sull’efficienza d’uso dell’azoto contenuto nel
fertilizzante, segnalati in passato da alcuni autori,
non sono attualmente considerati validi per la infon-
datezza dei relativi assunti (Chalk e Ladha, 1999). E
stato descritto anche un metodo basato sull’analisi
della regressione per la determinazione di R nella
leguminosa e nella specie di controllo, che per esse-
re applicato correttamente richiede perd un gran
numero di repliche e di analisi, che di fatto ne osta-
colano l’applicabilita (Chalk e Ladha, 1999). I
metodo della doppia marcatura con SN e 33S per
validare la specie di riferimento, indicata da Wagner
e Zapata (1982), non ha trovato riscontro in succes-
sive sperimentazioni ed & stata quindi abbandonata
(Chalk e Ladha, 1999). Anche I'impiego di due
diverse tecniche di marcatura con SN (es. nitrato ¢
nitrato pellettato con gesso) finalizzate a selezionare
la specie di riferimento piu adatta, non hanno trova-
to riscontro nei dati di %Ndfa (Witty, 1983 in Chalk
e Ladha, 1999).

Per i motivi appena esposti, la scelta della specie di
controllo rimane un aspetto rilevante e per certi versi cri-
tico anche con il metodo ID.

Esempi di specie di controllo possono essere non legu-
minose incapaci di fissare azoto o leguminose non inocu-
late e coltivate in terreno privo di rizobio simbionte.

Con le leguminose da granella (soia, fagiolo, fava
ecc.) sono state impiegate con successo piante non ino-
culate in suoli privi del ceppo di rizobio specifico, oppu-
re isolinee non nodulanti, frumento, orzo, ravizzone
(Brassica napus), sorgo.

Non essendo sempre disponibili isolinee non nodu-
lanti di leguminose foraggere, la specie di riferimento
piu usata come confronto ¢ Lolium perenne.

Alcuni autori hanno impiegato come specie di con-
trollo la stessa specie, non inoculata e concimata con
elevate dosi di azoto minerale, che inibisce ’azotofissa-
zione (Sanginga et al., 1990; Vose e Victoria, 1986).
Tuttavia, cid comporterebbe I'impiego di dosi di conci-
me azotato differenziate per la coltura azotofissatrice e
quella di riferimento, che viola uno degli assunti del
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metodo, e non esclude la possibilita che in alcune specie

I’azotofissazione non venga inibita dalla concimazione

azotata (Danso et al., 1993).

La specie di controllo pud essere omessa nel caso in
cui I'interesse prevalente dello sperimentatore sia la
quantificazione relativa dell’azotofissazione, per esem-
pio di diverse linee di rizobio, o quando si pud assume-
re che la distribuzione spazio-temporale del 15N nel ter-
reno sia perfettamente uniforme. Tuttavia, in assenza di
specie di riferimento, non & possibile quantificare in
valore assoluto I’azotofissazione simbiotica con il meto-
do ID.

Un’altra possibile alternativa all’uso della specie di
riferimento & quella di utilizzare un approccio modelli-
stico (Chalk e Ladha, 1999; Reiter et al., 2002), per atte-
nuare gli effetti negativi derivanti dalla irregolare distri-
buzione spazio-temporale del N nel suolo. Per poter
applicare correttamente i modelli, & necessario disporre
di risultati di campionamenti ed analisi del N nel suolo
a diverse profondita ed & necessario prestare particolare
attenzione all’aspetto analitico, nettamente pil critico
nel caso del suolo rispetto a quello dei vegetali, per I’in-
terferenza determinata dall’N inorganico proveniente da
fonti esterne (Chalk e Ladha, 1999).

Il campionamento della fitomassa epigea non richie-
de particolari attenzioni rispetto a quanto normalmente
previsto. La raccolta va fatta contemporaneamente per la
leguminosa e la specie di controllo (Fried et al., 1983).
Nel caso di confronti varietali tra leguminose caratte-
rizzate da diversa precocita, il confronto va fatto uti-
lizzando piu specie di controllo caratterizzate da diver-
sa precocitd, per aumentare la probabilita di avere una
coltura di riferimento appropriata per le colture azoto-
fissatrici raccolte in epoche diverse (Danso et al.,
1993).

In genere si separano accuratamente le principali
componenti della fitomassa epigea e talvolta si preleva
anche la fitomassa ipogea attraverso appositi carotaggi,
come specificato pill avanti.

I dati acquisibili con il campionamento descritto
sono i seguenti:

—  Produzione delle diverse porzioni di fitomassa epi-
gea ed ipogea (es. legumi, steli, foglie, corone, radi-
ci, noduli).

— Contenuto in azoto delle diverse porzioni di fito-
massa.

— PN %atomi di ciascuna porzione di fitomassa, per le
piante azotofissatrici e di controllo.

11 calcolo della proporzione di N totale derivante da
azotofissazione si effettua con la (9).

Per una maggiore precisione di stima, sarebbe
necessario conoscere I’eccesso isotopico per entrambe le
specie (controllo e azotofissatrice) coltivate in un
ambiente privo di I5N, Tuttavia, si considera valido
come valore di riferimento il contenuto di >N nell’aria
(0,3663% atomi), per cui ’eccesso isotopico si calcola
con la (5).

L’eccesso di >N nella fitomassa dovrebbe essere
ottenuto attraverso una media dell’eccesso isotopico
misurato nei singoli organi ponderato per la ripartizione
in peso della fitomassa tra i vari organi.

Nota la %Ndfa, si puo calcolare la quantita di azoto
fissato per unita di superficie:

%Ndfax Ntot legum kgha™ (12)

N; fissato (kg ha') = 100
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E stato dimostrato che i diversi organi della pianta
possono essere caratterizzati da diverso grado di arric-
chimento isotopico. Per questo, in alcuni casi, sarebbe
opportuno campionarli ed analizzarli separatamente, al
fine di migliorare la precisione di stima. In alternativa, al
fine di ridurre i costi per le analisi, si potrebbe propen-
dere per un’analisi preliminare del grado di arricchi-
mento isotopico dei diversi organi della stessa pianta,
per poi decidere se analizzarli separatamente, in partico-
lare per le leguminose da granella. Il discorso vale in
particolare nel caso di specie arboree, per le quali ¢ in
genere improponibile il campionamento distruttivo. Le
problematiche relative sono state affrontate in dettaglio
da Danso et al. (1993).

Il trattamento dei campioni, una volta separate le
varie frazioni di fitomassa e misurato il peso dopo essic-
cazione a 70°C, prevede la macinazione e conservazione
per I'analisi del contenuto in I5N. Quando possibile, il
materiale con minor tenore di N (es. quello di legumi-
nose) dovrebbe essere trattato per primo, per evitare o
almeno minimizzare la contaminazione delle apparec-
chiature con residui ad alto tenore di '°N, che possono
alterare I’analisi relativa ai campioni successivi. Per que-
sto motivo, per esempio, il mulino va sempre accurata-
mente pulito tra un campione e il successivo.

Per la quantificazione della produzione di sostanza
secca e di altre eventuali variabili collaterali, ritenute
utili per I’obiettivo della ricerca, & consigliabile racco-
gliere campioni di pit grandi dimensioni nell’area non
marcata.

Una variante del metodo ID & quello basato sull’im-
piego di materiale impoverito di 1N per marcare 1’azo-
to nel suolo, in modo tale da rendere I'N del suolo meno
ricco in PN rispetto all’azoto derivante dalla fissazione
atmosferica. Il metodo & basato sugli stessi principi e ha
gli stessi limiti del metodo ID, oltre al fatto di richiedere
un’elevatissima precisione di misura del 1°N. L’unico
vantaggio rispetto al metodo ID ¢ il fatto che non da luogo
a contaminazioni delle attrezzature con 1SN,

Nel caso di miscugli, la specie di riferimento puo
essere la specie consociata non azotofissatrice, sempre
che sia possibile assumere che non ¢’¢ un trasferimento
dell’azoto fissato dalla leguminosa alla consociata. Cio
vale anche per eventuali specie infestanti non azotofissa-
trici, che vengono spesso utilizzate come riferimento
(Shah et al., 2003). Da questo punto di vista, Danso et al.
(1993) riassumono i contrastanti risultati ottenuti da
diversi autori e suggeriscono di considerare valido 1’as-
sunto di assenza di trasferimento dalla leguminosa alla
specie consociata se I’eccesso isotopico della coltura di
riferimento non varia se coltivata in miscuglio o in
purezza. Su questa base, Hardarson et al. (1988) sugge-
riscono di calcolare il trasferimento alla specie non azo-
tofissatrice di azoto fissato dalla leguminosa (Ngygc)
con la formula:

oy 15
N ey = _M (13)
% > NeccPUR

Dove %"’ Necc & I’eccesso isotopico della coltura di
riferimento coltivata in miscuglio (MIX) o in purezza
(PUR).

Tuttavia, non € detto che la stessa coltura di riferi-
mento assorba N allo.stesso modo quando coltivata in
miscuglio o in purezza. Anche in questo caso, pur non
essendo soddisfatto I’assunto del mancato trasferimento
di azoto fissato dall’atmosfera dalla leguminosa alla col-



tura di riferimento, la precisione di stima & comunque
accettabile quando I’azotofissazione della leguminosa &
alta (Hardarson et al., 1988).

Punti di forza

Se si garantisce un buon livello di accuratezza nel-
I’esecuzione degli esperimenti, il metodo della diluizio-
ne isotopica unisce ottima affidabilith e semplicita di
esecuzione per misure dell’azotofissazione in condizio-
ni di pieno campo.

L’effetto della specie di controllo non va sopravalu-
tato. L’errore ad essa legato & infatti tanto minore quan-
to maggiore la proporzione di azoto proveniente da fis-
sazione simbiotica nella leguminosa e quindi quanto
maggiore la differenza di arricchimento isotopico tra
leguminosa e coltura di controllo. In particolare, quando
%Ndfa ¢ inferiore al 60% (es. leguminose raccolte trop-
po precocemente) 1’errore di stima pud diventare inac-
cettabile (Chalk e Ladha, 1999), mentre & in genere tra-
scurabile con %Ndfa superiori all’80% (Danso et al.,
1993; Hardarson et al., 1988).

Il metodo ID comporta un’alterazione del rapporto
isotopico dell’azoto nel suolo che in genere si prolunga
ben oltre il periodo di sperimentazione. I1 "N sommini-
strato in forma minerale viene per lo pil incorporato in
sostanze organiche di diversa natura e mineralizzato len-
tamente nei mesi successivi. Questo permetterebbe di
utilizzare le parcelle di terreno arricchite per esperimen-
ti in anni successivi senza ulteriori aggiunte di 1N, se le
dosi impiegate e le porzioni di terreno arricchite sono
sufficienti. Da questo punto di vista, i terreni pesanti,
caratterizzati da scarsa probabilita di lisciviazione ed
elevata attivitd microbica, sono piu adatti (Danso et al.,
1993; Fried et al., 1983).

Il metodo puo essere impiegato anche per stime del-
I’azotofissazione associata delle graminacee, se & dispo-
nibile una coltura di riferimento.

Il metodo ID ha anche il vantaggio di rendere possi-
bile la valutazione della ripartizione dell’azoto fissato tra
i vari organi della pianta. Nel caso si utilizzi come con-
fronto una leguminosa non nodulata, &€ possibile dimo-
strare anche se esiste un destino diverso dell’azoto fissa-
to rispetto a quello assorbito dal terreno.

Limiti di applicazione

Una delle principali limitazioni & rappresentata dalla
possibile violazione degli assunti sulla uniforme arric-
chimento isotopico del suolo nello spazio (orizzontale e
verticale) e nel tempo, soprattutto se la specie di con-
trollo non risponde ai requisiti gia descritti. Le deviazio-
ni attese per effetto di questo fattore sono molto rilevan-
ti con %Ndfa relativamente basse, potendo superare il
50% (Reiter et al., 2002).

Una seconda limitazione ¢ rappresentata dalla diffi-
colta di individuare a priori una specie di controllo che
abbia un modello di accrescimento e di assorbimento del-
I’azoto simile a quello della leguminosa, non solo per
quantitd ma anche per proporzione di >N (Danso et al.,
1993). 1l problema ¢ pill rilevante con le specie perenni.
Tuttavia, nell’ambito del progetto *“PRIN Azoto-
fissazione”, il metodo & stato impiegato senza particolari
limitazioni anche in colture prative, come 1’erba medica,
caratterizzate da ciclo produttivo pluriennale.

La specie di controllo & ancora considerata il “tallo-
ne d’Achille” del metodo ID (Chalk e Ladha, 1999) e
lascia un certo margine di incertezza nella quantificazio-
ne in campo dell’azotofissazione con questo metodo.

Discussione

Tra le opzioni proposte da numerosi autori per atte-
nuare questo problema, considerando la specificita di
sito ed epoca nella risposta della stessa specie di con-
trollo, la piu razionale e prudente potrebbe essere quella
di utilizzare piu specie di controllo per ogni esperimen-
to, in modo da posticipare la validazione al dopo raccol-
ta, in relazione ai risultati ottenuti. Tuttavia questi risul-
tati non saranno necessariamente validi in altri siti speri-
mentali od epoche, salvo situazioni nelle quali si possa
assumere ’'uniforme distribuzione spazio temporale del-
I’arricchimento isotopico (Chalk e Ladha, 1999). Per que-
sto motivo, puo essere utile rilevare la dinamica temporale
di assorbimento dell’azoto delle specie di controllo per
valutare se ¢ simile, in termini relativi, a quella della legu-
minosa, in particolare nelle prime fasi di sviluppo, che
incidono maggiormente sull’errore di stima finale, in par-
ticolare a bassi livelli di %Ndfa (Witty, 1983).

Un possibile sviluppo della metodologia riguarda
I’'impiego della modellistica applicata alla dinamica del
5N in estratti di suolo, di cui si & gid accennato prece-
dentemente (Chalk e Ladha, 1999).

Un’alternativa potrebbe essere quella di impiegare il
metodo del valore A, con il quale ¢ possibile distribuire
dosi di concime differenziate per la specie azotofissatri-
ce e di controllo. Tuttavia la stima con questo metodo &
fortemente dipendente dalla produzione e non sempre si
verifica I’assunto per cui la disponibilitd di azoto (il
valore A) del suolo non marcato non cambia all’aumen-
tare della dose di concimazione azotata. Per questi ed
altri limiti, il metodo del valore A & stato soppiantato dal
metodo ID.

Recentemente, Reiter et al. (2002) hanno proposto
un metodo basato sull’impiego di dosi di SN minime
(dell’ordine di poche decine di g ha! di N distribuiti con
grandi volumi d’acqua), da definirsi in funzione (a) del-
Paccuratezza degli strumenti analitici per la misura del
5N, (b) dell’arricchimento isotopico naturale e (c) della
quantita dell’azoto minerale disponibile per la pianta nel
suolo. La procedura descritta, utile in particolare dove
I’arricchimento isotopico naturale & insufficiente a
garantire una sufficiente precisione, ha il vantaggio di
permettere applicazioni su ampia scala con minima
interferenza sulla dinamica del ciclo dell’azoto e bassi
costi. Gli stessi autori propongono di attenuare i proble-
mi relativi alla distribuzione uniforme del >N nel suolo
attraverso un modello matematico di simula la dinamica
dell’azoto minerale e del >N nel terreno.

Altri limiti del metodo ID, quali Vinterferenza
dell’N del concime con 1’azotofissazione e la possibile
contaminazione delle apparecchiature per la preparazio-
ne e ’analisi dei campioni, sono gia stati illustrati.

Metodo dell’abbondanza naturale (NA)

Assunti e descrizione

Il metodo NA si basa sugli stessi principi del meto-
do ID, sfruttando la caratteristica delle leguminose di
assimilare azoto minerale dal terreno e dall’atmosfera e
I’arricchimento isotopico naturale che caratterizza gran
parte dei terreni.

L’unita di misura utilizzata per esprimere 1’abbon-
danza naturale di °N & il §!°N%o, che rappresenta un
indice della proporzione di 3N sul totale rispetto all’N,
atmosferico.
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'* N%atom campione - '*N%atom aria
' N%atom aria

S8 N(%o) = %1000 (14)

dove: %!°N si ottiene dalla (4) (Shearer & Kohl, 1993).
Questa trasformazione & utile per evidenziare anche pic-
cole differenze di contenuto di !N, che normalmente
oscilla tra 0,36300 e 0,37009% atomi.

Il 8N dell’atmosfera & per definizione pari a 0,
mentre nel terreno questo valore varia, mantenendosi in
genere superiore a zero. Una delle ragioni dell’abbon-
danza naturale di 1SN nel terreno & legata al fatto che le
forme di N contenenti i due isotopi *N e !N non hanno
la stessa velocita di reazione negli equilibri chimici. Ad
esempio, nell’equilibrio:

NH,+H* NH,*

il >N nell’ammoniaca (NH;) & inferiore a quello in
NH,* del 20%¢. Poiché NH; & volatile, ’ammonio nel
terreno tende ad essere naturalmente pil ricco di N
rispetto a N, (Shearer e Kohl, 1993).

Nelle specie azotofissatrici, la %!°N nella fitomassa
riflette la quantita di azoto assorbito dal terreno e dal-
I’atmosfera; nelle specie non azotofissatrici, in assenza
di azotofissazione non simbiotica, la proporzione di 15N
nella fitomassa tende ad essere pil simile a quella del-
’azoto nel terreno, ma puo essere alterata da processi di
discriminazione isotopica nelle fasi di assorbimento,
assimilazione e traslocazione dell’azoto minerale del
terreno (Shearer e Kohl, 1993).

Sfruttando 1’abbondanza naturale di !N nel terreno,
¢ possibile stimare 1’azotofissazione senza dovere utiliz-
zare i fertilizzanti arricchiti, come avviene per il metodo
ID. La determinazione dell’arricchimento naturale in
I5N nella fitomassa di una specie non azotofissatrice col-
tivata nello stesso suolo della leguminosa, pud essere
sufficiente a valutare I’arricchimento isotopico dell’azo-
to assorbito dal suolo e quindi indirettamente a stimare
la 9%Ndfa della leguminosa.

Il calcolo della percentuale dell’azoto totale della
fitomassa assimilata dall’atmosfera (%Ndfa), sfruttando
I’abbondanza naturale ¢ la seguente:

5" N% specie di controllo- 5" N specie azotofissatrice

Ndfa(%) =
dfa%) &% N specie di controllo- B

x100 (15)

11 termine specie di controllo (o di riferimento) ha lo
stesso significato illustrato a proposito dei metodi NB e
ID. 1l termine B si riferisce invece al §'°N di una legu-
minosa nodulata, coltivata su un substrato privo di N
minerale e deve percid essere determinato sperimental-
mente (Tab. 1). La determinazione del B deve essere per-
cio effettuata in ambiente controllato. Shearer ¢ Kohl
(1993) suggeriscono di effettuare la misura su piante
coltivate in coltura idroponica con una soluzione priva di
azoto e di prelevare i campioni da analizzare in uno sta-
dio fenologico nel quale sia trascurabile il contributo
dell’azoto contenuto nel seme rispetto all’azoto totale
della pianta. Gli stessi autori ritengono utile misurare B
separatamente per i diversi organi della pianta e di otte-
nere il B medio dalla media ponderata di questi valori. Il
valore B ha la funzione di correggere eventuali discrimi-
nazioni isotopiche che possono verificarsi all’interno
della pianta nelle fasi di assorbimento e ripartizione del-
I’azoto fissato (Unkovich et al., 1994).

Per poter applicare il metodo NA & necessario che la
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Tabella 1 - Valori di B riscontrati in letteratura per alcune legumi-
nose.

Table 1 - B values reported by different authors for some legumes.

Leguminosa 815N (%0) Riferimento
fitomassa radici  bibliografico

epigea  nodulate
Cicer arietinum -1,34 Unkovich e Pate, 1999
Lupinus luteus -0,88
Lens culinaris -0,51
Medicago polymorpha 0,02
Chamaecytisus proliferus -0,48 -0,53  Unkovich et al., 2000
Trifolium. subterraneum  -1,13 Carranca et al., 1999
Glicine max -1,30 Peoples et al., 1989
Trifolium subterraneum - 0,7 1,8 Unkovich e Pate, 1994
Trifolium arvense - 03 0,8
Trifolium balansae -03 1,6
Trifolium campestris - 0,6 0,1
Trifolium fragriferum -04 1,0
Lupinus angustifolius - 02 2,0
Pisum sativum - 03 1,7
Hedysarum coronarium 0,3 1,2 Ballatore, 2000

- 2,4%* Eusebi et al., 2003

* Determinazione indiretta.

proporzione di 13N nell’azoto minerale del suolo sia net-
tamente distinta da quella dell’N, atmosferico, cio¢ che
il 819N nel suolo sia superiore a 0%o. Maggiore sari que-
sta differenza, maggiore sara la precisione della misura-
zione (Fig. 1). Se la sensibilita richiesta per la stima del-
I’azotofissazione deve essere contenuta entro +10%
Ndfa, il 813N dell’azoto minerale del suolo, che dovreb-
be corrispondere a quello della specie di riferimento,
dovra essere almeno 10 volte la precisione analitica della
misurazione di N effettuata con lo spettrometro di
massa. Per esempio, posta la precisione analitica dello
spettrometro di massa pari a + 0,5%0 e B=0, un suolo con
un arricchimento isotopico pari al 5%o sarebbe idoneo

100 ¥ B=0
90 —:L“‘“ B
80 + * R.
0 AT
S 60_;:"1‘ S
2 503+ - -|- A
] Y ~
R® 40 + s N
30-;:.. “r
20 + N
10
0 £ T T LI T T T v 1 1
1012 3 456 7 8910

815N Jeguminosa

Figura 1 - Relazione tra 315N della leguminosa e %Ndfa, in funzio-
ne del 3!5N della specie di riferimento (Sr) e del valore di B della
Ieguminosa. Il grafico evidenzia come varia la sensibilita di stima
della %Ndfa per uno scostamento dello 0,5%0 del 3!°N della legumi-
nosa per due valori di 3'°N (3 e 8 %o) della specie di riferimento e
due valori di B della leguminosa (0 e -1%c). Modificata da Unkovich
et al. (1994).

Figure 1 - Relationship between legume 8'°N and %Ndfa for two dif-
ferent 8'5N values of the reference species (Sr) and two different B val-
ues of the legume. The scheme illustrate how the precision of the esti-
mate of %Ndfa decreases as 81°N values of the reference species
decreases and for a legume 31N change of 0.5%o at the two (Modified
from Unkovich et al., 1994).



per determinare la %Ndfa con una precisione del 10%
4,5 =5,0-0,5).

5,0-4,5

>

%Ndfa = x100=10%

Unkovich et al. (1996) hanno riscontrato valori di
815N dell’azoto minerale del suolo sufficienti ad appli-
care il metodo NA in molte aree dell’ Australia. Eusebi et
al. (2003) hanno verificato positivamente §' N sufficien-
ti in un sito sperimentale della collina marchigiana.

Prima di avviare una sperimentazione con il metodo
NA ¢ dunque opportuno verificare che il sito sperimen-
tale risponda ai requisiti necessari per I’applicazione con
una precisione accettabile. Poiché I’effetto isotopico
associato con la fissazione di N, di solito altera I’abbon-
danza di 1N del N, atmosferico di non piu del 2%, e pil
Spesso ancor meno, si potrebbe assumere inizialmente
che il sito risponde ai requisiti necessari ger I’applica-
zione del metodo NA se I’abbondanza di PN nell’azoto
minerale del suolo disponibile per 1’assorbimento delle
piante ¢ significativamente differente da quella dell’N,
atmosferico. E perod consigliabile misurare il 8!°N del
suolo attraverso la misura dell’abbondanza di >N nei
tessuti di piante non azotofissatrici. In questo modo,
infatti, si tiene conto della discriminazione isotopica che
caratterizza i processi di assorbimento e assimilazione e
dell’azoto effettivamente disponibile per la pianta, inte-
grato nello spazio e nel tempo in relazione alla distribu-
zione e sviluppo dell’apparato radicale (Shearer e Kohl,
1993). Gli stessi autori suggeriscono di prendere in con-
siderazione pili specie di controllo, soprattutto se si
riscontrano differenze significative di §'°N, che possono
essere influenzate dal sito sperimentale e/o dall’epoca di
campionamento.

Per quanto riguarda i tessuti da campionare, valgo-
no le considerazioni fatte per il metodo ID. E consiglia-
bile effettuare la misura del 85N separatamente per i
diversi organi, soprattutto se esso risulta significativa-
mente influenzato dal tipo di tessuto, dal momento che
la proporzione di foglie e steli in una stessa pianta pud
variare sostanzialmente con la fenologia. E inoltre
opportuno evitare di campionare tessuti molto giovani,
che in alcune specie sono ricchi di nitrati, € quindi con
SI5N alterato rispetto ai tessuti maturi (Shearer e Kohl,
1993). Per questo motivo gli stessi autori, ai quali si
rimanda per ulteriori dettagli metodologici, suggerisco-
no di impiegare specie di controllo caratterizzate da una
scarsa variazione del 8'°N nei diversi tessuti.

Punti di forza

Utilizzando questa metodologia di stima della
%Ndfa, si aggiungono ai vantaggi descritti per il meto-
do ID, il risparmio sui costi del fertilizzante marcato € la
possibilita di impiegare il metodo in aree naturali, nelle
quali altri metodi sono praticamente inattuabili
(Unkovich e Pate, 2000; Shearer e Kohl, 1993). Essendo
infatti basato sulla determinazione del 8N nella legu-
minosa e nella specie di controllo, la quantificazione
dell’azotofissazione con il metodo NA dipende in mini-
ma parte dalle fluttuazioni produttive della coltura nel
corso dell’esperimento, al contrario di quanto avviene
con il metodo NB. Rispetto al metodo ID, il metodo NA
¢ meno sensibile alle variazioni del rapporto R, non
essendo questo alterato dalla somministrazione di conci-
me marcato (Danso et al., 1993).

Limiti di applicazione

I principali limiti di applicazione del metodo sono
stati descritti da Shearer e Kohl (1993) e Chalk e Ladha
(1999); in Italia da Eusebi et al. (2003) e Ballatore
(2001). In particolare, Shearer e Kohl (1993) illustrano
le critiche di numerosi autori in merito alla variabilitd
spazio-temporale del 8'°N e alla notevole influenza della
discriminazione isotopica specifica di ogni specie, tal-
volta di singoli organi e stadi fenologici, determinata
dalla piccola abbondanza naturale di >N nel sistema
suolo rispetto all’atmosfera. Essi concludono la loro ana-
lisi dicendo che poiché nessuno dei metodi convenzional-
mente utilizzati, incluso il metodo ID, permette di fatto un
errore di stima inferiore al metodo NA, tipicamente pari a
5-10%, il metodo NA ¢ considerato complessivamente un
approccio utile, per misure “semi-quantitative”, la cui
applicazione va comunque valutata in relazione alle carat-
teristiche del sistema oggetto di studio.

Di seguito si illustra una sintesi dei limiti di appli-
cazione del metodo, basate sulle considerazioni degli
autori sopra citati.

* Lesigenza di verificare preliminarmente la rispon-
denza del sito sperimentale ai requisiti necessari per
la sua applicazione.

» La possibilita che il 89N nel suolo vari significati-
vamente con la profondita e quindi che la precisione
di stima venga inficiata da una diversa distribuzione
dell’apparato radicale della specie di controllo
rispetto alla leguminosa. La specie di riferimento
dovrebbe percid presentare un apparato radicale con
caratteristiche, sog)rattutto in termini di assorbimen-
to selettivo del "N minerale del terreno, simili a
quelle della leguminosa.

+ Le possibili variazioni stagionali del 8'°N nei tessu-
ti della specie di controllo, non legate a corrispon-
denti variazioni nel terreno e/o nella leguminosa.

* Lavariazione della discriminazione isotopica in fase
di assorbimento dal suolo e assimilazione di diverse
forme di N, caratterizzate da differenti §!°N.

e La variazione temporale della discriminazione iso-
topica durante la fissazione biologica dell’azoto dal-
I’atmosfera da parte della specie azotofissatrice, valu-
tabile sperimentalmente attraverso la (non agevole)
misura del valore B in coltivazioni su substrati privi di
N in forma combinata, di cui non sono disponibili suf-
ficienti e affidabili riferimenti per molte specie. Dati
ottenuti da Unkovich et al (2000) e¢ da Ballatore
(2001) hanno messo in evidenza gradienti di 8'°N nei
diversi organi della stessa leguminosa, ai quali non &
stata ancora data un’interpretazione soddisfacente:
parte epigea < parte ipogea < noduli radicali. Da qui
I’importanza, sottolineata da varia autori (Unkovich
et. al., 2000; Eusebi et al., 2003) di sviluppare specifi-
che sperimentazioni per la determinazione del B, la
cui rilevanza & inversamente proporzionale alla diffe-
renza tra 8N della specie di riferimento rispetto a
quello della leguminosa (Fig. 1).

* La determinazione e la comprensione del grado di
frazionamento isotopico presente nei diversi organi
della pianta, necessario nel caso in cui la misura del
815N venisse effettuata solo su alcuni organi.

11 metodo dell’ureide

Assunti

Il metodo dell’ureide, noto anche come analisi dei
soluti azotati, si basa sulla capacita di molte specie legu-
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minose tropicali di convertire I’NHj; fissata dall’atmo-
sfera in ureide, allantoina ed acido allantoico. Questo
processo chimico avviene all’interno dei noduli radicali
da dove, in seguito, i suddetti composti azotati sono tra-
sferiti all’apparato epigeo attraverso la linfa xilematica
(Herridge e Peoples, 1990). Al contrario, I’azoto mine-
rale del terreno, assorbito principalmente come NOs’,
pud essere trasportato tal quale nella parte epigea oppu-
re essere trasformato nelle radici in o-amminoacidi
(asparagina e glutammina), prima della sua traslocazio-
ne verso la parte epigea. Cio significa che la determina-
zione delle concentrazioni molari dei suddetti composti
¢ in grado garantire un’adeguata informazione sull’effi-
cienza del processo simbiotico e di azotofissazione.

Se nel suolo sono presenti elevate concentrazioni di
azoto minerale, all’interno della pianta verranno rilevate
una maggiore presenza di NO;" od a-amminoacidi
rispetto ai composti ureidici. In queste condizioni, infat-
ti, la leguminosa assorbira prevalentemente I’azoto pron-
tamente disponibile nel suolo rispetto a quello atmosfe-
rico. Di conseguenza, la stima della concentrazione dei
composti ureidici della leguminosa allo studio, consente
di determinare I’abbondanza relativa dell’ureide-N
(%RUN), necessaria per la stima della %Ndfa.

Descrizione

La procedura per la quantificazione dell’azotofissa-
zione richiede la determinazione delle concentrazioni
dei composti azotati (ureidici e nitrati) attraverso la
seguente procedura:

1) raccolta, in pieno campo, della biomassa epigea ed
ipogea di un numero adeguato di piante (10-15) per
parcella;

2) estrazione del mezzo su cui effettuare le analisi per
la determinazione della concentrazione dei vari
composti azotati, che pud avvenire attraverso:

a) prelievo della linfa xilematica che naturalmente

trasuda dalle radici o dalle piante tagliate;

b) prelievo della linfa xilematica estratta attraverso

una pompa da vuoto (Herridge, 1984; Peoples et al.,

1989);

c) estratto di 500 mg di materiale macinato e mante-

nuto a bagnomaria per 3 min in 20 ml di acqua

distillata;

3) molitura dei campioni di materiale vegetale raccolti
in pieno campo (previa essiccazione ad 80 °C per 48
ore) per la determinazione della % N con il metodo
Kjeldhal;

4) determinazione dei nitrati attraverso la tecnica di
iniezione del flusso, che prevede I’utilizzazione di
una colonna di scambiatore anionico in grado di cat-
turare i nitrati stessi e quindi rilasciarli nel traspor-
tatore di correnti anioniche e cationiche di un cro-
matografo, in grado di leggerne le loro concentra-
zioni (Herridge e People, 2002);

5) determinazione della concentrazione ureidica attra-
verso la tecnica colorimetrica descritta da Peoples et

al. (1989).

Una volta determinate le concentrazioni molari dei
suddetti composti azotati & possibile calcolare 1’abbon-
danza relativa dell’ureide-N (RUN) attraverso la seguen-
te formula:

RUN=400a/ (4a +b +c) (16)

Dove a, b, ¢, sono, rispettivamente le concentrazioni
molari delle ureidi, dei nitrati, e degli ®t-amminoacidi
(Herridge, 1984).

La concentrazione dell’ureide & stata moltiplicata
per 4 considerando che in ogni molecola sono presenti 4
atomi di N (Herridge et al., 1984). Attraverso opportune
sperimentazioni in serra condotte da Herridge e Peoples
(1990, 2002), con livelli controllati di NO5", sono state
determinate le formule per il calcolo della %Ndfa, dove
le regressioni tra la RUN presente nella linfa xilematica
o negli estratti delle leguminose allo studio e la %Ndfa
sono risultate sufficientemente affidabili (Tab. 2).

Punti di forza

I principali vantaggi di questo metodo sono:

» La raccolta del mezzo (linfa xilematica od estratto
del materiale vegetale) su cui effettuare I’analisi ¢
molto semplice.

» L analisi dei composti azotati (ureidi, a-amminoaci-
di, e nitrati) non richiede attrezzature sofisticate.

¢ Non richiede il campionamento di specie di riferi-
mento non-simbiotiche.

Limiti di applicazione

11 principale limite di applicazione del metodo del-
I’ureide & che si puo utilizzare solo per le leguminose, in
genere di origine tropicale, che hanno la capacita di con-
vertire selettivamente 1’azoto fissato dall’atmosfera in
ureide. Inoltre, il metodo fornisce una stima della
%Ndfa circostanziata ad un determinato stadio fenologi-
co della specie azotofissatrice € la stima pud essere
influenzata dalle condizioni climatiche.

Discussione

E noto che una delle informazioni pill utili, negli
studi concernenti il processo di azotofissazione, ¢ quella
relativa a percentuali e quantita di azoto fissato in grado di
rappresentare 1’intero ciclo biologico della leguminosa (ad
esempio utilizzando i metodi basati sull’isotopia). Tutto
cio0, per le ragioni sopra esposte, ha certamente limitato il
diffondersi de! metodo dell’ureide essendo necessario, con
quest’ultima, effettuare pilt campionamenti nel corso delle
varie fasi fenologiche della leguminosa.

Studi condotti da Song et al. (1995), su 9 genotipi di
soia e da Herridge e Rose (2000) su 13 genotipi della

Tabella 2 - Equazioni di regressione tra il contenuto di azoto ureidico e la %Ndfa in funzione della specie e dello stadio fenologico (modifi-

cato da Herridge e Peoples, 1990; 2001).

Table
Peoples, 1990; 2002)

2 - Regression equations between Ureide-N and %Ndfa in relation to the species and the phenological stage (modified from Herridge and

Specie Equazione

r Stadio fenologico

Glicine max % Ndfa = 1,56 (RUN - 7.7)
% Ndfa = 1,56 (RUN — 15,9)
% Ndfa = 3,22 (RUN - 7,2)

% Ndfa = 2,04 (RUN - 11,7)

Vigna unguiculata
Vigna radiata V. mungo

0,94 fioritura

0,94 riempim. baccelli
0,89 tutti

0,90 tutti
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stessa coltura, hanno evidenziato che le concentrazioni
di ureide, nel periodo di riempimento dei baccelli, erano
altamente correlate con i 8N degli stessi genotipi
(coefficienti di correlazione pari rispettivamente a 0,81 e
0,93). Sfortunatamente le specie di riferimento, in ambe-
due gli studi, non vennero raccolte, rendendo quindi
impossibile un confronto tra la % Ndfa misurata con il
metodo dell’ureide e quella misurata con il metodo del-
I’isotopia naturale. Questa lacuna & stata colmata in un
recente studio di Herridge e People (2002) il cui obietti-
vo ¢ stato quello di determinare se 1’azotofissazione di
quattro leguminose tropicali (Glicine max, Vigna ungu-
lata, V. radiata, V. mungo), potesse essere quantificata
attraverso un unico campionamento della loro linfa xile-
matica. I dati presentati nello studio provengono anche
da una precedente sperimentazione condotta su 6 geno-
tipi di soia (G. max) seminati in cinque differenti localita
(Herridge e Peoples, 1990). L’analisi della regressione
indica in questo caso che il periodo di sviluppo corri-
spondente a quello dello stadio iniziale di riempimento
del baccello ¢ in grado di fornire dei valori di %Ndfa,
calcolati con il metodo dell’ureide, ben correlati (r2=
0,84) con la %Ndfa dell’intero ciclo biologico, calcolata
con la tecnica dell’isotopia naturale allo stadio finale di
riempimento del baccello.

Per ottenere un soddisfacente livello di precisione, i
trattamenti allo studio devono essere sufficientemente
replicati, ed ogni rilievo effettuato sulla linfa xilematica
o sull’estratto di materiale vegetale, deve essere effet-
tuato su un numero di piante non inferiore a 10-15.

Il livello di accuratezza e di precisione della stima
della %Ndfa, nel caso si decidesse di effettuare un solo
rilievo, dipende dallo stadio fenologico della legumino-
sa. I valori di RUN (%) e di %Ndfa della soia, per esem-
pio, sono aumentati congiuntamente in tutte le fasi feno-
logiche, evidenziando, negli stadi di inizio e di fine fio-
ritura, valori inferiori a quelli degli stadi successivi.
Tuttavia, le altre tre specie (V. ungulata, V. radiata, V.
mungo) hanno mostrato una correlazione meno evidente
tra i valori di RUN (%) e di %Ndfa, soprattutto nelle fasi
di stadio intermedio e finale di riempimento dei baccel-
li. Cio ha fatto ipotizzare che questi risultati possano
essere imputati al fatto che il periodo di campionamento
era differente per ogni singola specie allo studio. Infatti,
se il campionamento viene effettuato in anticipo o in
ritardo anche di una settimana, pud fornire risultati ano-
mali. Riguardo a questo specifico aspetto, Herridge e
Peoples (1990) suggeriscono di effettuare due campio-
namenti nella fase di inizio riempimento dei baccelli e di
mediarli. In questo modo, & possibile ottenere valori di
RUN (%) e di %Ndfa piu stabili, anche perché le condi-
zioni ambientali influenzano 1’assorbimento di azoto dal
suolo e dall’atmosfera e quindi la %Ndfa.

Quantificazione dell’azoto ipogeo derivante da fissa-
zione atmosferica

11 bilancio azotato (Nbal) di una determinata legu-
minosa, puo essere espresso come (McDonald, 1989 in
Chalk, 1998):

Nbal=Nleg(%Ndfa-NHI) (17
11 bilancio sarad quindi positivo quando !’indice di

raccolto (NHI) & inferiore a %Ndfa della leguminosa.
Questo semplice modello & valido solo nel caso in

cui NHI venga quantificato correttamente, considerando
ciog anche la parte ipogea. Inoltre, per la variabilita tra
anni che caratterizza %Ndfa e NHI, la quantificazione
del contributo della leguminosa al bilancio dell’azoto
deve essere valutata attraverso sperimentazioni plurien-
nali. Cid vale in particolare se la misura del bilancio

viene fatta a partire dalle variazioni del contenuto di

azoto totale nel terreno, che tengono conto della variabi-

litd interannuale delle altre componenti positive (preci-
pitazioni, fertilizzanti) e negative (lisciviazione, volati-
lizzazione, denitrificazione) del bilancio dell’azoto.

Inoltre, per tener conto della variabilitd spazio-tempora-

le del contenuto di azoto totale nel terreno, il monitorag-

gio deve prevedere campionamenti con un numero di

ripetizioni definito in base ad una preliminare stima

della varianza errore e alla precisione voluta.

Chalk (1998) descrive diversi metodi basati sull’uso
dell’isotopo !N per misurare direttamente il trasferi-
mento di azoto fissato dall’atmosfera al terreno.

Un primo metodo ¢ simile al metodo IR gia descrit-
to e prevede I’esposizione in ambiente controllato e per
periodi brevi (1-3 giorni) di radici nodulate di legumino-
se ad un’atmosfera arricchita con N2. Con questo
metodo, pill che i valori assoluti, si misura la ripartizio-
ne dell’azoto marcato tra parte epigea (foglie e steli) ed
ipogea (radici e suolo). I risultati ottenuti da Ruschel et
al. (1979) indicano sul fagiolo e soia che da un terzo ad
un quarto dell’azoto fissato ¢ traslocato alle parti ipogee
o rilasciato nel terreno. Il limite principale di questa tec-
nica € che i risultati sono riferiti ad un breve periodo del
ciclo colturale e alla difficolta tecnica a recuperare i tes-
suti radicali.

Un’altro metodo, i cui risultati sono riferibili ad un
periodo piu lungo, ¢ quello che prevede 1’applicazione
fogliare di SN, assumendo che questo determini un
arricchimento isotopico uniforme tra apparato epigeo ed
ipogeo. I metodo si basa sul principio che la fonte di
arricchimento isotopico del terreno sia esclusivamente
legata ad azoto che proviene dalla leguminosa. In questo
modo, misurando I’incremento di 1N dell’azoto nel ter-
reno, & possibile stimare quanto dell’azoto della legumi-
nosa contribuisce all’azoto totale del terreno.

I materiali e i protocolli utilizzati per I’applicazione
di questo metodo da diversi autori sono numerosi: ferti-
lizzanti fogliari contenenti '’NHj; in grado di arricchire
isotopicamente la biomassa epigea (Zebarth et al.,
1991); fiale contenenti '>(NH,),SO, (Jensen, 1996b),
urea arricchita al 99% (Hggh-Jensen e Schjoerring,
2001), oppure SNH; (McNeill et al., 1997, 1998) nelle
quali venivano introdotte le foglie o le foglioline con o
senza i piccioli; microtubi, inseriti in un foro effettuato
nello steio, collegati ad un serbatoio contenente 'YNH,
(Russel e Fillary, 1996a, b); I'iniezione diretta di 'NH,
all’interno degli steli delle piante (Rochester et al.,
1998). Una recente sperimentazione di Khan et al
(2002a) indica quali sono i principali criteri da rispetta-
re per la marcatura con N finalizzata alla misura del-
I’azoto ipogeo delle leguminose:

— il 15N somministrato alla parte epigea deve arricchire
uniformemente la parte epi ed ipogea della pianta;

— il metodo di marcatura deve essere rapido, adatto
alla specie considerata e non deve determinare un
danneggiamento della coltura;

— il N che raggiunge la rizosfera attraverso la fito-
massa epigea deve derivare esclusivamente da radi-
ci e noduli e non da parti senescenti dell’apparato
epigeo;
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- TParricchimento in N dell’azoto radicale nel suolo
deve essere uniforme e avere lo stesso livello di
arricchimento delle radici che & stato possibile rac-
cogliere;

— Darricchimento isotopico dei tessuti vegetali e del
suolo deve essere tale da poter essere distinguibile
rispetto all’abbondanza naturale del 15N nel suolo.

I diversi approcci (es. marcatura dell’azoto atmosfe-
rico, delle parti epigee delle piante e delle radici) € le
varie tecniche nell’ambito di ciascuno, sono stati svilup-
pati in specifiche sperimentazioni e sono caratterizzati
ognuno da specifici vantaggi e limiti di applicazione. Cid
rende poco probabile la definizione di un protocollo unico
per tutte le leguminose (Khan et al., 2002a), per cui si
rimanda ai lavori specifici per i dettagli procedurali

Una delle tecniche piu rapide ed efficaci ¢ quella
basata sulla marcatura di foglie e piccioli (Khan et al.,
2002a). Un limite di questa tecnica, evidenziato dagli
stessi autori, € quello che I’arricchimento isotopico dei
tessuti radicali del fittone e delle principali ramificazio-
ni, che si riesce facilmente a separare dal terreno, potreb-
be essere sostanzialmente diverso da quello delle frazio-
ni distali, che sono molto difficili da separare dal suolo,
perché possono essere carattenzzate da un grado di
nodulazione (e quindi un 8'°N) sostanzialmente diffe-
rente rispetto alle radici prossimali. Cio potrebbe com-
portare sovrastime o sottostime dell’azoto ipogeo deri-
vante dalla leguminosa, soprattutto in suoli argillosi
(Khan et al., 2002a). Un approccio alternativo potrebbe
essere quello di assumere che la nodulazione avvenga
principalmente in prossimita della corona e di corregge-
re i risultati in base al rapporto di arricchimento tra radi-
ci nodulate e non nodulate (Khan et al., 2002a). Tuttavia,
le indicazioni di questi autori non si riferiscono a speri-
mentazioni condotte in condizioni di campo.

Un’applicazione interessante del metodo della mar-
catura fogliare per la quantificazione dell’azoto nel
suolo derivante da rizodeposizione (i.¢. essudati radica-
li, turnover radichette distali e noduli rilasciati nella
rizosfera) su prati di leguminose e graminacee in purez-
za o in miscuglio, & riportato da Hggh-Jensen e
Schjoerring (2001), che indicano rilasci di N nel suolo
sino a 80-87% dell’N totale ipogeo derivante dalla col-
tura, nell’arco di un biennio, corrispondenti a quantitati-
vi da 1,05 a 2,77 volte la produzione di azoto epigeo. Di
questo, gran parte derivava da fissazione simbiotica.

11 metodo ID pud essere impiegato per misurare 1’a-
zoto ipogeo delle leguminose se si assume che I’input di
azoto fissato dall’atmosfera in un suolo arricchito possa
determinare nel terreno una diluizione misurabile del
I3N. La proporzione di azoto totale nel suolo derivante
dall’azotofissazione (%TSNyg) si stima in base all’ec-
cesso isotopico dell’azoto totale nel suolo (TSN) alla
semina e alla raccolta della leguminosa (Chalk, 1998):

eccesso NTSN raccolta (18)
eccesso NTSN

semina

%TSNdfa =1-

La quantitd di azoto fissato che contribuisce ad
arricchire il pool di composti azotati del suolo (TSNg,)
si ottiene da:

TSNﬁx = %TSNdfa'TSchcoha (19)

Un’altro metodo, noto come split-root system, pre-
vede la stima della percentuale di azoto ipogeo attraver-

222

so I’esposizione di una parte dell’apparato radicale ad
una soluzione arricchita con N e il successivo recupe-
ro del tracciante nelle parti epigee e in quelle ipogee non
marcate (Jensen, 1996a, 1996b; Sawatsky and Soper,
1991). Una volta calcolata la quantita di residui coltura-
li rilasciate nel terreno dalla leguminosa, ¢ possibile sti-
mare le quantita di azoto rilasciate nel terreno, attraver-
so la seguente equazione:

JoNgg= 1-( ! 5N'leg/ lsNrcf) (20)

Dove 15Nleg e 1SN, indicano gli eccessi isotopici
della leguminosa e della specie di riferimento non-azoto-
fissatrice. Nota la %Ndfa del residuo colturale, la quantita
di azoto in esso presente (%N x fitomassa kg hal) per-
metterd di stimare la quantita di N fissato che potrebbe
essere rilasciata in seguito alla sua decomposizione.

Diversi metodi (marcatura della parte epigea, meto-
do 1D, metodo del bilancio e campionamento delle parti
ipogee) per la quantificazione del contributo dell’azoto
ipogeo derivante dall’azotofissazione della leguminosa
al bilancio azotato del suolo, sono stati descritti in detta-
glio e messi a confronto da Khan et al. (2002b), che sono
giunti alle seguenti conclusioni:

— Il metodo basato sul campionamento delle parti ipo-
gee della pianta & il meno affidabile, in quanto deter-
mina una forte sottostima dell’azoto ipogeo, per la
grande quantita di radici perse durante il campiona-
mento e per la selettivita operata nel recupero di
radici con o senza noduli. In ogni caso, anche nell’i-
potesi di raccogliere tutte le radici, il metodo non
terrebbe conto delle rilevanti frazioni di azoto della
leguminosa rilasciate per rizodeposizione (Hggh-
Jensen e Schjoerring, 2001) o del turnover delle
radichette distali, pit fini, nonché dell’azoto dei
noduli che viene rilasciato durante il ciclo colturale
(Jensen, 1996; McNeill et al., 1997 in Khan et al.,
2002a; Unkovich e Pate, 2000). Mediamente, la
quantita di azoto ipogeo delle leguminose stimata
con questo metodo corrisponde al 20-30% rispetto a
quella ottenuta con altri metodi (Khan et al., 2002b).

— 1l metodo della marcatura della parte epigea ha
come principale limite la possibile violazione del-
I’assunto dell’uniforme arricchimento isotopico di
tutta la pianta, incluse le radici e 1’azoto derivante da
rizodeposizione, che non sempre & rispettato, in par-
ticolare per alcune leguminose (Khan et al., 2002a).
Gli stessi autori hanno stimato rispettivamente pari a
1,12 e 1,56 il rapporto tra radici non nodulate e
nodulate per fava e cece (Khan et al, 2002a). Una
procedura simile & riportata da Shah et al. (2003).

— In alcune circostanze e con alcune specie, potrebbe
essere stimato il contenuto percentuale di azoto ipo-
geo (BGN) rispetto all’azoto totale della legumino-
sa attraverso la ripartizione del °N tra parti epigee
ed ipogee (radici e suolo della rizosfera), dopo aver
marcato le pam aeree, utilizzando la formula del
bilancio del 15

" Nradici+" Nsuolo 1)

BGN% =100; 7 =
Nradici+~Nsuolo+ " Nepigee

I dati relativi alla quota di N del suolo derivante
dalla leguminosa ottenuti da Khan et al. (2002b) con
questo metodo variano dal 15% per Vigna radiata al
57% per Cajanus cajan, con valori intermedi per fava e
cece. :



Quantificazione dell’azoto delle leguminose che si
rende disponibile per la coltura in successione

E noto che un cereale, in successione con una legu-
minose foraggera o da granella, puod avere degli incre-
menti produttivi superiori anche del 30-50%, rispetto a
quelli ottenuti in regime di omosuccessione (Evans et
al., 1991). Questa risposta viene in genere attribuita alla
migliore disponibilita di azoto minerale nel terreno col-
tivato con una leguminosa, sebbene questi effetti possa-
no combinarsi in vario modo con altri dovuti a fattori
non direttamente legati con 1’azoto, quali il migliora-
mento delle caratteristiche fisiche del suolo, risanamen-
to da fitofagi e parassiti ecc.

La verifica se gli effetti dell’avvicendamento coltu-
rale con leguminose sulla produttivita dei cereali siano
legati esclusivamente o parzialmente all’azoto, pud esse-
re effettuata con una prova di concimazione con dosi
crescenti di azoto al cereale in successione a se stesso o
ad una leguminosa (Chalk, 1998). I riferimenti biblio-
grafici sull’argomento sono prevalentemente esteri. In
Australia, su 26 rotazioni frumento-frumento o frumen-
to-lupino, 12 risposte positive sono risultate chiaramen-
te indipendenti dall’azoto e solo 5 sono state attribuite
esclusivamente alla nutrizione azotata (Rowland et al.,
1988 in Chalk, 1998).

11 contributo alla nutrizione azotata della coltura in
successione alla leguminosa & legato ai tessuti epigei
senescenti che non vengono raccolti e cadono al suolo, a
radici, noduli ed essudati radicali. A causa delle oggetti-
ve difficolta di misura, il contributo alla fertilita azotata
del suolo delle frazioni ipogee delle leguminose & spes-
s0 ignorato o sottostimato. Recentemente, & stato dimo-
strato che il potenziale ruolo svolto da queste frazioni
pud essere molto rilevante nel bilancio azotato del siste-
ma colturale (Khan et al., 2002a; 2002b).

Nell’ambito degli effetti positivi indotti da una
migliore funzione di nutrizione azotata, & necessario
distinguere quelli legati all’'uso pit parco dell’azoto
minerale del suolo da parte della leguminosa (N-spa-
ring), in virtd della sua capacita di approvvigionarsi di
azoto dall’atmosfera (Chalk, 1998; Khan et al., 2002),
da quelli dovuti all’aumentata disponibilita netta di
azoto. L'N-sparing puo essere misurato direttamente,
quantificando 1’azoto minerale presente nel suolo dopo
la raccolta di leguminose o non leguminose (Herridge et
al,, 1995; Peoples et al., 1995). Tuttavia, secondo
Unkovich et al. (1997), la maggiore quantita di azoto
minerale nel terreno dopo leguminosa rispetto a dopo
cereale, potrebbe derivare da una pill rapida mineraliz-
zazione dell’azoto organico pill che da un minore assor-
bimento da parte della specie azotofissatrice.

Chalk (1998) illustra due possibili metodi per la
quantificazione del trasferimento di azoto fissato biolo-
gicamente alla coltura in successione: uno basato su un
modello statico, I’altro sulla diluizione dell’isotopo °N.

In base al modello statico, descritto per la prima
volta da Myers e Wood (1987), I'azoto fissato che si
rende disponibile per la coltura in successione (Nfix,),
dipende dalla proporzione di azoto totale della legumi-
nosa derivante da azotofissazione (%Ndfa) che si trova
nei residui colturali (1-NHI), moltiplicato per I’efficien-
za (E) di assorbimento dell’azoto della leguminosa che
si mineralizza nell’arco del ciclo colturale della coltura
in successione (%Nmin):

NfiX,; = %Nyg(1-NHD%N ;0 E (22)

Sisworo et al. (1990) hanno somministrato al cerea-
le (riso) residui colturali marcati e non marcati con >N
della leguminosa (fagiolo dall’occhio) e misurato
%N in'E attraverso la formula:

7 o 15
N, -eccesso°N,,

%N, E=

e N, .eccesso™N,,, (23)
dove N, e N, rispettivamente erano il contenuto di
azoto totale del cereale e dei residui colturali della legu-
minosa (Chalk, 1998).

In base a questo modello, si puo sottostimare Nfix,,
perché molti dei parametri possono facilmente essere
sottostimati, come ad esempio i residui colturali ipogei
della leguminosa e le frazioni senescenti della fitomassa
epigea che cadono sul terreno. Anche Iefficienza di
assorbimento dell’azoto da parte del cereale ¢ spesso
sottostimata, perché misurata in genere solo sulle parti
epigee (Chalk, 1998).

In alternativa, per stimare %Ndfa,, cioe la propor-
zione dell’azoto del cereale derivante dall’azotofissazio-
ne della leguminosa in precessione colturale, pud essere
utilizzato il metodo ID (Chalk, 1998):

eccesso"*Neereale,,,,

%Ndfa,, =1- ) (24)

conld
eccesso Ncereale(nnnlvg-t't"‘)

dove eccesso! Ncereale si riferisce all’eccesso isotopico
dell’azoto del cereale rispettivamente nella successione
con leguminosa (jeg.ccr) © €ON NON leguminosa (ronicg-cer)-

I risultati riportati da diversi autori che hanno utiliz-
zato questo metodo, indicano %Ndfa., raramente supe-
riori al 25% (Chalk, 1998). Tuttavia, la gestione conser-
vativa dei residui colturali della leguminosa, puo contri-
buire significativamente ad aumentare questa percentua-
le (Shah et al., 2003).

Secondo Chalk (1993), & corretto considerare la
diluizione del 1N come prodotto esclusivo del trasferi-
mento al cereale dell’azoto fissato dalla specie azotofis-
satrice. Il metodo ID pud essere quindi utilizzato anche
per quantificare la quota dell’azoto assorbito dal cereale
deriva dall’azotofissazione della leguminosa che lo ha
preceduto.

Uno studio finalizzato alla stima degli apporti azota-
ti da parte di una leguminosa nell’avvicendamento col-
turale deve essere impostato considerando un congruo e
pluriennale periodo di sperimentazione, in relazione alla
velocita con cui procedono i processi di degradazione dei
residui colturali e dell’azoto nel terreno. Cido implica,
come evidenziato da Chalk (1998), esperimenti di lunga
durata, gli unici veramente utili a verificare sperimental-
mente se il bilancio dell’azoto di un determinato sistema
colturale basato su leguminose & realmente positivo.

Considerazioni conclusive

La crescente facilitad di accesso alle metodologie
basate sull’impiego dell’isotopo !N, caratterizzate dalla
possibilita di quantificare I’azotofissazione simbiotica in
condizioni di pieno campo, in maniera indipendente
dalla produzione di fitomassa e con misure integrate nel
tempo, ha dato un forte impulso alla ricerca finalizzata al
controllo agronomico dei fattori che limitano il processo
di azotofissazione e al miglioramento genetico di legu-
minose e relativi rizobi.
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Attraverso I’analisi delle metodologie, questo lavo-
ro intende contribuire a ridurre in tempi rapidi il gap di
conoscenze sull’azotofissazione delle principali legumi-
nose dei sistemi colturali italiani rispetto allo stato del-
I’arte internazionale.

II progetto PRIN Azotofissazione ha permesso
significativi progressi nell’acquisizione di dati sul ruolo
dell’azotofissazione delle leguminose in sistemi coltura-
li ecocompatibili. Tuttavia, al fine di ottenere indicazio-
ni tali da poter essere trasferibili alla tecnica agronomi-
ca, occorre investire ulteriormente nella sperimentazione
di campo. Per quanto riguarda gli aspetti metodologici,
la prosecuzione delle ricerche dovrebbe prevedere alcu-
ni approfondimenti sugli aspetti metodologici, in parti-
colare quelli che maggiormente sono sensibili alle spe-
cificitd ambientali, come quelli relativi alla scelta delle
specie di controllo e alla quantificazione dell’azoto ipo-
geico derivante da azotofissazione.

11 dibattito scientifico sugli aspetti metodologici &
per molti aspetti ancora aperto e le informazioni deri-
vanti da sperimentazioni agronomiche di pieno campo e
di lunga durata, sono indispensabili per la quantificazio-
ne del bilancio azotato del suolo nel medio e lungo
periodo.

A tal proposito nuovi protocolli sperimentali sono
stati sviluppati anche negli ultimi tre anni, con particola-
re attenzione all’esigenza di rivalutare il contributo del-
I’azoto ipogeo delle leguminose derivante da fissazione
simbiotica (Khan et al., 2002a, 2002b) e di ottimizzare
le metodiche esistenti per applicazioni di pieno campo
(Reiter et al., 2002).

Sono necessari approfondimenti sito-specifici anche
per verificare le possibilitd e le potenzialita di applica-
zione del metodo NA, che appare una delle strade piil
promettenti per valutazioni su ampia scala (Reiter et al.,
2002). Sono inoltre necessarie verifiche sperimentali di
pieno campo per mettere a punto una metodologia affi-
dabile per quantificare il destino dell’N fissato nella suc-
cessione colturale. Da questo punto di vista, sembrereb-
be che il metodo ID, in particolare su suoli argillosi,
possa garantire un buon compromesso tra complessita di
applicazione e affidabilita dei risultati.

E necessario raccogliere dati a livello nazionale
sulla ripartizione dell’azoto fissato tra suolo, prodotto
asportato e residui colturali, utili ad integrare le metodo-
logie sperimentali di campo con la modellistica del ciclo
dell’azoto e del bilancio del SN, che permettano di
acquisire indicazioni utili ad interpretare correttamente
la dinamica del ciclo dell’azoto nei suoli italiani e da
queste trarre le opportune indicazioni tecniche.

Da ultimo, ¢ utile riflettere sulle modalita con le
quali i risultati degli investimenti nella ricerca e speri-
mentazione sull’argomento possano essere tradotte nella
pratica agricola. Nella letteratura scientifica raramente si
trovano riscontri su analisi e bilanci condotti a livello di
intero sistema colturale, comprendendo in questo caso
anche aspetti “soft” legati al contesto socio-economico e
culturale. Questi aspetti rappresentano un ulteriore svi-
luppo degli aspetti metodologici su aspetti meno quanti-
tativi, che richiede un’integrazione disciplinare di non
facile realizzazione, ma con la prospettiva di vedere pilt
facilmente tradotte nella pratica le teorie sviluppate con
le ricerca scientifica (Roggero e Silvestri, 2002).
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