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ESTIRPES DE Rhizobium japonicum DE EXCEPCIONAL
EFICIENCIA * |

JOIHANNA DOBEREINER 2, AVILIO. A. FRANCO? e IVAN GUZMAN +

Sinopse .

Foram estudadas as regressdes entre o péso dos nédulos e o nitrogénio total nas plantas em seis
experimentos de casa de vegetagio com soja (Glyeine max (L.) Mertil) inoculada com 24 estirpes
de Rhizobium: japonicum (Kirchner) Bucfmanan. Trés destas estirpes se diferenciaram significativa-
mente das demais, apresentando coeficientes de regressio aproximadamente cduas vézes maiores. o
que demonstra dupla eficiéncia do tecido nodular.

Diferengas fisiologicas entre as estirpes excepcionais e as demais foram confirmadas pela maior
sensibilidade das primeiras a concentragdes’ crescentes de asparagina em meio de cultura.
_ O trabalho sugere a existéncia de dois grupos definidos de estirpes de Rhizobium, além dos

ineficientes, no que se refere & eficidncia nodular da soja. Diferencay continuas entre estirpes, na
eficicia global da simbiose, foram atribuldas 4 variagic continua do péso nodular formado.”

INTRODUCAO

Na selecio de estirpes de Rhizobium, a avaliagio
da capacidade de fixagio de nitrogénio, medida pelo
seu produto final dado pela quantidade déste ele-
mento 'provet_liente da atmosfera. que ¢ incorporado

ao tecido vegetal, representa um fundamento bésico. "

A’ compreensiio das diversas fases do complicado pro-
cesso da simbiose das leguminosas fornece informa-
g¢bes adicionais indispenséveis ao éxito das pesquisas
neste ramo,

Em trabalhos anteriores (Dibereiner 1966, Dibe-
reiner et al. 1966) foi sugerida a.avaliagio da sim-
biose pela regressio entre o péso dos nédulos e o
nitrogénio total nas plantas sendo o nitrogénio fixado
NF = bx, onde o coeficiente de regressio b repre-
senta a eficiéncia do tecide nodular e x o péso dos
nddulos. - Enquanto o péso nodular, além de outros
fatbres, foi dependente da genética da planta e da
estirpe de Rhizobium, a eficiéncia do tecido nodular
nio foi afetada; a ndo ser pela adubagido nitrogenada.
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"Em trabalho recente (Guzmin & Dibereiner
1968@), foi proposta a diferenciagio entre os térmos
“eficaz” e “cliciente” (effective e efficient em- in-
glés), sendo o primeiro térmo proposto Parzi a avalia-
¢do da simbiose como um todo, enquanto o térmo efi-
ciéncia seria reservado para indicar a quantidade de
nitrogénio fixado por unidade de tecido nodular.
No mesmo trabalho os autores verificaram “major
eficiéneia dos nédulos de Indigofera hirsuta quanda

ccomparados com trés outras espécies. Na inoculagio

cruzada de duas estirpes de Rhizobium isoladas de
cada uma destas espéeies nio se notou nenhuma in-
terferér_léia da bactéria na eficiéncia do tecide nodu-
lar, sendo a. diferenca na eficicia das diversas com-
binacdes atribuida a0 péso de néddulos produzidos.

Em outros ekperimentos (resultados  niio publica-
dos), com 50 estirpes de Rhizobium inoculadas em
soja perene  (Glycine javanica) e com 15 estirpes
inoculadas em Calopogonium mucunoides, observou-
se, da mesma forma, que na mesma espécie diferencas
na eficicia entre estirpes foram devidas sdmente 3s.
diferengas nos pesos nodulares.

Recentemente, entretanto, . foram encontradas trés
estirpes de Rhizobium jeponicum - que apresentam
eficiéneia excepeional, fixando, por unidade de péso
nodular, aproximadamente o débro do nitrogénic das
estirpes comuns de R. japonicum.

O presente trabalho visa confirmar a existéncia de
dois grupos de estirpes bem definidos no que se refere
i eficiéncia nodular.
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MATERIAL E METODOS

Os dados apresentados no presente trabalho foram
tirados de seis experimentos em casa de vegetagio,

‘tendo sido dois déles {85 3/43C e SS 3/103) insta-’

lados .em vasos com um solo extremamente arenoso
da Série Ecologia (Gray hidromerphic) e quatro em
vasos de “Leonard” com areia de praia lavada, usan-
do-se solugio nutritiva sem nitrogénio (SS 3/88, SS
3/99 A, SS 3/108 e SS 3/108}. Nos vasos com solo
foi feita adubagio bisica de PK, elementos meno-

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns deta]hes stbre os seis experimentos e os
coeficientes das regressGes e das correlagies podem
ser observados no Quadro 3. J4 no experimento SS
3/43C se verificou que as trés subculturas da estirpe
Ru nio se enquadraram na linha de regressio das 17
outras estirpes. . Nos experimentos subseqiientes foi
confirmada a. maior eficiéncia da’ Rs, aparecendo
ainda a estirpe CB-1809 e, finalmente, num dos ex-
perimentos, a Rua, com eficiéncia supeiior'és;demais.

QUADRO 1, Tratamentos e outros detalhes dos seiy experimentosd
S Delineamento - N de - - Variedades
N do exPHlmento experimental repetiphes Tipo de vasos de soja Trg@amentos
83 343C Blocos a0 acaso 3 Barro com solo Ecologia + Bta. Maria 20 inoculantes
. 0,5% casca do arroz
58 3/88° Fatorial 3 ¢ 3 4 Leonard com areia lavada eate- Mamouth 3 inoculantes com 3 .varie'da.dee
rilizada Abura
. Pelicano
83 3,’991&" Fatorial 2 xyz , 4 Leonard com areia lavada este- Mamouth 2 inoculantes, cothido em 2 époeas
rilizada (40 & 50 dias)
83 3/103 Blocos a0 acaso 3 fléstioos com solo Ecologia e Abura . 5 nivels de dilu-igﬁo' do solo com
com areia Pelicano areia, 5 niveis de celcdrio, 'dois
‘ ) inoculantes e duas variedades
83 3/106 Blocos'partidos ‘3 Leonard eo;n areia lavads este- Majos " 11 inoculantes, colhide em duas épo-
- rilizada cas (40 e 50 diag)
58 3108 Fatorial F Leonaed eom areia lavads nde  Delicano 3 inoculantes de Rhizobium, com

esterilizada gem triplofana, com e sem incgu-

lagdo com A:atobac!cr

»  Alguns ddstes experimentos, além dos tratamentos citados, ainda tinham outros come, p. ex, adubaglio nitrogenada, muculagﬁo com esurpes do grupo "Cow

pea” que n&o nodulou ete.” No presente trabalho, entretanto, sdmente foram usados os dados dos tratamentos clta 08, '

- b Tendo tido os experimentos 83 3/88 e 83 3/90A condlgues priticaments idénticas & por causa do pequeno nitmere de tratamentos, os dados dést.es dms
experimentos foram reunidos nos eclculos daz regressbes.

QUADROC 2 Estirpes de Rhizobium wusadas nos  diversos

" res e magnésio. Nos vasos de “Leonard” foi usada a
i experimentos e suay procedénclas

solugio nutritiva’' de Norris modificada (Guzmén &

Dﬁbereiner 1968a). Os tratamentos e outros deta- . : Local de . ' - Ano do
Estirpes usadas . ’ Inoculaglio usada 1
Ihes ‘sébre os seis experimentos sio apresentados re- isolamento : . lscolmenta
sumidamente no Quadro 1. ] -
_ . _ L. Rogs Ria, Ria IPEACH (RJ) Bem inoculagdio 1960
Os testes para a diferenciagio fisiolégica das f;stir- Ria, Ron, B7a Brasil
pes foram feitos com dois isolamentos de cada estir-' @ Ria o
pe, de nédulos retirados do expenmento SS 3/108. g;;- NG&} Braail Sem Inoculagfo 1903
Usou-se meio de cultura liquide {meio 79 de b8 & -
q (meio 79 de Fred Riia, Rsib © Rpte Brasil Inoe. miste SARGS 1063
& Waksman 1928} com meia dosagem de extrato de . S
leved filtsda e o . Ris Brasit Sem inoculaglio 1964
evedura filtrada em um “filtro de Seitz”" e dile- Ra Brasil fom inoeulagio 1066
rentes dosagens de L, D-asparagina, em frasco de Hyhs Rriae Riza  Vioss (MG) Inoculants
Erlenmeyer de 125 ml, incubados em temperatura Bysa # Risa - Brasil vindo dos EUA 1964
ambiente num agltador-mtatwo. A densidade 6tica Rss @ Rey Rio Pomba (MG) . Sem inoeulagfio 1968
foi medida num fotocolorimetro Klett e Summerson’ 2'“]11 ; GARGS 1068
g . ) i misto
com filtro de 540 mp descontando-se a densidade . Rag et . ooc. e .
R CRB-1705, CB-1802 CSIRO (Briebene) Enviado pelo :
Gtica das testemunhas correspondentes. & CB-1800 © Austrélia Dr.. D.0. Notris 1966
" As estirpes usadas e suas procedéncias sio apre- CB-1003 - Austrélia Enviade Telo
Dy, D,0., Norris 1965

sentadas no Quadro 2.
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Na Fig. 1 sio apresentadas as linhas de regressio
dos quatro experimentos feitos em vasos de “Leonard”
com areia de praia lavada. Verifica-se uma concor-
dincia surpreendente entre os dados obtidos nos dife-
rentes experimentos, sempre aparecendo num grupo
as trés estitpes excepcionais e as restantes em outro.
As diferencas entre os coeficientes de regressio (Qua-
dro 3) das estirpes excepcionais.e das comuns de
cada experimento foram altamente significativas en-
quanto os testes ¢ aplicados entre as linhas de cada
grupo nio mostraram significincia.

Exp 55 3/99 & ¢ 55 3788
300 - _— o E3p. 58 34108
cemwm E30.93 3108

| dos plantas em mQ/yase

Kitzpgunia tola

Péso dos nédu'or em myg / voso

FIG, 1. Hegressfes das estirpes normais (b} e das
execepeionais (a), dos experimentos em vasos de “Leonard”
com greiq,

Na Fig. 2 sio apresentadas as linhas de regressio
dos dois experimentos feitos em vasos, com solo.
Como esperado, nota-se nestes uma variagio maior
devida a fatdres incontroldveis, mas mesmo aqui os
coeficientes de correlagio sfo altos {Quadro 3). O
ponto “a” das regresses, que equivale ao nitrogénio
proveniente do solo e das sementes, foi mais alto
nestes dois experimentos devido ao maior teor de
nitrogénio do solo, sendo o do experimento SS 3/43C,

Exp. 55 3/43 C
______ Eaxp. S5 3/103

3007

200

00

enio total das platas (mg/ve-o)
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2
b
z

T T —

[ 200 400 600

Péso dos noddulos em mg / vaso
FIG. 2. Regressdes entre o péso dos nddulos ¢ o N total,

de planigs inoculadas com estirpes normais (b) e excepeionais
(a), em solo.

QUADRO 3. Equagdes das ragressies e cocficientes de correlagdo {r) entre o péso dos nédulos e o
nitrogénio tolal nas plantes de soje (Glycine max) inoculades com estirpe de R. japonicum de eficiéncia
normal e excepcional e testc t para as diferencas entre ox cocficientes das tegressdes

Experimento Estirpes usadag

Eficiéncia Equagties das retas Coef. correlaciio Teste (t}
88 a/ac Resa, Roap € Rsdo Excepeionzl Y = —3,246 -+ 0,436% 0,08+
88 3/43C CB-1003, Raa, Ria 6,505+*
Ria, Rsay Bear R7a
Ray, Riga, Ridas Normal Y = 20,763 + 0,210X 0,85%
Rysar Risy Agas RTis
NGia; 8Mg, & BM),
B8 388 Rsgy 6 OB-1809 Excepeional Y = 6,252 4 0,427% 0,76+
83 3/994 CB-1809 2,49*
85 288 SMyp Nortzal Y = 8,060+ 0,240 0,03
BS 3/09A " i i
88 3/103 Rstg Excepcional Y = 53,753 4- 0,279% 0,70% 2,92v
88 3/103 SMyb Normat Y = 53,876 4 0,185X 0,90**
88 3108 Radas Bsta Excepcional Y = 12,556 4 0,364 0,92
CB-1809% ¢ Rua .
83 3/100 CB-1795, CB-1082 4,36™
Rss, Bss, Rap. Normal Y = 11,220 + 0,216 0,06*
. Ry e 8Myy, T
89 3/108 Rita Excepeional Y = =-2,000 4 0,350¢ 0,86** 3,557
S8 3108 8Min e Roa Normal Y == 10,388 + 0,186 0,96**

\
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no qual foi usada casca de arroz, que causou a imo-
bilizagdo de parte do nitrogénio do solo, mais baixo
do que o ponto “a’ do experimento SS 3/103..

Como na Fig, 1, também nestas regresstes a dife-
renga entre os coeficientes de regressio dos dois gru-
pos dé cada experimento foi significativa, notando-se
ainda, entre os dols coeficientes de regressio - das
estirpes exéepcionais dos dois experimentos, diferenga
que podia ser atribufda ao maior teor de nitrogénio
disponivel no solo usado no experimento SS 3/103.

:Os coeficientes de - correlagiio, na sua maforia ex-
tremamente altos, comprovam assim, dentro de cada
grupo de estirpes, que a quantidade de nitrogénio
fixado depende quase exclusivamente de tecido no-
dular disponivel. Apesar de alguns autores ji terem
observado a importincia do péso total de nédulos na
avaliagio da simbiose (Bowen 1959, Dicbereiner ef
al. 1966}, persiste a idéia de que as diferencas entre
estirpes de Rhizobium se devem principalment_e' a
diferencas na sua eficiéncia nodular e que esta efi-
ciéncia varla em escala continua (Nutman 1965).
Admitindo-se -isto, seria dificil obterem-se regressdes
como as déstes expenmentos e de outros apresenta-
dos em trabalhos anteriores (Diobereiner et al. 1966,
Guzmin & Débereiner 1968a)

Em Jugar de uma escala continua de eficidncia dos
nédulos, o que parece existir na soja sdo trés linhas
bem definidas, sende uma para nédulos: ineficientes,
sem hemoglobina (Débereiner et al. 1966), uma para
a majoria das estirpes aqui chamadas “normais™ e
uma terceira para algumas estirpes excepcionais, Va-
riagBes continuas entre estirpes de Rhizobium e ainda
efeitos das variedades de soja e outros fatbres que
sem davida, existem, seriam . entdio, antes de tudo,

devidas 3s - variacGes continuas do tecido nodular’

disponivel.
) Corﬁparando-se os coeficientes 'de " regressio no
Quadro 8, verifica-se, ainda, que oz das estirpes ex-

cepcionais sio sempre aproximadamente duas vézes

maiores que os das estirpes normais. Em outro traba-
lho (Débereiner 1963), calculou-se a quantidade de
tecido nodular necessiria para atingir 100 mg de
nitrogénio em plantas de feijio (Phaseolus vulgaris)
chegando-se & conclusdo de que uma_ das ‘estirpes
necessitava o dbbro do tecido modular da outra, su-
gerindo a hipdtese de que existe mais de uma enzima
envolvida na fixagSio do nitrogénio livre do ar.

A existéncia, na soja, de dois grupos de estirpes,
bem distintos em relagdo & eficiéncia nodular, dificil-
mente poderia ser explicada pela maior ou menor
percentagem de células com tecido bacterdide de
maior ‘ou menor longevidade, hlpétese esta sugerida
por Chen e Thomton (1940) "como exphcagao das
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diferengas na eficicia entrs estirpes de Rhizobium, .

pois estas seriam continuas. Pela mesma razéo, ‘a
concentragio de leg-hemoglobina, como proposto por
Virtanen et al. (1947), ndo deveria ser a causa, ape-
sar de possivelmente ser uma conseqiiéncia.

Parece mais provivel que a causa desta diferenca

seja encontrada nos “sistemas enzimdaticos da fixagdo

de nitrogénio em si ou ‘da incorporagio déste ele-
mento.
funcio linear da quantidade de nitrogenase, {Xock
& Evans 1967} (8,47 mp moles de NH./minutos/mg
de proteina (enzima), a diferenciagio em dois gru-

pos definidos requereria duas taxas, isto &, duas en-

zimas diferentes possuindo uma delas eficiéncia maior,
ou entio, agio simultinea onde a presenca de uma
enzima adicional nas estirpes excepcionajs dobraria
a taxa de fiza¢io de nitrogénio, Por outro lado, foi
observado por Bergersen e Turner (1967) um au-

mento de 10 a 15 vézes na taxa de sintese da ambnea’

com a adi¢ie de succinato ou . fumarato, mdxcando
que a atividade da nitrogenase ndo foi o fator limi-
tante, mas sim, o substrato

-Kennedy et al, {1966} encontraram dehidrogenase

glutdmica na fragio de bacterdides em nédulos de.

Ornithopus sativus e sugeritam que o bacterbide seja
capaz de proporcionar a aminagio do Acide © ceto
glutirico em 4cido glutimico.  Anilogamente se po-
deriz imaginar que na soja o fumarato serviria como
receptor da amédnea na sintese do Acido aspdrtico,
No trabalbo de Bergersen e Turner (1967) isto nio
foi confirmado - porque, nas condigbes em que os au-
tores trabalharam, isto é, com bacterdides lavados e
em suspensio em ambiente anaerfbio, nio houve sin-
tese de.aminodcidos, apesar®de ter sido observado
antes {Kennedy 1968) que a amdnea fixada & ime-
diatamente incorporada em o amino-icidos, quando

o tecido nodular estd intacto. Surge daf outra hipé-

tese alternativa para a explicagiio dos dois grupos
definidos de eficiéncia: Wierenga (1958), compa-
rando - plantas de ervitha (Pisum . sativum) inocula-
das com estirpes de-eficAcia diferente, notou a pre-
senga de asparagizia ‘sbmente na seiva das. plantas
inoculadas com um grupo de estirpes que fixavam o
débro, .ou mais, do N fixado pelas demais, sem entre-
tanto tomar em consideracio o péso de nédulos, indis
pensével para se avaliar taxa da fixagio. Poder-se-ia
imaginar, em nosso caso, que, nas estirpes excepcio-
nais, a' presenga adicional de’ uma asparagina-sinte-
tase, além da aspartase, proporcionaria. dupla dlSPO-
nibilidade de receptores, dobrando assim a taxa.de
fixagdo ‘de nitrogénio e a eficiéncia dos nédulos,
aparecendo como produte final asparagina em lugar
de dcido aspértico. O que fol dito para 4cido aspar-

Sendo a taxa de sintese de amdnea uma-
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tico e asparagina poderia, da mesma forma, se aplicar
a0 #dcido glutdmico e glutamina. Kennedy {1966}
estudou em Ornithropus sativus a velocidade da in-
corporagio de Ny no radical amina e no radical
amida da glutamina, observando, apdés 8 minutos,
decréscimo na taxa do aparecimento de N¢°* no radi-
cal amina, enquanto a taxa da sintese da amida con-
tinuou em aceleracfo, indicando terem sido reacBes
adicionais.

Nos experimentos de Bergersen e Turner (1967},
a adigio de succinato a uma suspensio de bacterdi-
des lavados aumentou de 10 a 20 vézes a taxa de
shttese de amédnea, enquanto que a absorgio de O,
foi aumentada apenas 50%. Se a fungio de leg-hemo-
globina, como proposto por Bergersen e Turner
(1967}, é o transporte de O: sem elevar o potencial
de éxido-reducdo, o aumento de duas vézes da taxa
de fixagio de nitrogénio, em nosso caso, acarretari
um aumento da ordem de 5-10% no teor de leg-he-
maglobina. Experimentos com as mesmas estirpes de
Rhizobium japonicum (Pedrosa et ol 1963) de-
monstraram em média uma concentracio de 13%

150+

______ €atirpos normais
Estirpor excepcionais

100

od1ica

5

Densica 6«

£B-1809

£a-1735

254

+ 3 s T
Concentragdes de asparagina em mMol/litro
FIG, 3. Desenvolvimento de diversas estirpes de Rhizobium
em meio de culture durante 17 dins em presenga de 3
concentragfes de asparagina.

a mais de hemoglobina nos nddulos formados pela
estirpe Rsia do que nos formados pela estirpe SMus.

Dever-se-ia esperar que diferengas fisiolégicas entre
estirpes  excepcionais e normais fossem mais facil-
mente identificaveis do que diferengas continuas entre
estirpes em relagio 4 sua capacidade de formar nédu-
los, a qual, por sua vez, ainda dependeria mais da
planta do que o préprio processo da fixacdo de nitro-
génio. Foram, por isto, isoladas duas subculturas dos
nddulos de cada um dos tratamentos do experimento
58 3/106, as quais foram testadas em diferentes meios
de cultura. Nas Fig. 3 e 4 se observa uma maior
inibigio, por dosagens crescentes de asparagina, das
estirpes com eficiéncia excepcional do que das de
eficiéncia normal, Observages indicando maior ini-
bicdo pela triptofana, de estirpes mais eficazes de
Rhizobium leguminosorum, tinham sido feltas por um
dos autores (Guzmin 1566).

100+
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Concearrgides e ospataging em Mol / litro

FIG. 4, Desenvoloimento em meio de culture durante 8
dias, de diversas estirpes de Rhizobium, em presenga de trés
concentragdes de asparaging: Médias de duas repetigdes
(Isolamentos) ,

Mesmo que, dependendo do tempo de crescimen-
to, os efeitos da asparagina ainda tenham sido um
tanto varidveis, parece patente uma diferenga fisio-
légica entre os dois grupos de estirpes e provivel.
mente outras existem. A elaboracio de um método
para diferenciar estirpes excepcionalmente eficientes
em testes de meio de cultura tem destaque eminente
e, pelos resultados aqui apresentados, nio parece estar
longe.

Fesq. agropec. bres. 5:155-181, 1970
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- Além do interdsse tedrico, o destaque das estirpes
de eficiéncia excepcional, parece ter importincia emi-
mente na pritica. As estirpes Ry e Rua tém-se desta-
cado em virios dos experimentos de selecio que rea-
lizamos, estando sempre entre as melhores. A estirpe
CB-1809 é a recomendada pela Commonwelth Scien-
tific Industrial Research (CSIRO) em 1968 e foi
classificada como “outstanding™ (Norris 1967), atin-
gindo a maijor fixagdo de nitrogénio em 5 variedades
de soja. Isto indica que a eficiéncia maior de tecido
nodular proporciona maior fixacio de nitrogénio glo-
bal mesmo em condigéies naturais, possivelmente de-
vido ao menor volume nodular necessirio para atin-
gir o mesmo produto final.

Além do aparecimento. de estirpes com eficiéncia
maior, surge no presente trabalho outro fator a ser
considerado a0 se usar o método proposto de ava-
liagio da simbiose pela regressio do nitrogénio total
sbbre o péso dos nédulos (Diobereiner 1966, Dibe-
reiner et al. 1966). Naqueles trabalhos foram apre-
sentados resultados de experimentos de campo e de
vasos com solo, nos quais, para se obter uma re-
gressio linear, os valores relativos ao nitrogénio total
foram colocados em escala logaritmica. Nas Fig. 1 e
2 podemos observar que isto nio foi feito no pre-
sente trabalho. Isto porque dos seis experimentos rea-
lizades, quatro o foram em areia ¢ dois em solo
extremamente arencso, e déstes, um, ainda, em dilui-
¢do com areia. A tendéncia de aparecerem regres-
soes lineares nos experimentos realizados em areia
j& tem sido observada (Guzmin & Dobereiner 1968h
e virios outros trabalhos ndo publicados), o mesmo
nio sucedendo com solo, o que se deve possivelmente
4 maior disponibilidade de nitrogénio nestes tltimos,
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STRAINS OF Rhizobium japonicum WITH EXCEPTIONAL NODULATION EFFICIENCY

Abstract

. Regressions for total plant nitrogen with nodule weight were studied in six greenhouse experiments with
soybeans inoculated with 24 Rhizobium straivs. Details on the experiments and the origin of the strains are

summarized.

In all experiments, all strains except three formed a single regression line indicating that differences in
effectiveness were due to differences in the amount of nodules produced, thus confirming former observations.
However, three strains (CB-1809, R-34 and R-11) when separated presented regression line with a coef-
ficient about twice as high as the other strains. These strains showed higher nodule efficiencies than had
been observed with other strains, and therefore were called exceptional. The regressions of normal and ex-
ceptional strains in four experiments using sterilized sand cultures showed surprising similarity. The two soil
experiments showed variations but there were still two well defined regressions with significantly different

slopes for the normal and exceptional strains.
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These observations indicate the existence of three distinct levels of nodulation efficiency among soybean
strains: Unefficient, normal and exceptional in the ratio 0:1:2. Continuous differences between strains in
‘overall effectiveness would then be due to differences only in the amount of nodules produced, and not as
is' generally assumed, to varying nodulation efficiency. The implications of this in the mechanism of nitrogen
fixation are discussed. The existence of an additional enzyme leading to asparagine or glutamine instead of
the simples aminos, which would reduce to about half the need of carbon sceletons as NHe-acceptors, wag
suggested as an explanation of the doubled ratio in nitrogen fixation, in nodules formed by exceptional
strains.

The three exceptional strains are outstanding also in overall effectiveness, even under field conditions, pos-
sibly because of their lower need of nodule tissue in order do obtain the same nitrogen with fixation, The
in vitro sclection of exceptional strains, those with doubled nodule efficiency, seems more promising than
selection of strains which form more nodule tissue. The increased sensitivity of exceptional strains to
asparagine indicates physiological differences which can be detected in culture medium,
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