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Sinopse

Foram feitos dois experimentos em casa de’ vegetagfio, empregando vasos de Leonard esterili-
zados, com quatro variedades de soja {Glycine max (L.) Merril) inoculadas com uma estirpe de

_Rhizobium japonicum considerada normal - {SM1b)} e outra de eficiéncia excepcional (R54a) para
_se estudar a correlagio entre o teor de leg-hemoglobina e de molibdénio dos nddulos e a fixaclio

simbidtica de nitrogénio, ‘ ‘
Enquanto a fixagio de pitrogénio por grama de nddulos foi aproximadamente o débro com a
estirpe excepcional, o teor de leg-hemoglobina dos nédulos por ela formados foi em média 27%
maior, sendo, mesmo assim, altamente signifieativa a diferenga entre as duas estirpes, nos dois
experimentos. Entretanto, nas plantas inocnladas com a mesma estirpe, nio houve correlagio entre

o teor de leg-hemoglobina e a eficiéncia nodular.

O teor de molibdénio dos nédulos formados pela estirpe excepcional R54a, foi, aproximada-
mente, duas vézes maior que o dos ndédulos formados pela estirpe normal SMIb, correspondends,
assim, 4 diferenca na eficiéncia nodular entre as duas estirpes. : :

INTRODUCAO

A importincia da leg-hemoglobina (LHb) na fixa-
¢do simbidtica do nitrogénio pelas leguminosas foi
demonstrada e estudada detalhadamente por Virtanen
et al. (1947), tendo os referidos autores encontrado
uma correlacio entre o teor de LHb nos nédulos e
‘a quantidade de N fixado e verificando, ainda, que
_sdmente nédulos que fixam nitrogénio contém LIb.

Esta, no tecido nodular, encontra-se dissolvida no in- .

terior do envelope membranoso, junto aos bacterdides
{Bergersen & Turner 1967}.

Recentemente, Bergersen e Turner (1967), traba-
lhando com N:* e bacterdides separados em atmos-
fera de Argdnio e lavados, comprovaram que a redu-
¢io do N: a NH, se d4 no bacteréide. Como a adigio
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"de LHb 2 fragio de bacterdides lavados mnfio alterou

a taxa de fixagBo, sugeriram os referidos autores que
a fungio da LHb na fixagfo seja a de transportar
oxigénio do envelope membranoso ao bacterbide, for-
necendo déste modo o Q. necessdrio A respiragio do
bacterbide com uma velocidade maior que a da
simples difusio (Scholander 1960) e mantendo a

-presso parcial de oxigénio em nivel baixo, favordvel

ao processo de fixagdo. Com isto, Bergersen e Tur-
ner (1967) revogaram a hipétese anterior (Berger-
sen 1965} de que a LHb funcionaria no transporte
de elétrons do bacterbide ao envelope membranoso,
onde se verificaria a reducio do Na. Koch et ol
(1967) isolaram de nédulos da soja a nitrogénase,
enzima responsive]l pela redugiio do Ny a NH,, 'que
¢ inativada na presenca de oxigénio,

Além da de transportadora de oﬂgénio proposta
por Bergersen e Turner {1967), foram atribuidas &
LIb cutras fungdes como a de transpoi‘tar N: ao
bacteréide ou de eliminar o Qs evitande assim a
inibicio da nitrogenase pelo oxigénio (Burris 1966).

Van Schreven (1958), revendo o papel do molibdé-
nio, necessirio em quantidades minimas para redu-
¢do do nitrato a aménia em todos os vegetais, citou
os trabalhos de Bortels (1930) que verificou pela

: )
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primeira vez a necessidade de Mo para a fixagio do
nitrogénio nas hactérias, simbidticas ou’ ndo.

Mulder (1954) verificou que o némero de nédu-

los no trevo e na alfafa cultivados em solos deficientes ~

de molibdénio foi superior a0 dos cultivados em solo
suprido de Mo e que os nédulos das plantas culti-

.vadas em solos deficientes eram amarelados, enquanto

que os das plantas cultivadas em solos com suficiente
Mo eram de cdr avermelhada, mdwando maior con-
centragio de LHb,. .
Segundo Burris (1966}, a nodulagao ocorre com
ou sem adigio de molibdénio, mas a fixagio do Na
s6 se verifica na presenga do molibdénio. Em traba-
Ihos recentes, Mortenson (1965, 1966} descreveu as
propriedades da nitrogenase, que é o complexo enzi-
mético, responsavel pela reduciio do N, a NH, for-
mado por duas metalo-proteinas, uma contendo ferro
e a outra ferro e molibdénio na proporgao de 6:1.
Dibereiner et al. {1966} verificaram que o N total
fixado depende do péso de ndédulos presentes, tendo
demonstrado regressies altamente significativas do N
total das plantas sbbre o péso de nédulos em vérias
-Iéguminosas.
regressdes representa a eficiéncia . do tecido nodular
e que estirpes de Rhizobium variamx no sentido de
produzir mais ou menos tecido nodular, mas apresen-
tam coeficientes semelhantes. )
Observagties recentes (Dibereiner ef al. 1968),
- entretanto, demonstraram a existéncia de trés grupos
- distintos de estirpes de Rhizobium faponicum: as ine-
ficientes, as de eficiéncia normal e as de eficiéncia
excepcional. Nas anenras os coeficientes de regres-
sdo sdo’ nulos; as- estirpes de eficiéncia excepeional
apresentaram cocficientes s1gmflcatwamente maiores
que as de eficiéncia normal, evidenciando uma efi-
ciéncia nodular aproximadamente duas vézes maior.

Procurou-se neste trabalho verificar as relagSes en-

tre as concentracdes de LHb e de Mo dos nédulos e

‘a eficiéneia do tecido nodular de duas estirpes de

Rhizobium fapomcum sendo uma normal e “outra

de efxclencm excepcmnal

MATERIAL E l\IETODOS

Foram reahzados dois expenmentos em casa de ve-

getagio usando vasos de Leonard com areia esterili-.

zada. Foi usada soluciio nutritiva de Norris (1964)
modificada por Dobereiner et al. (1968).

O primeiro experimento incluia quatro variedades
de soja (Glycine mex (L.} Merril) inoculadas com
duas estirpes de Rhizobium japonicum, langadas em
blocos ao acaso com oito repetigies. Destas repeti-
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Conclufram que o coeficiente destas -

¢bes, quatro foram colhidas aos 50 dias e as restantes,

aos 60 dias apds o plantic. O segundo experimento,
feito para confirmar os resultados do primeiro, cons-
tou de apenas wma variedade de soja eom as duas
estirpes de Rhizobium, em delineamento inteiramente
casualizado com 12 repeti¢Ses, seis das quais foram
colhidas aos 34 dias apds o plantio € as finais, aos 42.

0 primeiro experimento constou dos seguintes tra-

" tamentos: variedades de soja Majos, Pelicano, L-652

e N-45-2094, inoculadas com as estirpes de Rhizo-
bium: SM1b de eficiéncia normal e Rb4a de efi-
ciéncia excepcional.

No segundo experimento- a variedade Majos foi

" inoculada com as duas estn‘pes de Rhizobtum citadas

acima.

Os nédulos foram destacados, lavados, secados su-
perficialmei-nte com papel absorvente, contados e pe-
sados. Em alguns désses nédulos, apds a pesagem,

ol determinado o conteddo de LHb. As plantas e

os nédulos restantes foram secados em estufa com
circulagio de ar & temperatura de 60°C,

0’péso séco total dos nédulos foi obtido pesan-

.do-se os nddulos nfo utilizados para a extracio da

leg-hemoglobina, antes e depois da secagem a 60°C
e calculando-se um fator de correciio médio para cada
estirpe de Rhizobium em cada época. Os pesos fres-
cos totais dos nddulos, multiplicados por &sses fat-

. res, resultaram nos valores de péso séco de nédulos

apresentados nos Quadros. A eficiénela nodular foi
obtida pela regressio do nitrogénio total sbbre o
péso de nddulos secos (valores do coeficiente b, Fig,
1). Os valores de eficiéncia nodular individuais apre-
sentados nas Fig. 2 e 3 foram obtidos pela divisio

~ do nitrogénio fixado pelo péso de nédulos secos de

cada vaso. O nitrogénio -fixado foi calculado sub-
traindo-se do N total o valor “a” da regressio dos
respectivos experimentos. :

— Enp. 2 entre byabgi. 6380
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FIG. I. Regressies do N total s&hrg o péso séco de nédulos,
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Dosagem da leg-hemoglobina

Foi usado o método proposto por Wilson e Reise-

nauer (1963} com algumas modificagfes. Foram pe-

sados - 200-300 mg de nédulos frescos, colocados em
um gral com 2 ml de solugio Drabkin e macerados.
O material foi transferido para tubo de centrifuga de
10 ml levando-se-o gral com 1 ml de solugio Drab-
kin, Foi feita uma centrifugacio durante 15 minutos
a uma aceleracio de 200 vézes a da gravidade. O
sobrenadante foi entdo transferido para tubo de ensaio
‘de’ 10 ml e feita outra centrifugagio igual, apds
acrescentar a0 residug 1 ml de solugio Drabkin e
agitar. O sobrenadante da segunda centrifuegacfo jun-

to com o da primeira foi completado para 5 ml e .

transferido para tubo de ultracentrifuga e centrifugado
Jdurante’ 15 minutos com uma aceleraqao correspon-
dente a 20.000 vézes a da’ gravu]ade
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. Correlugdo entre eficiéncin nodular e a percentagem
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FIG. 3. Correlagido enire eficiéncia nodular e o teor de

.. molibdénio nos nddulos.

A intensidade da cor vermelha da leg-hemoglobina
foi medida num espectrofotémetro Bausch & Lomb
com radiagfio de comprimento de onda de 540 mp
-usando solugho Drabkin como “blank™. A curva pa-

" rimetria e nas seguintes reagbes:

drdo foi feita usando sangue humano hemolisado a
1:5 com 4gua, no qual foi determinado o ferro pelo
método Connery e Briggs (1962). A LHb foi caleu-
lada a partir do ferro, admitindo-se o teor de 0,344%

_ de Fe na hemoglobina.

Dosagem do nitrogénio

As plantas foram secadas a 60°C e moidas sendo
que no primeiro experimento a parte aérea e raizes
de cada vaso, apds homogeneizadas, representavam
uma amostra.” No segundo experimento, ralzes e
parte aérea foram moidas separadamente e analisados

" 0s seus teores de nitrogénio total das raizes e parte

aérea. Neste tipo de anilise, os valores de N total

_ obtidos foram pouco mais baixos do que no primeiro

experimento, possivelment'e devido 20 fato de que, na
hora da pesagem de amostras contendo folhas e rai-
zes, as flhas, mais leves e que contém mais N, ten-
dem a sair mais ficilmente do sagquinho do que as
raizes, mais pesadas.

O nitrogénio foi determinado pelo método de Kjel-

‘dahl (semi-miero), usando-se HgO como catalisador

para a digestio,

Dosagem do molibdénio

O método usado é devido a Jonhson e Ulrich
{1959) com algumas modificagtes. Baseia-se na colo-
O Mo reage com o
tioclanato em solugho 4cida ma presenca de agentes
redutores tais como o SnCl, dando coloragic “Ambar”.
O complexo formado [Mo (NCS).| é extraido da fase
aquosa com uma mistura de tetracloreto de earbono
e 4lcool isoamilico (1:1 vol) que possui uma den-
sidade aproximada de 1,19.

Digestio tmida. Em frascos de Kjeldahl foram colo-
cados  300-400 mg de amostra com 2 ml de HNO,
(densidade 1,42) misturando-se durante 10 minutos.
Aqueceu-se brandamente até uniformizar o material

(15 a 30 minutos}. Apds o resfriamento, adiciona-

ram-se 3 ml de HCIO, (70-72%), gita a gétg, agi-

-tando-se apéds cada adigio; reaqueceu-se brandamente

até safrem fumos brancos e manteve-se o aquecimen-
to até o liquido tornar-se limpido e incolor.

Desenvolvimento da cor. O material digerido foi
transferido para funil ‘de separagio completando-se
o volume para 45 m! com H.O destilada.” A seguir
a amostra foi saturada com a solugio extratora (tetra-
cloréto de carbono -dleool isoamilico 1:1). Deixou-se

" repousar por 15 minutos e eliminou-se a solucio ex-

tratora; acrescentou-se 1,0 mi de tiocianato de sédio -
{(30%), 1,0 ml de cloreto estanoso (40%) e 3,0 ml

Pesq. ugropec. bras. 5:373-379. 1970
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da solugio extratora, homogeneizando-se apds cada
adigio. Agitou-se vigorosamente durante 2 minutos,

_relaxando 'a pressio. gquando necessdrio; apés 15 mi-
nutes de repouso o material foi transferido para tubo
de ‘espectrofotdmetro e medida a absorgio com com-
primento de onda de 470 mp usando 4gua destilada
como referéneia,”

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das diversas determinagbes do pri- -

meiro experimento podem ser apreciados no Quadro
1 e as suas andlises de varidncias no Quadro' 2, e as
do segundo, nos Quadros 3 & 4. Nos Quadros 1 e 3
verifica-se, em primeiro lugar, maior péso de né-
dulos nas plantas inoculadas com a estirpe SM1b,
tendo sido altamento significativa esta diferenga’ em
relagio A estirpe R34a nos dois experimentos (Qua-
-dros 2 e 4). Quanto ao némero de nédulos, nio
houve diferenca’significativa, indicande com isto, nio
haver diferencas quanto a capacidade' dé induzir a

.

QUADRO '1,

nodulagio, mas sim no que se refere ao desenvolvi-
mento dos mesmos.

Nos resultados relativos ao mtrogemo total nas plan.

. tas, que representa uma medida do nitrogénio fixado,

verificamos que as duas estirpes novamente se dife-
renciaram, com a estirpe R54a-fixando significativa-
mente mais nitrogénic que 2 SM1b. FEstamos nova-
mente - frente ao fendmeno destacado em trabalho
recente (Dobereiner ef al. 1963), de uma estirpe ex-
cepcional, que demonstrou maior fixagio de N em
menor quantidade de tecido nodular. Naquele tra-
balho, além da R34a, apenas duas outras estirpes se
apresentaram como excepcionais numa colegio de
24. O menor péso de nédulos nas plantas inoculadas -
com a estirpe R54a poderia ser conseqiiéncia da maior
eficiéncia do tecido nodular desta estirpe, uma vez
que, segundo Nutman (1965), a planta controla o
desenvolvimento do tecido nodular de acérdo com
suas necessidades de nitrogénio. Em favor desta hi-

potese pode-se ainda citar que, quanto ao péso de

Efelto da inoculagio de duas estirpes de Rhizobium japonicom em’ quatro vawedades de
o . soja em duas épocas de colheita (1.0 expenmento)
. Variedades Rhizcbium - fpoeas' de  Nimero de Peaa' séeco  Péso ‘frest:o Teor de I:Hb Teor c}e Mo  Teor de N N totat
do soja i ponicum colheita nédulos de nédulos  de nidulos (% em nédu- nos nédulos . na planta (e
Japo . (diag) por vasa® {mg/vaso) (mg/vaso) los secos) aecog? (epm) (%%} rn_ vaso) .
Majos EMIb . B0 "B - 345 2285 . 62 1944 275 - 133
8MI1b 60 0z . 1049 - 3 605 3,3 - 2,49 248
Ri4a 50 . 104 ) 287 1 862 8,3 . 32,70 3,24 185
B Rida 60 115 618 2572 40 - 2,44 o244
Pelicana 8M1b 50 . 1m 236 2132 . ex 18,79 285 119
: SMIb 60 80 - 870 3 550 43 ’ —_ 2,35 173
Rb4a 80 . 113 - 294 1 042 . 7.0 - 41,77 . 2,86 - 150
.o Rida &0 122 1] 2 665 59 = 230 215
L85 SMib .. &0 8. 353 L2185 5 22,67 2,84 128
B8M1b 60 - 100 ‘1 3 084 34 - - 2,57 223
R34a 50 o1 203 2050 (A L4 2,61 141
RSt~ . 60 m 688 8 180 60 - - 2,75 ous
N 45-2004 © sMib - 0 0® 331 2139 D14 24,73 277 C s
- BMI1b Lili] - 13t 1140 4 410 3.6 L — 2,61 234
R5da L 90 215 1 506 S 08 79 - 205 ¢ - 156
Ri4a i) i07 560 2 327 56 _ 2,84 . _299
8 Cada valor do quadro acima & média de 4 vasos (8 plantas)
b Nso foi determinado o tcor de Mo na 2.+ épm:a
QUADRO 2. Andlise de varidncia dos dados apresentados no Quadro I (valores F)
F. Vaingto . GL- Niimero de Péso séco % N © N total Teor do LH  Teor de Mo
" ' néduloa dos nédulos : :
Vasiedades 3 L2t L 1,18 3.06° 86" 41
Rhizobtum 1 2,00 ¢ © o 06,90% 3,10 . 12,26" a5 82,27 -
Idade 1 — . 286,21%* o 28,010 79,78 015,45 T ==
Var. x idade 3 L4 . . 207 BT LI 192 - 2,02¢ -
Rhizobium x var. 3 — 1,34 - — 182 - —_
Rhizobium x idade i

-_— 34,54
" Residuo R :

2,29 . - — c—-
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QUADRQ 3. Efeito da inoculagio de duas estirpes de Rhizobium japonicum na evariedade de sofa Majos
em duags épocas de colheita (2.° Experimento) .

Rhinbi Tpoca de Péso aco de Péso frésco Nitrogznio o, Nitrogénio Teor de LED

Suabium colbeits nédulos ¢e nbdulos total - (% em nédulos
Japonicum (ding) {mgfvaso) (g/vaso) (mg/vazo) Parte adrea  Raluea - Bepos)
SM1b 34 330 1,741 56,3 2,36 1,46 3,50
42 787 2,089 104,7 2,12 1,58 2,94
Nsda 34 223 " 1,204 66,7 2,02 1,61 4,30
42 534 2,068 155,7 2,62 1,73 3.88

Observagdo: Cada valor acima 6 média de seis vases (12 plantas).

QUADRQ 4. Andlise de varidncin dos dados apreseniados no
Quadro 8 (Valores F)

Péso séeo doa  Nitrogénio

F. de variagfio GL nédulos . total Teor de LHb
Rkirobium 1 33,40 13,80 50,67+
Tpocas 1 151,00%* 60,03** 22,30%*
Residuo 21 -_— _ -

nddulos, a diferenga entre as duas estirpes se acen-
tuou com o tempo.

Como se verifica na Fig. 1, os coeficientes das re-
gressbes do N total sébre o péso séco de nddulos
fque meden a eficiéncia nodular sio significativamente
diferentes nos dois experimentos (t = 4,92* e

= 6,35" respectivamente}, confirmando o cariter
excepmonal da estirpe R54a que fixou aproximada-
mente o débro de N por unidade de tecido nodular
com a estirpe normal $M1b,

A diferenga entre os dois experimentos no que se
refere ao ponto “a”, isto &, altura em que a linha
de regressio corta o eixo y, independentemente da
sua inclinagio, pode ser atribuida a diferengas na
amostragem para a andlise do nitrogénio como foi
citado em Material ¢ Métodos,

Quanto ao teor de leg-hemoglobina nos nédulos.
(Quadros 1 e 3), verifica-se uma maior concentra-
¢do desta substincia nos nédulos formados pela es-
tirpe R54a, nio havendo, porém, proporcionalidade
entre &ste pequeno aumento e a maijor fixagio de N
por esta estirpe. Virtanen ef al. (1947} observaram
uma correlacio entre a concentracio de LHb nos
nodulos e a quantidade de N fixado, porém, Ber-
gersen (1961), trabalhando com treve, sugeriu que
esta correlacio se deve ao volume de tecido bacte-
rdide em funcienamento no nédulo e nio i concen-
tragio de LIIb em si. Neste caso, a concentragio de
hematina {componente da LHb) seria um indice do
volume nodular em funcionamento. Désse modo, a
percentagem em volume de bacterdides no tecido no-
dular determinaria a sua eficiéncia.

Se procurarmos na Fig. 2 a correlagio da concen-
tragio de leg-hemoglobina nos nédulos com a eficién-
cia do tecido nodular, nas duas estirpes de Rhizo-
bium, verificamos que a estirpe R34a, com a mesma
concentracdo de leg-hemoglobina fixou maior quan-
tidade de nitrogénio que a estirpe SM1lh. Um au-
mento de 27% em média, da concentracic de leg-
hemoglobina na estirpe R34a correspondeu a um
aumento de 136% na quantidade de nitrogénio fixado
por g de ndédulos secos. Por outro lado, observa-se
ainda na Fig. 2 que a concentragio da leg-hemoglo-
bina ndo mostrou correlacio com a eficiéneia nodular
quando cada estirpe foi observada separadamente
{r=02¢r = 0,08 para as estirpes SM1b e R34a,
respectivamente). Estas observagbes estio de acdrdo
com trabalhos mais recentes de Bergersen e Turner
(1967}, pelos quais a adigio de leg-hemoglobina a-
bacterbides lavados nio teve efeito algum sbbre a
taxa da fixagio de N, afastando-se assim a hipétese
de que a leg-hemoglobina seja diretamente envolvida
na fixagio do Ni: em NHa. Os mesmos autores atri-
buem-lhe, porém, uma func¢io essencial, mas com-
plementar, de transportar O; com uma velocidade
oito vézes superior dquela que se verifica por simples
difusio (Scholander 1960), fornecendo assim o oxi-
génio necessirio & respiragio dos bacterdides sem
elevar & pressio parcial de O: no interior do envelope
membranoso a niveis incompativels com o funciona-
mento da nitrogenase. Bergersen e Turner (1967)
observaram que um aumento de 10 a 15 vézes da
taxa de fixaglio de nitrogénio, provocado pela adigio
de succinato a uma suspensio de bacterdides lava-
dos, foi acompanhado de um aumento de 40 a 50%
na absorgio de O:. Um aumento médio de 136%
como o observado na eficiéncia nodular de estirpe
excepcional (Fig. 1) acarretaria, por um cileulo apro-
ximado, um aumento da ordem de 9 2 13% da ne-
cessidade de oxigénio, Nos dois experimentos reali-
zados a concentragio de LHb nos nddulos da estirpe
excepcional R54a, foi em média, 27% maior que a
da estirpe normal.
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Este valor, apesar de mais alto, também nfio corress

ponde a0 aumento na eficiéncia dos nédulos. Com .

isto e admitindo’ que o aumento da taxa de consumo
de oxigénio seja dependente de um aumento equi-
valente da concentracio de LHb, os resultados do
presente trabalho vém, de certo modo, ao encontrd
da hipétese-de Bergersen e Turner (1967) de que a
-funcio da LHb seria a de transportar oxigénio nhe-
cessiifo & respiragio do bacterbide.

As diferencas altamente significativas. no teor de

Mo dos nédulos formados pelas duas estirpes (Qua-
dros 1 e 2) fornecem outra informagiio complemen-
“tar. para a compreensio das diferengas entre estirpes
normais e excepcionais. A nitrogenase se’ compde,
como 4 foi dito, de duas proteinas, uma contendo
ferro € a outra molibdénio e ferro na relagio 1:8
{Mortenson 1966). A eficiéncia nodular duas vézes
maior da estirpe R34a poderia ser conseqiiéncia da
tnaior gquantidade de nitrogenase ou entdo pela maior
velocidade do sea funcionamento. A concentragio de’
Mo dos nédulos produzidos pela estitpe RS4a foi
aproximadamente duas vézes maior que a dos nd-
dulos da estirppe SM1b falando a favor da maior
quantidade de nitrogenase nos nédulos daquela es-
tirpe ou entio de uma outra enzima adicional tam-
bém contende Mo. A falta'de uma correlagio po-
sitiva’ entre eficiéncia nodular e o teor de Mo nos
nodulos, quando cada estirpe cbservada separada-
mente (Fig. 3), confirma a existéncia de dois grupos
bem distintos de eficiéncia’ nodular correspondentes
ds duas_estirpes de Rhizobium como foi ohservado
tambhém no teor de LHb (Fig. 2).
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LEGHEMOGLOBIN AND MOLYBDENUM CONTENT IN SOYBEAN (Glycine max)
. NODULES INOCULATED WITH Rhizobium STRAINS OF NORMAL AND
' . ' EXCEPTIONAL EFFICIENCY R

A‘bstract

Two greenhouse experiments were carried out in sterilized Leonard jars with - four soybean varieties

inoculated with ‘a Rhizobium strain considered normal (SM1b} and another ~with - exceptional

efficiency

(R54a), to study the correlation of leghemoglobin and molybdenum content of the nodules and nitrogen

fixation. i

.

Nitrogen fixation per unit nodule weight as evaluated by the regression of total plant nitrogen with
nodule weight (Fig. 1) was about twice as high with the exceptional strain. The increase in molybdenum
-content- was correspondent to the higher nodule efficiency being twice as high in nodules formed by the
exceptional strain. It was thus suggested these nodules having doubled nitrogenase content.
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_ The increase in leghemoglobin content, however, was not correspondent to the increase in nodule effi-
-ciency. An increase of 136% in average.of the nodule efficiency was accompanied by an increase of only
27% of the leghemoglobin content (Table 1, Fig. 2}. .

Within strains there was no correlation of either molybdenum “or leghemoglobin content with nodule ef-
ficiency, Is was therefore suggested that for each group of strains nitrogenase and hemoglobin content in
nodules and nodule efficiency are theoretically constant, variztions being due to the experimental error.

- The difference between normal and exceptional strains of Rhizobium japonicum would then be due to a
difference in the nitrogen fixing system or in the mechanism of incorporation of NHa
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