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Validity of the empirical conversion factors for assessing bacterial 
production from 3H thymidine incorporation rates 

P . L a v a n d i e r 1 

F. F a u r e 1 

K e y w o r d s : F r e s h w a t e r bac te r ia , t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n rates, c o n v e r s i o n f ac to r s . 

E m p i r i c a l f ac to r s f o r c o n v e r t i n g 3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n in to bac te r i a l p r o d u c t i o n w e r e d e t e r m i n e d f r o m s a m p l e s 
l aken in a m e s o t r o p h i c lake. T w e n t y f ive d i l u t e d w a t e r cu l tu res w e r e c o n d u c t e d at « in situ » t empera tu re (4-22° C ) f r o m 
A p r i l 1987 to F e b r u a r y 1989. T h e c o n v e r s i o n fac tors v a r i e d through the y e a r ; the a v e r a g e c o n v e r s i o n factor w a s 6.29 x 
I 0 9 ce l l s (2-10.7) p e r n a n o m o l e o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d in to co ld T C A p rec ip i t a t e and 7.18 x 10 9 c e l l s (3.47-10.7) n m o M , 
w h e n c o r r e c t e d f o r the increase in ce l l b i o m a s s w h i c h o c c u r e d d u r i n g the i ncuba t ions . 

T h e v a l i d i t y o f these fac tors , h i g h e r than the t h e o r e t i c a l c o n v e r s i o n fac tors va lues , is d i scussed cons ide r ing the d i l u t e d 
w a t e r cu l tu re c o n d i t i o n s and the data ana lys i s m e t h o d s . 

Validité des facteurs utilisés pour convertir l ' incorporation de thymidine tritiée en production bactérienne. 

M o t s c lés : Eau d o u c e , p roduc t i on b a c t é r i e n n e , t h y m i d i n e , fac teurs de c o n v e r s i o n . 

L e s f ac teurs d e c o n v e r s i o n pe rme t t an t d ' e s t i m e r la p r o d u c t i o n bac t é r i enne à p a r t i r de l ' i n c o r p o r a t i o n de 3 H t h y m i d i n e 
ont é t é d é t e r m i n é s de façon e m p i r i q u e à p a r t i r d ' échan t i l l ons d 'eau p r é l e v é s dans un lac m é s o t r o p h e . Ving t -c inq cu l tu re s 
en eau d i l u é e ont é t é faites à t e m p é r a t u r e « in situ » e n t r e avr i l 1987 et Février 1989. L e s f ac t eu r s de conver s ion va r i en t 
a u cour s de l ' année ; i ls sont en m o y e n n e de 6,29 x 10 9 ce l lu les (2-10,7) pa r n a n o m o l e de t h y m i d i n e i n c o r p o r é e dans la 
f r ac t ion T C A i n s o l u b l e et de 7,18 x I 0 9 c e l l u l e s (3,47-10,7) n m o l - 1 , si l 'on tient c o m p t e de l ' accro i ssement d e t a i l l e d e s 
ce l lu les . 

L a v a l i d i t é d e c e s fac teurs , supé r i eu r s aux fac teurs de c o n v e r s i o n théor iques , est d i scu tée en fonct ion des c o n d i t i o n s 
de cu l tu re et du m o d e d ' ana lyse des d o n n é e s . 

1. Introduction 

3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n ( F u h r m a n & A z a m , 

1980, 1982) is c u r r e n t l y t h e m o s t w i d e l y u s e d m e t h o d 

f o r e s t i m a t i n g b a c t e r i a l p r o d u c t i o n i n a q u a t i c 

e c o s y s t e m s . T h e a m o u n t o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d 

is c o n v e r t e d i n t o b a c t e r i a l p r o d u c t i o n u s i n g c o n v e r ­

s i o n f a c t o r s w h i c h a r e e i t h e r d e r i v e d f r o m b i o c h e ­

m i c a l c o n s i d e r a t i o n s o r , m o r e c o m m o n l y , b a s e d o n 

s i m u l t a n e o u s m e a s u r e s o f g r o w t h a n d a s s i m i l a t i o n 

r a t e s o f b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s i n d i l u t e d o r g r a z e r -

1 r e e s a m p l e s . T h e y a r e e x p r e s s e d as n u m b e r o f c e l l s 

p r o d u c e d p e r n a n o m o l e o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d 

1. Laboratoire d'Hydrobiologie, UA 695 du C N R S , Université 
Pau 1-Sabatier, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse Cédex, 
France. 

i n t o t h e p u r i f i e d D N A o r i n t o t h e i n s o l u b l e f r a c t i o n 

o f t h e c o l d - T C A e x t r a c t a n d a r e c o n v e r t e d t o c a r b o n 

b i o m a s s u s i n g t h e m e a n b a c t e r i a l c e l l v o l u m e . T h e s e 

v a l u e s a r e t h e n a p p l i e d t o t h e t h y m i d i n e i n c o r p o ­

r a t i o n r a t e s m e a s u r e d d u r i n g s h o r t - t e r m in situ 

i n c u b a t i o n s . I n m a r i n e e n v i r o n m e n t s , R i e m a n n e t 

a l . ( 1 9 8 7 ) f o u n d t h e c o n v e r s i o n f a c t o r to b e q u i t e un i ­

f o r m , c l o s e t o 1 x 1 0 9 c e l l s n m o l - 1 o f t h y m i d i n e 

i n c o r p o r a t e d i n t o c o l d - T C A p r e c i p i t a t e . I n f r e s h w a ­

t e r e n v i r o n m e n t s , t h e c o n v e r s i o n f a c t o r e s t i m a t e s 

a r e m u c h g r e a t e r a n d v a r i a b l e f r o m 1 t o 6 0 x 1 0 9 

n m o l - 1 ( s e e B e l l 1 9 8 8 ) . T h e c o u p l i n g of l a b o r a t o r y 

e x p e r i m e n t s a n d f i e l d m e a s u r e m e n t s a n d t h e a c c u ­

r a c y a n d v a l i d i t y o f t h e c o n v e r s i o n f a c t o r s h a v e 

r e c e n t l y b e e n q u e s t i o n e d ( P o l l a r d & M o r i a r t y 1984 , 

B e l l 1988 , B j o r n s e n & R i e m a n n 1988 , C h o & A z a m 

1988 , M o r i a r t y 1988) , N e w m e a s u r e m e n t s a r e 
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r e q u i r e d t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e d e g r e e o f v a r i a ­

t i o n o f t h e s e f a c t o r s . W e r e p o r t in t h i s p a p e r 25 

c o n v e r s i o n f a c t o r s o b t a i n e d f o r t h e b a c t e r i o p l a n k -

t o n o f a m e s o t r o p h i c l a k e o v e r a o n e a n d h a l f y e a r 

p e r i o d b y s i m u l t a n e o u s l y m e a s u r i n g ? H t h y m i d i n e 

i n c o r p o r a t i o n a n d g r o w t h i n b a c t e r i a l c e l l n u m b e r s 

( a n d b i o m a s s ) f r o m n a t u r a l b a c t e r i o p l a n k t o n c u l t u ­

r e s . W e e x a m i n e t h e p r o b l e m s r e l a t e d t o e x p e r i m e n ­

ta l c o n d i t i o n s , i n p a r t i c u l a r t h o s e r e s u l t i n g f r o m t h e 

l o n g i n c u b a t i o n p e r i o d s , a n d t h e i n c r e a s e in c e l l s i z e 

w h i c h i s o f t e n o b s e r v e d d u r i n g s u c h e x p e r i m e n t s . 

2. Materials and Methods 

S a m p l e c o l l e c t i o n . F r o m A p r i l 1987 t o S e p t e m b e r 1988, 
24 i n t e g r a t e d w a t e r s a m p l e s w e r e taken f r o m surface w a t e r 
l a y e r s (0-9 m . ) and d e e p w a t e r l aye r s (15-25 m . ) o f the meso­
t r o p h i c r e se rvo i r , L a k e P a r e l o u p (France ) . In July 1988, f ive 
e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d us ing f i v e d i f f e r e n t s a m p l e s 
to test t he v a r i a b i l i t y o f the resul t s . O n e e x p e r i m e n t w a s 
c o n d u c t e d in F e b r u a r y 1989. 

E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s . C o n v e r s i o n fac tors w e r e empi ­
r i c a l l y d e t e r m i n e d f r o m s i m u l t a n e o u s m e a s u r e m e n t s o f 
3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n ra tes and i n c r e a s e in bac te ­
r i a l c e l l n u m b e r s r a t e s in d i l u t e d w a t e r s a m p l e s . T h e lake 
w a t e r w a s d i l u t e d 7-10 t i m e s w i t h the o r i g i n a l m e d i u m fil­
t e r e d t h r o u g h 0.2 po re - s i ze n u c l e o p o r e f i l t e r . T h e sam­
p l e s ( a b o u t 1 l i t e r ) w e r e i n c u b a t e d in the dark , at in situ 
t e m p e r a t u r e e x c e p t f o r o n e in June, f o r w h i c h the t empe ­
r a t u r e w a s r a i sed f r o m 8 t o 16° C. 

T h e i n c u b a t i o n b o t t l e w a s o n l y s t i r r ed m a n u a l l y at sam­
p l i n g t i m e s . F o r t w o e x p e r i m e n t s in Ju ly and A u g u s t the 
s a m p l e s w e r e g e n t l y s w i r l e d d u r i n g al l the i ncuba t i on 
p e r i o d . 

S u b s a m p l e s f r o m the i n c u b a t i o n b o t t l e w e r e t aken ini­
t i a l l y a n d at t i m e i n t e r v a l s (2 hours d u r i n g the e x p o n e n ­
tial g r o w t h phase) f o r c e l l s counts , b i o m a s s e s t i m a t e s and 
3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n ra tes . 

T h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n . T h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n w a s 
m e a s u r e d a c c o r d i n g t o F u h r m a n & A z a m (1982). Dup l i ca t e 
o r t r i p l i c a t e 8 ml s a m p l e s and d u p l i c a t e f o r m a l i n - k i l l e d 
b l a n k s (2 % final c o n e . ) w e r e incuba ted w i t h 20 n M m e t h y l 
~ 3 H t h y m i d i n e ( 4 0 - 6 0 Ci m m o l ~ ' C E A F r a n c e ) . I n c u b a t i o n 
t i m e s v a r i e d f r o m 20 to .40 m n d e p e n d i n g on the t empera ­
t u r e a n d b a c t e r i a l a c t i v i t y . T h e i ncuba t i ons w e r e s t o p p e d 
b y a d d i n g f o r m a l i n (2 % f ina l c o n e ) . A f t e r e x t r a c t i o n in 
5 % i c e - c o l d T C A (f inal c o n e . ) f o r about ha l f an hour , the 
s a m p l e s w e r e f i l t e r e d o n t o 25 m m , 0.2 ^ m p o r e - s i z e d 
N u c l e o p o r e p o l y c a r b o n a t e f i l t e r s and r i n sed 3 t i m e s w i t h 
3 m l o f i ce -co ld 5 % T C A . T h e d ry f i l ters w e r e put i n to scin­
t i l l a t i o n v i a l s , 5 m l o f s c in t i l l a t i on cock ta i l w a s a d d e d and 
r a d i o a c t i v i t y w a s c o u n t e d in a B e c k m a n l i q u i d sc in t i l la ­
t i on c o u n t e r . T o b e su re that the c o n c e n t r a t i o n o f 20 n M . 
3 H t h y m i d i n e used f o r the e x p e r i m e n t s w a s su f f i c i en t to 
e l i m i n a t e i s o t o p i c d i l u t i o n , s o m e i n c u b a t i o n s w e r e 

p e r f o r m e d by a d d i n g 25 and 35 n M at the b e g i n n i n g and 
at the e n d of the i ncuba t i on p e r i o d in A p r i l , July, Augus t 
a n d S e p t e m b e r . 

D e t e r m i n a t i o n o f 3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n in to D N A 
a n d p ro te ins . In July and S e p t e m b e r 1988 and F e b r u a r y 
1989 m a c r o m o l e c u l a r f r ac t iona t ion w a s p e r f o r m e r e d b y 
a c i d and base h y d r o l y s i s (Fuhrman & A z a m 1982, R i e m a n n 
1984) at the b e g i n n i n g and at the e n d of the g r o w t h c y c l e , 
f o r e s t ima t ing the p e r c e n t a g e of i n c o r p o r a t e d rad ioac t i ­
v i t y in D N A and p ro t e in s . 

Bac te r i a l n u m b e r s and b iomass . Cel l counts w e r e m a d e 
us ing the a c r i d i n e o r a n g e p r o c e d u r e ( H o n n i e e t al. , 1987) 
f r o m f ixed samples ( f o rma l in 2 % final concen t ra t ion ) . Cell 
s i z e w a s m e a s u r e d f r o m p h o t o g r a p h s o f a c r i d i n e o r a n g e -
stained cel ls . Ce l l v o l u m e was conver ted to ca rbon b iomass 
u s ing the fac to r 1.21 1 0 ~ 7 ^ g carbon ^ m ~ 3 ( W a t s o n et al. , 
1977). Counts w e r e d o n e in dup l i ca t e o r t r ip l i ca t e : at least 
1 000 c e l l s w e r e c o u n t e d and 150 ce l l s w e r e m e a s u r e d f o r 
e a c h s u b s a m p l e . T h e m e a n d i f f e r e n c e b e t w e e n bac t e r i a 
c o u n t s w a s 6 % . 

Divers i ty of the bacter ia . In February, June and July, bac­
t e r i a l s t ra ins w e r e i so la ted v ia spread p la tes i ncuba t ed at 
t h e « in situ » t e m p e r a t u r e , du r ing the lag and s ta t ionnary 
phases . T w o d i f f e r e n t m e d i a w e r e used : a u t o c l a v e d lake 
w a t e r p re f i l t e r ed th rough 0.2 ^ m pore-s ize f i l t e r and C.P.S. 
m e d i u m (Jones 1970). T h e i so l a t ed s t ra ins w e r e cha rac t e ­
r i z e d f r o m about 30 m o r p h o l o g i c a l , p h y s i o l o g i c a l a n d 
nut r i t ional tests ( A . P . I , sys tem for charac te r iza t ion o f hete­
r o t r o p h i c bac te r i a ) . 

Data analys is . T h e data ( 3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n , 
c e l l n u m b e r s and b i o m a s s ) w e r e p l o t t e d vs . t i m e . T h e cur­
v e s s h o w lag, exponen t i a l and s ta t ionnary phases. Only the 
e x p o n e n t i a l phase is c o n s i d e r e d and l inea r r e g r e s s i o n s o f 
L n ( thymid ine i nco rpo ra t i on rate), Ln (cel l n u m b e r ) and Ln 
( b i o m a s s ) vs. t i m e w e r e ca lcula ted . T h e c o n v e r s i o n f ac to r s 
w e r e e s t ima ted f r o m the p e r i o d ranging f r o m the first sub-
s a m p l e taken d u r i n g the e x p o n e n t i a l g r o w t h phase , to the 
t i m e at w h i c h the i n c o r p o r a t i o n rate r e a c h e d the va lue of 
the i n c o r p o r a t i o n ra te as it w a s m e a s u r e d in the lake on 
th is d a t e (F ig . 1). T h e y w e r e ca l cu l a t ed by d i v i d i n g the dif­
f e r e n c e in ce l l n u m b e r at the b e g i n n i n g and at the end o f 
the s e l ec t ed t i m e p e r i o d b y the in t eg ra ted 3 H t h y m i d i n e 
i n c o r p o r a t i o n . 

3. Results 

T h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n a n d g r o w t h e x h i b i t e d 

t h e t y p i c a l p h a s e s o f b a c t e r i a l c u l t u r e s : l a g , e x p o ­

n e n t i a l g r o w t h a n d s t a t i o n n a r y p h a s e s w h e n t h e 

c a r r y i n g c a p a c i t y o f t h e m e d i u m w a s r e a c h e d . 

T h e l a g p e r i o d s p r e c e d i n g b a c t e r i a l g r o w t h ran­

g e d f r o m 12 h ( S e p t e m b e r ) t o o v e r 8 0 h ( F e b r u a r y ) . 

T h e r a t e s o f i n c r e a s e i n c e l l n u m b e r s (Ô) r a n g e d 

f r o m 0 .008 t o 0 . 2 2 5 h " i (fi = 0 , 0 9 2 7 ± 0 , 0 7 ) a n d 

w e r e a l w a y s s i g n i f i c a n t l y l o w e r t h a n t h e 3 H t h y m i ­

d i n e i n c o r p o r a t i o n r a t e s ( ^ ) , r a n g i n g f r o m 0 , 0 2 2 t o 

0 . 4 2 h " ' ( ^ = 0 , 1 9 1 ± 0 , 1 2 4 ) ( T a b l e I ) . 
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10 15 20 2 5 
Time ( h. ! 

F i g . 1. A n e x a m p l e o f the t i m e - c o u r s e c h a n g e s o f the 3 H 
t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n ra te ( T h y ) , b a c t e r i a l n u m b e r s 
( N ) a n d b a c t e r i a l m e a n c e l l v o l u m e ( e x p e r i m e n t I 9 d ) . 
T h e b i g c i r c l e s i n d i c a t e the t ime p o i n t s used f o r ca lcu­
la t ing the r e g r e s s i o n equat ions . T h e a r r o w s indica te the 
s e l e c t e d p e r i o d f o r e s t i m a t i n g the c o n v e r s i o n f a c t o r . 
A t t he e n d o f th is p e r i o d 3 H t h y m i d i n e up take is e q u a l 
t o the i n c o r p o r a t i o n r a t e m e a s u r e d in the na tu ra l 
e n v i r o n m e n t . 

T a b l e I I . E m p i r i c a l c o n v e r s i o n f ac to r s d e r i v e d f r o m the 
d i l u t e d w a t e r e x p e r i m e n t s . 

— C j N and C 2 N c o n v e r s i o n f ac to r s ( 1 0 9 ce l l s n m o l " 1 ) ca l ­
c u l a t e d by us ing r e s p e c t i v e l y the 3 H t h y m i d i n e incor ­
p o r a t i o n r a t e s ^ and p (see t ex t ) . 

— C | B , C 3 B , C B c o n v e r s i o n f ac to r s e x p r e s s e d in c a r b o n 
units [jig C n m o l ~ ' ) : 
C , B = C | M x the m e a n ce l l c a r b o n content d u r i n g the 
e x p e r i m e n t . 
C 2 B = C 2 N x the m e a n c a r b o n con ten t of a ce l l at t h e 
start po in t o f the e x p e r i m e n t . 
CB - Inc rease of ca rbon b i o m a s s d i v i d e d by 3 H thymi ­
dine i n c o r p o r a t i o n . 

185.0 
145.0 
129,0 

September 21 

F o r e i g h t e e n e x p e r i m e n t s , i n d i v i d u a l b a c t e r i a l s i z e 

i n c r e a s e d d u r i n g t h e f i r s t p a r t o f t h e e x p o n e n t i a l 

g r o w t h p h a s e , t h e n r e m a i n e d r a t h e r c o n s t a n t 

( F i g . 1 ) . T h e b i o m a s s g r o w t h r a t e s (-y) w h i c h i n c o r ­

p o r a t e i n c r e a s e s i n b o t h c e l l n u m b e r a n d i n d i v i d u a l 

c e l l b i o m a s s v a r i e d f r o m 0 , 0 1 8 t o 0 , 2 9 h - 1 (y = 

0 . 1 1 6 ± 0 , 0 8 ) . T h e n u m b e r o f b a c t e r i a p r o d u c e d p e r 

n a n o m o l e o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d i n t o t h e i n s o ­

l u b l e c o l d T C A f r a c t i o n ( C | N i n T a b l e I I ) v a r i e d 

f r o m 2 t o 10.7 X 1 0 9 ( C J N - 6 . 2 9 ± 2 . 3 5 X 1 0 9 ) . B y 

m u l t i p l y i n g t h e v a l u e s b y t h e m e a n c a r b o n c o n t e n t 

o f t h e c e l l s d u r i n g t h e i n c u b a t i o n , t h e f a c t o r s ( C j B , 

T a b l e I I ) r a n g e d f r o m 2 4 t o 113 / t g C p e r n a n o m o l e 

o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d ( C i B — 6 8 . 3 ± 2 8 . 7 ) . 

W h e n g r o w t h i n c e l l n u m b e r s w a s s l o w b u t c e l l 

v o l u m e i n c r e a s e d , t h e s e c o n v e r s i o n f a c t o r s w e r e 

m u c h l o w e r t h a n t h e c o n v e r s i o n f a c t o r s c a l c u l a t e d 

d i r e c t l y b y d i v i d i n g t h e b i o m a s s i n c r e a s e d u r i n g t h e 

s e l e c t e d t i m e p e r i o d b y t h e i n t e g r a t e d t h y m i d i n e 

i n c o r p o r a t i o n ( C B — 9 3 . 3 ± 3 6 . 9 ^ g C n m o l - 1 , r a n ­

g i n g f r o m 2 7 . 5 t o 185) . T h i s d i f f e r e n c e , n o t e d b y 

K u p a r i n e n ( 1 9 8 8 ) , a r i s e s f r o m t h e f a c t t h a t p o p u l a ­

t i o n b i o m a s s p r o d u c t i o n i s a c o m b i n a t i o n o f t h e n e w 

p r o d u c t i o n o f l a r g e c e l l s a n d t h e b i o v o l u m e i n c r e a s e 

o f t h e c e l l s i n i t i a l l y p r e s e n t i n t h e d i l u t e d w a t e r 

s a m p l e . 

I n f l u e n c e o f c u l t u r e c o n d i t i o n s o n b a c t e r i a l p o p u ­

l a t i o n d y n a m i c s . 

S w i r l i n g t h e c u l t u r e d e c r e a s e d t h e l a g p e r i o d 

w i t h o u t m o d i f y i n g t h e b a c t e r i a l g r o w t h a n d 3 H 

t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n d y n a m i c s ( e x p e r i m e n t s 2s 

a n d 15s i n J u l y a n d A u g u s t ) . I n M a r c h , t h e i n c r e a s e 

i n t e m p e r a t u r e f r o m 7 t o 1 6 ° C d e c r e a s e d t h e l a g 

p e r i o d f r o m 73 t o 38 h ; i t i n c r e a s e d m u c h m o r e t h e 
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t h y m i d i n e u p t a k e r a t e than t h e g r o w t h r a t e i n c e l l 

n u m b e r . H o w e v e r , a s the s p e c i f i c i n c o r p o r a t i o n r a t e 

w a s s u r p r i s i n g l y l o w at t h e b e g i n n i n g o f t h e e x p o ­

n e n t i a l p h a s e , t h i s d i d no t y i e l d a d i m i n u t i o n o f t h e 

c o n v e r s i o n f a c t o r . 

T h e i n c r e a s i n g a m o u n t s o f 3 H t h y m i d i n e a d d e d t o 

v e r i f y i f t h e t h y m i d i n e u p t a k e r a t e w a s s a t u r a t e d 

a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 n M . ( t h e c o n c e n t r a t i o n 

u s e d f o r t h e r o u t i n e e x p e r i m e n t s ) d i d n o t c h a n g e t h e 

i n c o r p o r a t i o n r a t e s e x c e p t f o r t h e w a t e r s u r f a c e 

s a m p l e o f S e p t e m b e r in w h i c h t h e i n c o r p o r a t i o n 

r a t e s w e r e s l i g h t l y h i g h e r a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 

35 n M . 

T h e v a r i a t i o n c o e f f i c i e n t ( S / X X 100 ) o f t h e 5 

c o n v e r s i o n f a c t o r s e s t i m a t e d in J u l y w a s a b o u t 

2 0 %. S o w e c a n c o n s i d e r t h e e s t i m a t e s t o b e a c c u ­

r a t e e n o u g h a n d r e p r o d u c i b l e . 

4. Discussion 

A s s u m i n g a n e x p o n e n t i a l g r o w t h , K i r c h m a n et a l . 

( 1 9 8 2 ) d e r i v e d c o n v e r s i o n f a c t o r s ( C ) f r o m t h e t h y m i ­

d i n e i n c o r p o r a t i o n r a t e ( ^ ) ( o r t h e g r o w t h r a t e i n 

n u m b e r , Ô) f r o m t h e i n i t i a l v a l u e s o f t h e n u m b e r o f 

b a c t e r i a ( N o ) a n d t h e 3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n , 

( T o ) : C — j t N o T o - K H o w e v e r , t h i s m o d e l a s s u m e s 

a c l o s e c o u p l i n g b e t w e e n t h e i n c r e a s e i n b a c t e r i a l 

n u m b e r s a n d s u b s t r a t e i n c o r p o r a t i o n i. e . ^ = Ô- I n 

o u r e x p e r i m e n t s , t h e u p t a k e r a t e p., w a s a l w a y s h i g ­

h e r t h a n b a c t e r i a l g r o w t h r a t e ô- T h i s d i s c r e p a n c y 

h a s b e e n r e p o r t e d a n d a n a l y s e d i n s e v e r a l w o r k s 

( D u c k l o w & H i l l 1985 a, b , K i r c h m a n et a l . 1982, S c a -

v i a e t a l . 1986 , N a g a t a 1 9 8 7 ) . W h e n t h e a d d e d 

a m o u n t o f 3 H t h y m i d i n e is s u f f i c i e n t t o e l i m i n a t e 

i s o t o p i c d i l u t i o n , t h e d i s c o u p l i n g b e t w e e n t h e t w o 

p r o c e s s e s m a y r e s u l t f r o m t h e p r e s e n c e o f i n a c t i v e 

c e l l s o r ( a n d ) t h e c h a n g e s o f p h y s i o l o g i c a l s t a t e o f 

t h e b a c t e r i a l a s s e m b l a g e , i n c l u d i n g t h e p o s s i b l e 

c h a n g e s i n b a c t e r i a l c o m p o s i t i o n . 

T h e i n c r e a s e i n s i z e , o f t e n n o t e d in s u c h e x p e r i ­

m e n t s ( K i r c h m a n e t a l . 1982, L o v e l l & K o n o p k a 1985, 

N a g a t a 1987 , R i e m a n n e t a l . 1987) , m a y b e t h e 

e x p r e s s i o n o f t h e m e t a b o l i s m c h a n g e . I n d e e d , t h e 

d i a g r a m s o f t h e b a c t e r i a l s i z e f r e q u e n c y ( F i g . 2 ) s h o ­

w e d t h a t t h e i n c r e a s e i n c e l l s i z e d i d n o t o n l y r e s u l t 

f r o m a p r e f e r e n t i a l g r o w t h o f l a r g e c e l l s in t h e 

a b s e n c e o f b a c t e r i v o r e s , b u t a l s o f r o m a u n i f o r m 

g r o w t h in s i z e o f t h e c e l l s in t h e c u l t u r e . M o r e o v e r 

t h e f r a c t i o n a t i o n o f m a c r o m o l e c u l e s c a r r i e d o u t 

d u r i n g t w o e x p e r i m e n t s in J u l y a n d S e p t e m b e r 1988 
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F ig . 2. V o l u m e - f r e q u e n c y d i s t r i bu t ion o f the c e l l s at 3 dif­

fe ren t t imes o f a bac t e r i a l cu l tu re ( e x p e r i m e n t 19 d ) : 

- O h . lag phase , -31 h. exponen t i a l g r o w t h phase - 51 h. 

s t a t ionnary phase. 

s h o w e d t h a t t h e p r o p o r t i o n o f r a d i o a c t i v e m a r k e r 

in t h e p r o t e i n s i n c r e a s e d d u r i n g t h e i n c u b a t i o n w i t h 

a r e s p e c t i v e i n c r e a s e i n c e l l s i z e ( T a b l e I I I ) . O n t h e 

o t h e r h a n d , in F e b r u a r y 1988, t h e ce l l s i z e r e m a i ­

n e d c o n s t a n t a n d t h e p a r t i t i o n o f 3 H t h y m i d i n e 

i n c o r p o r a t e d d i d n o t c h a n g e d u r i n g the e x p e r i m e n t . 

T h i s i n c r e a s e i n s i z e m a y r e s u l t f r o m a s t i m u l a t i o n 

o f c e l l m e t a b o l i s m d u e t o t h e d i l u t i o n o f s a m p l e s 

w h i c h p r o v i d e d a n i n c r e a s e in n u t r i e n t s a v a i l a b l e 

p e r c e l l ( C h r o s t e t a l . 1988) . I n t h e s e c o n d i t i o n s , h o w 

d o e s o n e a p p l y t h e e x p e r i m e n t a l r e s u l t s t o t h e n a t u ­

r a l e n v i r o n m e n t w h e r e t h e s i z e o f t h e b a c t e r i a 

r e m a i n e d s m a l l ? A r o u g h e s t i m a t e o f the c o n v e r s i o n 

f a c t o r s c a n b e m a d e b y n o t t a k i n g i n t o a c c o u n t t h e 

p r o p o r t i o n o f 3 H t h y m i d i n e w h i c h e n t e r e d t h e b i o ­

m a s s c o r r e s p o n d i n g t o t h e i n c r e a s e in c e l l s i z e . T h i s 

p r o p o r t i o n c a n b e d e t e r m i n e d b y t h e d i f f e r e n c e o f 

t h e g r o w t h r a t e s (y — 6) a n d the t h y m i d i n e i n c o r ­

p o r a t i o n r a t e ( / * ' ) d i r e c t l y l i n k e d t o the i n c r e a s e i n 

b a c t e r i a l n u m b e r s . H e n c e , | t ' w a s c a l c u l a t e d f r o m 

t h e r e l a t i o n p.' = fi — {y — Ô) . / / u s u a l l y r e m a i n e d 

g r e a t e r t h a n ô , p r o b a b l y d u e t o t h e p r e s e n c e o f 
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T a b l e I I I . ( 3 H ) in D N A , R N A and p r o t e i n s as a p e r c e n t a g e 
o f to ta l ( 3 H ) in T C A inso lub le mate r ia l at the beg inn ing 
( l ag p e r i o d , I .p.) and at the end (s ta t ionnary p e r i o d , s.p.) 
o f 3 d i l u t e d - w a t e r e x p e r i m e n t s ( v a l u e s = m e a n % ± 
s t a n d a r d d e v i a t i o n o f the 5 s a m p l e s t r e a t e d at e a c h 
d a t e ) . 

Februai 
l . p . 

i n a c t i v e b a c t e r i a . T h i s r a t e i s i n d é p e n d a n t o f t h e 

i n d i v i d u a l c e l l v o l u m e i n c r e a s e a n d t h e c o n v e r s i o n 

f a c t o r s a r e c a l c u l a t e d b y d i v i d i n g t h e c e l l n u m b e r 

i n c r e a s e d u r i n g t h e g r o w t h p h a s e b y t h e i n t e g r a t e d 
3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n c a l c u l a t e d w i t h p . A s 

c a l c u l a t e d , t h e c o n v e r s i o n f a c t o r s (C2N, T a b l e I I ) , 

v a r y f r o m 3 .47 t o 10.7 x 1 0 9 c e l l s n M ' t h y m i d i n e 

i n c o r p o r a t e d (C2N — 7.8 ± 1.77). T h e y a r e m u c h 

g r e a t e r a n d v a r i a b l e t h a n t h e t h e o r e t i c a l c o n v e r s i o n 

f a c t o r s < 2 X 1 0 9 ( s e e B e l l 1988) ; o n t h e o t h e r h a n d , 

t h e y a r e i n t h e r a n g e o f t h e r e s u l t s o f N a g a t a ( 1 9 8 7 ) , 

S c a v i a & L a i r d ( 1 9 8 7 ) a n d S m i t s & R i e m a n n ( 1 9 8 8 ) 

f o r t h e f a s t g r o w i n g b a c t e r i a in f r e s h w a t e r e n v i r o n ­

m e n t s . T h e n u m b e r o f c e l l s f o r m e d p e r n a n o m o l e 

o f t h y m i d i n e i n c o r p o r a t e d is t h e n m u l t i p l i e d b y t h e 

m e a n c e l l u l a r c a r b o n c o n c e n t r a t i o n a t t h e s t a r t o f 

i n c u b a t i o n a n d t h e a v e r a g e c o n v e r s i o n f a c t o r 

e x p r e s s e d i n c a r b o n u n i t s w a s 6 6 . 5 / tg C n m o l - 1 

( r a n g i n g f r o m 18 .6 t o 1 1 4 ) . 

F o r B e l l ( 1 9 8 8 ) , t h e h i g h c o n v e r s i o n f a c t o r s r e s u l ­

t e d m a i n l y f r o m a n u n d e r e s t i m a t e o f t h e i s o t o p i c 

d i l u t i o n . O u r e x p e r i m e n t s , p e r f o r m e d w i t h i n c r e a ­

s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f 3 H t h y m i d i n e a t v a r i o u s 

t i m e s d u r i n g t h e s t u d y , s u g g e s t e d t h a t t h e 2 0 n M 

c o n c e n t r a t i o n w a s g e n e r a l l y s u f f i c i e n t t o s a t u r a t e 

t h e t h y m i d i n e u p t a k e . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h s e v e ­

r a l w o r k s s h o w i n g t h a t a 10-15 n M a d d e d c o n c e n ­

t r a t i o n o f 3 H t h y m i d i n e w a s s u f f i c i e n t t o i n h i b i t t h e 

c o m p l e t e l y de novo s y n t h e s i s ( R i e m a n n & S o n d e r -

g a a r d 1 9 8 6 , S m i t s & R i e m a n n 1 9 8 8 ) . W e n e v e r t h e ­

l e s s t h i n k t h e h i g h c o n v e r s i o n f a c t o r s f r o m t h e 

S e p t e m b e r e x p e r i m e n t s m a y r e s u l t f r o m 3 H t h y m i ­

d i n e u n s a t u r a t e d s a m p l e s . 

T h e h i g h v a l u e s m a y a l s o r e s u l t f r o m t h e s e l e c ­

t i o n o f a c t i v e s t r a i n s . T h e b a c t e r i a l a s s e m b l a g e s , a s 

c h a r a c t e r i z i e d f r o m the s t r a i n s i s o l a t e d f r o m s p r e a d 

p l a t e s , s h o w e d c h a n g e s in t h e i r p r o p e r t i e s a n d o v e ­

r a l l a s t r o n g d e c r e a s e i n t h e i r d i v e r s i t y d u r i n g t h e 

i n c u b a t i o n s . A l t h o u g h o n l y a l o w p r o p o r t i o n o f t h e 

b a c t e r i a d e v e l o p o n p l a t e c u l t u r e s , t h e s e r e s u l t s 

e m p h a s i z e d t h e c h a n g e s w h i c h m a y o c c u r d u r i n g t h e 

e x p e r i m e n t s , p a r t i c u l a r y w h e n t h e l a g p h a s e i s l o n g 

( F u h r m a n & A z a m 1982 , L o v e l l & K o n o p k a 1 9 8 5 ) . 

L i k e w i s e , t h e a s y n c h r o n o u s e v o l u t i o n o f t h e n u m ­

b e r s a n d the m e a n i n d i v i d u a l c e l l v o l u m e o f t h e b a c ­

t e r i a i n e x p e r i m e n t 1 I s ( F i g . 3 ) s u g g e s t e d t h e d e v e ­

l o p m e n t o f a l i t t l e d i v e r s i f i e d p o p u l a t i o n a f t e r t h e 

l a g p h a s e . N o t e , h o w e v e r , t ha t t h e s e o b s e r v a t i o n s 

a r e in p a r t i a l d i s a g r e e m e n t w i t h t h e r a t h e r u n i f o r m 

i n c r e a s e in c e l l s i z e w h i c h o c c u r r e d d u r i n g t h e 

i n c u b a t i o n s . 

3 H t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n m a y b e u p t a k e l i m i ­

t e d i f t h e t r i t i a t e d t h y m i d i n e w a s t r a n s p o r t e d i n t o 

t h e c e l l s l o w e r t h a n T T P w a s i n c o r p o r a t e d i n t o D N A , 

o r if t h y m i d i n e p h o s p h o r y l a s e a c t i v i t y i s s o g r e a t 

t h a t t h y m i d i n e is d e g r a d e d a s f a s t a s i t i s t a k e n u p 
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Fig . 3. T ime-cour ses o f m e a n cel l v o l u m e , ce l l numbers and 
tota l cell b i o m a s s for e x p e r i m e n t 1 I s ( N o t e the asynch­
ronous evolu t ion of the mean individual ce l l v o l u m e and 
the ce l l n u m b e r s ) . 
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( M o r i a r t y 1 9 8 8 ) . T h i s , w h i c h y i e l d s h i g h c o n v e r s i o n 

f a c t o r s , w o u l d m a i n l y o c c u r f o r t h e f a s t g r o w i n g 

b a c t e r i a ( S m i t s & R i e m a n n 1 9 8 8 ) , w h i c h i s t h e c a s e 

f o r t h e m a j o r i t y o f o u r e x p e r i m e n t s , in w h i c h t h e 

d o u b l i n g t i m e w a s l o w e r t h a n t h i r t y h o u r s . H o w e ­

v e r , it i s n o t c l e a r i f t h e l i m i t a t i o n o f u p t a k e c o m ­

p l e t e l y e x p l a i n s t h e h i g h c o n v e r s i o n f a c t o r s a s s e s ­

s e d f r o m t h e r a d i o a c t i v i t y i n c o r p o r a t e d i n t o t h e 

c o l d - T C A p r e c i p i t a t e , i. e . i n t o a l l t h e m a c r o m o l e -

c u l e s . O n t h e o t h e r h a n d , it m a y e x p l a i n t h e s t r o n g 

c h a n g e s o f t h e c o n v e r s i o n f a c t o r s t h r o u g h t h e 

g r o w t h c y c l e ( K i r c h m a n & H o c h 1988 , S m i t s & R i e 

m a n n 1988, o u r r e s u l t s ) : d u r i n g t h e l a g a n d s t a t i o n ­

n a r y p h a s e , a s t h e g r o w t h is l o w , t h y m i d i n e i n c o r ­

p o r a t i o n r a t e s w e r e n o t u p t a k e l i m i t e d , c o n t r a r y t o 

w h a t h a p p e n e d d u r i n g t h e e x p o n e n t i a l p h a s e . 

T h e s e d i v e r s e r e s u l t s a n d c o n s i d e r a t i o n s u n d e r ­

l i n e t h e p r o b l e m s o f t h e i n t e r p r e t a t i o n a n d e c o l o g i ­

c a l u s e o f t h e r e s u l t s f r o m « in vitro » e x p e r i m e n t s . 

I n p a r t i c u l a r , w h e n t h e r e i s a d i s c r e p e n c y b e t w e e n 

t h e c u r v e s o f t h e i n c o r p o r a t i o n r a t e s a n d c e l l n u m ­

b e r s t h e c h o i c e o f t h e p e r i o d f o r c a l c u l a t i n g t h e 

c o n v e r s i o n f a c t o r s m a y g r e a t e l y i n f l u e n c e t h e 

r e s u l t s ( F i g . 4 ) . E v e n i f t h e w h o l e g r o w t h p e r i o d i s 

c o n s i d e r e d , t h e r e s u l t s d e p e n d o n t h e f r e q u e n c y o f 

t h e m e a s u r e m e n t s f o r d e t e r m i n i n g e x a c t l y t h e e n d 

o f t h e l a g p e r i o d a n d o v e r a l l t h e b e g i n n i n g o f t h e s ta­

t i o n n a r y p h a s e ; i n d e e d , t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n 

c o n t i n u e s a f t e r t h e g r o w t h i n n u m b e r c e a s e d . 

A s n o t e d b y S m i t s & R i e m a n n 1988, t h e p r o d u c ­

t i o n o f f a s t g r o w i n g b a c t e r i a is p r o b a b l y u n d e r e s t i ­

m a t e d w h e n t h e t h y m i d i n e i n c o r p o r a t i o n r a t e s m e a ­

s u r e d in n a t u r a l c o n d i t i o n s a r e c o n v e r t e d i n t o b a c ­

t e r i a l p r o d u c t i o n b y u s i n g the t h e o r e t i c a l c o n v e r s i o n 

f a c t o r s . T h i s m a y o c c u r w h e n t h e b a c t e r i a l p o p u l a ­

t i o n s s t r o n g l y i n c r e a s e ( f o r e x a m p l e , d u r i n g t h e 

s p r i n g a l g a l b l o o m ) a n d j u s t i f y t h e e s t i m a t i n g o f t h e 

c o n v e r s i o n f a c t o r s s e v e r a l t i m e s d u r i n g a n a n n u a l 

c y c l e . I n d e e d , t h e s e a s o n a l v a r i a t i o n s o f t h e c o n v e r ­

s i o n f a c t o r s ( a l s o o b s e r v e d in L a k e M i c h i g a n b y S c a -

v i a & L a i r d 1 9 8 7 ) , p r o b a b l y r e p r e s e n t e d t h e s u c c e s ­

s i o n o f v a r i o u s d i f f e r e n t d o m i n a n t f o r m s . O n t h e 

o t h e r h a n d , t h e a p p l i c a t i o n o f t h e s e h i g h c o n v e r s i o n 

f a c t o r s in n a t u r a l e n v i r o n m e n t s w h e r e t h e b a c t e r i o -

p l a n k t o n is c o n s t i t u t e d b y m a n y s u b p o p u l a t i o n s g r o ­

w i n g w i t h d i f f e r e n t g r o w t h r a t e s is d o u b t f u l ; i n d e e d 

t h e y p r o b a b l v r e s u l t e d o n l y f r o m t h e g r o w t h o f t h e 

m o s t a c t i v e p a r t o f t h e n a t u r a l a s s e m b l a g e « in 

vitro » . 

fflm a b e d e f g h i 

} ^ M l [ \ i i \ 
0 10 20 30 40 
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Fig . 4. C o n v e r s i o n fac tors e s t ima te s f rom c h a n g e s in 3 H 
t h y m i d i n e up take and in bac t e r i a l numbers . D i f f e r e n t 
v a l u e s m a y he o b t a i n e d a c c o r d i n g t o ihe s e l e c t e d t i m e 
p e r i o d s . ( E x . f r o m the m e a s u r e m e n t s b, c, d, e, t he 
c o n v e r s i o n f a c t o r = 9.8 X 10 9 c e l l s nmol" ' ) -
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