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REVUE DES SCIENCES DE L'EAU 217-237 

Mesure de la production bactérienne 
par incorporation de thymidine tritiée 

Measurement of bacterial production by 
3H-thymidine incorporation 

P. SERVAIS CD 

RÉSUMÉ 

Au cours des dix dernières années, de nombreuses méthodes ont 
été proposées dans La Littérature, afin de mesurer L'activité 
des bactéries hétérotrophes en milieu aquatique. Parmi celles-
ci, la mesure de L'incorporation de thymidine tritiée dans le 
DNA bactérien semble être, à l'heure actuelle, la méthode la 
plus utilisée. Elle offre, en effet, L'avantage de sa spécifi
cité et d'un protocole expérimental simple. Néanmoins, la 
conversion des résultats expérimentaux en production de bio
masse bactérienne pose un certain nombre de problèmes quant à 
l'interprétation correcte de cette méthode. Cet article fait 
Le point sur les réponses théoriques et expérimentales qui 
peuvent être apportées à ces problèmes, ainsi que sur les 
diverses possibilités d'utilisation de cette méthode. 

Mots-cLés : production ba.cteAie.nnt, incoApoAation 3H-thymidine,, 
fiactewi de conve/t-i-ôm. 

SUMMARY 

Ouring the Last ten years, numerous methods hâve been proposed 
in the literature to mesure the activity of heterotrophic bac-
teria in aquatic ecosystems. Among thèse methods, the measure
ment of tritiated thymidine incorporation proposed by FUHRKAN 
and AZAH (1980) seems to be, at the présent time, the most 
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useful. It offers in fact the advantage of its specificity for 
bacteria and its simple expérimental procédure. 

This method is based on the fact that, in bacteria, DNA synthe
sis is directly proportional to the division rate. The close 
relation betueen growth and DNA synthesis means that measurement 
of the rate of DNA synthesis is a good way to measure the bac-
teriat growth rate. The DNA synthesis rate is estimated from 
the incorporation rate of methyl-3H thymidine. Thymidine is one 
of the four nucleoside precursors of DNA, but it is not a pre-
cursor of RNA. At the nanomolar concentrations of (methyl-3H) 
thymidine used in this experiment only heterotrophic bacteria 
utilize exogenous thymidine and ail active heterotrophic bacte
ria utilîze thymidine. The usuaL expérimental procédure used 
by the various authors working with this method is that of the 
FUHRMAN and AZAM <1982). A 5 nM thymidine concentration has 
been recommended by thèse authors for the marine environment, 
but it has been shown that in more eutrophic ecosystems higher 
concentrations are needed to saturate the incorporation 
process. 

In fact, the conversion of expérimental data into bacterial 
production raises some probLems. Among thèse, two questions 
are important : 

- Which is the relative part of exogenous and endogenous thymi
dine used for DNA synthesis ? In other words, which is the 
isotopic dilution factor ? 

- The cold trichloroacetic acid (TCA) fraction collected in this 
experiment includes, besides DNA, proteins and RNA. As some 
catabolic products of thymidine could be incorporatèd into RNA 
or proteins, how much radioactivity is really incorporatèd into 
DNA ? 

Some theoreticaL and expérimental answers can be given to thèse 
questions. 

- Comparing their results of thymidine and H32PO^ incorporation 
in DNA of marine bacteria, FUHRMAN and AZAH (1982) found an 
isotopic dilution factor in the 3-7 range. MORIARTY and 
POLLARD (1981) hâve proposed a kinetic approach for estimating 
the internai pool of thymidine but the accuracy of this method 
was critized by RIEMANN et al.t (1982) and FUHRMAN and AZAH 
(1982). 

- Usually, in order to détermine the part of radioactivity 
incorporatèd into DNA, RNA and proteins, the biochemical 
procédure of LURIA (1960) is used. SERVAIS et al., (1987), 
after testing this procédure with Labeled macromolecules, hâve 
concluded that this method is not accurate for such détermina
tions. Thèse authors hâve proposed an enzymatic procédure 
based on the use of DNase cell breakage. With this method, they 
hâve showed important fluctuations in the percentage of 
thymidine incorporatèd into DNA from one ecosystem to another. 

The first authors using thymidine incorporation calcuLated 
conversion factors based on theoreticaL data and various 
assumptions to convert thymidine incorporation data into bac
terial cell production. Thèse factors were in the range of 
0.2 to 4 10IB bacteria produced per mole of thymidine incorpo
ratèd in the cold TCA insoluble material. More recently, because 
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of the uncertainty or the difficulty in estimating some of the 
parameters (isotopic diLutïon, part of thymidine incorporated 
into DNA, part of thymidîne residues in DNA, quantity of DNA 
per bacterial cells) required for the calculation of the conver
sion factor, most of the authors hâve used an expérimental 
conversion factor. It was estimated from the comparison of celL 
number increase and thymidine incorporation in sterilized, and 
reinoculated samples. Thèse expérimental conversion factors 
were usually in the range of 0.5 to 10 10** bacteria produced 
per mole of thymidîne incorporated. 

The conversion of cells production into bacteriaL biomass pro
duction expressed in carbon - which is finally the important 
flux to know for the study of the first trophic LeveLs dynamic -
requires a knowledge of the average bacterial biovolume and the 
carbon content par unit of cell volume. The first parameters 
can be estimated from the observation of bacteria by epifluo-
rescence microscopy. Most authors use 1.2 10~13 gC-um-3 to 
calculate carbon content of bacteria proposed by WATSON et al., 
(1977). 

The use of the tritiated thymidine incorporation method is not 
Limited to measure bacterial production in the water coLumn ; 
it is also used to measure the activity of fîxed bacteria, to 
study the grazing of bacteria by microzooplankton and in eco-
toxicological studies. 

Key-Words : bactojiinZ. pfiodacjtlovi, 3 H-thymidine, ZncoApoAxLtlon, 
convesuûm £axi£ofi. 

INTRODUCTION 

Dans les écosystèmes aquatiques, l'utilisation de matière organique 
par les micro-organismes hétérotxophes - et principalement les bactéries 
hétérotrophes - est, avec la production de matière organique par les 
organismes photoautotrophes, un des flux majeurs conditionnant le fonc
tionnement de ces écosystèmes. Des efforts importants ont récemment été 
accomplis dans le but de comprendre la dynamique des populations bacté
riennes hétérotrophes en milieux aquatiques. Dans cette optique, la me
sure de l'activité du bactérioplancton a tout naturellement fait l'objet 
d'une attention particulière et, durant les dernières années, nombre de 
méthodes indépendantes ont été proposées dans la littérature pour la 
mesure de l'activité hétérotrophe bactérienne en milieu aquatique. 

1 - LES MÉTHODES DE MESURE DE LA PRODUCTION BACTÉRIENNE 

Parmi les méthodes proposées afin d'estimer le taux de croissance bac
térienne, les plus simples consistent à séparer les bactéries des bacté-
riovores par filtration et à suivre l'accroissement de biomasse bactéri
enne soit par dénombrement au microscope à épifluorescence (FURHHAN et 
AZAM, i960), soit par dosage de l'A.T.P. cellulaire (SIEBURTH et al., 
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1977). Ces méthodes présentent l'inconvénient de nécessiter de longues 
incubations et posent le problème de la séparation bactéries-bactério-
vores par filtration. 

HAGSTROM et al., (1979) ont proposé une méthode qui consiste à dénom
brer au microscope dans un échantillon les bactéries en division et le 
nombre total de bactéries. La proportion de bactéries en division dans 
la population totale (fréquence de division cellulaire - F.D.C.) permet 
alors de déterminer le taux de croissance moyennant la connaissance d'un 
facteur de conversion. Celui-ci est établi expérimentalement sur des 
cultures en cheroostat (HAGSTROM et al., 1979 ; NEWELL et CHRISTIAN, 
1981). Conceptuellement, cette méthode est très élégante ; en effet, 
aucune incubation n'est nécessaire et la préparation de la lame de mi
croscope est la seule manipulation expérimentale. De plus, cette méthode 
est tout à fait spécifique des bactéries. Néanmoins, quelques auteurs 
(FUHRMAN et AZAM, 1980 ; LARSSON et HAGSTROM, 1982 ; BELL et al., 1983 ; 
RIEMANN et al., 1984) ont soulevé certains problèmes posés par cette 
méthode : 

- la détermination du facteur de conversion se fait en laboratoire dans 
des conditions différentes de celles du milieu naturel ; 

- le calcul du taux de croissance suppose que les bactéries soient méta-
boliquement actives. La présence de cellules métaboliquement inactives 
entraîne une erreur sur la détermination du taux de croissance. 

Mais, à notre avis, la critique essentielle à cette méthode réside 
dans l'extrême difficulté d'un dénombrement microscopique exact des 
cellules en division. 

La plupart des autres méthodes proposées font appel à l'utilisation 
des traceurs radioactifs. Parmi celles-ci, la plus ancienne consiste à 
mesurer l'incorporation de ll*C-bicarbonate à l'obscurité (SOROKIN, 1961, 
1964 ; ROMANENKO, 1964 ; KUSNETSOV et ROMANENKO, 1966) par les voies 
anaplérotiques. Cette méthode pose deux problèmes importants : la varia
bilité du rapport entre la fixation anaplérotique de bicarbonate et 
l'assimilation totale de carbone (OVERBECK et DALEY, 1973 ; OVERBECK, 
1974) nécessaire au calcul de l'utilisation totale de matière organique 
et, d'autre part, sa non-spécificité vis-à-vis des bactéries hétérotro-
phes. 

Une autre méthode proposée par MONHEIMER (1972, 1974) consiste à me
surer le taux d'incorporation de 35S-sulfate dans les protéines ; en 
connaissant la teneur en soufre des protéines bactériennes, le taux de 
synthèse protéique peut Être calculé (JORDAN et PETERSON, 1978 ; JORDAN 
et LIKENS, 1980 ; CUHEL et al., 1981, 1982 ; PEDROS-ALIO et BROCK, 1982). 
Cette méthode soulève un certain nombre de problêmes et d'incertitudes, 
tels que : la spécificité vis-à-vis des bactéries (la contribution al-
guale à l'incorporation de sulfate n'est pas négligeable), la difficulté 
d'évaluer la contribution des composés organiques soufrés aux besoins en 
soufre des bactéries (ROBERTS et al., 1955), la variabilité du rapport 
C/S des bactéries (ZOBELL, 1963 ; JORDAN et PETERSON, 1978). 

KARL (1979) a proposé de mesurer l'incorporation de 3H-adenine pour 
déterminer le taux de synthèse du RNA, par la suite cette méthode a été 
modifiée pour mesurer également la synthèse du DNA (KARL, 1981). Cette 
méthode n'est malheureusement pas spécifique des bactéries ; en effet, 
1' H-adénine est assimilée, aussi bien par les bactéries hétérotrophes que 
par les algues (KARL et al., 1981).' 
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Tableau 1.- Comparaison de la validité de quelques méthodes de mesure 
de production bactérienne en milieu aquatique (AZAM et FUHRMAN, 
1984). 

Table l.~ Comparison of the suitability of some methods for measuring 
baoterial production in aquatic ecosystems (AZAM and FUHRMAN, 1984). 

Critères de validité 

METHODES 1 2 3 4 

Accroissement de la biomasse 
bactérienne 

Accroissement de la concentration 
en ATP 

F.D.C. 

Assimilation de sulfate marqué 

Incorporation d*(3H)-adenine dans 
le RNA 

Incorporation d'(3H)-thymidine 
dans le DNA 

-H- ++ -

- + - + 

++ + + + + + 

+ + + 

+ ++ 

+ + + + ++ 

Critères de validité 
1. Spécificité vis-à-vis des bactéries. 
2. facteur de conversion indépendant du taux de croissance. 
3. Non-modification du taux dB croissance par la manipulation. 
4. Sensibilité suffisante pour permettre de courtes incubations, 

(++) Critère respecté par la méthode. 
(+] Critère probablement respecté par la méthode. 
[-] Critère probablement non respecté par la méthode. 
[—) Critère non respecté par la méthode. 

Criteria of suitability 
1. Specificity for bacteria. 
2. Conversion factor independent of the growth rate. 
3. No modification of the growth rate due to expérimental 

manipulation. 
4. Sensitive enoygh to allow short incubations. 

(•+} Criterion met by the method. 
£•) Criterion probably met by the method. 
(-] Criterion probably not met by the method. 
(—] Criterion not met by the method. 

Pour leur part, FUHRMAN et AZAM (1980, 1982) ont proposé de mesurer 
1* incorporation de thymidine tritiée dans le DNA bactérien comme métho
de d'évaluation de la production bactérienne. La thymidine offre l'avan
tage d'être un précurseur du DNA et non du RNA et, d'autre part, seuls 
les procariotes disposent des voies enzymatiques permettant son incorpo
ration directe dans le matériel génétique. 

A coté des méthodes évoquées ci-dessus, qui permettent l'estimation 
soit de l'assimilation totale de carbone par les bactéries, soit de la 
production bactérienne, d'autres techniques ont été proposées pour la 
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mesure de certaines activités particulières des bactéries hétérotrophes. 
Parmi celles-ci : 

- la mesure de l'uptake de substrats marqués (WRIGHT et HOBBIE, 1965, 
1966 ; WILLIAMS, 1970 ; BILLEH et al., 1980) ; 

- la mesure des activités exoenzyraatiques (SOMVILLE et BILLEN, 1983 ,-
SOMVILLE, 1984 ; CHROST et al., 1986 ; CHROST et KRAMBECK, 1986) ; 

- la mesure de l'activité des systèmes transporteurs d'électron (ETS) 
(CHRISTENSEN et PACKARD, 1979 ; CHRISTENSEN et al., 1980). 

Dans une revue des méthodes de la production bactérienne (AZAM et 
FUHRMAN, 1984) montrent que seules deux méthodes semblent répondre 
favorablement aux critères de validité sélectionnés (tableau 1). Il 
s'agit des mesures de la fréquence de division cellulaire (F.D.C.) et 
de l'incorporation de thymidine dans le DNA. Certains auteurs (CHRISTIAN 
et al., 1982 ; NEWELL et FALLON, 1982 ; FUHRMAN et AZAM, 1982 ; BELL et 
al., 1983 ; RIEMANN. et al., 1984 ; RIEMANN et SONDERGAARD, 1984) ont 
récemment comparé les résultats d'activité bactérienne obtenus par ces 
différentes méthodes dans un môme biotope. Les corrélations entre ces 
différentes méthodes sont peu souvent satisfaisantes, ce qui montre que 
certains problèmes méthodologiques ne sont pas résolus. Néanmoins, les 
meilleures corrélations obtenues sont celles effectuées entre la méthode 
F.D.C. et celle d'incorporation de thymidine dans le DNA (NEWELL et 
FALLON, 1982 ; RIEMANN et SONDERGAARD, 1984), les deux méthodes les plus 
fiables selon AZAM et FUHRMAN (1984). Dans la revue des méthodes appli
quées à l'écologie bactérienne aquatique de STALEY et KONOPKA (1985), 
l'incorporation de thymidine tritiée est citée comme la méthode la plus 
utilisée actuellement pour la mesure de la production bactérienne en 
milieu aquatique. Cette affirmation est confirmée par les nombreuses 
publications récentes, dans lesquelles les autres utilisent cette métho
de (ALLDREDGE et al., 1986 ; EDWARDS et MEYER, 1986 ; HANSON et al., 
1986 ; JEFFREY et PAUL, 1986 ; MAC DONOUGH et al., 1986 ; MALONE et al., 
1986 ; SCAVIA et al., 1986 ; SANDERS et PORTER, 1986 ; ALBRICHT et 
MC CRAE, 1987 ; BILLEN et FONTIGNY, 1987 ; PALUMBO et al., 1987). 

Cette méthode offre l'avantage de la simplicité de son protocole 
expérimental, mais un certain nombre de problèmes soulevés par son in
terprétation méritent débat. 

2 - PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'INCORPORATION 

DE THYMIDINE TRITIÉE 

La méthode proposée par TOBIN et ANTHONY (1978) et revue par FUHRMAN 
et AZAM (1980, 1982) consiste à évaluer la production de biomasse bacté
rienne à partir du taux de synthèse du DNA bactérien. La croissance chez 
les micro-organismes est un processus complexe comprenant la synthèse 
des protéines, RNA et DNA, aboutissant à la division cellulaire. La syn
thèse du DNA est directement proportionnelle au taux de division cellu
laire chez les bactéries. Le taux de synthèse du DNA est estijné par la 
mesure du taux d'incorporation" de (méthyl-3H)-thymidine dans le DNA. 

La thymidine est un des quatre nucléosides précurseurs du DNA ; mais 
à la différence des autres nucléosides, la thymidine n'est pas précur
seur du RNA. 
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Chez les micro-organismes, la voie habituelle de synthèse du dTMP, 
précurseur pour la synthèse du DNA (figure 1} est la synthèse de novo 
partir de dUMP. L'utilisation de thymidine exogène (salvage pathway) 
nécessite la présence d'une enzyme, la thymidine kinase, qui catalyse 
la synthèse de dTMP à partir de thymidine. 

i3, C 0 2 , ASPARTATE 

• W 

SALVAGE PATHWAY 

DE NOVO SYNTHESIS 

Tfcjraidiuta jj-nthetJSe 

THY • THY-
Thyaidine 
k i n u e 

-»dT«P 

dTDP 

-TTP 

DNA 

Figure 1.- Voies de synthèse du DNA par la synthèse endogène 
et par l'utilisation de thymidine extracellulaire. 

Figure 1.- Synthesis pathwzys of DNA by endogenous synthesis 
and by the utilization of extracellular thymidine. 

Cette enzyme n'existe pas chez tous les micro-organismes .* elle man
que ainsi chez de nombreux eucaryotes (MORIARTY, 1984). GRIVELL et 
JACKSON (1968) ont montré son absence chez des champignons et GLASER et 
al.j (1973), chez des cyanobactéries. 

Par micro-autoradiograpïiie, FUHRMAN et AZAM (1982) ont montré que 
dans les eaux naturelles aérobies, l'incorporation active de thymidine 
exogène, à des concentrations nanomolaires, est le fait des seules bac
téries et de toutes les bactéries actives. Plus récemment, BERNS (1985) 
a testé, par microrautoradiographi* la faculté d'incorporer la • 
(méthyl- H)-thymidine à très faible concentration d'une série de micro
organismes présents dans un lac : algues vertes, diatomées, cyanobacté
ries et bactéries. Il a montré que seules les bactéries hétérotrophes 
pouvaient incorporer la thymidine de manière significative. Ceci démon
tre la parfaite spécificité de 1'incorporation de thymidine tritiée 
vis-à-vis des bactéries hétérotrophes. 

La (méthyl-3H)-thymidine semble le meilleur composé pour ce type d'ex
périence parmi les différentes formes de thymidine marquée. En effet, sa 
conversion en uridine lui fait perdre son marquage et évite ainsi un 
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marquage important du RNA. Toutefois, le groupe méthyl tritié peut être 
transféré à une large variété de composés, ce qui peut conduire à un 
certain marquage d'autres métabolites que le DNA. 

3 - PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 

La majorité des auteurs utilise un protocole expérimental basé sur 
celui proposé par FUHRMAN et AZAM (1980, 1982), dont les grandes lignes 
sont les suivantes : 

Un échantillon d'eau du milieu à étudier est incubé, à tem
pérature in situ et à l'obscurité, en présence de (méthyl- H)-
thymidine de radioactivité spécifique élevée 
(> 50 Curies.mmole-1). En fin d'incubation, une aliquote est 
prélevée et ajoutée a une quantité identique d'acide trichlo-
roacétique (TCA) 10 % froid (0 CC). Le TCA à concentration 
finale 5 % rend les cellules perméables aux petites molécules. 
Il précipite sans hydrolyser les macromolécules (HOLIIBAUCH et 
al.3 1980). Le précipité est récolté sur un filtre de porosité 
0,2 à 0,45 ym l'acétate de cellulose ou Nuclépore), selon tes 
auteurs. Après rinçage du filtre au TCA 5 % froid, la radioac
tivité associée à celui-ci est mesurée par scintillation iigui-
de après dissolution du filtre. 

Quelques remarques s'imposent à propos de ce protocole : 

- Dans le cas des bactéries marines, FUHRMAN et AZAM (1980) préconisent 
une concentration en (méthyl- H)-thymidine de 5 nM pour saturer le pro
cessus d'assimilation. Dans les lacs, RIEMANN et al., (1982) et SCAVIA 
et al., (1986) montrent que des concentrations d'au moins 10 nM sont 
nécessaires. En rivière, nous avons trouvé que des concentrations d'au 
moins 15 nM sont indispensables pour atteindre la saturation (figure 2), 
mais d'autres auteurs (EDWARDS et MEYERS, 1986) citent des concentrations 
saturantes allant jusqu'à 63 nM. Il apparaît donc comme très important 
de déterminer dans chaque milieu la concentration en thymidine tritiée 
nécessaire pour saturer le processus d'assimilation. En effet, l'emploi 
d'une concentration inférieure à la concentration saturante entraîne une 
sous-estimation du taux de synthèse du DNA. 

- Il est important de vérifier la période de linéarité de l'incorporation 
du marqueur dans la fraction insoluble du TCA froid et de choisir le temps 
d'incubation dans cette période de linéarité, celle-ci est variable de 
milieu à milieu et dépend de l'activité bactérienne dans le milieu. 

- Il semble que l'utilisation de filtres en polycarbonate de préférence 
à ceux en acétate de. cellulose .permette de diminuer le.background.et 
d'augmenter la reproductibilité des résultats entre réplicats. 

- Certains auteurs, tels FUHRMAN et AZAM (1980), ont préconisé d'hydro-
lyser le DNA après filtration en plaçant la fiole à scintillation conte
nant le filtre dans un bain d'eau bouillante durant 20 minutes en pré
sence d'acide chloridrique 5 N, afin de minimiser l'auto-absorption. 
Selon RIEMANN et SONDERGAARD (1984), ce traitement ne modifie pas les 
valeurs de comptage de radioactivité ; cette pratique est omise par la 
plupart des auteurs. 
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100, 

20 
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Figure 2.- Relation entre la vitesse d'incorporation de thymidine 
dans la fraction insoluble au TCA froid et la concentration en 
3H-thymidine ajoutée (Echantillon - Escaut 11.03.1983). 

Figure 2.- Relationship between the thymidine incorporation rate 
in the cold TCA insoluble matériel and the added 3H-thymidine 
concentration (Sample - Scheldt 21.03.1983). 

4 - INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS D'INCORPORATION 

DE THYMIDINE TRITIÉE 

Si le protocole expérimental des mesures d'incorporation de thymidine 
tritiée dans la fraction insoluble au TCA froid est simple, la conversion 
de ces mesures en production de cellules bactériennes pose un certain 
nombre de problèmes : 

( i ) Quelle est la part relative de la thymidine endogène et de la thy
midine exogène dans la synthèse du DNA ? En d'autres termes, quel 
est le facteur de dilution de la thymidine tritiée (exogène) dans 
la thymidine synthétisée par la cellule ? 

( ii ) La fraction insoluble dans le TCA froid comprend, outre les acides 
nucléiques, les protéines. Dans la mesure où certains produits du 
catabolisme de la thymidine pourraient être incorporés au RNA ou 
aux protéines, quelle est la part de radioactivité incorporée 
effectivement dans le DNA ? 

(iii) Quelle est la fraction des résidus de thymidine dans l'ensemble des 
nucléosides utilisés pour la synthèse du DNA et quelle est la quan
tité de DNA par cellule bactérienne ? 

Voyons les réponses théoriques et expérimentales qui peuvent Gtre appor
tées à ces interrogations. 

4-1 La dilution isotopique 

Même en travaillant à ces concentrations saturantes en thymidine exo
gène, une certaine dilution de celle-ci dans le pool de thymidine endo
gène est possible et introduit une difficulté dans l'interprétation quan-
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titatlve de la mesure. Par exemple, ROSENBAUM-OLIVIER et ZAMENHOFS (1972) 
estiment que l'intervention de la thymidine exogène dans la synthèse du 
DNA chez E6cheAcchÂXL O.Q&L représente seulement 35 à 65 * de la synthèse 
totale. FUHRMAN et AZAM (1982) en comparant les résultats de leurs mesu
res d'incorporation de thymidine à celles obtenues par incorporation 
de H32 PO^ dans le DNA estiment la dilution isotopique à un facteur 3-7 
pour des bactéries marines. MORIARTY et POLLARD (1981) proposent une 
approche cinétique (effet de l'addition de précurseur froid sur le taux 
d'incorporation dans le DNA) pour la détermination des pools internes 
de thymidine. MORIARTY et POLLARD (1982), POLLARD et MORIARTY (1984), 
BELL (1986) ont souligné la variabilité des résultats obtenus par cette 
méthode et la nécessité de déterminer ces pools lors de chaque mesure. 

Ils ont, d'autre part, mis en évidence un effet de l'état de crois
sance des bactéries et de la concentration en thymidine marquée sur le 
taux de dilution. Ce dernier effet est attribué à une inhibition de la 
thymidilate synthétase (figure 1) par la thymidine (MORIARTY, 1984). 

L'approche de MORIARTY et POLLARD (1981) a été contestée par FUHRMAN 
et AZAM (1982) et RIEMANN et al. > (1982) ; la signification exacte des 
résultats de cette méthode souffre en effet de nombreuses incertitudes. 

4-2 Spécificité de la fraction TCA insoluble vis-à-vis du DNA 

La fraction insoluble dans le TCA froid comprend, outre le DNA, les 
protéines et le RNA. Dans la mesure où certains produits du catabolisme 
de la thymidine peuvent être incorporés aux protéines et au RNA, il est 
important de s'interroger sur ce que représente effectivement cette 
fraction TCA insoluble. Pour le savoir, FUHRMAN et AZAM (1982) ont 
proposé l'utilisation d'un schéma de séparation biochimique tiré de 
LURIA (1960) qui peut être résumé comme suit : 

La fraction insoluble au TCA 5 % froid comprend les protéi
nes, le DNA et le RNA (fraction COLD TCA). L'hydrolyse à chaud 
(95 " - 100 ") pendant 1 heure dans le TCA 5 % détruit les 
acides nucléiques, sans altérer les protéines (fraction HOT 
TCA). L'hydrolyse à 60 "C durant 1 heure dans le NaOH 0.5 N 
détruit le RNA sans altérer ni le DNA, ni les protéines gui 
sont reprécipitées dans le TCA 5 % froid (fraction NaOH) 
(figure 3). 

De nombreux auteurs ont utilisé ce schéma de séparation ; les résul
tats obtenus par une série d'entre eux sont présentés au tableau 2. 

Ce tableau montre la variabilité très grande de la répartition de la 
radioactivité entre les différentes fractions ; de plus, KARL (1982) a 
montré que les pourcentages dans les différentes fractions variaient en 
fonction de la concentration en traceur radioactif. 

En réalité, ce schéma de fractionnement biochimique résiste mal à 
l'analyse aussi bien théorique qu'expérimentale. La justification de 
l'utilisation des hydrolyses acide et basique est assez pauvre dans la 
littérature, les auteurs se réfèrent soit à LURIA (1960), soit â MUNRO 
et FLECK (1966). Le premier cite DAVIDSON (1953). qui se basej pour sa 
part, sur les travaux de SCHNEIDER (1945).' L'article de MUNRO et FLECK 
(1966) fait, pour sa part, une revue bibliographique de travaux anté
rieurs à 1965 sur l'extraction des acides nucléiques des tissus animaux 
et végétaux. De cette revue, il ressort que les conditions optimales de 
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E c h a n t i l l o n 

TCA 5 Z Froid 

F i l t r a t i on sur 0.2um 
J 

1 
Total 

macromolSeules 
(RHA + DNA + Protéines) 

1 heure à 
95-ÎOO" C 

+ ref ro id i r 

F i l t r a t i on sur 
0.2um 

1 
Protéines 

I 
NaOH 0.5 S 

I 
1 heure a 

6<rc 

Addition de TCA 
(concentration 
finale TCA 5 Z) 

Filtration sur 
0.2um 

I 
DNA + Protéines 

Figure S.- Schéma de fractionnement biochimique LURIA (1960). 

Figure S.- Bioekemical fractionation method of LURIA (1960). 

Tableau 2.- Répartition de la radioactivité incorporée dans le DNA, 
le RNA et les protéines selon le schéma de fractionnement biochi
mique de LURIA (1960) (en % de la fraction insoluble au TCA froid) 

Table 2,~ Distribution of radioactivity incorporated into DNA3 

RNA and protéine estimated by the bioekemical fractionation 
method of LURIA (1960) (résulta expressed in % of cold TCA 
insoluble material). 

AUTEURS MILIEU DNA RNA PROTEINES 

HOIXIBAUGH et a l . , ( 1 9 8 0 ) m e r 82 _ _ 
FUHRMAN e t AZAM ( 1 9 8 0 ) m e r 8 0 - 9 5 t r è s f a i b l e 5 - 2 0 
FUHRMAN e t AZAM ( 1 9 8 0 ) m e r 7 8 - 9 0 - 15 
RIEMANN et a l . , ( 1 9 8 2 ) l a c s v a r i a b l e 2 6 - 4 9 1 4 - 4 9 

RIEMANN e t SONDERGAARD \ m e r s 7 4 - 1 0 0 - -
( 1 9 8 4 ) l a c s 6 0 - 8 0 - _ 
KARL ( 1 9 8 2 ) m e r 6 9 1 8 13 

e a u x d o u c e s 2 7 - 3 5 5 2 - 6 0 1 1 - 1 3 

s o u c h e s p u r e s d e 

b a c t é r i e s m a r i n e s 
[SWlAtUL 

mvUnoiubia) 8 9 - 9 4 5 - U 0 - 1 
HANSON e t LOhERY ( 1 9 8 3 ) m e r ( A n t a r t i q u e ) 9 0 - 9 8 - -
BEIX e t KUPARINEN ( 1 9 8 4 ) l a c s 2 8 - . 8 1 7 - 5 0 2 - 2 2 
LOVELL e t KQNOPKA ( 1 9 8 5 ) l a c s 6 8 - 8 6 - -
SCAVIA et a l . , ( 1 9 8 6 ) l a c s 4 0 - 6 0 - -
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l'utilisation de l'hydrolyse acide à chaud comme méthode d'extraction 
du DNA n'ont pas été suffisamment testées et que ces conditions varient 
de tissus à tissus. 

La validité du schéma de fractionnement biochimique de LURIA (1960) 
a été testée en utilisant du DNA marqué au 1'tC(thynidine-2 ll4C-DNA) 
(SERVAIS et ah, 1987). Ces expériences ont mis en évidence que dans les 
conditions expérimentales précitées : 

(i ) l'hydrolyse acide du DNA est incomplète, 
(ii) l'hydrolyse acide altère en partie les protéines. 

Ceci montre que le schéma de fractionnement chimique classiquement 
employé n'offre pas la spécificité nécessaire à la détermination de la 
part de thymidine incorporée dans le DNA. Dans ces conditions, les ré
sultats présentés au tableau 2 n'ont sans doute pas grande signification 
et d'autres méthodes de fractionnement doivent être recherchées. 

SCAVIA et àt.j (1986) ont proposé de déterminer la radioactivité in
corporée dans le DNA par différence entre l'incorporation dans un échan
tillon incubé en présence et en l'absence de mitomycine C {10 ug ml" ), 
un inhibiteur de la synthèse du DNA. Il apparaît néanmoins peu probable 
que l'addition de mitomycine C ne modifie pas l'incorporation du traceur 
radioactif dans les autres macromolécules. 

Récemment, SERVAIS et al,t (1987) ont développé une technique basée 
sur l'utilisation de DNase après traitement des cellules aux ultrasons 
en présence de Triton. Le traitement des cellules bactériennes aux 
ultrasons en présence de Triton - un agent tensioactif non-ionique - a 
été proposé par PAUL et MYERS (1982) pour rendre accessible le DNA bac
térien aux agents chimiques spécifiques. Après ce traitement, l'addition 
de DNase - enzyme qui hydrolyse spécifiquement le DNA - permet d'éliminer 
de la fraction macromoléculaire la radioactivité qui était associée au 
DNA. La différence de radioactivité associée à la fraction isoluble au 
TCA 5 % froid avant et après action de la DNase représente la radioacti
vité effectivement contenue dans le DNA. 

Ce traitement à la DNase a été appliqué après incorporation de H-
thymidine dans les bactéries d'une large gamme de milieux naturels 
(SERVAIS et al., 1987) ; les résultats montrent une grande variabilité 
de la fraction de thymidine incorporée dans le DNA de milieu à milieu. 
D'autre part, des valeurs très basses ont été mises en évidence dans le 
cas d'échantillons incubés longuement où les bactéries sont en condition 
de starvation, le carbone organique biodégradable étant épuisé. Dans ces 
conditions, on peut supposer que la thymidine additionnée est beaucoup 
plus largement utilisée, en l'absence d'autres substrats, pour la synthè
se d'autres macromolécules que le DNA qu'en conditions de croissance 
régulière. 

En conclusion, il semble que le schéma de fractionnement de LURIA 
(1960) utilisé par de nombreux auteurs doit être sérieusement mis en 
doute. Les premiers résultats obtenus par une méthode enzymatique mon
trent une variabilité de milieu à milieu et au cours du temps lors d'une 
incubation et mettent en évidence l'importance du problème d'incorpora
tion de thymidine dans les autres macromolécules que le DNA. 
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4-3 Fraction des résidus thymidines parmi les nucléosides utilisés 
pour la synthèse du DNA et quantité de matière par bactérie 

La conversion de la mesure d'incorporation de thymidine dans le DNA 
en nombre de cellules produites nécessite encore la connaissance de 
deux facteurs : le pourcentage de résidus thymidines dans le DNA et la 
quantité de DNA par cellule. MANDELSTAM et MC QOILLEN (1973) citent des 
valeurs de 14 à 35 % pour la proportion de thymidine dans le total des 
nucléosides. La plupart des autres utilisant l'incorporation de thymidi
ne considèrent une valeur moyenne de 25 %. 

La quantité de DNA par bactérie est plus variable ; le tableau 3 re
prend différentes gammes de valeurs trouvées dans la littérature. 

Tableau 3.- Quantité de DNA par bactérie. 

Table 3.- Quantity of DNA per baoterium. 

AUTEURS TYPES gDNA.cellule* 

STANIER et al., 
GILLIS et al.3 

WALLACE et MOROVITZ 
FUHRMAN et AZAM 
MORIARTY et POLLARD 
MC COY et OLSON 

(1976) toutes espèces 0,7! 
(1970) 
(1973) n « 1,6 
(1D82) marines 1,2 
(1982) sédiments marins 
(1985) eau potable 

- 4,0.10 

- 6 

-1 s 

10 
- 4,7.10 
4,2.10 
8,2.10 

-15 

-15 

-15 
-15 

4-4 Conversion des résultats expérimentaux en production cellulaire 

Les premiers auteurs utilisant l'incorporation de thymidine ont calcu
lé un facteur de conversion de 1'incorporation de thymidine dans la frac
tion TCA insoluble en nombre de cellules produites en se basant essen
tiellement sur des données théoriques et des hypothèses. 

Ainsi FUHRMAN et AZAM (1980) calculent un facteur de conversion com
pris entre 0,2.1018 et 1,3.1018 cellules produites par mole de thymidine 
incorporée en négligeant l'éventuelle dilution isotopique et en considé
rant que 80 % de la thymidine est incorporée dans le DNA (pourcentage 
déterminé par la spéciation biochimique), que les résidus de thymidine 
représentent 25 % des nucléosides composant le DNA et que le poids de DNA 
par cellule varie entre 7,47.10-16 e t 4,82.10~ls g. 

En 1982, suite à des mesures expérimentales de la dilution isotopique 
(par comparaison avec l'incorporation de H PO™ dans le DNA) et du 
poids de DNA par cellule (valeur moyenne obtenue 2,6.10-15 g DNA.cell""1 ) , 
FUHRMAN et AZAM (1982) proposent d'utiliser un facteur de conversion 
compris entre 1,7.1018 et 2,4.1018 bactéries par mole de thymidine incor
porée dans la fraction TCA insoluble. 

Malgré la mise en garde des auteurs qui signalent que la valeur du 
facteur de conversion dépend certainement du milieu et des conditions 
d'expérimentation, de nombreux auteurs ont utilisé ce facteur de conver
sion ou d'autres très proches dans des milieux très divers (tableau 4). 
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Tableau 4,- Facteurs calculés par divers auteurs pour la conversion 
des mesures d'incorporation de thymidine dans la fraction insoluble 
au TCA froid en nombre de cellules bactériennes produites. 

Table 4,~ Conversion faators aalculated by some authors to convert 
measurements of thymidine incorporation in cold TCA insoluble 
material into bacterial aells production, 

CELL . FORMEES PAR 
AUTEURS MILIEU MOLE THYMIDINE INC. 

DANS TCA INSOLUBLE 

FUHRMAN et AZAM (1980) mer 0,2 - 1,3 .10le 

FUHRMAN et AZAM (1982) mer 1,7 - 2,4 .1018 

RIEMANN et al.-y (1982) lac 1,7 .101" 
DUCKLOW (1982) estuaire 0,35.1018 

RIEMANN et al., (1964) mer 0,65 - 1,5 .101" 
BELL et KUPARINEN (1984) lac 1,6 - 2,4 .1018 

HOBBIE et COLE (1984) milieu artificiel 1,4 .1018 

LOVELL et KONOPKA (1985) lac 2,1 .101" 
MALONE et al., (1986) estuaire 2 .1018 

HANSON et al.3 (1986) zone côtière 4 .101B 

Tableau S.- Facteurs déterminés expérimentalement pour la conversion 
des mesures d'incorporation de thymidine dans la fraction insoluble 
au TCA froid en nombre de cellules bactériennes produites. 

Table 5.- Expérimental conversion faators to convert measurements 
of thymidine incorporation in cold TCA insoluble material into 
bacterial cells production. 

CELL ,. FORMEES PAR 
AUTEURS MILIEU MOLE THYMIDINE INC. 

DANS TCA INSOLUBLE 

KIRCHMANN et al., (1982) mer 0,5 - 290 .1018 

BELL et al., (1983) lac 1,9 - 2,2 .1018 

DUCKLOW et HILL (1985) mer 2,8 6,2 .1018 

SCAVIA et al., (1986) lac 4,7 - 12,3 .1018 

SERVAIS (1986) rivière (Meuse) 0,5 .1018 

SERVAIS {non publié) rivière (Escaut) 
(Rupel) 

1,25.101" 
1,5 .101" 

PFT.T. (1986) lac 1,0 1,2 .1018 

SANDERS et PORTER (1986) lac 9,8 .1018 

BILLEN et FONTIGNÏ ' (1987) mer 1,7 .1018 

RIEMANN et al., (1987) mer 1,1 .10ia 

MARTINEZ et al., (1987) rivière (Ebro) 4,4 .1018 

Plus récemment, devant l'incertitude de certaines données utilisées 
pour ce calcul, telles que la dilution isotopique ou la part de thymi
dine réellement incorporée dans DNA, d'autres auteurs ont tenté une 
détermination empirique de ce facteur de conversion. Pour ce faire, un 
échantillon d'eau du milieu est stérilisé par filtration sur membrane 
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de porosité 0,2 um et réensemencé par une aliquote d'eau brute du milieu. 
L'accroissement du nombre des bactéries ainsi que l'incorporation de thy-
midine dans la fraction insoluble au TCA sont suivis au cours du temps. 
La relation entre l'accroissement du nombre de bactéries et l'incorpora
tion permet de déterminer un facteur de conversion empirique. Les valeurs 
de ce facteur obtenues par différents auteurs sont reprises au tableau 5. 

A l'exception des valeurs très élevées trouvées par KIRCHMAN et al., 
£1982), qui s'expliquent sans doute par le fait qu'une concentration non 
saturante en thymidine a été utilisée, les valeurs de facteur de conver
sion déterminées expérimentalement varient entre 0,5.10 et 12.101 bac
téries produites par mole de thymidine incorporée dans la fraction TCA 
insoluble. 

La variabilité de ce facteur de milieu à milieu n'est pas surprenante 
puisque celui-ci intègre à la fois des différences méthodologiques 
(concentration en 3H-thyraidine utilisée, par exemple) et des différences 
au niveau de la biochimie et de la physiologie des bactéries impliquées. 
SCAVIA et al., (1986) ont même mis en évidence des fluctuations temporel
les de ce facteur dans le lac Michigan, qui correspondent probablement 
à des variations de la population bactérienne dominante. Vu cette varia
bilité, il semble indispensable de déterminer empiriquement pour chaque 
milieu et le plus souvent possible la valeur de ce facteur de conversion, 
afin d'interpréter correctement les résultats expérimentaux obtenus. 

4-5 Conversion en production de biomasse bactérienne 

Le facteur de conversion discuté ci-dessus permet de calculer des va
leurs de production bactérienne en nombre de bactéries produites à partir 
des résultats expérimentaux bruts. La conversion des valeurs de produc
tion cellulaire en production de biomasse exprimée en carbone - qui est 
finalement le flux important â connaître pour l'étude de la dynamique des 
premiers niveaux de la chaîne trophique - nécessite en outre la connais
sance du volume cellulaire et du contenu en carbone par unité de volume 
cellulaire. 

Le volume cellulaire bactérien est en général déterminé par observa
tion au microscope à épifluorescence qui est actuellement la méthode la 
plus utilisée pour l'étude des bactéries en milieux aquatiques. L'acri-
dine orange, comme proposée par DALEY et BOBBIE (1975) et HOBBIE et al., 
(1977), est généralement employée comme colorant fluorescent de préfé
rence à 1'isothiocyanate de fluorescéine (FLIERMANS et al., 1975), 
l'euchrysine (JONES et SIMON, 1975) ou encore le 4-6-diaminidino-2-phé-
nylindole (DAPI) (PORTER et FEIG, 1980). En règle générale, deux types 
de bactéries peuvent être observés dans les milieux aquatiques naturels, 
d'une part des bactéries sphériques et d'autre part des bâtonnets. Les 
volumes sont calculés en traitant les premières comme des sphères et les 
secondes comme des cylindres (WATSON et al., 1977 ; FUHRMAN et al,3 1980). 

Le contenu en carbone par unité de volume cellulaire dans des bacté
ries a été estimé par une série d'auteurs ; le tableau 6 reprend les 
valeurs citées dans la littérature récente. A l'exception des valeurs 
curieusement élevées de BRATBAK et DUNDAS (1984) et BRATBAK (1985) obte
nues pour des souches pures de bactéries, la fourchette est assez étroite 
(0,75 - 1,65.10-13 gC.um"3) et correspond à celle obtenue par calcul, en 
considérant une densité du matériel cellulaire de 1,1, une teneur en eau 
de 70 à 80 % et un contenu en carbone de la matière organique de 40 %. 
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La t r è s g r a n d e m a j o r i t é d e s a u t e u r s u t i l i s e l a v a l e u r médiane 
1 , 2 . 1 0 " 1 g C . p m " 3 , c e l l e - c i m é r i t e néanmoins d ' ê t r e v é r i f i é e dans une 
l a r g e gamme de m i l i e u x a q u a t i q u e s . 

Tableau 6.- Contenu en c a r b o n e p a r u n i t é d e volume c e l l u l a i r e . 

Table 6.- Carbon content per unit of aell biovolume. 

MILIEUX gC.ym AUTEURS 

Marin côtier 
Marin 
Marin ouvert 
Marin cotier 
Marin oôtier 
Lac oligotrophe 
Lac entrophe et mésotrophe 
Souche pure 

PAwdomoncu, pxtida, 
Eich.&'U.dvLa coLL 
BacÂZÙL& idbtitU 
P6eudomona& pcutida. 

Lac m é s o t r o p h e 

0 , 8 7 . 1 0 ~ 1 3 

1 . l u " 1 3 

1 , 2 1 . 1 0 - 1 3 

1 , 6 5 . 1 0 - 1 3 

1,20.1er13 

1,0 .10-13 

0,75.10"13 

2,2 .10" 

5,6 .10_ 

1,06.10" 

FERGUSON et RUBLEE 
WILLIAMS et CARLUCCI 
WATSON et al., 
HAGSTROM et al., 
FUHRMAN et AZAM 
JORDAN et LIKENS 
KRAMBECK et al., 

BRATBAK et DUNDAS 

BRATBAK 
NAGATA 

(1976) 
(1976) 
(1977) 
(1979) 
(1980) 
(1980) 
(1981) 

(1984) 

(1985) 
(1986) 

5 - CONCLUSION 

Grâce à la simplicité de son protocole expérimental, la méthode d'in
corporation de thymidine tritiée a retenu durant les cinq dernières 
années l'attention des nombreux auteurs pour la mesure de la production 
bactérienne en milieu aquatique. Outre sa simplicité, cette méthode ba
sée sur la mesure du taux de synthèse du DNA offre l'avantage d'être 
tout à fait spécifique des bactéries hétérotrophes. Néanmoins, la 
conversion des résultats expérimentaux bruts en production cellulaire 
pose des problêmes sur lesquels nous avons fait le point. De cet état 
de la question, il ressort que de nombreuses interrogations subsistent 
qui ne permettent pas le calcul théorique d'un facteur de conversion. 
Par contre, la détermination expérimentale de ce facteur de conversion, 
même si elle alourdit le travail expérimental, n'en paraît pas moins 
beaucoup plus judicieuse. 

Pour autant qu'elle soit employée correctement (concentration en thy
midine exogène saturante et temps d'incubation appropriés), qu'un facteur 
de conversion expérimental soit déterminé pour le milieu étudié, qu'une 
méthode d'observation permette l'estimation du biovolume bactérien moyen, 
cette méthode paraît tout à fait performante pour l'étude du bactério-
plancton hétérotrophe en milieux aquatiques. 

Notons, par ailleurs, que le champ d'application de l'incorporation 
de thymidine tritiée par les bactéries hétérotrophes ne se limite pas 
à la seule mesure de la production bactérienne dans la colonne d'eau. 
Ainsi cette méthode, moyennant quelques modifications expérimentales, 
est également utilisée pour la mesure de l'activité des bactéries dans 
les sédiments (MORIARTY et POLLARD, 1981, 1982) fixées à des supports 
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solides (SERVAIS et al., soumis) ou formant des biofilms (MURREY et al., 
1986) . Le marquage des bactéries par la H-thymidine a également été 
utilisé pour l'étude du broutage de celles-ci par le microzooplancton 
(HOLLIBAUGH et al., 1980) et l'étude des processus de mortalité bacté
rienne (SERVAIS et al.3 1985). Depuis peu, cette méthode est également 
utilisée dans des études écotoxicologiques ; l'effet de différents 
toxiques sur l'activité bactérienne a ainsi pu être testé (JONAS et al., 
1984 ; BAUER et CAPONE, 1985 ; PRICE et al., 1986 ; VIVES-REGO et al., 
1986). 
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