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Summary

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are bacterial polyesters accumulated as discrete

granules and used as a storage material for carbon and reducing equivalents. In Pseudomonas

putida GPol, PHAs are synthesized when the carbon source is present in excess and another

nutrient such as nitrogen is limiting growth.The recovery of PHA from bacterial cells yields a

material with properties similar to common plastics. These properties depend among others

on the carbon sourceused for synthesis. Due to their bacterialorigin, PHAs are degraded by a

wide ränge of microorganisms. Typical degradationrates for a piece of polyhydroxybutyrate
ränge from a few months in anaerobicsewage to several years in seawater.

The pha gene Cluster is responsible for the accumulation of polyhydroxyalkanoates in

Pseudomonas putida GPol. It includes genes coding for the two polymerases PhaCl and

PhaC2, for the PhaZ depolymerase, as well as for the PhaD regulatory protein and the PhaF

and Phal phasins. All these proteins, with the exception of PhaD, are found on the PHA

granule surface. Furthermore,evidence ofthe existence of promoters upstream of the phaCl,
phaFand Phal genes was found.

The discovery of the PhaF and Phal phasins being recent, not much is know about

these proteins. The granule-bound PhaF phasin consists of two domains, one of them being
homologous to histone Hl-likeproteins and thus potentially able to bind DNA. To investigate
this possibility, experiments were carried out using PHA granules harboring PhaF on their

surface and free phasins released from PHA granules. These assays were carried out using
DIG and radioactively labeled DNA. While no DNA binding could be observed with free

PhaF phasins, it was shownthat native PHAgranules, harboringPhaF phasins, bind anyDNA

fragment in the presence of magnesium, regardless of its size, sequence or origin, thereby
supportinga model in which PhaF is able to bind DNA. Calculations showed that the ratio of

base pairs per PhaF phasin molecule varies from 0.5 to 53.1, presumablydepending on the

amount of active PhaF on the PHAgranulesurface.

To better understandthe role ofthe PhaF and Phal phasins, knockouts were generated.
In the phaF knockout, no changes regarding the PHA granule size or number could be

identified, whereas in the phal knockout, a decreased PHAaccumulation was observed. This

phenotype resembles that obtained with the phaD knockout, which is missing Phal on the



surface of the PHA granules. Additionally, in the phal knockout, the PhaF phasin was not

visibleon the PHAgranulesurface.

Before studying the influence of the PhaF and Phal phasins and that of the PhaD

regulatory proteins on the promoters of the pha gene Cluster, the existence of the Pc2

promoter upstream of the PhaC2 polymerase gene was established. Furthermore, the Pcl

promoter located upstream of the PhaCl polymerase gene was better characterized. A

shortenedversionofthe Pcl promoter used in previous experimentswas created by removing
a fragment of DNAwhere no significantsecondary structure and no recognitionsite could be
identified. Comparing the activities of the original and the shortened version showed a four

fold lower activityfor the shorterpromoter.

Study of the pha promoters activity in P. putida GPol and the phaD, phaF andphal
knockouts in various media using ß-galactosidase reporters showed that PhaF requires the

presence of PhaD, PhaF and Phal to be active at a high level. Furthermore, Phal is a strong

repressor for Pcl, Pc2 and Pi and an activator for Pf, while PhaD is an activator for both

phasins.



Resume

Les polyhydroxyalkanoates (PHAs) sont des polyesters bacteriens accumules sous

forme de granules et utilisös commemoyen de stockage pour le carbone et les equivalents de

reduction. Dans Pseudomonas putida GPol, les PHAs sont synthetises lorsque la source de

carbone est presente en exces et qu'un autre element nutritif tel que l'azote limite la

croissance. La recuperation du PHA ä partir des cellules bacteriennes produit une matiere

dont les proprietes sont similaires aux plastiques communs. Ces proprietes dependent entre

autre de la source de carbone utilisee au cours de la synthese. En raison de leurs origines
bacteriennes, les PHAs sont dögrades par une vaste gamme de microorganismes. Les taux de

degradationhabituels pour un morceau de polyhydroxybutyratevarie de quelques mois dans

un milieuanaerobiqueä plusieurs annees dans l'eau de mer.

Le groupe de genes pha est responsablede l'accumulationde polyhydroxyalkanoates
dans Pseudomonas putida GPol. II comprend les genes codant les deux polymerases PhaCl

et PhaC2, la depolymerase PhaZ, ainsi que la proteine regulatricePhaD et les phasines PhaF
et Phal. Toutes ces proteines, ä l'exception de PhaD, sont präsentes ä la surface des granules
de PHA. De plus, des preuves de 1'existence de promoteurs en amont des genes phaCl, phaF
et phalont ete trouvees.

La decouverte des phasines PhaF et Phal etant recente, peu de choses sont connues ä

leur sujet. La phasine PhaF, qui est attachee aux granules, consiste en deux dornaines, Fun

d'eux etant homologue aux proteines de la famille de l'histone Hl et donc potentiellement
capable de se lier ä l'ADN. Afin d'examiner cette possibilite, des experiences ont ete faires

avec des granules presentant des phasines PhaF ä leur surface ainsi qu'avec des phasines
libres provenant de celles-ci. Ces experiencesont ete faites en utilisant de l'ADN marque ä la

digoxygenine ou radioactivement. Alors qu'aucun attachement ä de l'ADN n'a pu etre

observe avec des phasines PhaF libres, il a ete demontre que des granulesde PHApresentant
PhaF lient n'importe quel fragment d'ADN en presence de magnesium, independamment de
sa taille, de sa sequence ou de son origine, soutenant ainsi un model selon lequel PhaF est

capablede lier l'ADN. Des calculs ont montre que le nombre de paires de bases par molecule

de phasine PhaF varie de 0.5 ä 53.1, probablement en fonction de la quantite de PhaF actives

ä la surface des granules de PHA.



Afin de mieux comprendre le role des phasines PhaF et Phal, des mutants ont ete

generes. Dans le mutant depourvu de phaF, aucun changement concernant la taille ou la

quantite des granules n'a ete identifie, alors que dans le mutant depourvu de phal, une

diminution de 1'accumulationde PHA a ete observee. Ce phenotype ressemble ä celui obtenu

avec le mutant depourvu de phaD, ä qui il manque Phal ä la surface des granules. De plus,
dans le mutant depourvude phal, la phasinePhaF n'etait pas visibleä la surface des granules
de PHA.

Avant d'etudier 1'influence des phasines PhaF et Phal et celle de la proteine
regulatrice PhaD sur les promoteurs du groupe de genes pha, l'existence d'un promoteur en

amont du gene de la polymerase PhaC2 ä ete etablie. De plus, le promoteur Pcl situe en

amont du gene de la polymerase PhaCl a ete mieux caracterise. Une version courte du

promoteur Pcl utilise dans des experiences anterieures a ete creee en ötant un fragment
d'ADN dans lequel aucune structure secondairesignificativeet aucun site de reconnaissance

n'ont pu etre identifies. La comparaison des activus resultant de l'expression de la version

originale et raccourcie ont montre une activite quatre fois inferieure pour le promoteur
raccourci.

L'etude de l'activite des promoteurs du groupe pha dans P. putida GPol et les

mutants depourvus de phaD, phaF et phal dans differents milieux ä l'aide de rapporteurs
utilisant la ß-galactosidase a montre que PhaF necessite la presence de PhaD, PhaF et Phal

pour 8tre actif ä un niveau eleve. De plus, Phal est un fort represseur pour Pcl, Pc2 et Pi et un

activateur pourPf, alors que PhaD est un activateur pour les deux phasines.


