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Formulaire a compléter et déposer par les porteurs du projet de thése HDR via I'adresse mail suivante :
ed658@univ-amu.fr OU/ET romane.haddadi@univ-amu.fr

MERCI DE METTRE EN SUJET DU MAIL : Concours ED 658 2026 porteur de projet

Ces dossiers seront publiés pour que les candidats postulent.

au plus tard le 3 mars 2026.

INTITULE DU PROJET

Caractérisation du réseau complexe de régulation controlant la biogenése des biofilms chez
Shewanella oneidensis.

1- Directrice ou directeur de thése HDR

NOM FONS Prénom Michel

Téléphone portable | 06 09 01 47 02 Courriel mfons@imm.cnrs.fr
Unité de recherche (UR) de rattachement

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU : | BIP-UMR7281

Nom de I'UR : Bioénergétique et Ingénierie des Protéines

Directrice ou directeur de I'UR

Nom SCHOEPP-COTHENET Prénom Barbara

2- Codirectrice ou codirecteur de thése, le cas échéant

NOM JOURLIN-CASTELLI Prénom Cécile

Téléphone portable | 06 84 07 34 36 Courriel jourlin@imm.cnrs.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU : | BIP-UMR7281

Nom de I'UR : Bioénergétique et Ingénierie des Protéines

Directrice ou directeur de I'UR

Nom SCHOEPP-COTHENET Prénom Barbara
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JURY 3 : NEURSOCIENCES
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MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFRORMATIONS EN FRANCAIS ET EN ANGLAIS

Description de la problématique de recherche - Project description

Dans la plupart des environnements, les micro-organismes adoptent un mode de vie sessile, formant des
structures appelées « biofilms ». Dans ces structures, les cellules sont enchassées dans une matrice autoproduite
composée de plusieurs éléments. Le passage d‘un mode de vie planctonique a un mode de vie sessile fait
intervenir un messager secondaire (di-GMPc) qui est synthétisé par des diguanylate cyclases (DGC) et qui est
détecté par des effecteurs spécifiques.

La bactérie aquatique modele, Shewanella oneidensis, présente de remarquables capacités d’adaptation.
Sous forme planctonique, elle est capable de chimiotactisme, c’est-a-dire de détecter des signaux
environnementaux et d’orienter son déplacement en fonction. Elle est également capable de former deux types
de biofilm : le biofilm associé aux surfaces (SSA-biofilm) et le biofilm a I'interface air-liquide (biofilm flottant ou
pellicule). Nous avons récemment montré que la biogenese des biofilms chez cette bactérie fait intervenir un
réseau de régulation complexe. De maniere tout a fait inattendue, nous avons montré que le régulateur CheY
responsable du controle du chimiotactisme est au centre de ce réseau de régulation. En effet, CheY interagit non
seulement avec des DGCs, mais également avec deux effecteurs spécifiques du di-GMPc impliqués dans le
controle d’éléments majeurs de la matrice du biofilm.

Le but du projet est de mieux caractériser ce réseau de régulation en décryptant le mode d’action de CheY
sur ses partenaires et en déterminant les zones d’interaction entre les différents acteurs du réseau. Le double
role de CheY dans le chimiotactisme et dans la biogenese des biofilms sera également étudié. De nouveaux
acteurs dans la biogenese des biofilms seront également recherchés.

In most environments, microorganisms adopt a sessile lifestyle, forming structures called “biofilms.” In
these structures, cells are embedded in a self-produced matrix composed of several elements. The transition
from a planktonic to a sessile lifestyle involves a secondary messenger (c-di-GMP) that is synthesized by
diguanylate cyclases (DGC) and detected by specific effectors.

The model aquatic bacterium, Shewanella oneidensis, has remarkable adaptive abilities. In its planktonic
form, it is capable of chemotaxis, i.e., detecting environmental signals and orienting its movement accordingly. It
is also capable of forming two types of biofilm: surface-associated biofilm (SSA-biofilm) and air-liquid interface
biofilm (floating biofilm or pellicle). We recently showed that biofilm biogenesis in this bacterium involves a
complex regulatory network. Unexpectedly, we showed that the CheY regulator responsible for controlling
chemotaxis is at the center of this regulatory network. Indeed, CheY interacts not only with DGCs, but also with
two specific di-GMPc effectors involved in the control of major elements of the biofilm matrix.

The aim of the project is to better characterize this regulatory network by deciphering how CheY acts on
its partners and by determining the areas of interaction between the different actors in the network. The dual
role of CheY in chemotaxis and in biofilm biogenesis will also be studied. New players in biofilm biogenesis will
also be searched for.
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Mots clés — Keywords
Mots clés : Biofilm, transduction du signal, di-GMPc, messager secondaire, chimiotactisme

Keywords : Biofilm, signal transduction, c-di-GMP, secondary messenger, chemotaxis

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

Shewanella oneidensis est un trés bon modele pour I'étude des biofilms. Elle est en effet capable de former deux
types de biofilms : les biofilms associés aux surfaces et les biofilms flottants a I'interface air-liquide. Les outils
génétiques sont au point et disponibles pour faciliter cette étude.

Le lien entre chimiotactisme et biofilm mis en évidence dans cet organisme est tout a fait novateur et mérite étre
approfondi.

Shewanella oneidensis is an excellent model for studying biofilms. It is capable of forming two types of biofilms:
surface-associated biofilms and floating biofilms at the air-liquid interface. Genetic tools have been developed and
are available to facilitate this study.

The link between chemotaxis and biofilm demonstrated in this organism is highly innovative and warrants further
investigation.
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Objectifs

Le projet de thése proposé aura plusieurs objectifs :

l. Définir le mode d’action de CheY sur les DGCs partenaires. En effet, CheY pourrait servir soit de
plateforme pour orchestrer les interactions entre les DGCs et leur partenaire de type effecteur, soit de stimulateur
de I'activité des DGCs. La capacité de CheY a jouer un role de plateforme sera testée par des expériences de pontage
chimique et de double hybride bactérien. La capacité des DGCs a synthétiser du di-GMPc sera testée en présence ou
en absence de CheY par différentes approches (dichroisme circulaire, chromatographie en phase reverse, sonde
fluorescente).

. Déterminer les zones d’interaction entre CheY, les DGC et les effecteurs déja identifiés. Différentes
approches seront mises en ceuvre telles que des expériences de pontage chimique couplées a de la spectrométrie de
masse, de la RMN (suivi de déplacement chimique en présence de partenaires) et de la modélisation par AlphaFold.
Les zones identifiées seront ensuite validées par des expériences de mutagenese dirigée.

llI.  Comprendre le double role de CheY. Dans les cellules planctoniques, CheY se fixe a la base du flagelle
pour en modifier le sens de rotation et ainsi permettre aux bactéries de s’orienter dans des gradients de composés
chimiques (chimiotactisme). Dans ce contexte, c’est la forme phosphorylée de CheY qui est requise. La forme de CheY
interagissant avec les DGC sera déterminée, de méme que la localisation de cette protéine dans la cellule en fonction
du mode de vie.

V. Déterminer si CheY posséde d’autres partenaires non encore identifiés. Ces partenaires seront
recherchés par des approches de co-purification et de double hybride bactérien en utilisant CheY comme appat. Des
protéines de type effecteurs (cible du di-GMPc), difficile a prédire sur la base des conservations de séquences, seront
en particulier recherchées. De plus, contrairement a CheY qui est indispensable pour la formation des biofilms, son
partenaire connu pour le phosphoryler (CheA) ne I'est pas. Cette approche pourrait donc également permettre
d’identifier une autre kinase capable de phosphoryler CheY dans des conditions spécifiques a la formation des
biofilms. Des approches globales aléatoires seront également déployées (ex : Tn Seq) pour identifier de nouveaux
éléments impliqués dans la formation des biofilms.

Ce travail aboutira a une meilleure compréhension de la biogenése des biofilms chez S. oneidensis et ouvrira
de nouvelles perspectives. Il est en effet probable que le mécanisme mis a jour soit retrouvé dans d’autres organismes
bactériens, et plus particulierement que le double role des protéines de type CheY dans le contrdle du chimiotactisme
et du biofilm ne soit pas restreint a S. oneidensis. En fonction de I’'avancement du projet de thése, le role de CheY
dans la formation du biofilm sera étudié dans d’autres bactéries telles que des Vibrionaceae et des Marinomonas.

The proposed thesis project will have several objectives :

I. Define how CheY acts on partner DGCs. CheY could serve either as a platform for orchestrating interactions
between DGCs and their effector partners, or as a stimulator of DGC activity. CheY's ability to act as a platform will be
tested using chemical cross-linking and bacterial two-hybrid experiments. The ability of DGCs to synthesize c-di-GMP
will be tested in the presence or absence of CheY using different approaches (circular dichroism, reverse-phase
chromatography, fluorescent probe).
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. Determine the areas of interaction between CheY, DGCs and effectors already identified. Various
approaches will be used, such as chemical cross-linking experiments coupled with mass spectrometry, NMR (chemical
shift monitoring in the presence of partners) and AlphaFold modeling. The identified areas will then be validated by
directed mutagenesis experiments.

lll.  Understand the dual role of CheY. In planktonic cells, CheY binds to the base of the flagellum to change
its direction of rotation, thereby allowing bacteria to orient themselves in gradients of chemical compounds
(chemotaxis). In this context, the phosphorylated form of CheY is required. The form of CheY interacting with DGCs
will be determined, as will the location of this protein in the cell depending on the lifestyle.

IV. Determine whether CheY has other partners that have not yet been identified. These partners will be
searched using co-purification and bacterial two-hybrid approaches, using CheY as bait. Effector proteins (c-di-GMP
targets), which are difficult to predict based on sequence conservation, will be searched for in particular. Furthermore,
unlike CheY, which is essential for biofilm formation, its known phosphorylation partner (CheA) is not. This approach
could therefore also identify another kinase capable of phosphorylating CheY under conditions specific to biofilm
formation. Random global approaches will also be deployed (e.g., Tn Seq) to identify new elements involved in biofilm
formation.

This work will lead to a better understanding of biofilm biogenesis in S. oneidensis and open up new perspectives. It
is likely that the mechanism discovered will be found in other bacterial organisms, and more specifically that the dual
role of CheY-type proteins in controlling chemotaxis and biofilm formation is not restricted to S. oneidensis.
Depending on the progress of the thesis project, the role of CheY in biofilm formation will be studied in other bacteria
such as Vibrionaceae and Marinomonas.

Méthode — Method

Le projet s’appuiera sur des méthodes de biologie moléculaire (extraction d’ADN, PCR, clonage), de génétique
(construction de mutants, transformation, conjugaison, double hybride bactérien), de biochimie (surproduction et
purification de protéines, pontage chimique, dichroisme circulaire, chromatographie en phase reverse,
microcalorimétrie) et de bioinformatique (alighements de séquence, modélisation par Alphafold).

The project will rely on methods like molecular biology (DNA extraction, PCR, cloning), genetics (mutant construction,
transformation, conjugation, bacterial two-hybrid), biochemistry (protein overproduction and purification, chemical
cross-linking, circular dichroism, reverse-phase chromatography, microcalorimetry), and bioinformatics (sequence
alignment, modeling using Alphafold).
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

Le laboratoire possede tous les équipements nécessaires pour mener a bien le projet de thése et a acces aux
différentes plateformes de I'Institut de Microbiologie de la Méditerranée qui seront sollicitées dans le cadre de ce
projet (en particulier : microscopie, protéomique, RMN et séquencage/transcriptome).

The laboratory has all the equipment necessary to carry out the thesis project and has access to the various
platforms of the Mediterranean Institute of Microbiology that will be used in this project (in particular: microscopy,
proteomics, NMR and sequencing/transcriptome).
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Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

Le (la) candidat(e) devra posséder de bonnes connaissances en microbiologie, génétique moléculaire et biochimie.
Une expérience antérieure dans le domaine des biofilms bactériens sera appréciée.

The candidate should have good knowledge in microbiology, molecular genetics and biochemistry. Previous work in
the field of bacterial biofilm would be an advantage.
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