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Introduzione
L’attivitd mineraria pud essere considerata una delle principali cause di inquinamento ambientale in
quanto, sebbene molte miniere siano ormai state abbondonate, i loro rifiuti possono continuare ad
inquinare I’ambiente per centinaia di anni contaminando i terreni o disperdendosi nelle acque
superficiali e sotterranee circostanti. I processi di drenaggio minerario derivano da diverse reazioni
di ossidazione che coinvolgono essenzialmente i solfuri metallici quali la Pirite (solfuro di ferro) e
la Calcopirite (solfuro di rame e ferro). In seguito a queste reazioni di ossidazione i drenaggi di
miniera sono caratterizzati da bassi valori di pH (pH< 2-3) e dalla presenza di ferro, solfuri e metalli
potenzialmente tossici (As, Pb, Al, Cu, Zn, Cr, V) (Langmuir;1997; Bruneel et al., 2008). Nel corso
di questa attivita si & scelto di analizzare un drenaggio acido situato in un sito minerario francese,
caratterizzato da bassi valori di pH e alte concentrazioni di arsenico, ferro e solfati. Questo sito €
stato studiato dettagliatamente in passato evidenziando la presenza di microorganismi estremofili
con elevate potenzialitd metaboliche legate al ferro, all’arsenico e allo zolfo. In particolare ¢ stato
osservato come nel tratto iniziale del torrente ’ossidazione del ferro guidata dai microorganismi
-comporti una co-precipitazione dell’arsenico. Negli anni numerosi ceppi batterici (es.
Acidithiobacillus ferrooxidans, Thiomonas sp.) sono stati isolati da questo ambiente e
successivamente testati in laboratorio confermandone il coinvolgimento attivo nei processi di
ossidazione del ferro, co-precipitazione e ossidazione dell’arsenico (Bruneel et al., 2003; Casiot et
al., 2003; Duquesne et al., 2003). Parallelamente altri studi sono stati effettuati utilizzando un
approccio meta- € proteo-genomico, facendo luce sulle -caratteristiche tassonomiche dei
microorganismi presenti e sulle loro potenziali capacita metaboliche (Bertin et al., 2011). Riveste
quindi estremo valore la caratterizzazione metatrascrittomica di questo ambiente in quanto ¢ in
grado di fornire un quadro completo, in termini di diversita e funzione delle comunita microbiche
che abitano questo ambiente estremo.

Obiettivi

L’obiettivo del programma Short Term Mobility — 2017 ¢ stato quello di investigare la diversita e le
funzioni metaboliche espresse dai microorganismi in un ambiente estremo (Drenaggio Acido di
Miniera) ricco di arsenico utilizzando un approccio metatrascrittomico. Il programma & stato svolto
presso ’Universita di Strasburgo (Francia), in collaborazione con I’Istituto HydroSciences di
Montpellier e I’Istituto Pasteur di Parigi.

Attivita svolta

L’attivitd ha riguardato 1’analisi della risposta metabolica a livello genomico di microorganismi
esposti ad elevati livelli di arsenico ed altri metalli in un ambiento estremo. L’attivita ¢ stata
suddivisa in tre step principali: 1. Estrazione acidi nucleici; 2. Sequenziamento RNA; 3. Analisi
bioinformatica.

1) Successivamente ad una prima fase di ottimizzazione del protocollo, I’estrazione del’RNA ¢
stata effettuata in duplicato da tre aliquote di sedimento per ciascun campione utilizzando I’ RNeasy
PowerSoil Total RNA Kit (Qiagen).

2) L’RNA ¢ stato quantificato misurando A260 e A280 con il Nanodrop, successivamente
I’integritd del’RNA & stata controllata attraverso un elettroferogramma ottenuto utilizzando il
BioAnalyzer (Agilent). Il sequenziamento ¢ stato effettuato presso i laboratori dell’Istituto Pasteur
di Parigi.
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3) Durante lo svolgimento del programma ¢ stata appresa ed applicata la procedura per 1’analisi
bioinformatica delle sequenze metatrascrittomiche. In particolare questa procedura ¢ articolata in
varie fasi. Inizialmente & stato effettuato un controllo delle sequenze da cui sono state rimosse
quelle con bassa qualitd (quality checking e prefiltering). Successivamente ¢ avvenuta
I’identificazione tassonomica delle sequenze codificanti per 'RNA ribosomiale; infine ¢ stato
effettuato 1’assemblaggio di tutti i trascritti (assembly). Nella fase di pre-filtering le sequenze sono
state inizialmente controllate utilizzando il software FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqe/). L’utilizzo di vari BBTools (es.
bbcountunique, bbduk, bbmerge) realizzati dal Joint Genome Institute (JGI)
(https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/) ha consentito di filtrare, tagliare, allineare ed unire le
reads rimuovendo le sequenze, o porzioni di esse, che non corrispondevano ai criteri di qualita
necessari per 1’analisi successiva. Le sequenze sono state successivamente assemblate utilizzando
sia il software Trinity (Grabherr et al., 2011) che maSPAdes (Bankevich et al., 2012) e i trascritti
sono stati allineati con Bowtie2. Infine, sebbene in maniera preliminare, € stato possibile conoscere ed
utilizzare sia il linguaggio di programmazione Python sia MetaCyc il database dei pathway
metabolici ed enzimi (Caspi et al., 2015).

L’attivita svolta durante il soggiorno presso i laboratori dell’Universita di Strasburgo ha permesso
di prendere conoscenza ed utilizzare numerosi tools bioinformatici per 1’analisi di sequenze
metatrascrittomiche. Data la mole dei dati e la rilevanza del progetto, sara necessario approfondire
ulteriormente questa analisi per implementare la procedura e i database di riferimento che ad oggi
risultano essere esigui. Le competenze acquisite riguardanti un approccio innovativo e di elevato
valore scientifico nell’ambito dello studio delle comunita microbiche costituiranno un investimento
per il CNR, anche in considerazione della disponibilita della Struttura Ospitante a stabilire
collaborazioni future con ’IRSA CNR. Nell’ambito di questa collaborazione ¢ stato inoltre redatto
un lavoro di review e sottomesso alla rivista “Frontiers in Microbiology”.
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