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ABSTRACT. It is important to study the level of anthropogenic pollution of rivers in order to maintain 
the health of ecosystems and provide the sustainable development of society. Surface water pollution 
is mainly caused by urbanisation, agriculture and industrial discharges. Here, we present the results of 
a three-year study of the chemical composition and bacterial diversity of samples collected from three 
rivers of the Kuibyshev Reservoir. Statistically significant differences between chemical parameters and 
alpha diversity indices were found. In addition, a negative correlation was between the Shannon index 
and manganese content, and the Chao1 index with nitrite ions.

Keywords: microbiome of water, biodiversity, 16S rRNA gene amplicon sequencing, anthropogenic pollution

1. Introduction

Various anthropogenic factors, including agricul-
tural and industrial activities, lead to the worsening of 
water quality in rivers. Not only aquatic species are at 
risk, but also human health (Breton-Deval et al., 2019, 
Akhtar et al., 2021). Anthropogenic activities affect the 
composition of water, increasing the content of various 
chemical elements in natural sources (Matveeva et al., 
2022). For example, nitrates, phosphates and organic 
compounds are released into the water from agricul-
tural activities (Yuce et al., 2006), while nitrogen and 
manganese pollution are mainly associated with indus-
try (Li et al., 2014). As a result, the composition and 
diversity of the aquatic microbial community changes, 
so the microbiome can be used as an indicator of water 
quality (Yuce et al., 2006). Next-generation sequenc-
ing techniques are being developed and their costs 
are decreasing, making this approach available for a 
deeper understanding of the relationship between the 
microbial community and physicochemical parameters 
of water, as well as for water quality monitoring.

2. Materials and methods

Samples were taken from the surface of the 
water at the mouths of the Kama, Volga and Kazanka 

Rivers in the area of the Kuibyshev Reservoir for three 
years. Water samples were centrifuged for 15 minutes 
at 8000 rpm in 50 ml bottles to obtain a cell pellet. 
DNA was then isolated from the obtained sediment 
using the DNA-Express kit (Lytech, Russia) according 
to the manufacturer’s recommendations. Amplification 
of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene and sub-
sequent library preparation was carried out according 
to the protocol ‘Preparing 16S Ribosomal RNA Gene 
Amplicons for the Illumina MiSeq System’ (Illumina, 
USA). Sequencing of the 16S rRNA amplicons was car-
ried out on the MiSeq platform (Illumina, USA) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. The resulting reads 
were processed using QIIME 1.9. All statistical calcula-
tions were performed using the R v.4.2.2 programming 
language in the RStudio v.2023.12.1+402 program. 
Statistically significant differences in the parameters 
studied between samples from different rivers were cal-
culated using the non-parametric Kruskal-Wallis test. 
Correlations between alpha diversity and hydrochemi-
cal parameters were calculated using Spearman’s rank 
correlation test.

3. Results and discussion

The study revealed significant differences 
between rivers in terms of indicators and levels of 
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substances associated with anthropogenic water pol-
lution such as ammonium ions, manganese, nitrate 
ions, nitrite ions, phosphate ions, total phosphorus and 
chemical oxygen demand. Samples from the Kazanka 
River contained significantly more ammonium ions 
(1.24±0.7 mg/l to 0.43±0.2 mg/l in the Volga River 
and 0.44±0.1 mg/l in the Kama River) and less nitrate 
ions (0.7±0.4 mg/l to 1.4±0.5 mg/l in the Volga River 
and 1.15±0.2 mg/l in the Kama River) than the other 
rivers studied. Samples from the Volga River contained 
more manganese (0.02±0.02 mg/l) compared to the 
Kama River (0.01±0.003 mg/l), and phosphate ions 
(0.2±0.1 mg/l to 0.10±0.03 mg/l in the Kama River 
and 0.1±0.1 mg/l in the Kazanka River) and total 
phosphorus (0.06±0.03 mg/l to 0.03±0.01 mg/l in 
the Kama River and 0.04±0.03 mg/l in the Kazanka 
River) were higher in this river compared to the other 
analyzed rivers. We also found significant differences 
in alpha diversity indicators. Samples from the Kama 
River had the highest values of all alpha diversity indi-
ces analyzed compared to the Kazanka River, and the 
highest values of Shannon (7.3±0.5 to 6.95±0.4 in 
the Volga River and 6.46±0.7 in the Kazanka River) 
and Simpson (0.98±0.01 to 0.96±0.02 in the Volga 
River and 0.93±0.05 in the Kazanka River) indices 
were for the Kama River compared to the other rivers. 
Correlation analysis of seven chemical indicators stud-
ied with the biodiversity indices was also performed. 
We found a negative correlation of the Shannon index 
with the amount of manganese (R= -0.5; p<0.1) and a 
negative correlation of the Chao1 index with nitrite ions 
(R= -0.4; p<0.1). The results obtained indicate a pos-
sible negative impact of these anthropogenic chemical 
factors on the biodiversity of the microbial community. 
It is known that excess manganese is toxic to plants and 
animals and can cause central nervous system disor-
ders in humans (Matveeva et al., 2022). Nitrite ions are 
mutagens and can cause various human diseases such 
as cancer, methaemoglobinaemia, thyroid enlargement 
and diabetes mellitus (Parvizishad et al., 2017).

4. Conclusions

In this study, samples from three different rivers 
in the same geographical area were analyzed. We found 

that water pollution with manganese and nitrite ions 
affect the diversity of the aquatic microbial community.
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Микробное биоразнообразие как 
индикатор антропогенного загрязнения 
водных экосистем
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АННОТАЦИЯ. Исследование уровня антропогенного загрязнения рек является важной задачей 
для поддержания здоровья экосистем и обеспечения устойчивого развития общества. Загрязнение 
поверхностных вод в основном происходит из-за урбанизации, сельского хозяйства и промыш-
ленных сбросов. В данном исследовании представлены результаты исследования химического 
состава и бактериального разнообразия образцов, полученных из трех рек Куйбышевского водо-
хранилища в течение трех лет. Нами были найдены статистически значимые отличия химиче-
ских показателей и индексов альфа-разнообразия. Кроме того, была выявлена отрицательная 
корреляция индекса Шеннона с содержанием марганца и индекса Чао1 с нитрит-ионами.

Ключевые слова: микробиом водоемов, биоразнообразие, секвенирование ампликонов гена 16S рРНК, 
антропогенное загрязнение

1. Введение

Различные антропогенные факторы, включа-
ющие деятельность сельскохозяйственных и про-
мышленных предприятий, ведут к ухудшению каче-
ства воды в реках. Это не только угрожает видам, 
обитающим в водоемах, но и создает угрозу для 
здоровья людей (Breton-Deval et al., 2019, Akhtar et 
al., 2021). Антропогенная деятельность оказывает 
влияние на состав воды, повышая содержание раз-
личных химических элементов в природных источ-
никах (Matveeva et al., 2022). Например, нитраты, 
фосфаты и органические соединения поступают в 
водоемы в результате сельскохозяйственной дея-
тельности (Yuce et al., 2006), а загрязнения азотом 
и марганцем, в основном, связано с промышленно-
стью (Li et al., 2014). В результате, происходит изме-
нение состава и разнообразия микробного сообще-
ства водоемов, позволяя использовать микробиом 
как индикатор качества воды (Yuce et al., 2006). 
Развитие и удешевление методов секвенирования 
нового поколения делает доступным использование 
данной технологии для более глубокого понимания 
взаимосвязи микробного сообщества с физико-хи-
мическими показателями воды, а также для мони-
торинга качества водоемов.

2. Материалы и методы

Отбор проб производился с поверхности 
воды в устьях рек Камы, Волги и Казанки на тер-
ритории Куйбышевского водохранилища в тече-
ние трех лет. Образцы воды центрифугировали в 
фальконах объемом 50 мл 15 минут при 8000 об/
мин для получения клеточного осадка. Затем из 
полученного осадка проводили выделение ДНК 
с использованием набора «ДНК-Экспресс» (НПФ 
«Литех», Россия), согласно рекомендациям произ-
водителя. Амплификацию региона V3-V4 гена 16S 
рРНК и последующую подготовку библиотек про-
водили в соответствии с протоколом «Preparing 16S 
Ribosomal RNA Gene Amplicons for the Illumina MiSeq 
System» (Illumina, США), секвенирование нуклео-
тидной последовательности ампликонов 16S рРНК 
осуществляли на платформе MiSeq (Illumina, США) 
согласно протоколу производителя. Полученные 
прочтения обрабатывали с помощью QIIME 1.9. Все 
статистические расчеты производили в среде языка 
программирования R v.4.2.2 в программе RStudio 
v.2023.12.1+402. Статистически достоверные 
различия исследуемых параметров между образ-
цами разных рек рассчитывались с использова-
нием непараметрического теста Краскела-Уоллиса. 
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Корреляция между альфа-разнообразием и гидро-
химическими показателями была рассчитан при 
помощи теста ранговой корреляции Спирмена.

3. Результаты и обсуждение

В исследовании были обнаружены досто-
верные отличия между реками в показателях и 
содержании веществ, связанных с антропогенным 
загрязнением водоёмов (аммоний-ионы, марганец, 
нитрат-ионы, нитрит-ионы, фосфат-ионы, общий 
фосфор и химическое потребление кислорода). В 
образцах из р. Казанка выявлено достоверно больше 
аммоний-ионов (1,2±0,7 мг/дм3 к 0,4±0,2 мг/дм3 
в р. Волга и 0,4±0,1 мг/дм3 в р. Кама) и меньше 
нитрат-ионов (0,7±0,4 мг/дм3 к 1,4±0,5 мг/дм3 в 
р. Волга и 1,15±0,2 мг/дм3 в р. Кама), чем в других 
реках, представленных в исследовании. В образцах 
из р. Волга содержалось большее количество мар-
ганца (0,02±0,02 мг/л), чем в образцах из р. Кама 
(0,01±0,003 мг/л), фосфат-ионов (0,2±0,1 мг/дм3 
к 0,10±0,03 мг/дм3 в р. Кама и 0,1±0,1 мг/дм3 в 
р. Казанка) и общего фосфора (0,06±0,03 мг/дм3 
к 0,03±0,01 мг/дм3 в р. Кама и 0,04±0,03 мг/дм3 
в р. Казанка), чем в других исследованных реках. 
Также нами были обнаружены достоверные отли-
чия в показателях альфа-разнообразия. Образцы из 
р. Кама имели самые высокие значения всех индек-
сов альфа-разнообразия по сравнению с образцами 
из р. Казанка и самые высокие значения индексов 
Шеннона (7,3±0,5 к 6,95±0,4 в р. Волга и 6,46±0,7 
в р. Казанка) и Симпсона (0,98±0,01 к 0,96±0,02 
в р. Волга и 0,93±0,05 в р. Казанка) по сравнению 
со всеми реками, представленными в исследова-
нии. Также в исследовании был проведен корре-
ляционный анализ семи исследуемых химических 
показателей с представленными индексами биораз-
нообразия. Была обнаружена отрицательная корре-
ляция индекса Шеннона с количеством марганца 
(R= -0,5; p<0.1) и отрицательная корреляция 
индекса Чао1 с нитрит-ионами (R = -0,4; p<0.1). 
Полученные результаты указывают на возможное 
негативное влияние данных химических антропо-
генных факторов на биоразнообразие микробного 
сообщества. Из данных литературы известно, что 
марганец в избытке токсичен для растений и живот-
ных, у человека может вызывать расстройства цен-
тральной нервной системы (Matveeva et al., 2022). 
Нитрит-ионы являются мутагенами и способны 
вызывать у человека различные заболевания, такие 
как рак, метгемоглобинемия, увеличение щитовид-
ной железы и сахарный диабет (Parvizishad et al., 
2017).

4. Выводы

В данном исследовании образцов, получен-
ных из трех разных рек одной географической зоны, 
было выявлено, что загрязнение воды марганцем и 
нитрит-ионами влияет на разнообразие микроб-
ного сообщества.
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