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РЕФЕРАТ 
В последнее время активно исследуется микробиота кишечника и ее 
роль для развития и здоровья домашних животных. Состав микробиома 
кишечника влияет на усвоение пищи, состояние иммунной системы жи-
вотного, продуктивность и показатели роста домашнего скота. Также в 
кишечнике животных обитают специфичные филы бактерий, которые 
могут служить маркерами фекального загрязнения в окружающей среде. 

Нами проведено исследование микробиома кишечника 12 животных, разделенных на 
две группы – телята и взрослые коровы. Выявлены бактерии таксонов таксонов Actino-
bacteriota, Bacteroidota, Campilobacterota, Chloroflexi, Cyanobacteria, Desulfobacterota, 
Fibrobacterota, Firmicutes, Fusobacterota, Halobacterota, Elusimicrobiota,  Euryarchaeota,  
Proteobacteria, Patescibacteria, Spirochaetota, Thermoplasmatota, Verrucomicrobia и не-
большое количество неклассифицированных микроорганизмов.  

Показано, что микробиом кишечника телят отличается от микробиома взрослых ко-
ров, а диарея влияет на состав кишечника молодых животных, снижая биоразнообразие 
обитателей. У телят индекс Шеннона составлял от 3,18 до 4,3, у взрослых животных от 
4.41 до 5,24. Сравнение микробиомов кишечника здоровых телят и телят с диареей про-
ведено с помощью t-критерия Хатчесона, разница оказалась значительной (P<<<0.0001). 
Основные филумы бактерий кишечника телят - Bacteroidota и Firmicutes, причем разно-
образие и количество микробных линий Bacteroidota увеличивается с возрастом. Фир-
микуты семейств Lactobacillae и Lactobacillales_fa, а также семейство Selenomonadaceae 
являтся маркерами ювенильного возраста животных. Специфичные для телят Bacteroi-
dota – представители Tannerellaceae и Marinifilaceae. Микробиом взрослых животных на 
уровне филумов отличается присутствием бактерий Verrucomicrobiota, Desulfobacterota, 
архей Methanobacteria и Methanomicrobia.  На уровне семейств и родов, сформировав-
шийся микробиом коров имеет уникальных представителей  Bacteroidota и Firmicutes. 

Таким образом, нами приведены данные об основных представителях бактерий здо-
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ВВЕДЕНИЕ 
Появление крупных предприятий, поз-

воляющих содержать значительное коли-
чество животных и птицы на ограничен-
ной территории часто приводит к возник-
новению заболеваний различной этиоло-
гии, снижению продуктивности и долго-
летия сельскохозяйственных животных и 
птицы [4, 14].  Изучение сообществ мик-
робов в пищеварительном тракте жвач-
ных животных, особенно крупного рога-
того скота (КРС), очень важно в связи с 
возможностью быстрой диагностики и 
профилактики многих патологий пищева-
рительной системы, связанных с непра-
вильным питанием, которое обычно со-
провождается развитием патогенных и 
условно-патогенных микроорганизмов 
[10]. Рубец является самым важным орга-
ном пищеварения, однако отбор проб со-
держимого рубца сопряжен с инвазивным 
вмешательством в организм животного.  

Метод секвенирования ампликонов 
фрагмента гена 16S РНК позволяет оце-
нить метаболический потенциал микро-
флоры пищеварительного тракта челове-
ка и животных [2, 7, 9]. В настоящее вре-
мя приведены данные изучения микро-
флоры рубца северных оленей в зависи-

мости от сезона [6], рубца коров в экспе-
рименте по влиянию кормовых добавок 
[1, 8]. В России не так много работ, по-
священных изучению бактериальной со-
ставляющей кишечника КРС, и общерас-
пространёнными являются классические 
бактериологические исследования – это 
методы специфического окрашивания 
микроорганизмов для последующего 
микрокопирования либо исследование 
активности различных физиологических 
групп бактерий кишечника. Мы предпо-
лагаем, что состав кишечного микробио-
ма также отражает физиологическое со-
стояние животного, и для рутинных ис-
следований нужны сведения о его соста-
ве.    

Целью исследований было определе-
ние состава микробиома кишечника КРС 
у телят и взрослых животных в условиях 
хозяйств Иркутской области.  
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Для исследования было отобрано 12 
животных, содержащихся в ООО МИП 
«Новоямское» Иркутского района Иркут-
ской области (табл.1).  

Содержание животных. Шесть телят 
содержались на базе, где находится те-
лятник и родильное отделение. Телят с 

Таблица 1. 
Объекты и объем исследований 

№ Инвентарный 
номер 

Пол Возраст Фекалии 

N1 19540 Телка  3 недели Жидкий стул 

N2 1039 Бык 3 недели Жидкий стул 

N3 1023 Бык 1 месяц Норм 

N4 19517 Телка  3 месяца Жидкий стул 

N5 19536 Телка  1 месяц Норм 

N6 19530 Телка  3 недели Норм 

N7 1362 Телка  5 лет Норм 

N8 155 Телка  3 года Норм 

N9 29 Телка  3 года Норм 

N10 1504 Телка  4 года Жидкий стул 

N11 125 Телка  3 года Норм 

N12 180 Телка  2,5 года Норм 

рового кишечника коров и телят, что впоследствии можно использовать для диагности-
ки физиологического состояния животных, а также в экологических исследованиях для 
выявления фекального загрязнения окружающей среды. 
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рождения и до 14-дневного возраста со-
держали в индивидуальных боксах в ро-
дильном отделении. При достижении жи-
вотными 14-дневного возраста, они пере-
водились в телятник, где находились в 
клетках по 6 голов до 3-месячного возрас-
та. Коровы содержались привязно в от-
дельных боксах коровника. Кормление 
животных. Телятам до 14-дневного воз-
раста выпаивали молозиво трехкратно по 
2 литра утром, в обед и вечером. Телятам 
до 3-месячного возраста выпаивали моло-
зиво по 3 литра утром и вечером, допол-
нительно скармливали дробленое зерно, 
сено, в доступе всегда витаминно-
минеральные блоки. Рацион коров состо-
ял из силоса, сена и дробленки (ячмень, 
овес, пшеница). Водопой. В каждой клет-
ке оборудованы автоматические поилки. 
Их дезинфекцию осуществляли ТриМакс 
активом в 0,1% концентрации. 

Для исследования фекалии животных 
отбирали  в пробирки типа Эпиндорфа,  с 
помощью стерильных штапелей. ДНК  
выделяли  из 200 мкл суспензии (100 мкл 
биоматериала суспендированного в ТЕ 
буфере с 1% лизоцимом (рН 8.0). После 
этого выделение продолжали набором 
Экстра ДНК Био по инструкции произво-
дителя (Алкор Био, Санкт-Петербург). 

Очищенную ДНК использовали в каче-
стве матрицы для метагеномного анализа 
фрагмента гена 16S рРНК с праймерами 
343F (CTCCTACGGRRSGCAG) и  806RB  
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT). Секве-
нирование выполнено в компании Ge-
neoffice (Санкт-Петербург) с помощью 
MiSeq (Illumina, USA).  

Оценку качества библиотек амплико-
нов проводили с помощью программы 
FastQC V.0.11.9  (http://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ pro-
jects/fastqc, дата последнего доступа: 8 
мая 2021 г.), праймеры и ложные после-
довательности удалены с помощью про-
граммы cutadapt v1.14. Метагеномные 
данные обработаны с использованием 
пакета DADA2  для языка программиро-
вания R с параметрами: maxN 
(максимальное количество допустимых 
неопределенных оснований) = 0, maxEE 
(максимальное количество ожидаемых 
ошибок прочтения в последоватлеьности) 
= c (2,4), включая выравнивание, филь-
трацию химер, короткие и ложные после-
довательности и кластеризацию точных 
вариантов последовательностей (ESV) 
[13]. Фрагменты гена 16S рРНК выровне-
ны и таксономически отнесены с исполь-
зованием базы данных SILVA v.138.1 с 

Рис. 1. Дендрограмма микробиомов 
кишечника крупного рогатого скота, 
построенная на основании секвениро-
вания фрагментов гена 16S рРНК. N1-
N6 - телята, N7-N12 – взрослые жи-
вотные. Звездочкой обозначены жи-
вотные с диареей 

Рис. 2. График показателей индекса 
Шеннона для микробиомов кишечни-
ка здоровых телят и телят с диареей 
(P<0.0001). 
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доверительным порогом 80% [27] и кла-
стеризованы в операционные таксономи-
ческие единицы (OTU) на расстоянии 
0,03 с помощью mothur v.1.45.0 [28]. При 
неопределенной систематике микроорга-
низма осуществляли дополнительный 
поиск данных с помощью BLAST-анализа 
на основе базе RefSeq nr (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

После секвенирования и первичного 
анализа 179421 последовательностей 
фрагментов 16S  рРНК генов со средней 
длиной считывания 414 п.н. сохранены 
для последующего анализа. Количество  
прочтений  в выборках варьировало от 
7109 до 23806. Всего обнаружено 3033 
ESV (exact sequence variants), кластеризо-
ванных в 1476 ОТЕ (Оперативная Таксо-
номическая Единица) с порогом в 3% 
(доля замен).  

Мерой α-разнообразия выбран индекс 
Шеннона, являющийся основным. Значе-
ния индекса варьировали от 3,18 до 5,24. 
У телят он был ниже составлял от 3,18 до 
4,3, причем низкие показатели относи-

лись к животным с диареей, а высокие – к 
телятам с нормальным стулом). У взрос-
лых животных индексы разнообразия 
были выше  - от 4.41 до 5,24 и никак не 
связаны с диареей. UPMGA-анализ  пока-
зал, что генетические последовательности 
бактерий микробиома телят группируют-
ся отдельно от микробиома взрослых осо-
бей (рис.1). На основании кластерного 
анализа, микробиом взрослых животных 
более однороден (за исключением живот-
ного №8), даже у коровы №10 он не отли-
чался от других, несмотря на нарушение 
стула. Диарея у телят приводила к значи-
мому изменению бактериальной состав-
ляющей кишечника, однако в кластере 
находились и здоровые телята (№3). 

Сравнение микробиомов двух группы 
телят было проведено с помощью t-
критерия Хатчесона, определяющего зна-
чимость разницы разнообразия по индек-
су Шеннона между двумя выборками 
[20]. 

В первую группу входили животные, у 
которых наблюдался жидкий стул, во вто-
рую – особи без явных признаков нару-

Рис.3. Таксономический состав бак-
терий микробиома кишечника коров 
и телят, N1-N6 -  телята, N7-N12 – 
взрослые животные. Звездочкой обо-
значены животные с диареей 

Рис. 4. Тепловая карта, отображаю-
щая состав Firmicutes кишечника ко-
ров и телят 
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шения пищеварения. У первой группы в 
микробиоме насчитывалось всего 249 
разнообразных OTU, а у второй обнару-
жено 425 неповторяющихся OTU. Разни-
ца между микробиомами телят с диареей 
и здоровых оказалась значительной 
(P<<<0.0001) (Рис. 2).  

В микробиомах кишечника КРС выяв-
лены представители таксонов Actinobacte-
riota, Bacteroidota, Campilobacterota, 
Chloroflexi, Cyanobacteria, Desulfobactero-
ta, Fibrobacterota, Firmicutes, Fusobactero-
ta, Halobacterota, Elusimicrobiota, Eu-
ryarchaeota,  Proteobacteria, Patescibacte-
ria, Spirochaetota, Thermoplasmatota, Ver-
rucomicrobia и неклассифицированные 
бактерии. На долю Bacteroidota и Firmicu-
tes приходится более 80% всего выявлен-
ного бактериального сообщества (Рис 3). 

Firmicutes является самым разнообраз-
ным филумом (856 Otu) в микробиоме 
кишечника КРС. Этот филум был доми-
нирующим у телят. Всего зарегистриро-
вано 43 семейства, либо подобным семей-
ству групп (рис. 4).   

Общими для телят и взрослых коров 
являлись представители семейства кло-
стридий Christensenellaceae_R-7_group, 
Clostridia_UCG-014_fa, UGG-005 Mono-
globaceae, Erysipelotrichaceae, Anaerofus-
taceae, Oscillospiraceae и Oscillospi-
rales_fa, Lachnospiraceae, Ruminococca-
ceae, RF39_fa. Для каждой возрастной 

Рис.5. Тепловая карта, отображающая состав Bacteroidota  кишечника коров и 
телят 

группы характерны свои микроорганизмы 
на уровне вида, рода. Например, клостри-
дии рода Faecalibacterium – продуценты 
физиологически важной для эпителия 
кишечника масляной кислоты – разные у 
телят и коров, и более представлены в 
ювенильном возрасте. Ранее уже показы-
вали присутствие Faecalibacterium в ки-
шечнике здоровых телят [19]. Было отме-
чено, что высокий уровень этих микроор-
ганизмов способствует благоприятному 
развитию телят и снижению заболеваемо-
сти за счет продукции бутирата, обуслав-
ливающего созревание иммунологиче-
ской системы [17, 23]. 

В кишечнике коров, по нашим дан-
ным, доминируют несколько семейств 
фирмикут: Lachnspiraceae, Oscillospirace-
ae, Ruminococcaceae, Anaerovoracaceae, 
Christensenellaceae. Представители Rumi-
nococcaceae являются активными целлю-
лозолитиками [5]. Доминирующее семей-
ство клостридий Oscillospiraceae пред-
ставлено большим количеством ОТЕ, но 
из них известным родом  является только  
Oscillibacter, остальные – неизвестные 
рода групп NK4A214_group и Oscillospi-
raceae_unclassified. Оба семейства 
(Oscillospiraceae, Ruminococcaceae) явля-
ются многочисленными в рубце жвачных 
животных (Еще одно доминирующее се-
мейство клостридий у взрослых коров - 
UCG-010 еще менее изучено, оно иденти-
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фицировано молекулярно-биологически. 
Семейство Acidaminococcaceae у взрос-
лых животных и телят представлено раз-
ными видами рода Phascolarctobacterium, 
строго специфичными для своей возраст-
ной группы. Только у телят встречались 
представители двух семейств порядка 
Lactobacillales – Lactobacillae и Lactoba-
cillales_fa. Эти данные подтверждают 
исследования, что лактобациллы домини-
руют в микрофлоре телят с рождения [3]. 
Также семейство Selenomonadaceae, обна-
руженное у телят, представлено бактери-
ей Anaerovibrio lipolyticus. Эта бактерия 
участвует в анаэробном гидролизе липи-
дов у жвачных животных, геном ее содер-
жит, по меньшей мере, три кластера ли-
паз [26].  Неклассифицированные пред-
ставители семейств Peptostreptococcaceae 
и  Peptococcaceae ранее описаны в микро-
флоре кишечника [11, 21]. 

Филум Bacteroidota - второй по разно-
образию и числу последовательностей 
(369 Otu), но именно эта группа сильно 
отличается по составу в микробиомах 
телят и взрослых животных (рис. 5). Фи-
лум представлен порядком Bacteroidales. 
Эти грамотрицательные неспорообразую-
щие, неподвижные палочковидные бакте-
рии относятся к строгим или факульта-
тивным анаэробам [18].  

По данным секвенирования, обнаруже-
но 18 семейств, из которых  Bacteroida-
ceae, Prevotellaceae, Muribaculaceae, 
Rikenellaceae, Marinifilaceae, группа Bac-
teroidales unclassified являются основны-
ми обитателями  кишечника исследован-
ных животных. Представители семейств 
Rikenellaceae, Marinifilaceae, Tannerelace-
ae, Paludibacteriaceae и Barnesiellaceae 
являются сахаролитиками и обитателями 
ЖКТ гомеотермических животных, где 
ферментируют широкий спектр углево-
дов, включая арабинозу, целлобиозу, 
фруктан, фруктозу, глицерин, лактозу, 
мальтозу, рафинозу, сахарозу, ксилан и 
ксилозу [24]. Большее разнообразие и 
количество выявлено у взрослых живот-
ных, исключительно у коров присутству-
ют Paludibacteriaceae, группа F082, груп-
па p-251-o5, группа Bacteroidales UGG-

001, группа p-2534-18B5_gut_group. Мик-
робом взрослого животного отличается 
как разнообразием, так и численностью 
Bacteroidota семейств Rikenellaceae и Bac-
teroidaceae.   

Бактерии семейства Bacteroidaceae 
описал Pribram в 1933 г. Одним из доми-
нирующих является род Bacteroides. Бак-
терии этого рода являются мутуалистиче-
скими, составляя наиболее значительную 
часть микробиоты желудочно-кишечного 
тракта млекопитающих [16], где они иг-
рают фундаментальную роль в переработ-
ке сложных молекул в более простые со-
единения. Bacteroides используют доступ-
ные простые сахара, но основными источ-
никами энергии в кишечнике являются 
сложные гликаны, полученные от хозяина 
и растений [22]. Бактерии семейства 
Prevotellaceae наиболее многочисленны в 
рубце и задней кишке КРС и овец, где 
они способствуют расщеплению белковой 
и углеводной пищи. Аннотированы два 
рода этого семейства – Alloprevotella и 
Prevotella. Однако процент гомологии 
при анализе указывает, что эти рода крип-
тогамные, в которых скрыты другие рода,  
не описанные вследствие некультивируе-
мости. У телят обнаружены в большем 
количестве анаэробные бактерии се-
мейств Tannerellaceae и Marinifilaceae, 
которые уже ранее отмечались исследова-
телями у крольчат при вскармливании 
молоком [12]. Вероятно, эта группа зави-
сит от присутствия молока в рационе, как 
и кисло-молочные бактерии, поскольку 
она почти не встречается  в кишечнике 
при переходе на твердую пищу.  

В общих для коров и телят семействах 
(Rikenellaceae, Muribaculaceae, Prevotel-
laceae, Muribaculaceae, неклассифициро-
ванные Bacteroidales) различия наблюда-
ются на уровне родов. В недавнем иссле-
довании на мышах было показано, что 
представители семейства Muribaculaceae 
являются основными утилизаторами мо-
носахаридов слизи кишечника [25]. У 
коров род Muribaculaceae_ge включает 
виды «телят» и «взрослых животных». 
Основными родами, обитающими в ки-
шечнике коров, являются Bacteroides, 
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Prevotella, Alloprevotella, Alistipes, Anaero-
cella, Sodaliphilus, Parapedobacter, Muri-
baculum, Sediminibacterium, Paludibacter, 
Phocaeicola, Butyricimonas, Duncaniella, 
Carboxylicivirga, Barnesiella, Coprobacter 
и Solitalea, однако большинство родов не 
идентифицируется. Многие филогенети-
ческие группы  бактериоидов (на уровне 
семейств, родов и видов) до сих пор не 
имеют определенного систематического 
положения, однако данные высокопроиз-
водительного секвенирования показыва-
ют, одни представители характерны для 
раннего возраста, а другие – только для 
взрослых животных. 

Из минорной микрофлоры, Desulfobac-
terota (род Mailhella, Bradymonadales_ge)   
присутстовали только у взрослых особей. 
Археи класса Methanobacteria 
(Methanobrevibacter) и Methanomicrobia 
(Methanocorpusculum) выявлены только у 
взрослых коров и связаны с усвоением 
растительной пищи. Ранее показано, что 
эти Methanobrevibacter населяют рубец 
коров и выделяют большое количество 
метана при неэффективном усвоении кор-
ма [15]. Таким образом, правильный вы-
бор кормов может сократить продукцию 
этого парникового газа. Филум Verru-
comicrobiota характерен только для ки-
шечника взрослых коров и представлен 
последовательностями  муколитических 
бактерий рода Akkermansia. Аналогично, 
бактерии рода Candidatus_Saccharimonas 
(Patescibacteria), также отмечены только 
у взрослых животных. У телят выявлены 
несколько филотипов актинобактерий 
рода Bifidobacterium, близких к Bifidobac-
terium pseudolongum, которые дополняли 
физиологическую группу молочно-
кислых бактерий. 

Протебактерии составляли небольшую 
долю микробиома, но являлись специфи-
цными только для кишечника, у взрослых 
животных самыми распространенными 
являлись представители порядка 
Rhodospirillales (выделены в новое семей-
ство), а также Enterobacterales 
(Ruminobacter, Escherichia-Shigella), Pseu-
domonadales (Acinetobacter, Pseudomo-
nas), Burkholderiales (Oligella, Parasutter-

ella). У теленка с расстройством стула 
(№1) обнаружено большее разнообразие 
протеобактерий по сравнению с другими 
животными.  

Ранее в обзорах указывалось, что боль-
шинство обитателей кишечника малого и 
крупного рогатого скота не культивирует-
ся [7]. Так как культивирование кишеч-
ных обитателей подразумевает создание 
сложных сред с анаэробными условиями, 
альтернативное изучение физиология 
этих микроорганизмов может быть прове-
дено с помощью shotgun-секвенирования 
всего сообщества и последующем восста-
новлением и аннотацией бактериальных 
геномов в нем. Исследование микробио-
мов с помощью высокопроизводительно-
го секвенирования обеспечивает предва-
рительный уровень исследования выявля-
ет качественный состав микрофлоры.  
ВЫВОДЫ 

Нами проведено описание состава бак-
терий кишечника коров. Выявлена разни-
ца в составе микрофлоры кишечника в 
зависимости от возраста. Это обуславли-
вается основным вкладом микроорганиз-
мов преджелудков (рубец, сетка, книжка) 
в пищеварение взрослых животных. У 
телят пищеварение проходит по монога-
стричному типу, в сычуге, и со временем 
заменяется на рубцовое переваривание 
растительной пищи. Хотя телята в воз-
расте около одного месяца уже имеют 
развитый рубец, однако, он намного 
меньше, чем у полновозрастного живот-
ного. Филы Firmicutes и Bacteroidota яв-
ляются общими доминантами в кишечни-
ке коров всех возрастов, однако доля Fir-
micutes больше у молодых животных. 
Микробиом кишечника телят отличается 
от взрослых животных наличием молочно
-кислых бактерий (Lactobacillus, 
Bifidobacterium), а также меньшей пред-
ставленностью Bacteroidota и уникальны-
ми микробными линиями этого таксона, 
характерными только для телят. У взрос-
лых животных в микробном сообще-
стве дополнительно к таксонам Fir-
micutes и Bacteroidota, отмечены Desul-
fobacterota, Verrucomicrobiota, Patesci-
bacteria и метанообразующие археи.  
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ABSTRACT 

The gut microbiota and its development 
for the health of pets are currently being 
actively developed. The composition of the 
gut microbiome is found in the reduction of 
food intake, the state of the immune system 
of animals, productivity and growth in live-
stock content. Also found in the colon are 
unusual pathogen phyla that can serve as 
markers of fecal contamination in the envi-
ronment. We conducted a study of the intes-
tinal microbiome of 12 animals divided into 
two groups - calves and adult cows. Bacteria 
of taxa of taxa Actinobacteriota, Bacteroi-
dota, Campilobacterota, Chloroflexi, Cyano-
bacteria, Desulfobacterota, Fibrobacterota, 

Firmicutes, Fusobacterota, Halobacterota, 
Elusimicrobiota, Euryarchaeota, Proteobac-
teria, Patescibacteria, Spirochaetota, Ther-
moplasmatota, Verrucomicrobia and a large 
number of unclassified bacteria were identi-
fied. 

It has been shown that the intestinal mi-
crobiome of calves differs from that of adult 
cows, and diarrhea affects the composition 
of the intestines of young animals, reducing 
the biodiversity of the inhabitants. In calves, 
the Shannon index ranged from 3.18 to 4.3, 
in adult animals from 4.41 to 5.24. Compari-
son of the gut microbiomes of healthy calves 
and calves with diarrhea was carried out 
using the Hutcheson t-test, the difference 
was significant (P<<<0.0001). The main 
phyla of calf intestinal bacteria are Bacteroi-
dota and Firmicutes, moreover, the diversity 
and number of microbial lines of Bacteroi-
dota increases with age. Firmicutes of the 
families Lactobacillae and Lactobacil-
lales_fa, as well as the family Selenomona-
daceae, are markers of the juvenile age of 
animals. Calf-specific Bacteroidota are rep-
resentatives of Tannerellaceae and Marinifi-
laceae. The microbiome of adult animals at 
the phylum level is distinguished by the 
presence of bacteria Verrucomicrobiota, 
Desulfobacterota, archaea Methanobacteria 
and Methanomicrobia. At the level of fami-
lies and genera, the formed microbiome of 
cows has unique representatives of Bacteroi-
dota and Firmicutes. 

Thus, we have presented data on the main 
representatives of healthy intestinal bacteria 
of cows and calves, which can later be used 
to diagnose the physiological state of ani-
mals, as well as in environmental studies to 
detect fecal environmental pollution. 
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