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E n vir o n m e nt al  si g ni  c a n c e  

“ W at er  i s lif e”  ( Bii'i s h c h́ıi s) f or t h e Cr o w  Tri b e  of  M o nt a n a.  W at er  s e c urit y  a n d  s u st ai n a bilit y  ar e  i s s u e s a ff e cti n g  all  a s p e ct s  of  t h eir li v e s fr o m dri n ki n g  w at er  t o 

r e cr e ati o n  a n d  s pirit u al  pr a cti c e s.  T h eir  c o n n e cti o n  t o t h e ri v er s h a s  b e e n  p a s s e d  t hr o u g h g e n er ati o n s  b ut  d u e  t o w at er  q u alit y  c o n c er n s,  u s e  of  t h e ri v er s  f or 

dri n ki n g,  s wi m mi n g,   s hi n g,  a n d  s u b si st e n c e  h u nti n g  a n d  g at h eri n g  h a s  d e cr e a s e d  dr a m ati c all y  o v er  ti m e. E x p o s ur e s  t o a  r a n g e of  n at ur all y  o c c urri n g  (e. g. , 

ar s e ni c)  a n d  a nt hr o p o g e ni c  c o nt a mi n a nt s  (e. g. , P F A S)  i n c ult ur all y  si g ni  c a nt  s urf a c e  w at er s  w a s  pr e v al e nt  a n d  h a s  b e e n  r e p ort e d  pr e vi o u sl y  o n  a  li mit e d b a si s.  

T hi s  t y p e of  i nf or m ati o n c a n  b e  u s e d  t o d e  n e  p ot e nti al  c o m m u nit y  ri s k s a n d  s u p p ort  Tri b al  pri oriti z ati o n  of  r e m e di ati o n/ miti g ati o n  a cti o n s  t o pr ot e ct  t h eir 

n at ur al  r e s o ur c e s.  
I ntr o d u cti o n 

W at er  pr ot e cti o n  or  w at er  s e c urit y  o n  I n di g e n o u s l a n d s i s dri v e n  

b y  t h e d e sir e  f or e q u al  a c c e s s  t o cl e a n  w at er  i n s u p p ort  of  p u bli c  

h e alt h/ s af et y. 1  F urt h er,  f or m a n y  Tri b al  c o m m u niti e s,  w at er  i s 

c o n si d er e d  c ult ur all y  a n d  s pirit u all y  s a cr e d 1  a s  p art  of  d e e pl y  

h el d  I n di g e n o u s k n o wl e d g e  a n d  pr a cti c e s  r e g ar di n g  t h e 

“ r e ci pr o c al  r el ati o n s ”  b et w e e n  I n di g e n o u s p e o pl e s  a n d  t h e 

w at er s  t h at h a v e  s u st ai n e d  t h e m f or g e n er ati o n s. 1, 2  C o ntr ar y  t o 

m o st  c ult ur e s  t h at c o n si d er  w at er  s ol el y  a s  a  r e s o ur c e/  

c o m m o dit y,  I n di g e n o u s p e o pl e s  m ai nt ai n  a  s pirit u al  c o n n e ct -

e d n e s s  wit h  t h e l a n d, w at er  a n d  n o n- h u m a n  lif e. I n m a n y  c a s e s  

w at er  i s c o n si d er e d  ali v e  a n d  t h e d e gr a d ati o n  of  w at er  q u alit y  

o n  Tri b al  l a n d s t hr e at e n s t h eir a bilit y  t o m ai nt ai n  t h e s e r el a-

ti o n s hi p s a s  a n  i m p ort a nt p art  of  t h eir c ult ur al  i d e ntit y.2 – 4  

D e gr a d ati o n  of  w at er  q u alit y  a n d  q u e sti o n s  a b o ut  s af et y  a n d  

c o n s u m pti o n  of  tr a diti o n al f o o d s c a n  h a v e  a  dir e ct  e ff e ct  o n  

s pirit u al,  m e nt al,  a n d  p h y si c al  h e alt h  of  Tri b al  c o m m u niti e s. 5 – 7  

I n t h e U nit e d  St at e s  ( U S), t h e D e p art m e nt  of  I nt eri or a n d  

D e p art m e nt  of  A gri c ult ur e  i s s u e d j oi nt s e cr et ari al  or d er s  i n 

2 0 2 1  t h at m o v e d  b e y o n d  c o n s ult ati o n  b y  m a n d ati n g  a g e n ci e s  t o 

m a k e  “ a gr e e m e nt s  wit h  I n di a n Tri b e s  t o c oll a b or at e  i n t h e c o-

st e w ar d s hi p  of  F e d er al  l a n d s a n d  w at er s  u n d er  t h e D e p art -

m e nt s  j uri s di cti o n” , a n d  c alli n g  f or d e p art m e nt s  t o i n c or p or at e 

Tri b al  e x p erti s e  a n d  I n di g e n o u s k n o wl e d g e  i nt o l a n d-r e s o ur c e 

a s s e s s m e nt s. 8, 9  F e d er al  pr ot e cti o n  of  Tri b al  s urf a c e- w at er  

q u alit y  g e n er all y  f all s u n d er  t h e Cl e a n  W at er  A ct  ( C W A), wit h  

st at ut e s  all o wi n g  st at e  or  Tri b e  (t hr o u g h Tri b e s  A p pr o v e d  f or 

Tr e at m e nt  a s  a  St at e,  T A S)  pri m a c y  if c orr e s p o n di n g  st a n d ar d s/  

r e g ul ati o n s  ar e  e q u all y  or  m or e  pr ot e cti v e  t h a n F e d er al  st a n -

d ar d s.  H o w e v er,  d e s pit e  r e g ul ati o n s  a n d  U S  tr u st r e s p o n si bilit y,  

m a n y  Tri b e s  c o n si d er  f e d er al pr ot e cti o n  i n a d e q u at e, l e a di n g t o 

i m p air e d w at er  q u alit y  a n d  q u e sti o n s  s urr o u n di n g  p u bli c  

s af et y. 8, 1 0  Alt h o u g h  t h e C W A  pr o vi d e s  pr o vi si o n s  f or Tri b e s  t o 

a d dr e s s  w at er- q u alit y  i s s u e s, o bt ai ni n g  t h e a p pr o pri at e  e x p er -

ti s e a n d  f u n di n g h a s  m a d e  t hi s o pti o n  i ntr a ct a bl e f or m o st. 1, 8  

F or  e x a m pl e,  of  t h e 3 3 0  f e d er all y r e c o g ni z e d  Tri b e s  t h at m e et  

T A S  r e q uir e m e nt s,  o nl y  5 4  h a v e  r e c ei v e d  T A S  st at u s  of  w hi c h  

o nl y  4 4  h a v e  h a d  t h eir o w n  w at er- q u alit y  st a n d ar d s  a p pr o v e d  b y  

t h e U. S.  E n vir o n m e nt al  Pr ot e cti o n  A g e n c y  ( E P A).1  

St u di e s  h a v e  a d dr e s s e d  i n e q uiti e s o n  Tri b al  l a n d s wit h  a n  

e m p h a si s  o n  dri n ki n g- w at er  q u alit y  a n d  s u b si st e n c e   s hi n g/  

h u nti n g.  I n t h e D a k ot a s  a n d  t h e w e st er n  U S,  n at ur al  a n d  

a nt hr o p o g e ni c  (e. g. , mi ni n g)  ar s e ni c  a n d  ur a ni u m  h a v e  b e e n  

d o c u m e nt e d  i n gr o u n d w at er  dri n ki n g- w at er  s u p pli e s. 1 1 – 1 3  

E s c h eri c hi a  c oli  (E.  c oli ) a n d  ot h er  p ot e nti all y  p at h o g e ni c  

b a ct eri a  h a v e  b e e n  o b s er v e d  i n Tri b al  dri n ki n g  w at er  a n d  

s urf a c e  w at er s  u s e d  f or r e cr e ati o n  a n d  c er e m o ni e s. 1 4 – 1 7  Ot h er  
0  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  
e m er gi n g/ u nr e g ul at e d  c o nt a mi n a nt s  i n cl u di n g p er- a n d  p ol y -

 u or o al k yl  s u b st a n c e s  ( P F A S), p e sti ci d e s,  a n d  p h ar m a c e uti c al s  

h a v e  al s o  b e e n  o b s er v e d  fr e q u e ntl y i n dri n ki n g  w at er  at  t h e 

p oi nt  of  c o n s u m pti o n 1 8, 1 9  i n cl u di n g wit hi n  Tri b al  c o m m u ni -

ti e s2 0  a n d  i n s urf a c e  w at er s. 2 1, 2 2  T h e s e  pr e c e d e nt s  hi g hli g ht  t h e 

b e n e  t s of  c o n d u cti n g  st u di e s  o n  Tri b al  l a n d s i n c oll a b or ati o n  

wit h  Tri b al  c o m m u niti e s  a n d  p u bli c  h e alt h  a g e n ci e s  t o i n cr e a s e 

t h e r o b u st n e s s  of  r e s o ur c e  a s s e s s m e nt s.  

P F A S,  ar e  a  cl a s s  c o n si sti n g  of  t h o u s a n d s of  s u b st a n c e s  t h at 

w er e   r st pr o d u c e d  i n t h e 1 9 4 0 s,  ar e  p er v a si v e  i n t h e e n vir o n -

m e nt,  a n d  ar e  m aj or  c o n c er n s  f or t h e h e alt h  of  h u m a n s,  wil dlif e  

a n d  e c o s y st e m s  d u e  t o t h eir e n vir o n m e nt al  pr e v al e n c e,  p er si s -

t e n c e, a n d  t o xi cit y.2 3, 2 4  P F A S  a c c u m ul at e  i n or g a ni s m s  t hr o u g h 

c o n s u m pti o n  of  c o nt a mi n at e d  f o o d a n d  w at er  a n d  c a n  b e  

tr a n sf err e d m at er n all y.  I n h u m a n s,  P F A S  h a v e  b e e n  d o c u -

m e nt e d  wi d el y  i n h u m a n  pl a s m a 2 5  a n d  h a v e  b e e n  li n k e d t o 

d e v el o p m e nt al,  m et a b oli c,  a n d  i m m u n e di s or d er s  a s  w ell  a s  

c ert ai n  c a n c er s. 2 6 – 2 8  Li mit e d  i nf or m ati o n i s c urr e ntl y  a v ail a bl e  

o n  P F A S  o c c urr e n c e,  di stri b uti o n,  a n d  a c c u m ul ati o n  i n  s h  a n d  

ot h er  or g a ni s m s  c o n s u m e d  b y  Tri b al  c o m m u niti e s.  

F or  t h e n ort h er n  pl ai n s  Cr o w  Tri b e  of  M o nt a n a  [ A p sá al o o k e  

p e o pl e  (“ C hil dr e n  of  t h e L ar g e  B e a k e d  Bir d ”  mi str a n sl at e d  t o 

Cr o w)], 2 9  “ w at er  i s lif e”  ( Bii'i s h c h́ıi s). W at er  i s i n h er e nt i n 

A p s á al o o k e  c ult ur e,  s a cr e d  pr a cti c e s  a n d  b eli ef s  a n d  h a s  al w a y s  

b e e n  h el d  i n hi g h  r e s p e ct  a m o n g  Tri b al  m e m b er s. 7, 3 0, 3 1  Ri v er  

a n d  s pri n g  w at er s  h a v e  l o n g b e e n  u s e d  i n m a n y  c er e m o ni e s,  f or 

s u b si st e n c e   s hi n g  a n d  a s  a  pl a c e  t o r e cr e at e  a n d  g at h er  d uri n g  

h ot  s u m m er  m o nt h s,  a n d  t h e l o c al ri p ari a n  e c o s y st e m s  ar e  

h o m e  t o m e di ci n al  pl a nt s  a n d  s p e ci e s  vit al  t o s u b si st e n c e  

h u nti n g  a n d  g at h eri n g,  f o o d s e c urit y  a n d  c ult ur al  i d e ntit y.7  T h e  

Cr o w  R e s er v ati o n  e n c o m p a s s e s  t h e c e nt er  of  t h e Tri b e' s  tr a di-

ti o n al t errit or y a n d  a n c e str al  h o m el a n d  f or m a n y  c e nt uri e s,  a n d  

a  si g ni  c a nt  a m o u nt  of  e c ol o gi c al  k n o wl e d g e  h a s  b e e n  r et ai n e d  

b y  t h e c o m m u nit y. 7  F or  e x a m pl e,  Tri b al  el d er s  h a v e  n ot e d  t h e 

ri v er r e m ai n s  ‘m ur k y ’ m o st  of  t h e y e ar  a n d  n o  l o n g er ‘cl e ar s  u p ’ 

f oll o wi n g s pri n g  r u n o ff , p ot e nti all y  d u e  t o a gri c ult ur e  a n d  

r a n c hi n g  i n t h e w at er s h e d s,  c a u si n g  r ur al f a mili e s t o s wit c h  

fr o m c oll e cti n g  ri v er w at er  f or d o m e sti c  u s e  t o s h all o w  pri v at e  

w ell s  drill e d  t o  r st w at er  a n d  m a n y  wit hi n  a n  e xi sti n g   o o d -

pl ai n. 1 5  I n 2 0 0 5,  a  Cr o w  e n vir o n m e nt al  h e alt h  a s s e s s m e nt  

c o n d u ct e d  b y  Tri b al  p art n er s  a n d  a  l o c al a c a d e mi c  p art n er  

c o n cl u d e d  t h at w at er  c o nt a mi n ati o n  w a s  t h e m o st  s eri o u s  

e n vir o n m e nt al  h e alt h  t hr e at t o t h e c o m m u nit y 1 5, 3 2  w hi c h  l e d t o 

t h e f or m ati o n of  t h e Cr o w  E n vir o n m e nt al  H e alt h  St e eri n g  

C o m mitt e e  ( C E H S C). T hi s  v ol u nt e er  gr o u p  of  Tri b al  m e m b er s  

a n d  a n  a c a d e mi c  p art n er  ( Littl e Bi g h or n  C oll e g e)  i niti at e d t h e 

Cr o w  W at er  Q u alit y  Pr oj e ct  ( C W Q P) w hi c h  h a s  r e s ult e d  i n 

a  s eri e s  of  i n v e sti g ati o n s d o c u m e nti n g  i n or g a ni c1 5  a n d  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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I 
i 
mi cr o bi al  c o nt a mi n ati o n 1 6  of  dri n ki n g  w at er  a n d  hi g h  l e v el s of  

f e c al c o nt a mi n ati o n,  i n cl u di n g p at h o g e ni c  mi cr o or g a ni s m s,  i n 

t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er. 3 3, 3 4  A  r e c e nt  c u m ul ati v e  ri s k a s s e s s m e nt  

i n di c at e d t h at m or e  t h at 3 9 %  of  dri n ki n g  w at er  w ell s  o n  t h e 

Cr o w  R e s er v ati o n  w er e  u n s af e  d u e  t o mi xt ur e s  of  i n or g a ni c s 

i n cl u di n g ur a ni u m,  m a n g a n e s e,  nitr at e,  zi n c,  a n d  ar s e ni c. 3 5  

P oi nt- of- u s e  tr e at m e nt i s s uit a bl e  f or r e m o vi n g  tr a c e i n or-

g a ni c s. 3 6  H o w e v er,  f or t h e Cr o w  c o m m u nit y,   n a n ci al  r e s o ur c e s  

ar e  li mit e d a n d  9 5 %  of  t h e p arti ci p a nt s  i n t h e st u d y  di d  n ot  

e m pl o y  tr e at m e nt e v e n  t h o u g h 8 0 %  r e p ort e d  hi g h  di s s ol v e d  

s oli d s  a n d  p o or  t a st e a n d  o d or. 3 5  T h e  C E H S C  r e c o g ni z e d  t h e 

n e e d  t o a d dr e s s  p o s si bl e  e x p o s ur e s  t o ot h er  i n or g a ni c s a n d  

a  wi d e  r a n g e of  p ot e nti al  a nt hr o p o g e ni c  c o nt a mi n a nt s  (e. g. , 

P F A S)  i n dri n ki n g  w at er  a n d  c ult ur all y  si g ni  c a nt  s urf a c e  

w at er s,  t o d e  n e  p ot e nti al  c o m m u nit y  ri s k s a n d  s u p p ort  Tri b al  

c o m m u nit y  pri oriti z ati o n  of  r e m e di ati o n/ miti g ati o n  a cti o n s.  

I n 2 0 2 2,  t h e C W Q P  at  Littl e  Bi g  H or n  C oll e g e  p art n er e d  wit h  

t h e U. S.  G e ol o gi c al  S ur v e y  ( U S G S) o n  a  s y n o pti c  st u d y  d e si g n e d  

t o a s s e s s  p ot e nti al  e x p o s ur e s  t o a  br o a d  s uit e  of  c o nt a mi n a nt s  

(i n or g a ni c, or g a ni c  a n d  mi cr o bi al)  i n c ult ur all y  si g ni  c a nt  

s urf a c e  w at er  i n t h e t hr e e m aj or  w at er s h e d s  of  t h e Cr o w  

R e s er v ati o n.  P F A S  c o n c e ntr ati o n s  i n  s h,  s e di m e nt  a n d  bi -

o  l m s c oll e ct e d  fr o m t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  al s o  w er e  a s s e s s e d  

t o pr o vi d e  i niti al i n si g ht i nt o t h e pr e v al e n c e  a n d  c orr e s p o n di n g  

ri s k s of  P F A S  i n Tri b al  tr u st r e s o ur c e s.  T h e s e  a s s e s s m e nt s  w er e  
Fi g.  1  M a p  of  Cr o w  R e s er v ati o n  b o u n d ar y  ( or a n g e li n e) i n M o nt a n a,  U ni

s a m pl e  l o c ati o n s wit hi n  t h e ( e a st t o w e st)  Littl e  Bi g h or n  Ri v er,  Bi g h or n  Ri

T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  

C r o w 
R e s er v ati o n 

B a s e m a p Cr e dit: M o nt a n a St at e Li br ar y, E sri, T o m T o m, G ar mi n, S af e Gr a p h, F A O, 
M E TI/ N A S A, U S G S, B ur e a u of L a n d M a n a g e m e nt, E P A, N P S, U S F W S, E sri, U S G S 
p art  of  a  l ar g er 2 0 2 2 – 2 0 2 3  st u d y  d e si g n e d  t o a s s e s s  t h e c u m u -

l ati v e ri s k of  mi x e d  c o nt a mi n a nt  e x p o s ur e s  t o h u m a n  h e alt h  b y  

c oll e cti n g  s a m pl e s  of  t a p w at er of  pri v at e  w ell s  a n d  s m all  

c o m m u nit y  w at er  s u p pli e s  t hr o u g h o ut t h e Cr o w  c o m m u nit y. 3 7  

T hi s  p art n er s hi p  f oll o w s t h e pri n ci pl e s  of  C o m m u nit y  B a s e d  

P arti ci p at or y  R e s e ar c h, 3 8, 3 9  a n d  i s j oi ntl y g ui d e d  b y  C E H S C,  

U S G S,  M o nt a n a  St at e  U ni v er sit y  ( M S U) a n d  N ati o n al  I n stit ut e s 

of  H e alt h  ( NI H) s ci e nti st s.  
M et h o d ol o g y  
St u d y  ar e a  a n d  sit e  s el e cti o n  

T h e  Cr o w  R e s er v ati o n  i n s o ut h- c e ntr al  M o nt a n a,  U S  i s h o m e  t o 

a b o ut  7 5 %  of  t h e m or e  t h a n 1 4  0 0 0  e nr oll e d  tri b al m e m b er s  

(htt p s://tri b al n ati o n s. mt. g o v/ Dir e ct or y/ Cr o w N ati o n ) a n d  

e n c o m p a s s e s  a b o ut  2. 2  milli o n  a cr e s  of  tr a diti o n al t errit ori e s 

i n cl u di n g t hr e e m o u nt ai n  r a n g e s  a n d  t hr e e ri v er v all e y s.  M o st  

of  t h e c o m m u niti e s  i n cl u di n g t h e Tri b al  c a pit al,  Cr o w  A g e n c y,  

ar e  sit u at e d  i n t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  v all e y,  wit h  s m all er  

c o m m u niti e s  i n t h e Bi g h or n  Ri v er  a n d  Pr y or  Cr e e k  v all e y s 1 5  

( Fi g. 1).  T h e s e  w at er s  h a v e  al w a y s  b e e n  h el d  i n hi g h  r e s p e ct  

b y  t h e Tri b e  a n d  t o t hi s d a y,  ri v er s  a n d  s pri n g s  ar e  u s e d  i n 

m a n y  s a cr e d  c er e m o ni e s.  C hil dr e n  pl a y  i n t h e s e w at er s  d uri n g  

t h e s u m m er  a n d  l o c al ri p ari a n  ar e a s  ar e  h o m e  t o m e di ci n al  
t e d  St at e s,  a n d  l o c ati o n s of  s urf a c e  w at er,  s e di m e nt,  bi o fi l m a n d  fi s h  

v er,  a n d  Pr y or  Cr e e k  dr ai n a g e s.  S e e  T a bl e  1  f or t h e c o m pl et e  sit e  li st. 

E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  | 5 81  

L B H 9 

L B H 8 
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I 
i 
pl a nt s  a n d  f o o d (e. g. , b erri e s,  d e er,  et c. ) vit al  t o b ot h  f o o d 

s e c urit y  a n d  c ult ur al  i d e ntit y.3 1  

T h e  Bi g h or n  Ri v er  i s a n  a p pr o xi m at el y  7 4 2  k m  l o n g tri b ut ar y 

of  t h e Y ell o w st o n e  Ri v er  t h at r u n s t hr o u g h W y o mi n g  a n d  

M o nt a n a  i n t h e w e st er n  p orti o n  of  t h e U S.  I n M o nt a n a,  t h e 

Bi g h or n  Ri v er   o w s  t hr o u g h t h e Bi g h or n  M o u nt ai n s  o n  t h e 

Cr o w  R e s er v ati o n,  w h er e  it i s i m p o u n d e d b y  t h e Y ell o wt ail  D a m  

t o f or m t h e Bi g h or n  L a k e  R e s er v oir  wit hi n  t h e Bi g h or n  C a n y o n  

N ati o n al  R e cr e ati o n  Ar e a.  I n A p s á al o o k e,  t h e Bi g h or n  Ri v er  i s 

k n o w n  a s  Ii s a x pú at a h c h e e a a s hi s e e,  w hi c h  tr a n sl at e s t o E n gli s h  

a s  L ar g e  Bi g h or n  S h e e p  Ri v er.  T h e  Littl e  Bi g h or n  Ri v er  i s a  2 2 2  

k m  l o n g Bi g h or n  Ri v er  tri b ut ar y t h at  o w s  t hr o u g h t h e Cr o w  

R e s er v ati o n,  p a st  t h e t o w n s of  W y ol a  a n d  L o d g e  Gr a s s,  t h e Littl e  

Bi g h or n  B attl e  el d  N ati o n al  M o n u m e nt,  a n d  Cr o w  A g e n c y  t o it s 

c o n  u e n c e  wit h  t h e Bi g h or n  Ri v er  n e ar  t h e t o w n of  H ar di n.  I n 

t h e A p s á al o o k e  l a n g u a g e, t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  i s k n o w n  a s  

Ii s a x p u at a h c h e e a a s h e´  Ali a k á at e.  Fi n all y,  Pr y or  Cr e e k  i s 

a  Y ell o w st o n e  Ri v er  tri b ut ar y t h at h e a d w at er s  i n t h e Pr y or  

M o u nt ai n s  a n d   o w s  t hr o u g h t h e t o w n of  Pr y or,  t h e sit e  of  C hi ef  

Pl e nt y  C o u p s  St at e  P ar k  n a m e d  f or t h e l a st tr a diti o n al c hi ef  of  

t h e Cr o w  N ati o n  ( Al e e k- c h e a- a h o o s h, m e a ni n g  “ m a n y  

a c hi e v e m e nt s ” ). 

I n J ul y of  2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  s a m pl e s  w er e  c oll e ct e d  fr o m sit e s  

al o n g  Pr y or  Cr e e k  (n  =  2  sit e s,  2 0 2 3  o nl y),  t h e Bi g h or n  Ri v er  (n  =  

2  sit e s;  2 0 2 3  o nl y)  a n d  t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  (n  =  1 0;  2 0 2 2  a n d  

2 0 2 3),  t o u n d er st a n d  h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  e x p o s ur e s  t o 

c o nt a mi n a nt s  i n v ari o u s  m e di a,  i n cl u di n g c ult ur all y  si g ni  c a nt  
T a bl e  1  S a m pli n g  m atri x  s h o wi n g  t h e t y p e s of  s a m pl e s  c oll e ct e d  at  e a c h

o nl y  (n  =  6).  S e e  Fi g.  1  f or t h e l o c ati o n of  e a c h  sit e  a n d  T a bl e s  S 4 – S 8  f o

Sit e  Sit e  n u m b e r Dr ai n a g e  

Pl e nt y  C o u p s  St at e  P ar k  S pri n g  at  Pr y or  P C 1 *  Pr y or  Cr e e k  

Pr y or  Cr e e k  at  S u n d a n c e  Bri d g e  P C 2  Pr y or  Cr e e k  
Ft  S mit h  W W  L a g o o n  at  Ft  S mit h,  M T  B H 1  Bi g h or n  Ri v er

U n n a m e d  p o n d  nr  C o  R d  3 1 3,  St  X a vi er,  B H 2 *  Bi g h or n  Ri v er

M T  

Littl e  Bi g h or n  R  a b  S p ort  C k  nr  W y ol a,  L B H 1  Littl e  Bi g h or n
M T  Ri v er  

Littl e  Bi g h or n  R  nr  Sl o a n  Dit c h  nr  W y ol a  L B H 2  Littl e  Bi g h or n

M T  Ri v er  

L  Bi g h or n  R  bl  L o d g e  Gr a s s  Cr  nr  L o d g e  L B H 3  Littl e  Bi g h or n
Gr a s s  M T  Ri v er  

Irr O F  t o L  Bi g h or n  R  O x b o w  nr  L o d g e  L B H 4 *  Littl e  Bi g h or n

Gr a s s,  M T  Ri v er  

Irri g ati o n dit c h  n e ar  G arr y o w e n,  M T  L B H 5 *  Littl e  Bi g h or n
Ri v er  

L  Bi g h or n  R  bl  M e d  T ail  C o ul e e  nr  Cr o w  L B H 6  Littl e  Bi g h or n

A g e n c y  M T  Ri v er  
Littl e  Bi g h or n  R  a b  A g e n c y  C a n al  nr  Cr o w  L B H 7  Littl e  Bi g h or n

A g e n c y  M T  Ri v er  

L  Bi g h or n  R  bl  H erit a g e  R d  br d g  at  Cr o w  L B H 8  Littl e  Bi g h or n

A g e n c y  M T  Ri v er  
Littl e  Bi g h or n  R.  at  Pit c h' s  nr  Cr o w  L B H 9  Littl e  Bi g h or n

A g e n c y,  M T  Ri v er  
Littl e  Bi g h or n  R  bl  C u st er  Cr,  at  Cr o w  L B H 1 0  Littl e  Bi g h or n

A g e n c y,  M T  Ri v er  

a  * , i n di c at e s sit e  i s n ot  al o n g  t h e m ai n  st e m  of  ri v er. 

5 8 2  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  
s urf a c e  w at er s,  s e di m e nt,  bi o  l m s a n d   s h  ti s s u e s o n  t h e Cr o w  

I n di a n R e s er v ati o n  ( T a bl e 1  a n d  Fi g.  1).  Sit e s  w er e  s el e ct e d  b y  

Tri b al  p art n er s  b a s e d  o n  c ult ur al  si g ni  c a n c e,  c o m m u nit y  u s e  

(e. g. , s wi m mi n g  h ol e s,   s hi n g)  a n d  p ot e nti al  s u s c e pti bilit y  t o 

c o nt a mi n ati o n  (e. g. , d o w n str e a m  of  l a n d ll s, w a st e w at er  

e ffl u e nt  or  a gri c ult ur al  dr ai n s).  F oll o wi n g  s a m pl e  c oll e cti o n  a n d  

a n al y si s,  all  d at a  w er e  r e p ort e d  b a c k  t o t h e Tri b e  t hr o u g h i n-

p er s o n  c o m m u nit y  e n g a g e m e nt  e v e nt s  i n t h e s u m m er  of  2 0 2 4  

or g a ni z e d  b y  C E H S C.  
S urf a c e  w at er  s a m pl e  c oll e cti o n  a n d  a n al y si s  

A  t ot al of  1 9  s urf a c e- w at er  s a m pl e s  at  1 3  sit e s  ( Fi g. 1)  w er e  

c oll e ct e d  b y  U S G S  i n c o o p er ati o n  wit h  t h e C E H S C  a n d  Cr o w  

c oll e g e  st u d e nt s  i n 2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  ( T a bl e s 1  a n d  S 1)  u si n g  

st a n d ar d  m et h o d s.  S urf a c e  w at er  s a m pl e s  w er e  a n al y z e d  b y  t h e 

U S G S 4 0  b a s e d  o n  pr e vi o u sl y  p u bli s h e d  m et h o d s  f or 4 3 5  u ni q u e  

or g a ni c  c o m p o u n d s  u si n g  si x  t ar g et e d m et h o d s 4 1 – 4 7  a n d  4 6  

i n or g a ni c c o n stit u e nt s  u si n g  f o ur t ar g et e d m et h o d s. 4 8 – 5 5  T hr e e  

mi cr o bi ol o gi c al  i n di c at or s w er e  al s o  a n al y z e d  (t ot al c olif or m s,  

E.  c oli ), a n d  h et er otr o p hi c  pl at e  c o u nt s  ( g e n er al b a ct eri a). 1 6  

O r g a ni c  a n al yt e s  i n cl u d e d c y a n ot o xi n s,  di si nf e cti o n  b y pr o d u ct s  

( D B P s), p e sti ci d e s,  P F A S,  p h ar m a c e uti c al s  a n d  v ol atil e  or g a ni c  

c o m p o u n d s  ( V O C s); a d diti o n al  m et h o d  d et ail s  ar e  i n t h e SI  

( T a bl e S 2).  W at er  q u alit y  a n d  c o nt a mi n a nt  d at a  f or all  s urf a c e  

w at er  s a m pl e s  a s  w ell  a s  d et ail e d  i nf or m ati o n o n  a n al yt e s  a n d  

d et e cti o n  li mit s f or e a c h  of  t h e m et h o d s  ar e  a v ail a bl e  i n 

R o m a n o k  et  al. 3 7  a n d  T a bl e s  S 2,  S 4,  S 5.  
 sit e.  S o m e  sit e s  w er e  s a m pl e d  i n b ot h  2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  f or s urf a c e  w at er  

r t h e c o nt a mi n a nt  r e s ult sa  

Y e ar  s a m pl e d  S urf a c e  w at er  S e di m e nt  Bi o  l m s Fi s h  ti s s u e 

2 0 2 3  7  7  

2 0 2 3  7  7  
 2 0 2 3  7  

 2 0 2 3  7  7  

 2 0 2 3  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  7  

 2 0 2 3  7  7  

 2 0 2 3  7  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  7  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  7  

 2 0 2 2,  2 0 2 3  7  7  

 2 0 2 3  7  7  

T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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S e di m e nt,  bi o  l m a n d  ti s s u e s a m pl e  c oll e cti o n  a n d  a n al y si s  

S e di m e nt  s a m pl e s  w er e  c oll e ct e d  fr o m 1 2  sit e s  i n J ul y 2 0 2 3  

( T a bl e 1)  u si n g  pr e- cl e a n e d,  m et h a n ol-ri n s e d,  st ai nl e s s- st e el  

s c o o p s. 5 6  S a m pl e s  w er e  c oll e ct e d  fr o m d e p o siti o n al  z o n e s  i n 

e a c h  str e a m  r e a c h fr o m t h e t o p a p pr o xi m at el y  2 – 5  c e nti m et er s  

( c m) of  s e di m e nt.  S e di m e nt  fr o m e a c h  str e a m  r e a c h w a s  

c oll e ct e d  fr o m a p pr o xi m at el y   v e  di ff er e nt  l o c ati o n s al o n g  t h e 

s a m e  si d e  of  t h e str e a m  a n d  c o m p o sit e d  i n cl e a n  wi d e- m o ut h,  

hi g h  d e n sit y  p ol y et h yl e n e  ( H D P E) j ar s. S a m pl e s  w er e  n ot  

si e v e d.  S a m pl e s  w er e  pl a c e d  o n  i c e i n t h e  el d,  s hi p p e d  c ol d  

a n d  st or e d  fr o z e n (− 4 0  ° C).  

Bi o  l m s ( a n a g gr e g at e  of  mi cr o or g a ni s m s  e n c a s e d  i n e x o -

p ol y s a c c h ari d e s  ( E P S)) ar e  c o n si d er e d  o n e  of  t h e m o st  wi d el y  

di stri b ut e d  pr o d u c er s  i n a q u ati c  e n vir o n m e nt s  a n d  h a v e  b e e n  

u s e d  a s  a  n at ur al  i nt e gr ati v e s a m pli n g  t o ol t o a s s e s s  a nt hr o -

p o g e ni c  c o nt a mi n a nt s  i n a q u ati c  e n vir o n m e nt s. 5 7  I n J ul y 2 0 2 3,  

bi o  l m s a m pl e s  w er e  c oll e ct e d  fr o m m ulti pl e  r o c k s urf a c e s  at  

 v e  sit e s  ( T a bl e 1),  u si n g  m et h a n ol-ri n s e d,  st ai nl e s s- st e el  k ni -

v e s,  a n d  c o m p o sit e d  i n a  s m all  W hirl p a c k  or  gl a s s  j ar f or P F A S  

a n d  mi cr o bi al- c o m m u nit y  a n al y s e s,  r e s p e cti v el y.  C o m p o sit e d  

bi o  l m s s a m pl e s  w er e  tr a n s p ort e d o n  i c e t o t h e l a b or at or y a n d  

st or e d  fr o z e n at  − 4 0  ° C.  

Fi s h  w er e  c oll e ct e d  b y  h o o k  a n d  li n e fr o m t w o sit e s  o n  t h e 

Littl e  Bi g h or n  Ri v er  i n J ul y 2 0 2 3  b y  v ol u nt e er s  fr o m t h e 

c o m m u nit y  ( T a bl e 1):  a  pr e s u m pti v e,  l o w-i m p a ct l o c ati o n 

u p str e a m  of  t h e t o w n of  W y ol a  a n d  a n  i m p a ct e d l o c ati o n i n 

Cr o w  A g e n c y  ( Fi g. 1).  At  t h e u p str e a m  sit e,  w e  c oll e ct e d  1 0  

Br o w n  Tr o ut  (S al m o  tr utt a), a n d  at  t h e sit e  i n Cr o w  A g e n c y  w e  

c oll e ct e d  1 0  c at  s h  ( Sil urif or m e s), f o ur g ol d e y e  (Hi o d o n  al o -

s oi d e s ) a n d  si x  r o c k b a s s  (A m bl o plit e s  r u p e stri s). Fi s h  w er e  k e pt  

ali v e  i n a er at e d  5- g all o n  b u c k et s  pri or  t o pr o c e s si n g  a n d  w er e  

pr o c e s s e d  wit hi n  1- h o ur  of  c oll e cti o n.  Fi s h  w er e  e ut h a ni z e d  

wit h  Fi n q u el  ( M S 2 2 2; Ar g e nt  L a b or at ori e s,  R e d m o n d,  W a s h -

i n gt o n) si mil ar  t o Bl a z er  et  al. 5 8  All  pr o c e d ur e s  w er e  c o n d u ct e d  

i n a c c or d a n c e  wit h  t h e A R RI V E  2. 0  (r ef. 5 9)  g ui d eli n e s  a n d  

i n stit uti o n al g ui d eli n e s.  T h e  s a m pli n g  a n d  h a n dli n g  pr o c e -

d ur e s  o utli n e d  a b o v e  w er e  r e vi e w e d  a n d  a p pr o v e d  b y  t h e U. S.  

G e ol o gi c al  S ur v e y  E a st er n  E c ol o gi c al  S ci e n c e  C e nt er' s  I n stit u-

ti o n al A ni m al  C ar e  a n d  U s e  C o m mitt e e  a n d  t h e Cr o w  E n vi -

r o n m e nt al  H e alt h  St e eri n g  C o m mitt e e.  I n di vi d u al  s h  w er e  

m e a s ur e d  t o t h e n e ar e st  milli m et er  ( m m) a n d  w h ol e  bl o o d  

s a m pl e s  w er e  c oll e ct e d  fr o m t h e c a u d al- v ei n  u si n g  h e p ari ni z e d  

3- c m 3  s yri n g e s  wit h  2 3- g a u g e  n e e dl e s,  tr a n sf err e d t o 2- m L  

H D P E  c e ntrif u g e  t u b e s, a n d  st or e d  i m m e di at el y o n  dr y  i c e. All  

 s h  w er e  i n s p e ct e d f or vi si bl e  a b n or m aliti e s,  a n d  t h e n, 

d e p e n di n g  o n  si z e,   el d- di s s e ct e d  s ki n- o ff   l et s (t w o p er   s h)  or  

w h ol e   s h,  f or l a b or at or y di s s e cti o n,  w er e  pl a c e d  i n 1- g all o n  

pl a sti c  b a g s.  All  s a m pl e s  ( w h ol e  s h,   l et s, a n d  bl o o d)  w er e  

st or e d  i n t h e  el d  o n  dr y  i c e a n d  s hi p p e d  t o t h e l a b or at or y o n  

dr y  i c e, w h er e  t h e y w er e  st or e d  at  − 4 0  ° C  pri or  t o a n al y si s.  

Bi o  l m a n d  ti s s u e s a m pl e s  ( w h ol e bl o o d  a n d   l et s) w er e  

s hi p p e d  fr o z e n o n  dr y  i c e wit hi n  9 0  d a y s  t o R TI  L a b or at ori e s  

( Li v o ni a, Mi c hi g a n,  U S A)  f or t h e e xtr a cti o n  a n d  a n al y si s  of  2 8  

i n di vi d u al P F A S  ( T a bl e S 3).  S e di m e nt  s a m pl e s  w er e  s hi p p e d  

fr o z e n wit hi n  9 0  d a y s  of  c oll e cti o n  o n  w et  i c e t o S G S  A X Y S  

A n al yti c al  S er vi c e s  Lt d  ( Briti s h C ol u m bi a,  C a n a d a)  f or t h e 
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
e xtr a cti o n  a n d  a n al y si s  of  4 0  i n di vi d u al P F A S  ( T a bl e S 3).  Pri or  t o 

a n al y si s,  s a m pl e s  w er e  air- dri e d,  a n d  p er c e nt  m oi st ur e  w a s  

d et er mi n e d.  All  s a m pl e s  w er e  a n al y z e d  u si n g  E P A  M et h o d  1 6 3 3  

wit h  sli g ht  l a b or at or y- s p e ci c  m o di  c ati o n s. 6 0  B ri e  y,  all  

s a m pl e s  w er e  s pi k e d  wit h  i s ot o pi c all y l a b el e d st a n d ar d s,  

e xtr a ct e d  i n p ot a s si u m  h y dr o xi d e  a n d  a c et o nitril e,  f oll o w e d b y  

b a si c  m et h a n ol  a n d  cl e a n- u p  u si n g  a  W at er s  O a si s  W A X  1 5 0  m g,  

s oli d  p h a s e  e xtr a cti o n  ( S P E) c artri d g e.  F oll o wi n g  e xtr a cti o n,  

cl e a n- u p  a n d  c o n c e ntr ati o n,  s a m pl e s  w er e  a n al y z e d  b y  li q ui d 

c hr o m at o gr a p h/t a n d e m  q u a dr u p ol e  m a s s  s p e ctr o m etr y  ( L C-

M S/ M S).  M et h o d  d et e cti o n  li mit s r a n g e d  fr o m 0. 0 3 6 – 0. 1 7  n g  

g − 1  w et  w ei g ht  ( w w) f or bi o  l m s, 0. 0 7 1 – 0. 7 6  n g  g − 1  w w  f or  l et s, 

0. 0 4 8 – 5. 4  n g  m L − 1  f or w h ol e  bl o o d  a n d  0. 0 2 7 – 1. 8  n g  g − 1  dr y  

w ei g ht  ( d w) f or s e di m e nt  ( T a bl e S 3).  P F A S  c o n c e ntr ati o n s  

m e a s ur e d  i n s e di m e nt,  bi o  l m s a n d   s h  ti s s u e a s  w ell  a s  

d et ail e d  i nf or m ati o n o n  a n al yt e s  a n d  d et e cti o n  li mit s f or e a c h  

of  t h e m et h o d s  ar e  a v ail a bl e  i n R o m a n o k  et  al. 6 1  

D N A  fr o m t h e  v e  bi o  l m s a m pl e s  w a s  e xtr a ct e d  i n d u pli c at e  

wit h  F a st D N A ™  S PI N  Kit  f or S oil  ( M P Bi o m e di c al s,  S a nt a  A n a,  

C A),  c o m bi n e d  a n d  c o n c e ntr ati o n s  m e a s ur e d  wit h  Q u bit ™  

d s D N A  H S  A s s a y  Kit  ( T h er m o Fi s h er  S ci e nti  c,  W alt h a m,  M A).  

Pri or  t o t h e u s e  i n p ol y m er a s e  c h ai n  r e a cti o n  ( P C R), t h e D N A  

c o n c e ntr ati o n  i n e a c h  s a m pl e  w a s  a dj u st e d  t o 5 – 1 0  n g  m L − 1 . 

P C R  w a s  c arri e d  o ut  wit h  pri m er  p air s  3 4 1 F- 8 0 5 R 6 2  wit h  

u ni v er s al  Ill u mi n a o v er h a n g  a d a pt er s.  T h e  2 5  m L  a m pli c o n  P C R  

c o m p o n e nt s  i n v ol vi n g t h e u s e  of  P RI M A T M  H ot  St art  T a q  

M a st er  Mi x  ( MI D S CI, F e nt o n,  M O)  w er e  pr e p ar e d  f oll o wi n g 

m a n uf a ct ur er' s  i n str u cti o n s a n d  P C R  c o n diti o n s  w er e  p er -

f or m e d i n d u pli c at e  f or e a c h  s a m pl e  a s  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d. 6 3  

S u b s e q u e nt  P C R  cl e a n- u p  of  1 6 S  r R N A g e n e  a m pli c o n s  a n d  

li br ar y pr e p ar ati o n  w er e  d o n e  f oll o wi n g Ill u mi n a' s 1 6 S  M et a -

g e n o mi c  S e q u e n ci n g  Li br ar y  Pr e p ar ati o n  s e q u e n ci n g  pr ot o c ol,  

f oll o w e d b y  li br ar y s e q u e n ci n g  wit h  2  ×  3 0 0  b p  Mi s e q  R e a g e nt  

kit  o n  t h e Il u mi n a Mi s e q  pl atf or m  (Ill u mi n a, S a n  Di e g o  C A).  

T h e  1 6 S  r R N A g e n e  a m pli c o n  s e q u e n c e s  w er e  i m p ort e d i nt o 

QII M E  2  pi p eli n e  a n d  pr o c e s s e d  wit h  d e m u x,  f oll o w e d b y  

D A D A 2  f or s e q u e n c e  d e n oi si n g,  c hi m er a  c h e c k,  a n d  c o n str u c -

ti o n of  p air e d- e n d  s e q u e n c e s. 6 4, 6 5  T a x o n o mi c  i d e nti c ati o n  w a s  

p erf or m e d  u si n g  t h e SI L V A  1 3 8. 1  t a x o n o m y cl a s si  er. 6 6  R a w  

D N A  s e q u e n c e s  w er e  pl a c e d  i n t h e N ati o n al  C e nt er  f or 

Bi ot e c h n ol o g y  I nf or m ati o n ( N C BI) d at a b a s e  u n d er  bi o pr oj e ct  

n u m b er:  P RJ N A 1 2 9 1 2 6 6.  
Q u alit y  a s s ur a n c e  

Q u a ntit ati v e  ($ li mit of  q u a ntit ati o n,  $ L O Q)  a n d  s e mi -

q u a ntit ati v e  ( b et w e e n L O Q  a n d  l o n g-t er m m et h o d  d et e cti o n  

li mit, M D L)  r e s ult s  w er e  tr e at e d a s  d et e cti o n s. 6 7 – 6 9  Q u alit y-

a s s ur a n c e/ q u alit y- c o ntr ol  i n cl u d e d a n al y s e s  of   el d  bl a n k s  

( s urf a c e w at er  o nl y;  n  =  2),  l a b or at or y bl a n k s,  l a b or at or y s pi k e s,  

a n d  st a bl e  i s ot o p e s urr o g at e s.  N o  i n or g a ni c or  or g a ni c  c o n stit -

u e nt s  w er e  d et e ct e d  i n bl a n k s  at  c o n c e ntr ati o n s  i n t h e r a n g e 

o b s er v e d  i n s urf a c e  w at er  s a m pl e s. 3 7  F or  P F A S,  o n e  l a b or at or y 

bl a n k  p er  b at c h  f or a  t ot al of   v e  bl a n k s  w er e  a n al y z e d  a cr o s s  all  

m e di a  ( s e di m e nt, ti s s u e a n d  w h ol e  bl o o d).  P F B A  ( p er-

 u or o b ut a n oi c  a ci d)  w a s  d et e ct e d  i n  s h   l et a n d  bi o  l m, 

P F P e A  ( p er u or o p e nt a n oi c  a ci d)  w a s  d et e ct e d  i n  s h   l et, a n d  
E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  | 5 8 3  
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P F O S A  ( p er u or o o ct a n e s ulf o n a mi d e)  w a s  d et e ct e d  i n o n e  

s e di m e nt  s a m pl e.  P F O S A  i n s e di m e nt  r e s ult e d  i n t h e r e m o v al of  

f o ur v al u e s  t h at w er e  all  at  or  b el o w  t h e l e v el d et e ct e d  i n t h e 

l a b or at or y bl a n k.  V al u e s  f or P F B A  a n d  P F P e A  i n  s h  ti s s u e ( l et s 

a n d  w h ol e  bl o o d)  a n d  P F P e A  i n bi o  l m w er e  r e m o v e d  o wi n g  t o 

s u s p e ct e d  i nt erf er e n c e a n d  d et e cti o n s  i n bl a n k  s a m pl e s.  B ot h  

c o m p o u n d s  h a v e  o nl y  o n e  m aj or  i o n tr a n siti o n a n d  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o s u ff er  fr o m i nt erf er e n c e fr o m li pi d s.7 0 – 7 2  T h e  m e di a n  

s urr o g at e  r e c o v er y  f or or g a ni c  a n al yt e s  i n s urf a c e  w at er  w a s  

9 5. 5 %  (i nt er q u artil e r a n g e (I Q R): 8 2. 5 – 1 0 4 %).  T h e  m e di a n  

s urr o g at e  r e c o v eri e s  f or P F A S  i n ti s s u e, bi o  l m s a n d  s e di m e nt  

w er e  7 5. 3 %  (I Q R: 5 2. 0 – 9 5. 5 %),  4 2. 4 %  (I Q R: 3 0. 8 – 5 0. 3 %),  a n d  

9 6. 0 %  (I Q R: 8 8. 1 – 1 0 2 %),  r e s p e cti v el y.  D et ail e d  q u alit y  a s s ur -

a n c e  i nf or m ati o n c a n  b e  f o u n d i n R o m a n o k  et  al. 6 1  
St ati sti c al  a n al y si s  a n d  e ff e ct s- b a s e d  s cr e e ni n g  

Di ff er e n c e s  i n c e ntr oi d s  a n d  di s p er si o n  i n P F A S  c o n c e ntr ati o n s  

b et w e e n   s h  s p e ci e s  a n d  b et w e e n  ti s s u e t y p e ( w h ol e bl o o d  v s.  

 l et s) w er e  a s s e s s e d  b y  n o n p ar a m etri c  o n e- w a y  P E R M A N O V A  (n  

=  9 9 9 9  p er m ut ati o n s)  o n  E u cli d e a n  di st a n c e  ( P al e o nt ol o gi c al 

St ati sti c s,  P A S T,  v er s.  4. 0 3). 7 3  

A  s cr e e ni n g-l e v el  a s s e s s m e nt 7 4, 7 5  of  p ot e nti al  c u m ul ati v e  

e ff e ct s  of  c h e mi c al  mi xt ur e s  i n e a c h  s urf a c e- w at er  s a m pl e  w a s  

c o n d u ct e d  u si n g  a  H a z ar d  I n d e x A s s e s s m e nt  a s  d e s cri b e d  

pr e vi o u sl y. 7 4, 7 6, 7 7  W e  c o n si d er e d  f o ur g e n er al  cl a s s e s  of  c u m u -

l ati v e ri s k a s s e s s m e nt s  f o c u s e d o n  ( 1) e c ol o gi c al  e ff e ct s  

a s s u mi n g  a c ut e  e x p o s ur e,  ( 2) e c ol o gi c al  e ff e ct s  a s s u mi n g  

c hr o ni c  e x p o s ur e,  ( 3) e ff e ct s  o n  h u m a n  h e alt h  d u e  t o r e cr e a-

ti o n al a cti viti e s  (e. g. , i n ci d e nt al w at er  c o n s u m pti o n)  a n d  ( 4) 

e ff e ct s  o n  h u m a n  h e alt h  d u e  t o lif eti m e e x p o s ur e  (i. e., s urf a c e  

w at er  a s  t h e pri m ar y  dri n ki n g  w at er  s o ur c e).  I n all  f o ur 

s c e n ari o s,  w e  e m pl o y e d  a  c u m ul ati v e  b e n c h m ar k- b a s e d  t o xi cit y 

q u oti e nt  ( T Q) a p pr o a c h 1 8, 7 7  w h er e  i n di vi d u al T Q  (r ati o of  e x p o -

s ur e  c o n c e ntr ati o n  t o c orr e s p o n di n g  b e n c h m ar k)  ar e  s u m m e d  

u si n g  a  n o n-i nt er a cti v e  c o n c e ntr ati o n  a d diti o n  m o d el 7 8  t o 

pr e di ct  c u m ul ati v e  T Q  (S T Q).  

T o  i nf or m p ot e nti al  a g gr e g at e d  a c ut e  ( s c e n ari o 1)  a n d  

c hr o ni c  ( s c e n ari o 2)  e c ol o gi c al  e ff e ct s  br o a dl y,  w e  u s e d  E P A' s  

fr e s h w at er a q u ati c  lif e q u alit y  crit eri a  ( w at er q u alit y  st a n d ar d s  

[ W Q S]) f or pri orit y  p oll ut a nt s) 7 9  a n d  M o nt a n a  D e p art m e nt  of  

E n vir o n m e nt al  Q u alit y  ( M T D E Q) a q u ati c  lif e st a n d ar d s. 8 0  

B e n c h m ar k- b a s e d  a s s e s s m e nt s  of  a g gr e g at e  or g a ni c  c o nt a mi -

n a nt  (e. g. , p e sti ci d e)  ri s k w er e  c o n d u ct e d  f or  s h,  a q u ati c  

i n v ert e br at e s a n d  v a s c ul ar/ n o n v a s c ul ar  pl a nt s  u si n g  E P A  O ffi c e  

of  P e sti ci d e  Pr o gr a m s  ( O P P) a q u ati c  lif e b e n c h m ar k( s)  ( A L B) f or 

a c ut e  ( s c e n ari o 1)  a n d  c hr o ni c  ( s c e n ari o 2)  e ff e ct s  of  i n di vi d u al 

p e sti ci d e s. 8 1  T o  a s s e s s  s h ort-t er m  e x p o s ur e  t o h u m a n s  t hr o u g h 

r e cr e ati o n al  a cti viti e s  ( s c e n ari o 3;  T a bl e  S 9 b),  w e  i n cl u d e d 

a  s e p ar at e  a s s e s s m e nt  of  a g gr e g at e d  ri s k b a s e d  o n  t h e m o st  

pr ot e cti v e  crit eri a  f or E.  c oli  (e. g.  pri m ar y  c o nt a ct  t hr o u g h 

r e cr e ati o n;  n ot  t o e x c e e d  1 2 6  cf u/ 1 0 0  m L) 8 2  a n d  c y a n ot o xi n s. 8 3  

L a stl y,  t o pr o vi d e  i n si g ht i nt o p ot e nti al  ri s k s of  u s e  of  s urf a c e  

w at er  a s  pri m ar y  dri n ki n g-/ c o o ki n g- w at er  s o ur c e  ( s c e n ari o 4),  

t h e m o st  pr ot e cti v e  h u m a n- h e alt h  b e n c h m ar k s  (i. e., l o w e st 

b e n c h m ar k  c o n c e ntr ati o n)  a m o n g  m a xi m u m  c o nt a mi n a nt  l e v el 

g o al( s)  ( M C L G),8 4, 8 5  W orl d  H e alt h  Or g a ni z ati o n  ( W H O) 
5 8 4  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  
g ui d eli n e  v al u e s  ( G V) a n d  pr o vi si o n al  G V  ( p G V),8 6  a n d  ot h er  

a v ail a bl e  st at e  b e n c h m ar k s  w er e  e m pl o y e d  ( T a bl e S 9 b),  

a s s u mi n g  lif e-ti m e e x p o s ur e  c o n diti o n s,  a s  d e s cri b e d  pr e vi -

o u sl y. 1 8  M C L G  v al u e s  of  z er o  (i. e., n o  i d e nti e d  s af e- e x p o s ur e  

l e v el f or s e n siti v e  s u b- p o p ul ati o n s,  i n cl u di n g i nf a nt s, c hil -

dr e n,  t h e el d erl y,  a n d  t h o s e wit h  c o m pr o mi s e d  i m m u n e 

s y st e m s  a n d  c hr o ni c  di s e a s e s) 8 4, 8 7  w er e  s et  t o 0. 1  m g L − 1  f or 

ar s e ni c,  l e a d, ur a ni u m  a n d  0. 0 0 0 1  m g L − 1  f or P F O A. 1 8  D u e  t o t h e 

i n cl u si o n of  a  m ar gi n  of  s af et y  i n h e alt h  b e n c h m ar k s,  f or all  

a s s e s s m e nt s  a  S T Q  =  1  i n di c at e s a  hi g h  pr o b a bilit y  of  ri s k 
P

w h er e a s  a  S T Q  <  0. 1  i n di c at e s n e gli gi bl e  ri s k. T Q  r e s ult s  a n d  

r e s p e cti v e  h e alt h- b a s e d  b e n c h m ar k s  ar e  s u m m ari z e d  i n T a bl e s  

S 1 0 a – d.  T h e  t o x E v al v er si o n  1. 4. 0  p a c k a g e 8 8  a n d  t h e o p e n  s o ur c e  

st ati sti c al  s o  w ar e  R 8 9  w er e  u s e d  f or all  s cr e e ni n g  a s s e s s m e nt s.  
R e s ult s  a n d  di s c u s si o n  

W at er  s e c urit y  a n d  s u st ai n a bilit y  ar e  i s s u e s a ff e cti n g  all  a s p e ct s  

of  t h e n ort h er n  pl ai n s  A p s á al o o k e  fr o m dri n ki n g  w at er  t o 

r e cr e ati o n  a n d  s pirit u al  pr a cti c e s. 7, 1 5, 3 5  T hi s  st u d y  a n d  it s 

c o m p a ni o n  e ff ort 3 7  w er e  d e si g n e d  t o i nf or m t h e p ot e nti al  

e c ol o gi c al  a n d  h u m a n- h e alt h  ri s k s fr o m e x p o s ur e s  t o or g a ni c  

a n d  i n or g a ni c c o nt a mi n a nt  mi xt ur e s  pr e s e nt  o n  t h e Cr o w  

R e s er v ati o n  at  Tri b e- s el e ct e d  sit e s.  S urf a c e- w at er  sit e s  w er e  

s el e ct e d  b a s e d  o n  t h eir i nt e n d e d u s e s  (e. g. , s u m m er  s wi m mi n g  

h ol e s  a n d  s a cr e d  c er e m o ni e s)  a s  w ell  a s  t h eir p ot e nti al  v ul n er -

a bilit y  t o b ot h  p oi nt  a n d  n o n p oi nt  s o ur c e s  (e. g. , a gri c ult ur al  

a cti viti e s,  u nli n e d  l a n d ll s, w a st e w at er  i n p ut s). T h e  A p s á al o o k e  

c o n n e cti o n  t o t h e ri v er s h a s  b e e n  p a s s e d  t hr o u g h g e n er ati o n s.  

H o w e v er,  d u e  t o w at er- q u alit y  c o n c er n s,  u s e  of  t h e ri v er s  f or 

dri n ki n g,  s wi m mi n g  a n d   s hi n g  h a s  d e cr e a s e d  o v er  ti m e.7  

I nf or m ati o n o n  t h e c o nt a mi n a nt  mi xt ur e s  pr e s e nt  a n d  t h eir 

p ot e nti al  h e alt h  i m pli c ati o n s c a n  s u p p ort  pr ot e cti o n  of  t h e 

c o m m u nit y' s  e n vir o n m e nt al  h e alt h  a n d  w at er  r e s o ur c e s  a cr o s s  

t h e Cr o w  R e s er v ati o n.  
S urf a c e- w at er  q u alit y:  mi xt ur e s  of  c o nt a mi n a nt s  a n d  

p at h o g e n s  

Mi xt ur e s  of  or g a ni c  a n d  i n or g a ni c c o nt a mi n a nt s  a s  w ell  a s  E.  

c oli  w er e  o b s er v e d  i n s urf a c e  w at er  c oll e ct e d  fr o m t h e t hr e e 

v all e y s  o n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n  ( T a bl e s S 4 – S 6  (r ef. 3 7)).  Of  t h e 

4 3 5  or g a ni c  c o nt a mi n a nt s  m e a s ur e d  i n t h e 1 9  s urf a c e- w at er  

s a m pl e s,  3 1  ( 7 %) w er e  d et e ct e d  at  l e a st o n c e  i n cl u di n g ei g ht  

p e sti ci d e s,  ei g ht  V O C s,  ei g ht  p h ar m a c e uti c al s,   v e  P F A S  a n d  

t w o c y a n ot o xi n s  ( T a bl e S 4),  wit h  d et e cti o n s  p er  s a m pl e  r a n gi n g  

fr o m 0  t o 1 0  ( m e di a n: 3).  I n c o ntr a st  t o pr e vi o u s  st u di e s  i n ri v er s  

a n d  str e a m s  a cr o s s  t h e U S, 2 1, 2 2  i n di vi d u al c o n c e ntr ati o n s  a n d  

t h e n u m b er  of  or g a ni c  c o nt a mi n a nt s  d et e ct e d  i n t h e s u m m er  of  

2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  w er e  l o w a cr o s s  all  t hr e e ri v er s  ( m e di a n: 

2 5  n g  L − 1 ; I Q R: 1 – 7 n g L − 1 ; Fi g.  S 1  a n d  T a bl e  S 4),  wit h  n o  

e x c e e d a n c e s  of  a v ail a bl e  a c ut e  or  c hr o ni c  a q u ati c-lif e  or  h u m a n-

h e alt h  b e n c h m ar k s.  T h e  m o st  fr e q u e ntl y d et e ct e d  c o m p o u n d s  

w er e  t h e V O C s  b ut a n al  ( 5 7 %; 1 1  of  1 9  s a m pl e s)  a n d  c ar b o n  

di s ul  d e  ( 5 2 %; 1 0  of  1 9  s a m pl e s),  t h e p h ar m a c e uti c al  m etf or -

mi n  ( 2 6 % 5  of  1 9  s a m pl e s)  a n d  t h e h er bi ci d e  gl y p h o s at e  ( 2 1 %; 4  

of  1 9  s a m pl e s).  P F A S  w er e  o b s er v e d  i nfr e q u e ntl y i n s urf a c e  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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w at er s  at  c o n c e ntr ati o n s  r a n gi n g  fr o m 0. 1 – 2 n g  L − 1  ( T a bl e S 4),  

c o n si st e nt  wit h  pri or   n di n g s  i n ar e a s  wit h o ut  dir e ct  p oi nt  

s o ur c e s. 9 0  T h e  gr e at e st  n u m b er  of  c o m p o u n d s  w er e  o b s er v e d  at  

t w o a gri c ult ur all y  i m p a ct e d sit e s  ( B H 2, L B H 4),  o n e  sit e  b el o w  

a  w a st e w at er  l a g o o n n e ar  Ft.  S mit h,  M T  ( B H 1) a n d  a  s pri n g  

i m p a ct e d b y  a  l e a ki n g s e pti c  t a n k ( P C 1; T a bl e  S 4),  i n di c ati n g 

a  hi g h er  p ot e nti al  ri s k t o a q u ati c  or g a ni s m s  a n d  p e o pl e  i n ar e a s  

i n u e n c e d  b y  p oi nt  s o ur c e s.  P oi nt  a n d  n o n- p oi nt  s o ur c e s,  

i n cl u di n g a gri c ult ur al  a cti viti e s  (e. g. , p e sti ci d e  a n d  bi o s oli d  

a p pli c ati o n s 9 1 ) a n d  m u ni ci p al/i n d u stri al  w a st e w at er, 2 1, 9 2  h a v e  

b e e n  l o n g b e e n  i d e nti e d  a s  pri m ar y  dri v er s  of  c o nt a mi n a nt  

e x p o s ur e  t o a q u ati c  or g a ni s m s.  

Of  t h e 3 7  i n or g a ni c c o n stit u e nt s  m e a s ur e d,  3 3  w er e  o b s er v e d  

at  l e a st o n c e  i n s urf a c e- w at er  s a m pl e s.  R e p orti n g  li mit s f or 

ei g ht  c o n stit u e nt s  ( a nti m o n y, ar s e ni c,  c a d mi u m,  c o b alt,  l e a d, 

m ol y b d e n u m,  ni c k el  a n d  s el e ni u m)  w er e  hi g h er  i n 2 0 2 2  

c o m p ar e d  t o 2 0 2 3  d u e  t o m et h o d  di ff er e n c e s  ( T a bl e S 2)  w hi c h  

r e s ult e d  i n n o n- d et e ct s  i n s a m pl e s  c oll e ct e d  i n 2 0 2 2  c o m p ar e d  

t o 2 0 2 3  ( T a bl e S 5).  Tr a c e  el e m e nt s  i n cl u di n g al u mi n u m,  

b ari u m,  b or o n,  ir o n, lit hi u m, m a n g a n e s e,  str o nti u m,  t h alli u m, 

ur a ni u m  a n d  zi n c  w er e  o b s er v e d  i n 1 0 0 %  ( 1 9/ 1 9) of  t h e s a m pl e s  

c oll e ct e d  ( T a bl e S 5  a n d  Fi g.  S 2). 3 7  O nl y  t w o e x c e e d a n c e s  of  

a v ail a bl e  a q u ati c-lif e  b e n c h m ar k s  w er e  o b s er v e d  ( T a bl e S 5).  

C o p p er  w a s  d et e ct e d  i n l e s s t h a n 5 0 %  of  t h e s a m pl e s  wit h  o n e  

e x c e e d a n c e  ( 9. 0 m g L − 1  sit e  P C 1)  of  t h e a q u ati c  lif e b e n c h m ar k  
Fi g.  2  C o n c e ntr ati o n s  ( c ol o n y f or mi n g u nit s  p er  1 0 0  m L)  of  h et er o -

tr o p hi c pl at e  c o u nt s  ( H P C, l eft pl ot),  t ot al c olif or m s  ( c e nt er pl ot),  a n d  

E s c h eri c hi a  c oli  (E.  c oli , ri g ht pl ot)  d et e ct e d  d uri n g  2 0 2 2  ( bl a c k cir cl e s,  
C ) a n d  2 0 2 3  ( y ell o w cir cl e s,  ) i n s urf a c e  w at er  s a m pl e s  c oll e ct e d  

fr o m u p  t o ni n e  sit e s  i n t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  ( L B H), t w o sit e s  i n t h e 

Bi g h or n  Ri v er  dr ai n a g e  ( B H) a n d  t w o sit e s  al o n g  Pr y or  Cr e e k  ( P C) 

wit hi n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n,  M o nt a n a.  B o x e s,  c e nt erli n e s,  a n d  w hi s -
k er s  i n di c at e i nt er q u artil e r a n g e, m e di a n,  a n d  5t h  a n d  9 5t h  p er c e ntil e s,  

r e s p e cti v el y. P ur pl e  s oli d  li n e r e pr e s e nt s M o nt a n a  D e p art m e nt  of  

E n vir o n m e nt al  Pr ot e cti o n' s  r e cr e ati o n al crit eri a  f or E.  c oli . 8 2  

T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  

H P C T ot al C olif or m s E. C oli 
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• 
f or n o n- v a s c ul ar  pl a nt s  ( A L B: 3. 1  m g L − 1 ), w h er e a s  ir o n w a s  

o b s er v e d  i n 1 0 0 %  of  t h e s a m pl e s  wit h  o n e  e x c e e d a n c e  ( 1 2 4 0 m g  

L − 1  sit e  L B H 4)  of  E P A' s  c hr o ni c  fr e s h w at er a q u ati c  lif e crit eri a  

( W Q S: 1 0 0 0  m g L − 1 ; T a bl e  S 5).  Tr a c e  el e m e nt s  o b s er v e d  h er ei n  

ar e  n at ur all y  o c c urri n g,  b ut  el e v at e d  c o n c e ntr ati o n s  c a n  r e s ult 

fr o m a nt hr o p o g e ni c  a cti viti e s 9 3  a n d  h a v e  t h e p ot e nti al  t o 

n e g ati v el y  a ff e ct  h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  h e alt h  p arti c ul arl y  w h e n  

e x p o s ur e s  o c c ur  a s  mi xt ur e s.  

G e n er al  h et er otr o p hi c  b a ct eri a  ( h et er otr o p hi c pl at e  c o u nt s;  

H P C),  t ot al c olif or m s  a n d  E.  c oli  w er e  o b s er v e d  fr e q u e ntl y i n 

s urf a c e  w at er s  fr o m t h e t hr e e b a si n s  ( Fi g. 2  a n d  T a bl e  S 6).  

H et er otr o p hi c  b a ct eri a  w hi c h  ar e  u bi q uit o u s  i n t h e e n vir o n -

m e nt 9 4  w er e  d et e ct e d  i n 8 9 %  ( 1 7/ 1 9) of  s urf a c e  w at er s  [ m e di a n: 

3 7 0 0  C F U/ 1 0 0  m L  (I Q R: 6 8 0 – 1 1, 0 0 0  C F U/ 1 0 0  m L)]  wit h  n o  

d et e cti o n s  at  eit h er  t h e a gri c ult ur al  p o n d  i n t h e Bi g h or n  V all e y  

( B H 2) or  i n t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er  i n Cr o w  A g e n c y  ( L B H 8) i n 

2 0 2 3.  T ot al  c olif or m s  w er e  o b s er v e d  i n 9 5 %  ( 1 8/ 1 9) of  s urf a c e s  

w at er s  [ m e di a n: 8 5 0  C F U/ 1 0 0  m L  (I Q R: 4 0 2 – 1 6 5 0  C F U/ 1 0 0  m L)  

wit h  n o  d et e cti o n s  at  sit e  L B H 6  i n 2 0 2 3.  E.  c oli  w a s  o b s er v e d  l e s s 

fr e q u e ntl y ( 6 8 % [ 1 3/ 1 9] of  s a m pl e s  c oll e ct e d  i n 2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  

[ m e di a n: 1 1 0  C F U/ 1 0 0  m L;  I Q R: 5 0 – 4 0 0  C F U/ 1 0 0  m L]).  I n r ur al 

s etti n g s,  E.  c oli  a n d  ot h er  f e c al i n di c at or b a ct eri a  ar e  wi d e -

s pr e a d,  o c c ur  wi d el y  i n wil dlif e  a n d  d o m e sti c at e d  a ni m al s  a n d  

m a y  e nt er  w at er w a y s  at  el e v at e d  c o n c e ntr ati o n s  t hr o u g h 

d o m e sti c  s e w a g e  a n d  r u n off  fr o m r a n c hi n g  a n d  a gri c ult ur al  

pr a cti c e s. 3 3  Wit h  t h e a b u n d a n c e  of  h o m e s  a n d  r a n c hi n g  o p er -

ati o n s  pr o xi m al  t o str e a m s  a cr o s s  t h e r e s er v ati o n,  a n d  a gi n g  

p u bli c  w a st e w at er  i nfr a str u ct ur e, l e a ki n g s e pti c  t a n k s, li v e st o c k 

a n d  i n a d e q u at e m u ni ci p al  tr e at m e nt m a y  b e  p ot e nti al  s o ur c e s  

t h at c o ul d  n e g ati v el y  a ff e ct  tri b al w at er  q u alit y.  M or e  fr e q u e nt 

s a m pli n g  a cr o s s  ti m e a n d  s p a c e  a s  w ell  a s  d et ail e d  mi cr o bi al  

s o ur c e  tr a c ki n g st u di e s, 3 4, 9 5  c o ul d  i d e ntif y s p e ci  c  s o ur c e s  a n d  

dri v er s  (e. g. , s e a s o n alit y)  of  E.  c oli  a b u n d a n c e  i n t h e st u d y  ar e a.  

M o nt a n a  D E Q  h a s  i s s u e d E.  c oli  crit eri a  f or cl a s s  A  a n d  B  

w at er s  d uri n g  di ff er e nt  ti m e s of  t h e y e ar  b a s e d  o n  r e cr e ati o n al  

u s e.  F urt h er,  M o nt a n a' s  E.  c oli  crit eri a  f or cl a s s  A  u s e  w at er s  ar e  

a s s o ci at e d  wit h  dri n ki n g  w at er  a n d  ar e  m or e  stri n g e nt  b e c a u s e  

t h e s e w at er s  ar e  t o b e  m ai nt ai n e d  s uit a bl e  f or dri n ki n g- w at er  

u s e  a  er  si m pl e  di si nf e cti o n  r at h er  t h a n c o n v e nti o n al  tr e at-

m e nt. 8 2  T h e  y e ar-r o u n d  crit eri o n  f or dri n ki n g  w at er  i s 3 2  C F U/  

1 0 0  m L  w hi c h  w a s  e x c e e d e d  i n all  b ut  o n e  s urf a c e- w at er  sit e  

wit h  d et e cti o n s  ( Fi g. 2  a n d  T a bl e  S 6).  R e cr e ati o n al  E.  c oli  crit eri a  

f or cl a s s  A  a n d  B  w at er s  i n t h e s u m m er  ( A pril 1 – O ct o b er  3 1)  ar e  

1 2 6  C F U/ 1 0 0  m L  w hi c h  w a s  e x c e e d e d  at   v e  of  t h e 1 3  sit e s  w h er e  

E.  c oli  w a s  o b s er v e d  ( Fi g. 2).  E x c e e d a n c e s  of  t h e r e cr e ati o n al  E.  

c oli  crit eri a  w er e  n ot  o b s er v e d  i n t h e s wi m mi n g  h ol e  u p str e a m  

n e ar  W y ol a  ( L B H 2; 2 0 2 2:  1 1 0  C F U/ 1 0 0  m L  a n d  2 0 2 3:  2 0  C F U/ 1 0 0  

m L))  b ut  w er e  o b s er v e d  at  t h e Cr o w  A g e n c y  s wi m mi n g  h ol e  

( L B H 1 0; 1 0 0 0  C F U/ 1 0 0  m L),  i n di c ati n g a  p ot e nti al  r e cr e ati o n  

ri s k t o t h e c o m m u nit y  p arti c ul arl y  c hil dr e n  d uri n g  t h e s u m m er  

m o nt h s.  T h e  Littl e  Bi g h or n  Ri v er  i n Cr o w  A g e n c y  ( L B H 7) s er v e s  

a s  a  dri n ki n g- w at er  s o ur c e  f or t h e Cr o w  R e s er v ati o n;  pr e vi o u s  

d at a  h a v e  r e p ort e d  E.  c oli  c o n c e ntr ati o n s  > 7 0 0 0  m o st  pr o b a bl y  

n u m b er  ( M P N) p er  1 0 0  m L  at  t h e dri n ki n g- w at er  i nt a k e d uri n g  

s pri n g  r u n- o ff  c o n diti o n s, 3 3  w hi c h  r e s ult e d  i n s e v er al  st u di e s  

d e si g n e d  t o a s s e s s  E.  c oli  c o nt a mi n ati o n  t hr o u g h o ut t h e r e s er-

v ati o n  wit h  a n  e m p h a si s  o n  pri v at e- w ell  dri n ki n g  w at er. 1 6  I n t h e 
E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  | 5 8 5  
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c urr e nt  st u d y,  E.  c oli  c o n c e ntr ati o n s  c oll e ct e d  j u st a b o v e  t h e 

dri n ki n g- w at er  i nt a k e i n 2 0 2 2  a n d  2 0 2 3  w er e  1 0 0  a n d  2 5 0  C F U/  

1 0 0  m L,  r e s p e cti v el y  ( T a bl e S 6)  b ut  d e s pit e  d et e cti o n s  i n s urf a c e  

w at er,  E.  c oli  w a s  n ot  o b s er v e d  i n t h e Cr o w  p u bli c  w at er  s u p pl y  

pri or  t o di stri b uti o n, 3 7  i n di c ati n g e ff e cti v e  r e m o v al d uri n g  

tr e at m e nt. C hl ori n e- b a s e d  di si nf e cti o n  (e. g. , c hl ori n ati o n,  

c hl or a mi n ati o n,  or  c hl ori n e  di o xi d e)  i s c o m m o n  i n U S  p u bli c-

s u p pl y  dri n ki n g  w at er 9 6  a n d  d e si g n e d  t o r e d u c e or  eli mi n at e  

e x p o s ur e s  t o h ar mf ul  mi cr o or g a ni s m s,  i n cl u di n g vir u s e s  a n d  

p at h o g e ni c  b a ct eri a. 9 7  
P ot e nti al  e c ol o gi c al  a n d  h u m a n- h e alt h  e ff e ct s  

S e v er al  b e n c h m ar k- b a s e d  S T Q  s cr e e ni n g  a p pr o a c h e s  w er e  u s e d  

t o e sti m at e  b ot h  t h e e c ol o gi c al  a n d  h u m a n- h e alt h  ri s k s of  

e x p o s ur e  t o c o nt a mi n a nt  mi xt ur e s  i n s urf a c e  w at er s  c oll e ct e d  

fr o m t h e Cr o w  R e s er v ati o n.  U nli k e  a v ail a bl e  h u m a n- h e alt h  

b e n c h m ar k s  ( T a bl e S 9 b),  t h e a v ail a bl e  a q u ati c  lif e b e n c h -

m ar k s  f or c o nt a mi n a nt s  o b s er v e d  i n t hi s st u d y  ar e  li mit e d 

pri m aril y  t o p e sti ci d e s  a n d  tr a c e m et al s  ( T a bl e S 9 a).  W e  

a s s e s s e d  t h e a c ut e  a n d  c hr o ni c  ri s k t o a q u ati c  lif e u si n g  t h e 

m o st  c o n s er v ati v e  fr e s h w at er a q u ati c  lif e st a n d ar d s  ( W Q S) 

b a s e d  o n  i nf or m ati o n fr o m E P A 7 9  a n d  M T D E Q 8 0  ( T a bl e S 9 a).  A s  

a n  a d diti o n al  li n e of  e vi d e n c e  f or p ot e nti al  ri s k s t o v ert e br at e s  

a n d  t o i nf or m t h e p ot e nti al  ri s k s t o l o w er a q u ati c  tr o p hi c l e v el s, 

a n al o g o u s  E P A  O P P  A L B- b a s e d  S T Q  ri s k a p pr o a c h e s 2 2  w er e  

e m pl o y e d,  w h er ei n  t h e p ot e nti al  ri s k s a s s o ci at e d  wit h  p e sti ci d e  

e x p o s ur e s  w er e  a s s e s s e d  b a s e d  o n  a c ut e  a n d  c hr o ni c  b e n c h -

m ar k s  f or  s h,  i n v ert e br at e s a n d  v a s c ul ar/ n o n v a s c ul ar  pl a nt s 8 1  

( T a bl e S 9 a).  

B a s e d  o n  fr e s h w at er a q u ati c  lif e W Q S,  all  s a m pl e s  e x c e e d e d  

a  S T Q W Q S  of  1  ( Fi g. 3  a n d  T a bl e  S 1 0 a)  i n di c ati n g a  hi g h  pr o b -

a bilit y  of  a d v er s e  e ff e ct s  fr o m c o- o c c urri n g  e x p o s ur e s  t o 

m ulti pl e  tr a c e m et al s,  if m e a s ur e d  c o n c e ntr ati o n s  ar e  i n di c ati v e 

of  p er si st e nt,  c hr o ni c  e x p o s ur e s,  wit h  ri s k dri v e n  pri m aril y  b y  

l e a d, al u mi n u m,  c o p p er  a n d  zi n c  d e p e n di n g  o n  s a m pl e  ( Fi g. 3).  

A s s u mi n g  m e a s ur e d  c o n c e ntr ati o n s  ar e  i n di c ati v e of  tr a n si e nt, 

a c ut e- e x p o s ur e  c o n diti o n s,  f o ur s a m pl e s  ( P C 1, B H 2,  L B H 4,  

L B H 7)  e x c e e d e d  a  S T Q W Q S  of  1  i n di c ati n g a  hi g h  pr o b a bilit y  of  

a g gr e g at e d  ri s k, a n d  t h e r e m ai ni n g  1 5  s a m pl e s  e x c e e d e d  

a  S T Q W Q S  of  0. 1  i n di c ati n g a  p ot e nti al  ri s k t o a q u ati c  lif e 

( Fi g. S 3),  wit h  c o p p er  a n d  zi n c  a s  pri m ar y  ri s k dri v er s  ( T a bl e 

S 1 0 a).  

B a s e d  o n  O P P  A L B,  n o  sit e s  e x c e e d e d  S T Q  s h- a c ut e  of  1  f or 

 s h,  b ut  ei g ht  sit e s  ( P C 1, B H 2,  L B H 2,  L B H 4,  L B H 6,  L B H 7,  

L B H 8,  L B H 9)  e x c e e d e d  a  S T Q  s h- c h r o ni c  of  0. 1  f or c hr o ni c  e x p o -

s ur e  c o n diti o n s  a n d  f o ur of  t h o s e ( P C 1, B H 2,  L B H 4,  L B H 7)  al s o  

e x c e e d e d  a  S T Q  s h- a c ut e  of  0. 1  f or a c ut e  e x p o s ur e  c o n diti o n s  

( Fi g. 3,  S 3  a n d  T a bl e  S 1 0 b).  O n e  s a m pl e  ( P C 1) e x c e e d e d  t h e O P P  

A L B- b a s e d  S T Q i n v ert e br at e- a c ut e of  1  w h er e a s  s e v e n  sit e s  ( B H 2, 

L B H 2,  L B H 4,  L B H 6,  L B H 7,  L B H 8,  L B H 9  e x c e e d e d  t h e 

S T Q i n v ert e br at e- a c ut e of  0. 1  f or a c ut e  e x p o s ur e s  t o i n v ert e br at e s 

( Fi g. S 3),  wit h  c o p p er  dri vi n g  t h e e x p o s ur e  ri s k. Si mil arl y,  

c hr o ni c  e x p o s ur e  ri s k t o i n v ert e br at e s w a s  al s o  dri v e n  b y  c o p p er  

wit h  f o ur sit e s  ( P C 1, B H 2,  L B H 4,  L B H 7)  e x c e e di n g  

a  S T Q i n v ert e br at e- c hr o ni c of  1  a n d  f o ur ( L B H 2, L B H 6,  L B H 8,  L B H 9)  

e x c e e di n g  a  S T Q i n v ert e br at e- c hr o ni c of  0. 1  ( Fi g. 3).  N o  O P P  A L B-
5 8 6  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  
b a s e d  S T Q pl a nt  >  1  w er e  o b s er v e d  f or v a s c ul ar  or  n o n v a s c ul ar  

pl a nt s  ( T a bl e S 1 0 b).  C o p p er  i s a n  e s s e nti al  mi n er al  t h at at  l o w 

c o n c e ntr ati o n s  i s vit al  t o or g a ni s m al  h e alt h  b ut  h a s  al s o  b e e n  

u s e d  a s  a  p e sti ci d e  ( b a ct eri ci d e, al g a e ci d e,  f u n gi ci d e) f or 

c e nt uri e s. 9 8  E x p o s ur e  t o c o p p er  h a s  t h e p ot e nti al  t o a ff e ct  

e c o s y st e m  pr o c e s s e s  b y  r e d u ci n g  bi o di v er sit y  at  t h e l o w er 

tr o p hi c l e v el s, i n cl u di n g p h ot otr o p hi c  a n d  h et er otr o p hi c  

mi cr o bi al  c o m m u niti e s  a n d  t err e stri al a n d  a q u ati c  i n v ert e-

br at e s. 9 8  F or  v ert e br at e s,  pr ol o n g e d  e x p o s ur e  t o c o p p er  c a n  

r e s ult i n o xi d ati v e  str e s s  l e a di n g t o ti s s u e d a m a g e  a n d  e ff e ct s  o n  

bi o e n er g eti c s  a n d  e n d o cri n e  f u n cti o n.9 9  

T o  i nf or m p ot e nti al  s h ort-t er m  e x p o s ur e  ri s k t o t h e Cr o w  

c o m m u nit y  t hr o u g h r e cr e ati o n al  a cti viti e s,  w e  a s s e s s e d  a g gr e -

g at e d  ri s k b a s e d  o n  t h e m o st  pr ot e cti v e  crit eri a  f or E.  c oli 8 2  a n d  

c y a n ot o xi n s. 8 3  Fi v e  sit e s,  o n e  i n t h e Bi g h or n  ( B H 2) a n d  f o ur i n 

t h e Littl e  Bi g h or n  ( L B H 3, L B H 7,  L B H 8,  L B H 1 0)  i n cl u di n g a  l o c al 

s wi m mi n g  h ol e  ( L B H 1 0) e x c e e d e d  a  S T Q r e cr e ati o n  of  1  i n di c ati n g 

a  hi g h  pr o b a bilit y  of  a g gr e g at e d  ri s k fr o m s h ort-t er m  r e cr e a -

ti o n al a cti viti e s  ( Fi g. S 4  a n d  T a bl e  S 1 0 c)  dri v e n  pr e d o mi n a ntl y  

b y  E.  c oli.  S u b s e q u e nt  r e cr e ati o n al  ri s k s fr o m c y a n ot o xi n s  w er e  

l o w a cr o s s  o ur  st u d y  ar e a  a s  a n at o xi n- a  w a s  o nl y  d et e ct e d  at  sit e  

B H 2,  a  l o c al f ar m p o n d.  D uri n g  t hi s st u d y,  o nl y  t w o sit e s  h a d  

a  S T Q r e cr e ati o n  <  0. 1  i n di c ati n g n o  ri s k ( Fi g. S 4).  Alt h o u g h  o nl y  

t w o l o c ati o n s ( L B H 2 a n d  L B H 1 0)  h a v e  b e e n  i d e nti e d  a s  

c o m m u nit y  s wi m mi n g  h ol e s,  t h e w at er  a n d  it s s urr o u n di n g  

s h or eli n e  i s utili z e d  f or ot h er  tr a diti o n al pr a cti c e s  a n d  c er e -

m o ni e s.  U n d er st a n di n g  p ot e nti al  s h ort-t er m  ri s k t hr o u g h 

r e cr e ati o n  or  c o nt a ct  will  h el p  t h e c o m m u nit y  d et er mi n e  if 

pr e v e nt ati v e  m e a s ur e s  or  miti g ati o n  a cti viti e s  s h o ul d  b e  t a k e n 

at  v ari o u s  l o c ati o n s t o i m pr o v e w at er  q u alit y  a n d  r e d u c e  

p ot e nti al  e x p o s ur e s.  

L a stl y,  t o i nf or m t h e ri s k s of  s y st e m ati c  c o n s u m pti o n  of  

u ntr e at e d  s urf a c e- w at er  f or c o o ki n g  a n d  dri n ki n g,  hi st ori c all y  

c o m m o n pl a c e  b ut  i n cr e a si n gl y r ar e pr a cti c e,  w e  a s s u m e d  lif e-

ti m e e x p o s ur e  a n d  e m pl o y e d  t h e m o st  pr ot e cti v e  h u m a n- h e alt h  

b e n c h m ar k s.  E v er y  sit e  e x c e e d e d  a  S T Q H H  >  1  i n di c ati n g hi g h  

a g gr e g at e d  ri s k t o h u m a n- h e alt h  ( Fi g. S 4)  wit h  ar s e ni c,  ur a ni u m  

a n d  P F O A,  all  wit h  M C L G  of  z er o,  dri vi n g  t h e e x p o s ur e  ri s k 
P

( T a bl e S 1 0 d).  Si mil arl y,  fr e q u e nt T Q H H  >  1  e x c e e d a n c e s  w er e  

o b s er v e d  i n r e si d e nti al  pri v at e  w ell s  c oll e ct e d  t hr o u g h o ut t h e 

c o m m u nit y  i n t a n d e m wit h  t h e c urr e nt  st u d y  wit h  e x p o s ur e  ri s k 

b ei n g  dri v e n  pr e d o mi n a ntl y  b y  ur a ni u m  a n d  ar s e ni c 3 7  ill u s-

tr ati n g t h e h y dr ol o gi c  c o n n e cti vit y  b et w e e n  s h all o w  gr o u n d -

w at er  w ell s  a n d  s urf a c e  w at er s.  Hi st ori c all y,  dri n ki n g  w at er  w a s  

s o ur c e d  fr o m s pri n g s  a n d  ri v er s  wit hi n  t h e t hr e e w at er s h e d s  

s a m pl e d  a s  p art  of  t hi s st u d y. 7  T o d a y  p u bli c  dri n ki n g  w at er  

s u p pl y  f or Cr o w  A g e n c y  i s s o ur c e d  fr o m t h e Littl e  Bi g h or n 1 5  

( d o w n str e a m of  sit e  L B H 7),  a n d  m o st  r e si d e nti al  pri v at e  w ell s  

ar e  pr o xi m al  t o t h e ri v er s, drill e d  t o  r st w at er  a n d  t h u s 

h y dr ol o gi c all y  c o n n e ct e d  t o a n d  i n u e n c e d  b y  a dj a c e nt  s urf a c e-

w at er  q u alit y. 1 5, 1 0 0  

S y n o pti c  st u di e s  li k e t hi s o n e  ar e  o nl y  t h e  r st st e p  i n 

a d dr e s si n g  s urf a c e  w at er  q u alit y  c o n c er n s  e x pr e s s e d  b y  t h e 

Cr o w  c o m m u nit y.  M or e  o b s er v ati o n s  a cr o s s  m or e  sit e s/ s e a s o n s  

c o ul d  e n h a n c e  u n d er st a n di n g  of  h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  e x p o -

s ur e  ri s k a n d  s u p p ort  f ut ur e miti g ati o n,  c o n s er v ati o n  or  r e m e-

di ati o n  pl a n s.  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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Fi g.  3  B e n c h m ar k - b a s e d  t o xi cit y q u oti e nt s  ( T Q) c al c ul at e d  fr o m c hr o ni c  w at er - q u alit y  st a n d ar d s  f or fr e s h w at er s p e ci e s  (t o p), a n d  a q u ati c  lif e 

b e n c h m ar k s  f or fi s h  ( mi d dl e) a n d  i n v ert e br at e s ( b ott o m) at  t h e f o urt e e n s urf a c e - w at er  s a m pli n g  l o c ati o n s i n t h e Bi g h or n  Ri v er  ( B H), Littl e  Bi g h or n  

Ri v er  ( L B H) a n d  Pr y or  Cr e e k  ( P C) wit hi n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n,  M o nt a n a.  R e d  tri a n gl e s r e pr e s e nt t h e c u m ul ati v e  t o xi cit y q u oti e nt  (S T Q).  S oli d  r e d 
li n e s a n d  d a s h e d  or a n g e  li n e s i n di c at e b e n c h m ar k  e q ui v al e nt  e x p o s ur e  (S T Q  =  1)  a n d  s cr e e ni n g -l e v el  of  c o n c er n  (S T Q  =  0. 1),  r e s p e cti v el y. 

B o x e s,  c e nt erli n e s,  a n d  w hi s k er s  i n di c at e i nt er q u artil e r a n g e, m e di a n,  a n d  5t h  a n d  9 5t h  p er c e ntil e s,  r e s p e cti v el y. 
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I 
i 
O c c urr e n c e,  a c c u m ul ati o n  a n d  p ot e nti al  h u m a n- h e alt h  

e ff e ct s  of  p er- a n d  p ol y  u or o al k yl  s u b st a n c e s  i n s e di m e nt,  

bi o  l m s a n d  bi ot a  

A s  n ot e d  pr e vi o u sl y,  P F A S  ar e  wi d e s pr e a d  i n s urf a c e  w at er,  

gr o u n d w at er,  p u bli c  dri n ki n g  w at er  s u p pli e s  pri or  t o di stri b u -

ti o n a n d  pri v at e- w ell  t a p w at er,1 9, 1 0 1, 1 0 2  s o  t hi s st u d y  al s o  s o u g ht  

t o a d dr e s s  p ot e nti al  P F A S  c o nt a mi n ati o n  i n Tri b al  w at er s  a n d  

a q u ati c  r e s o ur c e s  i n cl u di n g s e di m e nt,  bi o  l m s a n d   s h   l et s 

a n d  w h ol e  bl o o d.  P F A S  c o n c e ntr ati o n s  i n  s h   l et s i nf or m e d 

a  s e c o n d ar y  r o ut e of  h u m a n  e x p o s ur e  t hr o u g h c o n s u m pti o n,  

w hil e  w h ol e  bl o o d  c o n c e ntr ati o n s  pr o vi d e d  i n si g ht i nt o p ot e n -

ti al e c ol o gi c al  e x p o s ur e  a n d  a c c u m ul ati o n.  E c ol o gi c all y,  s e di -

m e nt  a n d  bi o  l m s c o ul d  b e  i m p ort a nt s o ur c e s  of  P F A S  t o l o w er 

tr o p hi c-l e v el a q u ati c  or g a ni s m s  i n cl u di n g i n v ert e br at e s, l ar v al 

 s h  a n d  l ar v al fr o g s a n d  t o a d s. F urt h er,  mi cr o bi al  c o n s orti a  

h a v e  d e m o n str at e d  t h e a bilit y  t o utili z e  P F A S  a s  a  c ar b o n  s o ur c e  

w hil e  f a cilit ati n g d e  u ori n ati o n. 1 0 3, 1 0 4  

Si mil ar  t o s urf a c e  w at er,  t h e n u m b er  a n d  c o n c e ntr ati o n s  of  

i n di vi d u al P F A S  i n s e di m e nt  a n d  bi o  l m s w er e  l o w ( < 5 n g  g − 1 ) 

a cr o s s  all  sit e s  s a m pl e d  wit h  n o  o v erl a p  b et w e e n  s e di m e nt  a n d  

w at er.  I n s e di m e nt,  o nl y  t w o P F A S  w er e  o b s er v e d  i n cl u di n g 

a  si n gl e  d et e cti o n  of  6: 2  F T S  ( 1H , 1H , 2H , 2H - p er u or o o ct a n e -

s ulf o n at e;  C 8)  fr o m a n  irri g ati o n dit c h  i n t h e Littl e  Bi g h or n  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
Ri v er  b a si n  ( L B H 5) a n d  N - M e F O S A (N - m et h yl-

p er  u or o o ct a n e s ulf o n a mi d e;  C 8),  w hi c h  w a s  d et e ct e d  i n 8 3 %  

( 1 0/ 1 2) of  t h e sit e s  wit h  a  m e di a n  c o n c e ntr ati o n  of  0. 4 3  n g  g − 1  

d w  (I Q R: 0. 4 2 – 0. 4 5  n g  g − 1  d w;  T a bl e  S 7).  I n bi o  l m s, t hr e e P F A S  

of  v ar yi n g  c h ai n  l e n gt h ( C 4– C 1 3)  w er e  o b s er v e d  i nfr e q u e ntl y at  

s u b  n g  g − 1  l e v el s, wit h  n o  o v erl a p  b et w e e n  bi o  l m s a n d  w at er  or  

s e di m e nt.  It i s i m p ort a nt t o n ot e,  m et h o d  s urr o g at e  r e c o v eri e s  

w er e  l o w ( m e di a n: 4 2. 4 %;  I Q R: 3 0. 8 – 5 0. 3 %)  a n d  s o m e  w er e  

o ut si d e  t h e a c c e pt a bl e  r a n g e f or m et h o d  p erf or m a n c e,  i n di-

c ati n g  v al u e s  s h o ul d  b e  c o n si d er e d  e sti m at e d.  W e  o b s er v e d  

si n gl e  d et e cti o n s  of  P F H x A  ( p er u or o h e x a n oi c  a ci d;  C 6),  

P F Tr D A  ( p er u or otri d e c a n oi c  a ci d;  C 1 3)  a n d  P F B S  

( p er u or o b ut a n e s ulf o ni c  a ci d;  C 4)  ( T a bl e S 7; 6 1 ). Wit h  t h e 

e x c e pti o n  of  P F Tr D A,  i n di vi d u al P F A S  o b s er v e d  i n bi o  l m s i n 

o ur  st u d y  i n cl u d e d s h ort er  c h ai n  c o m p o u n d s  ( C 4– C 7),  r e p ort e d  

fr e q u e ntl y i n s urf a c e  w at er s 1 0 5  gl o b all y.  Alt h o u g h  d et e cti o n  w a s  

i nfr e q u e nt, o ur  r e s ult s c o ntr a st  wit h  pr e vi o u s  r e p ort s  of  hi g h er  

a c c u m ul ati o n  of  l o n g er c h ai n  P F O S  ( p er u or o o ct a n e s ulf o ni c  

a ci d)  a n d  p er  u or o al k yl  c ar b o x yli c  a ci d s  ( P F C A s; C 8 – C 1 4)  a n d  

n oti c e a bl e  di ff er e n c e s  i n c h ai n  l e n gt h b et w e e n  bi o  l m s a n d  

w at er. 5 7, 1 0 6  M e m b er s  of  t h e b a ct eri al  or d er  P s e u d o m o n a d al e s  

( cl a s s: G a m m a pr ot e o b a ct eri a)  — i n cl u di n g P s e u d o m o n a s  s p p. —  

w er e  d et e ct e d  ( 0. 8– 3. 1 %  r el ati v e  a b u n d a n c e)  a s  p art  of  a  di v er s e  

bi o  l m c o m m u nit y  at  all   v e  sit e s  s a m pl e d  ( Fi g. S 5).  
E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  | 5 8 7  

http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://doi.org/10.1039/d5em00565e
https://0.42�0.45


Vi e w A rti cl e O nli n e

E n vi r o n m e n t al  S ci e n c e:  P r o c e s s e s  &  I m p a c t s P a p e r  

Op
en

 
Ac

ce
ss

 
Ar

ti
cl

e. 
Pu

bl
is

he
d 

on
 2

3 
Ja

nu
ar

y 
20

26
. 

Do
wn

lo
ad

ed
 o

n 
6/

4/
20

26
 1

1:
07

:1
9 

P
M. 

 
Th

is
 a

rt
ic

le
 i

s 
li

ce
ns

ed
 u

nd
er
 a

 C
re

at
iv

e 
Co

m
mo

ns
 

At
tr

ib
ut
io

n 
3.

0 
Un

po
rt

ed
 

Li
ce

nc
e.

I 
i 
G a m m a pr ot e o b a ct eri a  ar e  a  di v er s e  cl a s s  of  b a ct eri a  wit h  

c ert ai n  P s e u d o m o n a s  str ai n s  h a vi n g  t h e p ot e nti al  t o d e gr a d e  

P F A S 1 0 7  a n d  t h eir pr e s e n c e  i n bi o  l m s s u g g e st s  t h e p ot e nti al  f or 

i n sit u  d e gr a d ati o n.  T hi s  p o s si bilit y  i s f urt h er s u p p ort e d  b y  t h e 

o b s er v ati o n  t h at t h e P F A S  d et e ct e d  i n t h e bi o  l m s ( P F H x A a n d  

P F B S)  w er e  s h ort er- c h ai n  c o m p ar e d  t o t h o s e f o u n d i n t h e 

s urr o u n di n g  s e di m e nt  ( 6: 2 F T S  a n d  N - M e F O S A), w hi c h  m a y  

i n di c at e mi cr o bi al  tr a n sf or m ati o n or  br e a k d o w n  of  l o n g er-

c h ai n  P F A S  wit hi n  t h e bi o  l m m atri x  t o t er mi n al pr o d u ct s  

(e. g.  P F B A,  P F H x A)  t h at c a n  al s o  p er si st  i n t h e e n vir o n m e nt. 1 0 8  

S u p p orti n g  t hi s i nt er pr et ati o n, pr e vi o u s  st u di e s  h a v e  s h o w n  

t h at 6: 2  F T S  c a n  r a pi dl y tr a n sf or m i nt o P F P e A,  P F H x A,  a n d  5: 3  

a ci d  u n d er  a er o bi c  c o n diti o n s,  wit h  li mit e d tr a n sf or m ati o n 

o c c urri n g  u n d er  a n a er o bi c  c o n diti o n s. 1 0 9, 1 1 0  Alt h o u g h  li mit e d, 

t h e s e  n di n g s  u n d er s c or e  t h e p ot e nti al  i m p ort a n c e of  o x y g e n-

ri c h mi cr o e n vir o n m e nt s — s u c h  a s  t h o s e f o u n d i n ri v eri n e  bi -

o  l m s— i n p ot e nti all y  f a cilit ati n g d e gr a d ati o n  of  s o m e  l o n g er-

c h ai n  P F A S.  

T o  pr o vi d e  i niti al i n si g ht i nt o p ot e nti al  P F A S  o c c urr e n c e,  

bi o a c c u m ul ati o n  a n d  h u m a n- h e alt h  i m pli c ati o n s of  c o n s u m p -

ti o n of   s h  c a u g ht  wit hi n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n,  w h ol e  bl o o d  

a n d   l et s w er e  c oll e ct e d  fr o m 2 9  i n di vi d u al  s h  i n 2 0 2 3  at  t w o 

sit e s  o n  Littl e  Bi g h or n  Ri v er  a n d  a n al y z e d  f or 2 8  i n di vi d u al P F A S  

( T a bl e s 1  a n d  S 8; 6 1 ). Of  t h e 2 8  P F A S  m e a s ur e d  i n  s h  ti s s u e s, 1 3  

( 4 6 %) w er e  d et e ct e d  at  l e a st o n c e.  Si mil ar  t o ot h er  

st u di e s, 9 0, 1 1 1, 1 1 2  P F O S  ( C 8; 8 2 %;  4 6  of  5 6  s a m pl e s)  a n d  s e v er al  

ot h er  l o n g c h ai n  P F C A s  i n cl u di n g P F U d A  ( p er u or o u n d e c a n oi c  

a ci d  ( C 1 1); 6 8 %;  3 8/ 5 6),  P F D A  ( p er u or o d e c a n oi c  a ci d  ( C 1 0); 

5 5 %;  3 1  of  5 6  s a m pl e s)  a n d  P F N A  ( p er u or o n o n a n oi c  a ci d  ( C 9); 

5 5 %;  3 1/ 5 6)  w er e  d et e ct e d  fr e q u e ntl y i n  s h  ( Fi g. 4).  T h e  
Fi g.  4  C o n c e ntr ati o n s  ( p art s p er  billi o n,  p p b)  of  f o ur i n di vi d u al p er -

a n d  p ol y fl u or o al k yl  s u b st a n c e s  ( P F A S) o b s er v e d  fr e q u e ntl y i n i n di vi d u al 

fi s h  fi l et s ( n g g − 1  w et  w ei g ht,  w w)  a n d  w h ol e  bl o o d  ( n g m L − 1 ) s a m pl e s  
c oll e ct e d  fr o m Cr o w  A g e n c y,  M o nt a n a  (( a), t o p) a n d  a b o v e  W y ol a,  

M o nt a n a  (( b), b ott o m).  I n di vi d u al P F A S  ar e  or g a ni z e d  b y  c h ai n  l e n gt h 

( C 4– C 1 1).  

5 8 8  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  

a 
Cr o w A g e n c y 

1 0 0 

" 1 0 

C: 
0 0 

E o o ., 
u 0 0 
C: 
0 
u 

0. 1 

0. 0 1 

b 
W y ol a 

1 0 0 

0 Fil et 0 W h ol e  bl o o d 

! 1 0 

C: 
0 ., 
E ., 
u 0 
C: 
0 
u 

0. 1 

0. 0 1 

o °" ~'I"- !;)'I"- 1:,"I"-

q' < q' < q' < f < ~ q 
m e di a n  P F A S  c o n c e ntr ati o n  a cr o s s  sit e s  a n d  s p e ci e s  w a s  0. 5 9  n g  

g − 1  w et  w ei g ht  ( w w) (I Q R: 0. 3 5 – 1. 1  n g  g − 1  w w)  wit h  c u m ul ati v e  

P F A S  c o n c e ntr ati o n s  r a n gi n g  fr o m n o n- d et e ct- 3 4. 9  n g  g − 1  w w  

( m e di a n: 2. 8 3  n g  g − 1  w w;  Fi g.  5  a n d  T a bl e  S 8).  T h e s e  r e s ult s  

w er e  wit hi n  t h e l o w e n d  of  t h e r a n g e of  c o n c e ntr ati o n s  o b s er v e d  

i n a  v ari et y  of  s p ort  s h  s p e ci e s  c oll e ct e d  a cr o s s  t h e U S  ( m e di a n: 

1 1. 8;  r a n g e 0. 4 3 – 2 8 6  n g  g − 1  w w). 1 1 1  C u m ul ati v e  P F A S  c o n c e n -

tr ati o n s o b s er v e d  i n t hi s st u d y  ar e  si mil ar  t o t h o s e f o u n d i n 

c o m m er ci al   s h  a n d  s h ell  s h  c oll e ct e d  fr o m a cr o s s  t h e U S  

(0. 4 5 – 1 7. 8 0  n g  g − 1  w w). 1 1 3  Si mil arl y,  P F O S  w a s  t h e m o st  

fr e q u e ntl y d et e ct e d  c o m p o u n d  i n c o m m er ci al   s h  i n t h e U S  a n d  

gl o b all y. 1 1 3  F urt h er,  t h e l o w  s h  P F A S  c o n c e ntr ati o n s  ( < 4 0 n g  

g − 1  w w)  o b s er v e d  i n o ur  st u d y,  ar e  c o n si st e nt  wit h  pri or  r e p ort s  

of  l o w er  s h  ti s s u e c o n c e ntr ati o n s  i n r ur al/r e m ot e  ar e a s  wit h  

li mit e d P F A S  s o ur c e s,  c o m p ar e d  t o ur b a n  ar e a s. 1 1 4  

C o n c e ntr ati o n s  a n d  t h e n u m b er s/t y p e s  of  i n di vi d u al P F A S  

v ari e d  a m o n g  s p e ci e s  ( Cr o w A g e n c y  o nl y,  d at a  n ot  s h o w n)  a n d  

ti s s u e t y p e ( l et v s.  w h ol e  bl o o d),  irr e s p e cti v e of  sit e  ( Fi g. 5).  F or  

e x a m pl e,  i n br o w n  tr o ut c oll e ct e d  u p str e a m  of  W y ol a,  s e v e n  

P F A S  w er e  d et e ct e d  i n  l et s a n d  ni n e  P F A S  w er e  d et e ct e d  i n 

w h ol e  bl o o d  s a m pl e s  ( T a bl e S 8)  w h er e a s  i n  s h  c oll e ct e d  fr o m 

Cr o w  A g e n c y  si x  P F A S  w er e  o b s er v e d  i n  l et s a n d  1 0  w er e  

o b s er v e d  i n w h ol e  bl o o d  s a m pl e s  ( T a bl e S 8).  M e di a n  i n di vi d u al 

P F A S  c o n c e ntr ati o n s  i n br o w n  tr o ut  l et a n d  w h ol e  bl o o d  

c oll e ct e d  fr o m a b o v e  W y ol a  w er e  0. 2 9 0  n g  g − 1  w w  (I Q R: 0. 2 3 0 –  

0. 9 0 0  n g  g − 1  w w)  a n d  0. 5 4 0  n g  m L − 1  (I Q R: 0. 3 7 0 – 0. 7 3 0  n g  

m L − 1 ), r e s p e cti v el y.  

I n  s h  fr o m a b o v e  W y ol a,  m e di a n  c u m ul ati v e  P F A S  w er e  

hi g h er  (p  =  0. 0 0 0 1)  i n w h ol e  bl o o d  ( 3. 1 6 n g  g − 1  w w)  t h a n i n 

 l et s ( 0. 3 5 0 n g  g − 1  w w;  Fi g.  5),  a n d  w h ol e  bl o o d  h a d  a  gr e at er  

n u m b er  ( m e di a n: 5. 5)  of  P F A S  d et e ct e d  c o m p ar e d  t o  l et s 

( m e di a n: 1;  p  =  0. 0 0 3 3).  Si mil arl y,   s h  fr o m Cr o w  A g e n c y  hi g h er  

m e di a n  c u m ul ati v e  P F A S  c o n c e ntr ati o n s  (p  =  0. 0 0 0 2;  Fi g.  5)  a n d  

gr e at er  n u m b er  of  d et e ct e d  c o m p o u n d s  (p  =  0. 0 0 1)  i n w h ol e  

bl o o d  ( c o n c e ntr ati o n: 6. 7 0  n g  m L − 1 ; n u m b er:  6)  c o m p ar e d  t o 

 l et s ( c o n c e ntr ati o n: 0. 7 8 0  n g  g − 1  w w;  n u m b er:  2).  P F A S  t y pi-

c all y  d o  n ot  b e h a v e  li k e n e utr al  h y dr o p h o bi c  c o nt a mi n a nt s  a n d  

i n st e a d pr ef er  pr ot ei n s  d u e  t o t h eir a ni o ni c  n at ur e, 1 0 1  r e s ulti n g  

i n g e n er all y  hi g h er  c o n c e ntr ati o n s  i n bl o o d/ pl a s m a  a n d  ot h er  

or g a n s  c o m p ar e d  t o  l et s.1 1 5  

D e s pit e  t h e li mit e d n u m b er  of  i n di vi d u al  s h  c oll e ct e d  p er  

s p e ci e s,  w e  di d  n ot e  s e v er al  s p e ci e s  l e v el di ff er e n c e s  i n  l et s 

fr o m Cr o w  A g e n c y  w h er e  w e  w er e  a bl e  t o c oll e ct  m ulti pl e  

s p e ci e s.  A  gr e at er  n u m b er  of  i n di vi d u al P F A S  i n g ol d e y e  

( m e di a n: 4)   l et s c o m p ar e d  t o c at  s h  ( m e di a n: 2)   l et s (p  =  

0. 0 1 5)  w er e  o b s er v e d,  a s  w ell  a s  hi g h er  m e di a n  c u m ul ati v e  

c o n c e ntr ati o n s  i n g ol d e y e  ( 2. 7 3 n g  g − 1  w w)   l et s c o m p ar e d  t o 

c at  s h  ( 0. 4 7 0 n g  g − 1  w w;  p  =  0. 0 3).  N o  ot h er  s p e ci e s  di ff er e n c e s  

w er e  o b s er v e d  f or  l et s or  w h ol e  bl o o d  a n d  d u e  t o p ot e nti al  sit e  

l e v el di ff er e n c e s,  w e  w er e  n ot  a bl e  t o c o m p ar e  all  s p e ci e s  

c oll e ct e d.  C at  s h,  p arti c ul arl y  t h e c h a n n el  c at  s h,  w hi c h  i s 

n ati v e  t o M o nt a n a  a n d  pr e v al e nt  i n t h e Y ell o w st o n e  a n d  Mi s -

s o uri  Ri v er  dr ai n a g e s  i n cl u di n g t h e Littl e  Bi g h or n  Ri v er,  ar e  

o m ni v or o u s  b e nt hi c  f e e d er s w h er e a s  g ol d e y e  a n d  r o c k b a s s  ar e  

c ar ni v or o u s  p el a gi c  f e e d er s. Di ff er e n c e s  i n c o n c e ntr ati o n s  a n d  

n u m b er  of  i n di vi d u al P F A S  d et e ct e d  c o ul d  b e  a  r e s ult of  f e e di n g 

g uil d  (e. g. , b e nt hi c,  p el a gi c,  o m ni v or e,  pi s ci v or e,  et c. ), h a bit at,  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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I 
i 
b o d y  si z e  a n d  c oll e cti o n  l o c ati o n.1 1 6  D e s pit e  s o m e  a p p ar e nt  

di ff er e n c e s  a m o n g  s p e ci e s  at  o n e  l o c ati o n, m or e  i nf or m ati o n 

a cr o s s  a  l ar g er n u m b er  of  s p e ci e s,  lif e hi st ori e s  a n d  h a bit at s  

c o ul d  h el p  d et er mi n e  w hi c h  s p e ci e s  ar e  m o st  at  ri s k of  P F A S  

a c c u m ul ati o n  i n t h e st u d y  ar e a.  Fi s h  c o n s u m pti o n  a d vi s ori e s  

ar e  i s s u e d b y  f e d er al, st at e,  Tri b al,  or  l o c al e ntiti e s  i n t h e U S  t o 

i nf or m c o m m u niti e s  o n  s af e  c o n s u m pti o n  of  l o c all y c a u g ht   s h  

a n d  n ati o n al  a d vi s ori e s  h a v e  b e e n  d e v el o p e d  f or u bi q uit o u s  

c o nt a mi n a nt s  s u c h  a s  m er c ur y  a n d  p ol y c hl ori n at e d  bi p h e n yl s.  

Si g ni  c a nt  v ari ati o n s  i n P F A S  bi o a c c u m ul ati o n  a n d  ti s s u e 

c o n c e ntr ati o n s  a m o n g  s p e ci e s  a n d  w at er b o di e s 1 1 7  p o s e  u ni q u e  

c h all e n g e s  t o t h e d e v el o p m e nt  of  n ati o n al   s h  c o n s u m pti o n  

a d vi s ori e s  f or P F A S.  A s  a  r e s ult, s e v er al  st at e s  h a v e  d eri v e d  t h eir 

o w n  P F A S- dri v e n   s h  c o n s u m pti o n  g ui d eli n e s,  m a n y  of  w hi c h  

f o c u s o nl y  o n  P F O S,  t h u s li k el y u n d er e sti m ati n g  p ot e nti al  

e x p o s ur e  ri s k. F urt h er,  di ff er e n c e s  i n t h e P F O S  tri g g er c o n c e n -

tr ati o n s, w hi c h  u n d erli e  v ari o u s  st at e  P F O S   s h  c o n s u m pti o n  

a d vi s ori e s,  cr e at e  c h all e n g e s  f or ri s k c o m m u ni c ati o n. 1 1 8  I n t h e 

a b s e n c e  of  P F A S   s h  c o n s u m pti o n  a d vi s ori e s  n ati o n all y  or  f or 

M o nt a n a,  w e  c o m p ar e d  o b s er v e d   s h  ti s s u e c o n c e ntr ati o n s  t o 

b ot h  C ol or a d o' s  n e wl y  a d o pt e d  ( M a y 2 0 2 5)  a d vi s ori e s  f or P F O S  

a n d  N e w  J er s e y' s a d vi s ori e s  f or P F O S,  P F O A,  P F N A  a n d  P F U d A  

( T a bl e 2).  I n N e w  J er s e y, a d vi s ori e s  ar e  e st a bli s h e d  f or t h e 

g e n er al  p o p ul ati o n  a n d  f or hi g h  ri s k i n di vi d u al s i n cl u di n g 

pr e g n a nt  w o m e n,  y o u n g  c hil dr e n  a n d  w o m e n  of  c hil d b e ari n g  

a g e. 9 0  I n C ol or a d o,  a d vi s ori e s  ar e  e st a bli s h e d  f or t h e g e n er al  

p o p ul ati o n  ( a n y o n e o v er  1 8  y e ar s  of  a g e),  w o m e n  of  c hil d -

b e ari n g  a g e  ( 1 8– 4 0)  a n d  c hil dr e n  ( a g e s 0 – 6). 1 1 9  I n Cr o w  A g e n c y,  

P F O S  c o n c e ntr ati o n s  i n  l et s c orr e s p o n d e d  t o a  C ol or a d o  

a d vi s or y  of  n o  m or e  t h a n 4  m e al s  p er  m o nt h  ( >1. 3 0 – 2. 7 0 ) i n 
Fi g.  5  C u m ul ati v e  p er - a n d  p ol y fl u or o al k yl  s u b st a n c e s  ( P F A S) 
c o n c e ntr ati o n s  ( p p b) i n fi s h  fi l et ( n g g − 1  w et  w ei g ht)  a n d  w h ol e  bl o o d  

( n g m L − 1 ) s a m pl e s  c oll e ct e d  fr o m t w o sit e s  al o n g  t h e Littl e  Bi g h or n  

Ri v er  wit hi n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n,  M o nt a n a.  B o x e s,  c e nt erli n e s,  a n d  

w hi s k er s  i n di c at e i nt er q u artil e r a n g e, m e di a n,  a n d  5t h  a n d  9 5t h  
p er c e ntil e s,  r e s p e cti v el y. T h e  l ett er a b o v e  b o x pl ot  p air  i n di c at e s t h e 

p er m ut e d  pr o b a bilit y  t h at t h e c e ntr oi d s  a n d  di s p er si o n s  ar e  t h e s a m e  

( P E R M A N O V A; 9 9 9 9  p er m ut ati o n s).  T
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t hr e e i n di vi d u al  s h  ( o n e r o c k b a s s  a n d  t w o g ol d e y e)  f or t h e 

g e n er al  p o p ul ati o n  a n d  at  l e a st o n e  i n di vi d u al a m o n g  all  s p e ci e s  

s a m pl e d  ( 3/ 9 c at  s h,  4/ 5  r o c k b a s s  a n d  2/ 3  g ol d e y e)  c orr e s p o n d e d  

t o n o  m or e  t h a n 4  m e al s  p er  m o nt h  or  l e s s f or c hil dr e n  a g e s  0 – 6  

y e ar s  ol d.  Si mil arl y,  at  l e a st o n e  i n di vi d u al a m o n g  all  s p e ci e s  

s a m pl e d  ( 1/ 9 c at  s h,  3/ 5  r o c k b a s s  a n d  2/ 3  g ol d e y e)  c orr e s p o n d e d  

t o t h e m or e  pr ot e cti v e  N e w  J er s e y a d vi s or y  c o n s u m pti o n  fr e q u e n c y 

of  “ n o  m or e  t h a n w e e kl y ”  f or b ot h  t h e g e n er al  p o p ul ati o n  a n d  

hi g h-ri s k  i n di vi d u al s ( T a bl e S 8).  C o n c e ntr ati o n s  of  P F N A  w er e  al s o  

hi g h  e n o u g h  t o tri g g er “ n o  m or e  t h a n w e e kl y ”  c o n s u m pti o n  

a d vi s ori e s  i n all  t hr e e g ol d e y e  ( 0. 2 3– 1. 6  n g  g − 1  w w)  c oll e ct e d,  a n d  

o n e  br o w n  tr o ut  l et tri g g er e d a  “ n o  m or e  t h a n w e e kl y ”  a d vi s or y  

f or P F O A  ( 0. 6 2– 4. 3  n g  g − 1  w w;  T a bl e  S 8)  d e s pit e  i nfr e q u e nt 

d et e cti o n s.  Alt h o u g h  w e  h a d  a  li mit e d n u m b er  of  s a m pl e s,  t hi s 

pr eli mi n ar y  a s s e s s m e nt  d o c u m e nt s,  f or t h e  r st ti m e,  s h-ti s s u e  

P F A S  c o n c e ntr ati o n s  of  h u m a n  h e alt h  c o n c er n  i n t h e Littl e  Bi -

g h or n  Ri v er  a n d  hi g hli g ht s  t h at f urt h er u n d er st a n di n g  of  P F A S  

e x p o s ur e s  ri s k s of  i m p ort a nt r e cr e ati o n al/ s u b si st e n c e  s h  s p e ci e s  

o n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n  c o ul d  s u p p ort  ri s k c o m m u ni c ati o n  a n d  

m a n a g e m e nt  of  t h eir tr u st r e s o ur c e s. 
Li mit ati o n s  

T h e  c urr e nt  st u d y  w a s  d e si g n e d  t o br o a dl y  a s s e s s  c o nt a mi n a nt  

e x p o s ur e s/ a c c u m ul ati o n  i n t hr e e b a si n s  wit hi n  t h e Cr o w  

R e s er v ati o n  a n d  t h u s s e v er al  n ot a bl e  li mit ati o n s w arr a nt  

di s c u s si o n.  Fir st,  t h e t e m p or al ( o nl y t w o s n a p s h ot s  i n ti m e) a n d  

s p ati al  ( pri m aril y Littl e  Bi g h or n  Ri v er,  wit h  f e w er s a m pl e s  i n 

Pr y or  Cr e e k  a n d  t h e Bi g h or n  Ri v er)  c o v er a g e  pr o vi d e s  i m p ort a nt 

i niti al i n si g ht a n d  ill u str at e s t h e i m p ort a n c e of  m or e  i n- d e pt h 

s a m pli n g  t o m or e  a c c ur at el y  a s s e s s  s urf a c e- w at er  q u alit y  

wit hi n  t h e Cr o w  R e s er v ati o n.  S e c o n d,  t h e t ar g et a n al yti c al  

s c o p e,  w hil e  e xt e n si v e,  r e pr e s e nt s  o nl y  a  fr a cti o n of  t h e e sti -

m at e d  c h e mi c al s  i n pr o d u cti o n 1 2 0  a n d  p ot e nti all y  pr e s e nt  i n 

a m bi e nt  s urf a c e  w at er s; 2 1  t h u s h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  e x p o s ur e  

ri s k m a y  b e  u n d er e sti m at e d.  T hir d,  S T Q  a p pr o a c h e s  utili z e d  

h er ei n  t o a s s e s s  p ot e nti al  h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  h e alt h  i m pli-

c ati o n s  ar e  li mit e d b y  a v ail a bl e  e c ol o gi c al- e n d p oi nt  a n d  

s p e ci e s- s p e ci  c  b e n c h m ar k s.  F o urt h,   s h  ti s s u e s w er e  n ot  

a n al y z e d  f or ot h er  bi o a c c u m ul ati v e  c o nt a mi n a nt s  wit h  

c o n s u m pti o n  a d vi s ori e s  (e. g. , m er c ur y  o b s er v e d  at  l o w c o n c e n -

tr ati o n s i n s urf a c e  w at er s),  t h u s li k el y u n d er e sti m ati n g  p ot e n -

ti al c o n s u m pti o n  ri s k. Fi n all y,  a  s m all  n u m b er  of  i n di vi d u al  s h  

w er e  c oll e ct e d  a cr o s s  sit e s  (n  =  2)  a n d  s p e ci e s  ( 4 s p e ci e s  wit h  1 0  

or  l e s s i n di vi d u al s) li miti n g o ur  a bilit y  t o a d dr e s s  v ari a bilit y  i n 

P F A S  c o n c e ntr ati o n s  a m o n g  i n di vi d u al, s p e ci e s,  a n d  sit e.  T h e  

s m all  s a m pl e  si z e s  a n d  li mit e d s p ati al  e xt e nt  r e d u c e d  o ur  a bilit y  

t o br o a dl y  a d dr e s s  p ot e nti al  ri s k t o h u m a n- h e alt h  fr o m 

c o n s u m pti o n  at  t hi s ti m e. H o w e v er,  d e s pit e  t h e s e n ot a bl e  

li mit ati o n s, t h e i nf or m ati o n pr e s e nt e d  pr o vi d e s  t h e Cr o w  

c o m m u nit y  wit h  i nf or m ati o n o n  s urf a c e- w at er  q u alit y  a n d  c or -

r e s p o n di n g  h u m a n  a n d  e c ol o gi c al  h e alt h  i m pli c ati o n s. 
C o n cl u si o n s  

W at er  i s s a cr e d  t o t h e A p s á al o o k e  p e o pl e  a n d  o v er  t h e l a st f e w 

d e c a d e s,  t h e q u alit y  of  t h at w at er  h a s  c o m e  i nt o q u e sti o n  d u e  t o 
5 9 0  | E n vir o n.  S ci.:  Pr o c e s s e s  I m p a ct s, 2 0 2 6,  2 8 , 5 7 9– 5 9 7  
i n cr e a s e d h u m a n  a cti vit y,  p oi nt  a n d  n o n- p oi nt  s o ur c e  

di s c h ar g e s  i nt o t h e ri v er s/ str e a m s,  a n d  n ot a bl e  d et e cti o n s  of  

p at h o g e ni c  b a ct eri a  a n d  tr a c e m et al s  i n s urf a c e  w at er s  a n d  

dri n ki n g  w at er.  C urr e ntl y,  t h er e i s a  p a u cit y  of  i nf or m ati o n o n  

l o w-l e v el e x p o s ur e s  t o c o m pl e x  mi xt ur e s  of  or g a ni c,  i n or g a ni c 

a n d  mi cr o bi al  c o nt a mi n a nt s  i n Tri b al  s urf a c e  w at er s  a n d  e v e n  

l e s s i nf or m ati o n o n  P F A S  a c c u m ul ati o n  i n t h e r e gi o n.  D e s pit e  

r el ati v el y  l o w c o n c e ntr ati o n s  i n s urf a c e  w at er s  wit hi n  t h e Cr o w  

R e s er v ati o n,  mi xt ur e  t o xi cit y i n di c at e d pr e v al e nt  c hr o ni c  

e c ol o gi c al  e ff e ct s  a n d  h u m a n- h e alt h  s e c o n d ar y  c o nt a ct  (r e cr e-

ati o n)  e ff e ct s.  Alt h o u g h  dri n ki n g  of  u ntr e at e d  s urf a c e  w at er  i s 

n o  l o n g er r e q uir e d  a n d  i s pr e s u m e d  mi ni m al,  c o n s er v ati v e  ri s k 

e sti m at e s  i n t h e e v e nt  of  lif eti m e dri n ki n g- w at er  e x p o s ur e  

i n di c at e m ulti pl e  e x c e e d a n c e s  of  h u m a n- h e alt h  b e n c h m ar k s,  

n ot a bl y  f or ar s e ni c  a n d  ur a ni u m,  i n li n e wit h  t h o s e f or 

c o n c urr e ntl y  s a m pl e d  t a p w at er s o ur c e d  fr o m str e a m- a dj a c e nt  

pri v at e  w ell s  t hr o u g h o ut t h e r e s er v ati o n. 3 7  

P F A S  i s a n ot h er  e m er gi n g  i s s u e f or t h e Cr o w  c o m m u nit y  

wit h  li mit e d i nf or m ati o n c urr e ntl y  a v ail a bl e  o n  P F A S  s o ur c e s  

t h at c o ul d  p ot e nti all y  a ff e ct  w at er  r e s o ur c e s  o n  t h e r e s er v ati o n.  

T hi s  i niti al s n a p s h ot  (t w o sit e s  o n  t h e Littl e  Bi g h or n)  i n di c at e d 

P F A S  w a s  pr e v al e nt  i n  s h  ti s s u e s a n d  t o a  l e s s er e xt e nt  i n bi -

o  l m s, d e s pit e  f e w d et e cti o n s  i n w at er  a n d  s e di m e nt.  T h e  

r e s ult s d o c u m e nt  e n vir o n m e nt al  P F A S  c o nt a mi n ati o n  wit hi n  

t h e r e s er v ati o n  a n d  t h e p ot e nti al  f or h u m a n  e x p o s ur e s  fr o m 

c o n s u m pti o n  of  r e cr e ati o n al/ s u b si st e n c e   s h.  M ulti pl e  e x c e e d -

a n c e s  of  t h e St at e  of  N e w  J er s e y' s “ n o  m or e  t h a n w e e kl y ”   s h  

c o n s u m pti o n  a d vi s ori e s  f or P F O A,  P F O S  a n d  P F N A  i n di c at e d 

p ot e nti al  P F A S  h u m a n- h e alt h  c o n c er n s  f or t h e g e n er al  p o p -

ul ati o n  a n d  hi g h-ri s k  i n di vi d u al s. St u di e s  d e si g n e d  t o a d dr e s s  

p ot e nti al  ri s k fr o m  s h  c o n s u m pti o n  c o ul d  p ot e nti all y  s u p p ort  

t h e d e v el o p m e nt  of  c o n s u m pti o n  a d vi s ori e s  b y  f o c u si n g o n  

s p e ci e s  of  Tri b al  i m p ort a n c e a cr o s s  a  gr e at er  s p ati al  e xt e nt  

b a s e d  o n  a  d et ail e d  u n d er st a n di n g  of  Tri b al- c o n s u m pti o n  

p att er n s  (e. g. , m e al  si z e  a n d  fr e q u e n c y). 

St u di e s  li k e t h e s e i n v ol vi n g a  Tri b al- U S G S- a c a d e mi c  p art -

n er s hi p  a n d  d e si g n e d  ar o u n d  t h e pri n ci pl e s  of  c o m m u nit y-

b a s e d  p arti ci p at or y  r e s e ar c h  h el p  t o e n s ur e  t h at ( 1) t h e 

r e s e ar c h  a d dr e s s e s  q u e sti o n s  t h at ar e  of  i m p ort a n c e t o t h e 

Tri b al  c o m m u nit y  a s  w ell  a s  t o s ci e n c e,  ( 2) t h e c o m m u nit y  

u n d er st a n d s  a n d  v al u e s  t h e r e s ult s  a n d  i s m or e  e m p o w er e d  t o 

a ct  o n  t h e m t o r e d u c e  p er c ei v e d  ri s k s a n d  ( 3) t h e r e s e ar c h  

p art n er s hi p  pr o vi d e s  o p p ort u niti e s  f or l o c al st u d e nt s  t o l e ar n 

a n d  a d v a n c e  t h eir c ar e er s  i n s ci e n c e  i n w a y s  t h eir c o m m u nit y  

v al u e s.  T h e  r e s ult s  of  t h e c urr e nt  st u d y  e m p h a si z e  t h e i m p or-

t a n c e of  c o nti n u e d  c h ar a ct eri z ati o n  of  c o nt a mi n a nt  e x p o s ur e s  

i n s urf a c e  w at er s  t hr o u g h o ut t h e Cr o w  R e s er v ati o n  wit h  a n  

e m p h a si s  o n  P F A S  a c c u m ul ati o n  a n d  h u m a n- h e alt h  ri s k a s s o -

ci at e d  wit h  c o n s u m pti o n  of   s h.  Alt h o u g h  o nl y  a  s n a p s h ot  i n 

ti m e a n d  s p a c e,  t hi s pr eli mi n ar y  r e c o n n ai s s a n c e  pr o vi d e d  

i nf or m ati o n o n  t h e q u alit y  of  s urf a c e  w at er s  t o s u p p ort  Tri b al  

c o n s er v ati o n  a n d  ri s k miti g ati o n  d e ci si o n- m a ki n g.  

A ut h or  c o ntri b uti o n s  

A p s á al o o k e  c ult ur e,  l a n g u a g e, e c ol o gi c al  k n o wl e d g e:  J D ( Tri b al 

El d er),  C M,  E M C,  J W L, M C.  C o n c e pt u ali z ati o n:  J D, K L S,  K M R,  
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
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MJ E,  P M B.  M et h o d ol o g y:  J D, C M,  E B,  K L S,  K M R,  MJ E,  P M B.  

I n v e sti g ati o n: A M G,  C M,  C L R,  J D, J L G, K A L,  K L S,  K M R,  L K K,  J S, 

MJ E,  M T P M B,  P B  R B M,  S M M.  D at a  c ur ati o n:  J D, K L S,  K M R,  

M L S,  P M B.  F or m al  a n al y si s:  K L S,  K M R,  M L S.  Vi s u ali z ati o n:  

K L S,  K M R,  S E G.  C o m m u nit y  e n g a g e m e nt  &  e d u c ati o n:  J D 

( Tri b al El d er),  C M,  E B,  J W L, K L S,  M C,  MJ E,  P M B.  Writi n g  –  

ori gi n al  dr a  : K L S.  Writi n g  –  r e vi e w &  e diti n g:  A M G,  C L R,  C M,  

C M L,  E M C,  E P B,  J D, J L G, J S, J W L, K A L,  K L S,  K M R,  L K K,  M C,  

MJ E,  M L S,  M T,  P M B,  P B,  R B M,  S A E,  S E G,  SJ W,  S M M.  S u p er vi -

si o n  ( st u d e nt i nt er n s): J D, MJ E.  Pr oj e ct  a d mi ni str ati o n:  J D, K L S,  

MJ E,  P M B.  F u n di n g:  A M G,  C M L,  J D, K A L,  K L S,  MJ E,  P M B.  

C o n fl i ct s of  i nt er e st 

T h e  a ut h or s  d e cl ar e  t h at t h e y h a v e  n o  c o m p eti n g  i nt er e st s t h at 

c o ul d  h a v e  a p p e ar e d  t o i n u e n c e  t h e w or k  r e p ort e d  i n t hi s 

p a p er.  

D at a  a v ail a bilit y  

D at a  ar e  a v ail a bl e  i n t w o U S G S  S ci e n c e B a s e  d at a  r el e a s e s.  W at er  

q u alit y  a n d  c o nt a mi n a nt  d at a  f or all  s urf a c e  w at er  s a m pl e s  a s  

w ell  a s  d et ail e d  i nf or m ati o n o n  a n al yt e s  a n d  d et e cti o n  li mit s f or 

e a c h  of  t h e m et h o d s  ar e  a v ail a bl e  at  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 5 0 6 6/  

P 9 R 7 M V 6I . P F A S  c o n c e ntr ati o n s  m e a s ur e d  i n s e di m e nt,  

bi o  l m s a n d   s h  ti s s u e a s  w ell  a s  d et ail e d  i nf or m ati o n o n  

a n al yt e s  a n d  d et e cti o n  li mit s f or e a c h  of  t h e m et h o d s  ar e  

a v ail a bl e  at  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 5 0 6 6/ P 1 D A M S M X . D at a  r el at e d  

t o r a w D N A  s e q u e n c e s  w er e  pl a c e d  i n t h e N ati o n al  C e nt er  f or 

Bi ot e c h n ol o g y  I nf or m ati o n ( N C BI) d at a b a s e  u n d er  bi o pr oj e ct  

n u m b er:  P RJ N A 1 2 9 1 2 6 6.  

S u p pl e m e nt ar y  i nf or m ati o n ( SI): T a bl e s  S 1 – S 1 0.  S e e  D OI:  

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ d 5 e m 0 0 5 6 5 e . 

A c k n o wl e d g e m e nt s  

T h e  U S G S,  t h e Cr o w  W at er  Q u alit y  Pr oj e ct,  a n d  M o nt a n a  St at e  

U ni v er sit y  t h a n k t h e A p s á al o o k e  p e o pl e  f or t h eir s u p p ort  of  t hi s 

r e s e ar c h.  W e  w o ul d  al s o  li k e t o t h a n k M yr a  L e  h a n d  a n d  S ar a  

Y o u n g  of  t h e Cr o w  E n vir o n m e nt al  H e alt h  St e eri n g  C o m mitt e e  

a n d  it s Cr o w  W at er  Q u alit y  Pr oj e ct  f or t h eir s u p p ort  a s  w ell  a s  

t h e G u ar di a n s  of  t h e Li vi n g  W at er  pr o gr a m  f or h el p  wit h   s h  

c oll e cti o n.  F u n di n g  f or t hi s r e s e ar c h  w a s  pr o vi d e d  b y  t h e U S G S  

E c o s y st e m s  Mi s si o n  Ar e a,  E n vir o n m e nt al  H e alt h  Pr o gr a m  wit h  

a d diti o n al  f u n di n g pr o vi d e d  b y  RII  Tr a c k- 1  C o n s orti u m  f or 

R e s e ar c h  o n  E n vir o n m e nt al  W at er  S y st e m s,  A w ar d  #  1 7 5 7 3 5 1,  

M o nt a n a  E P S C o R  Pr o gr a m,  N ati o n al  S ci e n c e  F o u n d ati o n;  

C e nt er  f or N ati v e  E n vir o n m e nt al  H e alt h  E q uit y  R e s e ar c h,  A w ar d  

#  9 P 5 0 M D 0 1 5 7 0 6- 0 6  t o U ni v er sit y  of  N e w  M e xi c o  H e alt h  

S ci e n c e s  C e nt er,  NI H  C e nt er  of  E x c ell e n c e  o n  E n vir o n m e nt al  

H e alt h  Di s p ariti e s  R e s e ar c h,  N ati o n al  I n stit ut e of  E n vir o n -

m e nt al  H e alt h  S ci e n c e s  &  NI M H D,  N ati o n al  I n stit ut e s of  H e alt h  

( NI H), s u b a w ar d  3 RJ N 7  t o M o nt a n a  St at e  U ni v er sit y  B o z e m a n;  

U S D A  N ati o n al  I n stit ut e f or F o o d  a n d  A gri c ult ur e,  N e w  B e gi n -

ni n g s  f or Tri b al  St u d e nt s,  A w ar d  #  2 0 2 1- 7 0 4 1 1- 3 5 3 0 4  t o M o n -

t a n a St at e  U ni v er sit y  B o z e m a n  a n d  s u b a w ar d  t o Littl e  Bi g h or n  

C oll e g e.  T h e  mi cr o bi al  i n di c at or a s s e s s m e nt s  w er e  s u p p ort e d  i n 
T hi s  j o ur n al i s ©  T h e  R o y al  S o ci et y  of  C h e mi str y  2 0 2 6  
p art  b y  t h e I ntr a m ur al R e s e ar c h  Pr o gr a m  of  t h e N ati o n al  

I n stit ut e s of  H e alt h  ( NI H). T h e  c o ntri b uti o n s  of  t h e NI H  a ut h or s  

w er e  m a d e  a s  p art  of  t h eir o ffi ci al  d uti e s  a s  NI H  f e d er al st a ff , ar e  

i n c o m pli a n c e  wit h  a g e n c y  p oli c y  r e q uir e m e nt s,  a n d  ar e  

c o n si d er e d  w or k s  of  t h e U nit e d  St at e s  G o v er n m e nt.  T h e   n d -

i n g s a n d  c o n cl u si o n s  pr e s e nt e d  i n t hi s p a p er  d o  n ot  n e c e s s aril y  

r e e ct  t h e vi e w s  of  t h e NI H  or  t h e D e p art m e nt  of  H e alt h  a n d  

H u m a n  S er vi c e s.  W e  t h a n k Dr  Br e nt  P e yt o n  ( M S U) a s  a  c oll a b -
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