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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar possiveis danos celulares causados pela 4gua de pogos artesianos usando o
sistema de teste Allium cepa. As amostras analisadas foram obtidas no municipio de Realeza, sudoeste do Parana. Para cada
tratamento, cinco bulbos de Allium cepa foram postos para germinar durante 72 horas e como controle negativo dgua destilada
e controle positivo solucéo aquosa de sulfato de cobre 0,0006%. Posteriormente, as raizes foram submetidas ao protocolo de
Feulgen com modificagdes, para a confecco das laminas e verificacio de alterag@es nos valores de Indice Mitético e Alteragdes
CromossOmicas. Para testar a diferenga entre os tratamentos foi utilizada a analise de varidncia para dados paramétricos
(Anova) e o teste de Tukey com confiabilidade de 5%. Através do bioensaio de citotoxicidade com Allium cepa, os resultados
indicaram que as amostras de dgua foram capazes de causar danos ao DNA. Os valores para indice mitético foram menores
para P1 e P2 sugerindo citotoxicidade. Os efeitos de genotoxicidade e mutagenicidade foram identificados nas amostras P1, P2
e genotoxicidade para P3. Os resultados observados nesta pesquisa permitiram concluir que através do bioensaio utilizando o
sistema teste Allium cepa foram detectados efeitos genotdxicos, citotoxicos e mutagénicos para as amostras testadas.

Palavras-chave: agua; mutagenicidade; sistema-teste Allium cepa; alteragcdes cromossdmicas.

Abstract: This study aimed to evaluate possible cellular damage caused by water from artesian wells using the Allium cepa
test system. For each treatment, five bulbs of Allium cepa were germinated for 72 hours and distilled water was used as the
control. Subsequently, the roots were submitted to the Feulgen protocol with modifications, for the preparation of the slides
and verification of changes in the values of Mitotic Index and Chromosomal Alterations. To test the difference between the
treatments, the analysis of variance for parametric data (Anova) and the Tukey test with reliability of 5% were used. Through
the cytotoxicity bioassay with Allium cepa, the results indicated that the water samples were able to cause damage to the DNA.
Mitotic index values were lower for P1 and P2 suggesting cytotoxicity. The effects of genotoxicity and mutagenicity were
identified in samples P1, P2 and genotoxicity for P3. The results observed in this study allowed us to conclude that genotoxic,
cytotoxic and mutagenic effects were detected through the bioassay using the Allium cepa test system for the tested samples.
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Introducéo

A 4gua é elemento essencial para o
desenvolvimento e manuten¢do da vida. Dentre
0S recursos naturais, constitui-se como o0 mais
importante para a subsisténcia das espécies, que
dependem da sua disponibilidade para satisfazer
as necessidades basicas!. Porém, apesar de
essencial a vida, sua utilizagdo vem sendo
ameagada por constantes contaminacdes, 0 que
tem preocupado o consumo em sua condicdo

natural®?

Na tentativa de minimizar os efeitos de
contaminantes, uma alternativa é a captacéo e o
consumo de aguas subterraneas, usufruindo dos
lencois fredticos para o abastecimento de
propriedades rurais e de algumas regibes

urbanas*

Entretanto, no meio rural as principais
formas de abastecimento de agua sdo fontes e
pocos rasos. Fato preocupante, pois na maioria
das vezes esses meios se encontram em
condi¢gbes  inadequadas de  preservacao,
consequéncia da interferéncia desenfreada do ser
humano, por a¢Bes como: desmatamentos das
encostas e das matas ciliares, contaminacéo dos
cursos hidricos pelos residuos industriais,
deposicdo inadequada de esgoto e lixo
doméstico nos solos e por contaminantes

advindos de atividades agricolas®®

Ainda é importante salientar que, das
lavouras muitos produtos utilizados tém
recebido especial atencdo devido aos efeitos
negativos que promovem tanto ao ecossistema,

quanto a salide humana’
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Todos esses fatores de contaminagéo
contribuem para alteracGes na qualidade da agua,
afetando direta ou indiretamente, organismos
que dela dependem, ja que podem conter
substancias com propriedades mutagénicas,
genotoxicas e citotoxicas que afetam a

integridade genética dos seres Vivos.

Para monitorar e estabelecer acles, é
importante avaliar a qualidade da agua, para isso
técnicas que apresentam custo-beneficio atraente
sdo as mais adequadas. Dentre elas o sistema-
teste Allium cepa é frequentemente empregado
para avaliar misturas complexas e efeitos
genotoxicos. Esse teste evidencia um cenario de
poluicdo ambiental e determinacdo dos efeitos
de alguns quimicos, pois a toxicidade pode ser
observada pela inibicdo do crescimento das
raizes, presenca de raizes torcidas, efeitos
adversos causados aos cromossomos e distirbios

no ciclo mitotico®®

Nesse contexto, para avaliar se ha
potencial ecogenocitotéxico, amostras de
aguas de pocos artesianos foram obtidas em
uma regido onde predomina a atividade
agricola, sendo o municipio de coleta,

Realeza, localizado no sudoeste do Parana.

Métodos

A obtencdo das amostras de &gua para
realizacdo das andlises ocorreu em trés pocos
artesianos, numerados em P1, P2 e P3,
escolhidos aleatoriamente, localizados na area
rural no municipio de Realeza. As coletas foram
feitas no ano de 2018 no periodo de margo a
julho totalizando trés coletas por poco. Na éarea



rural as coletas de &gua foram feitas em
recipiente de plastico de 510 mL, mantidas sobre
refrigeracdo e levadas para o Laboratorio de
Biologia da Universidade Federal da Fronteira
Sul, Campus Realeza, onde foram realizadas as
analises ecogenotoxicoldgicas.

Os bulbos de cebolas da espécie A. cepa
(didmetro: 70 a 80 mm e peso: 150 a 180 g), com
catafilos externos brancos, ndo germinados e
saudaveis foram adquiridos comercialmente em
supermercados em Realeza/Pr. Foram mantidos
em local livre de umidade e ao abrigo de luz. E
antes do teste, os catafilos externos secos foram
removidos com bisturi, cuidando-se para que a
area radicular ndo fosse danificada. Em seguida,
0s bulbos foram postos em agua de torneira por
duas horas para reduzir os efeitos de inibidores
do brotamento e colocados para germinar em
agua filtrada néo-clorada. Posteriormente, os
bulbos enraizados foram distribuidos em
recipientes contendo os tratamentos. Para o
controle negativo utilizou-se agua destilada e
controle positivo solu¢do aquosa de sulfato de
cobre 0,0006%, substancia capaz de promover
alteracbes  celulares como  aberracdes
cromossdmicas e formacdo de microndcleos.
Para cada tratamento foi aplicado a uma série de
cinco bulbos de cebola com trés repeticdes. Apos
as radiculas do controle atingirem o
comprimento de 15 a 20mm, os bulbos dos
tratamentos e controle sdo retirados, fixadas em

Carnoy I a 4°C por pelo menos duas horas'®

Foram confeccionadas trés
Iaminas/bulbo/amostra de 4gua. De cada lamina,
foram analisadas em “teste cego” 1000 células,
perfazendo um total de 3000

células/bulbo/amostra. Para a avaliacdo dos
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efeitos citotéxicos, foram verificadas as
alteracdes no Indice Mitdtico (IM), calculado
pelo nimero de células em divisdo dividido pela
soma do numero das células em interfase e das
células em divisdo. Os efeitos genotdxicos
foram  analisados  pelas  anormalidades
cromossdmicas (AC) encontradas, considerando
a porcentagem de irregularidades em metéfases,
anafases e presenca de células com fragmentos
cromossdmicos e binucleagdes. As AC foram

entdo fotodocumentadas.

Os dados obtidos quanto ao nimero de
microndcleos, proveniente da presenca dos
mesmos nas analises, os indices mitéticos e
indices de anormalidades cromossdémicas, foram
submetidos & analise de variancia (ANOVA),
com nivel de significancia de 0,05 e
posteriormente as médias foram comparadas por
meio do Teste Tukey (p<0,05). As analises
foram realizadas no software STATISTICA 6.0
(StatSoft, 2006).

Resultados

Para cada amostra foram analisadas
nove mil células. Os resultados para o efeito de
citotoxicidade avaliados pelo IM das amostras
indicaram que P1 e P2 foram menores que o do
controle negativo, com registro superior para o
P3 (Tabela 1).

Na analise genotdxica constatou a
presenca de anormalidades cromossémicas, pela
presenca de células com danos, tais como:

pontes anafésicas e telofasicas, anafases com



multipolaridades, c-metafase, descompactacédo
desigual da cromatina, préfases desorganizadas,
metafase anormal e anafase anormal. (Tabela 1l e
Figura 1).

Para anélise do potencial mutagénico as
anomalias do tipo frequéncia de micronucleos,
stickines e outras ndo identificadas, indicaram a
presenca de contaminantes que promoveram
mutagenicidade em células de Allium cepa.
(Figura 1).

Ao comparar o controle negativo com o
controle positivo os valores foram significativos,
de acordo com o Teste de Dunnet (a=0,05,
p=0,022), ou seja, a substéncia utilizada como
controle positivo (sulfato de cobre 0,0006%)
conseguiu inibir o crescimento das raizes,
enquanto que o controle negativo permitiu o seu
crescimento, confirmando que esses controles

sdo fonte confiavel de comparacgdo dos dados.

Tabela 1. Valores dos Indices Mitéticos (IM), Alteracdes
Cromossdmicas (AC) registrados para as amostras P1, P2,
P3 e C (agua destilada).

P1 P2 P3 C

IM (%) | 62| 82 227 | 89

AC(%) | 31| 43 34 | 16
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Figura 1. Alteracdes cromossomicas encontradas em células das
raizes de Allium cepa tratadas com amostras de agua de pogos
artesianos. a) pontes anafésica, b) ponte telofésica, c) anafase
multipolares, d) c-metafase, e) descompactacdo desigual da
cromatina. f) micronucleos. g) stickiness, h) ndo-identificado, i)
profase desorganizada, j) metéfase anormal, I)nafase anormal, m)
microntcleos M.O 100X- Barra de escala 50um.

O resultado do teste estatistico nédo
indicou diferenca significativa entre as fases da
mitose para as amostras P1 e P2, mas P3 diferiu
significativamente  (Figura 2). Para as
anormalidades cromossdmicas, a amostra P3 foi
significativa para pontes metafasicas, alteracoes
ndo identificadas, cromatina desorganizadas,
profase  desorganizada, anafase anormal,
metafase anormal. A amostra P1 indicou
resultado significativo para a presenca de
micronicleo e P2  significativo para
descompactacdo da cromatina e micronucleo

(Figura 3).



enirme enirmet

Figura 2. Frequéncia nas diferentes fases da mitose em
células meristeméticas de raizes de A. cepa
desenvolvidas em diferentes amostras de agua de pocos
artesianos.
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Figura 3. Frequéncia das Alteragbes Cromossomicas
nas fases da mitose de células meristematicas de
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raizes de A. cepa desenvolvidas em diferentes
amostras de agua de pocos artesianos.

Discussao

O indice mitdtico permite avaliar a taxa
de divisdo celular, sendo um parametro
importante na avaliacdo de efeitos causados por
agentes quimicos durante o ciclo celulart2 A
reducdo do crescimento radicular'® pode estar
relacionada com qualquer alteracdo nas
condices ambientais, isto levanta a suspeita que
algum ou varios poluentes possam estar
presentes nas amostras, pois apresentam como
fonte de origem areas margeadas por atividades

de agropecuaria.

As substancias contaminantes tdxicas
liberadas na agua podem ndo mostrar efeitos
agudos em organismos expostos, porém podem
causar reducdo de sobrevivéncia, danos
teciduais, danos genéticos de células somaticas e
germinativas, acumulacdo de contaminantes
persistentes e neoplasias'®. Em geral, alteracdes
no indice de divisdo celular e do material
genético podem ser deletérias para 0 organismo
e indutoras de consequéncias severas e

irreversiveis a salide humana ou animal®.

Maiores IM do que os relatados no
controle negativo séo da inducdo do aumento da
diviséo celular, que caracteriza o dano celular,
produzindo proliferacdo  descontrolada e
eventualmente causando o desenvolvimento de
tumores adicionais®® ', Este fato foi identificado
na amostra P3 e comprovado com resultados
significativos para as  anormalidades

cromossoémicas.



Entretanto IM menores que 0s que estédo
no controle negativo podem indicar que o
crescimento e desenvolvimento de organismos
estd sendo afetado por componentes nas
amostras'®’ o que indicou os resultados
significativos para P1 e P2 nas anormalidades de

descompactacdo da cromatina e microntcleo.

O aumento ou diminuicdo do indice
mitético pode ser um indicador relevante para
monitorar niveis de poluicdo em ambientes
contaminados, especialmente aqueles
contaminados por compostos potencialmente

toxicos e citotoxicos 18 17

Uma explicacdo para esse fato é que 0s
agentes citotoxicos sdo capazes de atuar na
célula de maneira ampla, atuando em seus
compartimentos, na organizacdo de seus
componentes e, portanto, podem causar
alteracdes  morfoldgicas, bioquimicas e
fisioldgicas, afetando o ciclo celular ou
resultando em apoptose 202! Essas mudancas
também podem levar indiretamente a mudangas

no material genético.

Isso implica afirmar que a utilizacio de
agrotoxicos tem causado uma série de problemas
relacionados com a contaminagdo ambiental e
com a saude publica, pois ao espalhar-se no
ambiente, contamina a agua, o solo e o0s
alimentos, além de permanecerem nas cadeias
troficas?. Ainda, vérios agrotoxicos podem
afetar o sistema reprodutivo masculino de
animais e também o desenvolvimento
embriofetal apds exposicdo intrauterina, dentre
as quais, destacam-se as Malformacdes

Congeénitas (MC)?3 24,
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Resultados de contaminagdo de
amostras de agua de vinte pogos artesianos e dois
corregos), em Lucas do Rio Verde e Campo
Verde/ MT indicaram a presenca de anomalias
em uma espécie de anfibio anuro coletado em
uma das duas localidades, compativeis com
exposicdo a agrotoxicos®. Segundo 0s
pesquisadores, a contaminacdo é devido as
atividades agricolas que estdo afetando o
ambiente das areas do entorno e préximas as
zonas de plantio, nomeadamente as A4guas
superficiais (incluindo as de consumo humano)
e a agua das chuvas situados entre 0s maiores
produtores de soja, milho e algodao do estado e

do pais.

Atividades antropicas estdo entre os
fatores que contribuem para o aumento de
contaminantes nos recursos hidricos, capazes de
levar a  propriedades mutagénicas e
clastogénicas®. Na regido oeste e sudoeste do
estado do Parana ja foram constatados quinze
dos seus mananciais com problemas de
deterioracdo, onde as principais formas de
poluicdo sdo: o uso de agrotdxicos advindos da
atividade agricola, dejetos suinos e das areas
urbanas, despejo de esgoto e ma destinagdo de

lixos?’.

Vale ressaltar que estudos com A. cepa
mostram que nem sempre a toxicidade esta
correlacionada com a genotoxicidade, porque
alteracdes relacionadas com o crescimento da
raiz e IM sdo par@metros indicativos de
citotoxicidade. Por outro lado, alteragfes como
anomalias cromossdmicas (stickiness,
microndcleos, pontes cromossomicas, entre

outras), indicam genotoxicidade®



Diante disso, a amostra P3 indicou efeito
genotdxico, mas nao o citotoxico. Uma possivel
explicagdo para este resultado, pode ser a
contaminacdo advinda das interacfes que
ocorrem no meio ambiente e que podem levar a

contaminac@es de aguas subterraneas.

Entretanto, vale ressaltar que o trabalho
ndo objetivou identificar as substancias
presentes na dgua capazes de causar alteracdes

citotoxicas e genotoxicas.

Os dados aqui apresentados e discutidos
indicam a necessidade de novos estudos,
especialmente aqueles de monitoramento de
longa duracéo, para que possam ser solidamente
avaliados os riscos do consumo das fontes de
agua analisadas visando estratégias de vigilancia
em salde ambiental e possibilidades de

recuperacao da qualidade da agua.

Concluséao

Os dados observados nesta pesquisa
permitiram concluir que através do bioensaio
utilizando o sistema teste Allium cepa foram
detectados efeitos genotdxicos, citotdxicos e
mutagénicos para as amostras de 4gua de pogo
artesiano obtidas no municipio de Realeza/Pr e

efeitos genotdxicos

Sugere-se outros estudos para avaliar 0s
componentes presentes na agua e identificar
quais apresentam propriedades citotoxica,
genotoxica e mutagénica

Relacione as conclusbes com o0s
objetivos do estudo, mas evite declaracbes e

conclus@es ndo qualificadas ndo adequadamente
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apoiadas pelos dados. Evite fazer declaragdes
sobre beneficios e custos econdmicos, a menos
gue o manuscrito inclua os dados e analises
econdémicos apropriados. Evite aludir ao

trabalho gque néo foi concluido.

Referéncias

1. CAMPOS A, GIARETTA NL, ROTTA, M,
BECEGATO V, MACHADO WCP, ONOFRE
SB. Caracterizacdo Microbiolégica da agua do
meio rural da regido sudoeste do Parana. Revista
Eletrénica do Curso de Geografia do Campus
Jatéi - UFG - Geoambiente On-Line. 2008 jul-
dez;11:206-220.

2. PALUDO, D. Qualidade da agua nos pogos
artesianos do municipio de Santa Clara do Sul.
[s.n.]: BDU - Biblioteca Digital da UNIBATES,
2010.

3. COSTA CL, LIMA RF, PAIXAO GC,
PANTOJA LDM. Avaliagdo da qualidade das
aguas subterraneas em pocos do estado do Ceard,
Brasil. Ciéncias Biologicas e da Salde. 2012
jul/dez; 33(2): 171-180.

4. SANTA  CATARINA. Exploragdo
desordenada de recursos hidricos subterraneos
no estado de Santa Catarina. 2012,

5. AMARAL LA, NADER FILHO A, ROSSI
JUNIOR OD. Agua de consumo humano como
fator de risco a salde em propriedades rurais.
Revista de Saude Publica. 2003 Abril; 37(4):
510-4.

6. GONCALVES MS, KUMMER L. Praticas de
educacdo ambiental visando o saneamento rural.
In: Congresso Internacional de Tecnologias para
0 Meio Ambiente. Bento Gongalves. 3. 2012.

7. COSMANN NJ, DRUNKLER DA.
Agrotoxicos utilizados nas culturas de milho e
soja em Cascavel - PR. Revista Eletronica
Cientifica Inovacdo e Tecnologica. 2012; 2(6):
15-32.



8. FISKEJO G. The Allium test as a standart in
environmental monitoring. Hereditas. 1985;102:
99-112.

9. LEME DM, MARIN-MORALES MA. Allium
cepa test in environmental monitoring: A review
on its application. Mutation Research. 2009
Jul/Ago; 682 (1): 71-81.

10. FISKESJO G. The Allium test — a potential
standard for the assessment of enviromental
toxicity. In: J. W. Gorsuch (ed.), ASTM
(American Society of testing Materials) special
technical publication 1216. Environ. Toxicol.
Risk Assessment. 1993: 331-345.

11. SMAKA-KINCL V, STEGNARB P,
LOVKAC M, TOMAND MJ. The evaluation of
waste, surface and ground water quality using
the  Allium test procedure.  Mutation
Research/Genetic Toxicology. 1996; 368(3—
4):171-179.

12. SOBRAL O, MARIN-MORALES MA,
RIBEIRO R. Could contaminat induced
mutations lead to a genetic diversity
overestimulation? Ecotoxicology. 2013; 22:
838-846.

13. ALVIN LB, KUMMROW F, BEIJO LA,
LIMA CA de A, BARBOSA S. Avaliacdo da
citogenotoxicidade de  efluentes  téxteis
utilizando Allium cepa L. Revista Ambiente
Agua. 2011; 6(2): 255-265.

14. GALINDO T, SILVA E, ROSARIO I.
Inducdo de micronucleos e toxicidade por
efluente doméstico em duas populacdes de
Bathygobius soporator (Valenciennes, 1837)
(Teleostei, Gobbidae) no Litoral de Salvador
(BA), Brasil. Brazilian Journal of Aquatic
Science and Technology. 2012; 15(1): 1-7.

15. PERON AP, CANESIN EA, CARDOSO
CMV. Potencial mutagénico das aguas do Rio
Pirapd (Apucarana, Parand, Brasil) em células
meristematicas de raiz de Allium cepa L. Revista
Brasileira de Biociéncias. 2009 Mai; 7(2): 155-
159.

16. HOSHINA MM. Avaliacdo da possivel
contaminagdo das aguas do Ribeirdo Claro,
municipio de Rio Claro, pertencente a Bacia do
Rio Corumbatai, por meio de testes de

Act. Efi. Sal. (2019) — ISSN online 2675-1208

Acta Efit Salutis- AES —(2019)v.1 (1
ISSN online 2675-1208 - Artigo Original

mutagenicidade em Allium cepa. [Dissertacao].
Rio Claro: Instituto de  Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista; 2002.

17. CARITA R, MARIN-MORALES MA.
Induction of chromosome aberrations in the
Allium cepa test system caused by the exposure
of seeds to industrial effluents contamined with
azo dyes. Chemosphere. 2008; 72: 722-725.

18. FERNANDES TCC, MAZZEO DEC,
MARIN-MORALES MA. Mechanism of
micronuclei formation in polyploidizated cells of
Allium cepa exposed to trifluralin herbicide.
Pesticide  Biochemistry and  Physiology,
Massachusetts. 2007; 88: 252-259.

19. KAIOUMOVA D, SUSAL C, OPELZ G.
Induction of apoptosis in Human lymphocytes
by the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid.
Human Immunology. 2001; 62: 64-74.

20. COSTA CAS, HUCK CE. Efeitos
citotoxicos e biocompatibilidade de agentes
clareadores usados na odontologia. Uma revisédo
de literatura. Revista Odontoldgica do Brasil
Central. 2006; 15(39): 3-14.

21. CAPOBIANGO RA, VESTENA S,
BITTENCOURT AHC. Alelopatia de Joanesia
princeps Vell. e Casearia sylvestris Sw. sob
espécies cultivadas. Revista Brasileira de
Farmacognosia. 2009; 19(4): 924-930.

22. ROSA IF, PESSOA VM, RIGOTTO RM.
Introdugdo: agrotoxicos, saude humana e 0s
caminhos do estudo
epidemioldgico. Agrotoxicos, Trabalho e Salde-
vulnerabilidade e resisténcia no contexto da
modernizagdo agricola no Baixo Jaguaribe/CE.
Fortaleza/Sdo Paulo: Edigdes UFC-Expressao
Popular, p. 217-56, 2011.

23. BENITEZ-LEITE S, MACCHI ML,
ACOSTA M. Malformaciones congénitas
associadas a agrotoxicos. Revista de la Sociedad
Boliviana de Pediatri. 2009; 48(3): 204-217.

24. RIGOTTO RM, SILVA AMC, FERREIRA
MJM, ROSA IF, AGUIAR ADP. Tendéncias de
agravos crbnicos a salde associados a
agrotdxicos em regido de fruticultura no Ceard,
Brasil. Rev Bras Epidemiol. 2013; 16(3): 763-
73.



25. MOREIRA JC, PERES F, SIMOES AC,
PIGNATI WA, DORES EDC, VIEIRA SN, et
al. Contaminacdo de &guas superficiais e de
chuva por agrotoxicos em uma regido do estado
do Mato Grosso. Ciéncia & Salde Coletiva.
2012; 17(6): 1557-1568.

26. CAZENAVE J, BACCHETTA C, PARMA
MJ, SCARABOTT PA, WUNDERLIN DA.
Multiple biomarkers responses in prochilodus
lineatus allowed assessing changes in the water
quality of salado river basin (Santa Fe,
Argentina). Enviromental Poltion. 2009; 157: 1-
9.

27. RAGAZZON D, GRABASKI CN.
Qualidade da agua na regido rural de Francisco
Beltrdo, PR, pela utilizacdo de banco de dados:
1995 a 2005. Revista Faz Ciéncia. 2009; 11(13):
175-190.

Act. Efi. Sal. (2019) — ISSN online 2675-1208

Acta Efit Salutis- AES —(2019)v.1 (1
ISSN online 2675-1208 - Artigo Original

Financiamento — Fundacdo Araucéria

Data de submissdo: 26/11/2019

Data de aprovagdo: 13/12/2019



