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P a r a t h i o n  ( O , O - d i e t h y l  O - p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h o r o t h i o a t e )  
i s  a w i d e l y  u s e d  a g r i c u l t u r a l  i n s e c t i c i d e  h i g h l y  t o x i c  t o  
m a m m a l s ;  h o w e v e r ,  v e r y  l i t t l e  i s  known a b o u t  t h e  
d e t o x i c a t i o n  c a p a c i t y  i n  some n a t u r a l  e n e m i e s  o f  i n s e c t s  
s u c h  a s  a m p h i b i a n s  ( H a r r i e t  a l  1 9 7 9 ;  L l a m a s  e t  a l .  1 9 8 5 ;  
C a b a l l e r o  de  C a s t r o  e t  a l  1 9 9 1 ;  G a u n a  e t  a l .  1 9 9 1 ) .  The  
b i o t a  may be  s t r e s s e d  by  d i s c h a r g e s  o f  p e s t i c i d e s ,  and  i t  
i s  t h e r e f o r e  e s s e n t i a l  t o  know i t s  p o t e n t i a l  e f f e c t  on  
n o n - t a r g e t  o r g a n i s m s  b e f o r e  i r r e v e r s i b l e  c h a n g e  o c c u r s .  
Some m o n i t o r i n g  t e c h n i q u e s  u s e  a m p h i b i a n  l a r v a e  a s  an  
u s e f u l  i n d i c a t o r  f o r  a q u a t i c  c o n t a m i n a t i o n  ( D u m p e r t  and  
Z e i t z  1 9 8 4 ;  B e i s w e n g e r  1 9 8 8 ;  W i l l i a m s  e t  a l .  1 9 8 9 ) .  

An i d e a l  i n s e c t i c i d e  s h o u l d  be  e f f i c a c i o u s  a g a i n s t  p e s t  
s p e c i e s ,  b u t  r e l a t i v e l y  s a f e  f o r  n o n - t a r g e t  o r g a n i s m s .  To 
d e v e l o p  s e l e c t i v e  i n s e c t i c i d e s  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  
u n d e r s t a n d  t h e  d i f f e r e n c e s  a n d  s i m i l a r i t i e s  o f  t h e  
d e f e n s e  s y s t e m s  b e t w e e n  i n s e c t s  a n d  t h e  b e n e f i c i a l  f a u n a  
s u c h  a s  p r e d a t o r s  a n d  p a r a s i t o i d s .  T h u s ,  t h i s  r e p o r t  
d e a l s  w i t h  a c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  p a r a t h i o n  
s u s c e p t i b i l i t y  on e a r l y  e m b r y o n i c  a n d  l a r v a l  s t a g e s  o f  
t h e  A r g e n t i n i a n  t o a d  B u s  a r e n a r u m  H e n s e l  i n  r e l a t i o n  
w i t h  i t s  m e t a b o l i s m ,  a n d  t a r g e t  e n z y m e  i n h i b i t i o n .  

MATERIALS AND METHODS 

A d u l t  B u f o  a r e n a r u m  H e n s e l  t o a d s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  t h e  
a r e a  o f  B u e n o s  A i r e s  c i t y  d u r i n g  w i n t e r ,  and  k e p t  i n  
c a p t i v i t y  o u t d o o r s  i n  a s m a l l  a q u a r i u m  c o n t a i n i n g  g r a s s .  

O v u l a t i o n  was  i n d u c e d  by  h o m o l o g o u s  h y p o p h i s i s  
i m p l a n t a t i o n .  O o c y t e s  t h u s  o b t a i n e d  w e r e  d i s e m i n a t e d  i n  
v i t r o  by  t h e  a d d i t i o n  o f  a t e s t i c u l a r  s u s p e n s i o n .  
I n m e d i a t e l y  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n ,  t h e  e m b r y o s  w e r e  
s e p a r a t e d  i n  s h o r t  s t r i n g s ,  a n d  a l l o w e d  t o  d e v e l o p  i n  
g l a s s  d i s h e s  w i t h  a b u n d a n t  R i n g e r ' s  s o l u t i o n .  L a r v a e  w e r e  
f e d  w i t h  b o i l e d  l e t t u c e  a d  l i b i t u m .  
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T o x i c i t y  t e s t i n g  c o n s i s t e d  o f  f i v e  r e p l i c a t e s  o f  20 
e m b r y o s  o r  l a r v a e  e a c h  e x p o s e d  t o  a t  l e a s t  f i v e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e c h n i c a l  g r a d e  p a r a t h i o n  ( E . P . A .  
s t a n d a r d  R e s e a r c h  T r i a n g l e  P a r k )  w i t h  0 . 0 5 %  a c e t o n e  a s  
v e h i c l e .  The  c o n t r o l  m e d i u m  c o n s i s t e d  o f  d i l u t e d  
a m p h i b i a n  R i n g e r ' s  s o l u t i o n  w i t h  a n  e q u i v a l e n t  v o l u m e  o f  
a c e t o n e .  M o r t a l i t y  was  d e t e r m i n e d  120 h r  a f t e r  e x p o s u r e .  
The  LCs0 v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  p r o b i t  a n a l y s i s .  

A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  (ACHE) a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  E l l m a n  e t  a l .  ( 1 9 6 1 )  a n d  
s a m p l e s  w e r e  p r o c e s s e d  d a i l y .  B a t c h e s  o f  5 - d a y - o l d  
e m b r y o s  a n d  2 2 - d a y - o l d  l a r v a e  w e r e  e x p o s e d  t o  2 m g / L  o f  
p a r a t h i o n  (2  mg /L  o f  p a r a t h i o n  p l u s  0 . 0 5 %  o f  a c e t o n e  i n  
R i n g e r ' s  s o l u t i o n ) ,  a n d  c o n t r o l s  w e r e  e x p o s e d  t o  R i n g e r '  
s o l u t i o n  p l u s  0 . 0 5 %  o f  a c e t o n e .  A f t e r  7 d a y s  o f  e x p o s u r e ,  
s e v e r a l  e m b r y o s  a n d  l a r v a e  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  R i n g e r ' s  
s o l u t i o n  i n  o r d e r  t o  a s s a y  t h e  r a t e  o f  r e c o v e r y .  I n  a l l  
e x p e r i m e n t s ,  e m b r y o s  a n d  l a r v a e  w e r e  c o u n t e d ,  e x t e n s i v e l y  
w a s h e d  w i t h  R i n g e r ' s  s o l u t i o n ,  a n d  h o m o g e n i z e d  w i t h  0 . 1 M  
s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  o f  pH 8 . 0  u s i n g  2 t o  3 e m b r y o s  o r  
l a r v a e / m L .  A d u l t  t o a d  b r a i n  a n d  l i v e r  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  
t h e  s a m e  b u f f e r  a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1 5  t o  0 . 3 0  
mg o f  p r o t e i n / m L .  The  h o m o g e n a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  30 m i n  
w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p a r a o x o n  ( S i g m a  C h e m i c a l  
C o . )  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  d o s e  r e q u i r e d  f o r  50% o f  
c h o l i n e s t e r a s e  i n h i b i t i o n .  The  AChE r e a c t i o n  m i x t u r e  
c o n s i s t e d  o f  a c e t y l t h i o c h o l i n e  ( 1 . 0  mM), 5 , 5 ' - d i t h i o b i s  
( 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d )  ( 0 . 1 5  mM), a n d  1 . 0  mL o f  0 . 1  M 
p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 8 . 0 ) .  The  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  
m o n i t o r e d  a t  412  nm a g a i n s t  b l a n k s .  R e s u l t s  w e r e  
e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  c o n t r o l  v a l u e .  The  d o s e  
p r o d u c i n g  50% i n h i b i t i o n  o f  c h o l i n e s t e r a s e  i n  v i t r o  ( I s 0 )  
w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  l i n e a r  p a r t  o f  c u r v e s  o b t a i n e d  b y  
p l o t t i n g  p e r c e n t  i n h i b i t i o n  o f  c h o l i n e s t e r a s e  a g a i n s t  t h e  
l o g  o f  p a r a o x o n  c o n c e n t r a t i o n .  

M e t a b o l i s m  o f  p a r a t h i o n  w a s  a n a l y z e d  on  I 0 0  e m b r y o s  a n d  
l a r v a e .  E a c h  w a s  h o m o g e n i z e d  i n  6 mL o f  0 . 0 6 7  M p h o s p h a t e  
b u f f e r  (pH 7 . 6 ) .  E a c h  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  15 
m i n  a t  1 6 , 0 0 0  s p  g r ,  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  d i s c a r d e d .  The  
i n c u b a t i o n  m i x t u r e  (3 mL) c o n t a i n e d  1 , 0 0 0  nM p a r a t h i o n ,  
p l u s  2 . 5  pC 1 4 C - p a r a t h i o n  ( ICN B i o c h e m i c a l s ,  I n c . ) ,  a n d  3 
mL o f  1 6 , 0 0 0  s p  g r  s u p e r n a t a n t  (1 t o  2 . 5  mg o f  p r o t e i n ) .  
The  m i x t u r e  was  i n c u b a t e d  a t  37"C  f o r  1 h r  w i t h  c o n t i n o u s  
s h a k i n g ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  
3 mL o f  n - h e x a n e .  A f t e r  p a r t i t i o n i n g ,  t h e  a q u e o u s  p h a s e  
w a s  r e e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  3 mL o f  n - h e x a n e .  
R a d i o a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  i n  a l i q u o t s  f r o m  b o t h  t h e  
h e x a n e  e x t r a c t  a n d  t h e  a q u e o u s  p h a s e  u s i n g  A q u a s o l  I I  a s  
t h e  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d .  The  r e m a i n i n g  o r g a n i c  p h a s e  w a s  
a n a l y z e d  b y  TLC i n  250 nM S i l i c a  G e l  G p l a t e s ,  a n d  
d e v e l o p e d  w i t h  b e n z e n e : a c e t o n e  ( 1 9 : 1 ) .  S p o t s  w e r e  
v i s u a l i z e d  b y  i o d i n e  v a p o r s ,  a n d  s c r a p e d  i n t o  v i a l s  
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Figure 1. Mortality of B. arenarum embryos (o) or larvae 
(e) exposed to parathion. Each point represents an 
average of at least four samples. 

c o n t a i n i n g  0 . 5  mL o f  e t h y l  a c e t a t e  p l u s  PPO/POPOP 
( 0 . 4 0 / 0 . 0 2 % )  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  
m e t a b o l i t e s  w a s  b a s e d  on  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  s t a n d a r d s  
w h i c h  w e r e  v i s u a l i z e d  w i t h  0 . 2 5 %  p a l l a d i u m  c h l o r i d e  i n  
0 . 2  N HCI o r  i o d i n e  v a p o r s .  

RESULTS AND DISCUSSION 

Mortality plots of bioassays on 5-day embryos and 22-day 
larvae are illustrated in Figure 1. Young embryos are 4.4 
times more tolerant to the acute lethal effect of 
parathion than larvae. However, the LCs0 values obtained 
with larvae are higher than those reported for other 
aquatic organisms (LeBlanc 1984; Clark et al. 1985; 
Borthwick et al. 1985). 

The  LCs0 v a l u e s  o b s e r v e d  f o r  p a r a t h i o n  i n  e m b r y o s  a n d  
l a r v a e  w e r e  2 0 . 2  a n d  4 . 5  m g / L ,  r e s p e c t i v e l y .  I t  w a s  
c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  i n  LCs0 v a l u e s  
m i g h t  b e  r e f l e c t e d  i n  t h e  k i n e t i c s  o f  c h o l i n e s t e r a s e  
i n h i b i t i o n .  As s h o w n  i n  F i g .  2 ,  t h e  a c t i v i t y  o f  l a r v a e  
c h o l i n e s t e r a s e  d e c l i n e d  f a s t e r  t h a n  t h e  e m b r y o n i c  e n z y m e  
a f t e r  p a r a t h i o n  e x p o s u r e .  I n  f a c t ,  a 50% r e d u c t i o n  i n  t h e  
e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  a c h i e v e d  b y  p a r a t h i o n - t r e a t e d  e m b r y o s  
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F i g u r e  2 .  P r o g r e s s i o n  o f  AChE i n h i b i t i o n  w i t h  t i m e  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  p a r a t h i o n  ( - - )  a n d  r e c o v e r y  ( - - )  u s i n g  
e m b r y o s  ( o )  o r  l a r v a e  ( e )  h o m o g e n a t e .  E a c h  v a l u e  i s  
t h e  mean  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s  ( •  S D ) .  T h e  a r r o w  
i n d i c a t e s  t h e  t i m e  a t  w h i c h  e m b r y o s  o r  l a r v a e  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  u n c o n t a m i n a t e d  R i n g e r ' s  s o l u t i o n .  

a f t e r  s i x  d a y s  o f  e x p o s u r e ,  w h i l e  t h e  s a m e  r e s u l t  w a s  
o b t a i n e d  i n  p a r a t h i o n - t r e a t e d  l a r v a e  i n  a t w o - d a y  p e r i o d .  
The  s e l e c t i v e  t o l e r a n c e  o f  y o u n g  B .  a r e n a r u m  e m b r y o s  t o  
p a r a t h i o n  p o i s o n i n g  c o u l d  n o t  o n l y  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  
d i f f e r e n c e s  o b s e r v e d  i n  t h e  k i n e t i c s  o f  i n h i b i t i o n  o f  t h e  
t a r g e t  e n z y n e ,  b u t  a l s o  t o  a s u m m a t i o n  up  o f  e v e n t s .  I t  
i s  i m p o r t a n t  t o  h i g h l i g h t  t h a t  t h e  e n z y m e  r e c o v e r y  i s  
f a s t e r  f r o m  e m b r y o s ,  e v e n t h o u g h  b o t h  s t a g e s  a c h i e v e d  
c o m p l e t e  r e a c t i v a t i o n  a f t e r  7 d a y s  i n  u n c o n t a m i n a t e d  
R i n g e r ' s  s o l u t i o n .  

S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  m a l a t h i o n - t r e a t e d  
e m b r y o s ,  b u t  i n  t h i s  c a s e ,  t h e  a c t i v i t y  r e c o v e r e d  w a s  
s m a l l e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  ( C a b a l l e r o  de  C a s t r o  e t  a l .  
1 9 9 1 ) .  The  d i f f e r e n c e s  i n  t o x i c i t y  s h o w n  b y  e a r l y  e m b r y o s  
and larvae also are associated to differences in 
cholinesterase sensitivity of both stages to paraoxon 
(Table 1). The embryonic AChE seems to have differences 
in the target site for the insecticide, making the early 
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s t a g e s  o f  e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t  l e s s  
o r g a n o p h o s p h a t e  t o x i c i t y .  

T a b l e  1. I n  v i t r o  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  
p a r a o x o n  f r o m  d i f f e r e n t  t i s s u e s  o f  
a r e ~ a F u m ,  a 

s u s c e p t i b l e  t o  

i n h i b i t i o n  b y  
t h e  t o a d  B. 

T i s s u e  I5o  (~M) 

5 - 7  d a y - o l d  e m b r y o s  
17 d a y - o l d  l a r v a e  
b r a i n  
l i v e r  

8 . 3 3  • 2 . 3 0  
2 . 7 5  • 1 . 8 5  b 
3 . 3 3  • 2 . 6 2  c 
7 . 3 2  • 2 . 0 0  c 

a R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r e q u i r e d  t o  
p r o d u c e d  50% i n h i b i t i o n  ( I s 0 )  i n  v i t r o .  I s 0  v a l u e s  w e r e  
d e t e r m i n e d  g r a p h i c a l l y  b y  p l o t t i n g  p e r c e n t a g e  
i n h i b i t i o n  a s  a f u n c t i o n  o f  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n .  At 
l e a s t  f i v e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d  f o r  e a c h  
d e t e r m i n a t i o n .  

b p <  0 . 0 5  w i t h  r e s p e c t  t o  5 t o  7 d a y - o l d  e m b r y o .  
CNon s i g n i f i c a n t  w i t h  r e s p e c t  t o  5 t o  7 d a y - o l d  e m b r y o .  

E m b r y o n i c  1 6 , 0 0 0  s p  g r  s u p e r n a t a n t  d e g r a d e d  m o r e  1 4 C -  
p a r a t h i o n  t o  a q u e o u s  s o l u b l e  m e t a b o l i t e s  t h a n  t h e  l a r v a e  
f r a c t i o n  ( T a b l e  2 ) .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c l e a v a g e  o f  
t h e  a r y l  p h o s p h a t e  l i n k a g e  i s  d o n e  m o r e  e f f i c i e n t l y  i n  
e m b r y o n i c  s u p e r n a t a n t  t h a n  t h a t  f r o m  l a r v a e .  T h i s  p o i n t  
a l s o  s u p p o r t s  t h e  f a c t  o f  t h e  h i g h e r  t o l e r a n c e  o f  e m b r y o s  
b y  a g r e a t e r  d e t o x i c a t i o n  m e c h a n i s m .  T h e  o r g a n i c - s o l u b l e  
c o m p o u n d s  i d e n t i f i e d  b y  TLC w e r e  p a r a t h i o n  a n d  p a r a o x o n .  
The  a m o u n t  o f  p a r a o x o n  f o r m e d  b y  b o t h  h o m o g e n a t e s  w a s  
n e g l i g i b l e .  H o w e v e r ,  t h e  s u s t a i n e d  i n h i b i t i o n  o f  t h e  AChE 

T a b l e  2 .  I n  v i t r o  m e t a b o l i s m  o f  1 4 C - p a r a t h i o n  b y  e m b r y o s  
a n d  l a r v a e  1 0 , 0 0 0  x g  s u p e r n a t a n t ,  a 

% o f  d o s e  r e c o v e r e d  
a f t e r  t r e a t m e n t  

D a y s  O r g a n i c  P h a s e  
o f  

d e v e l o p m e n t  P a r a t h i o n  P a r a o x o n  

A q u e o u s  P h a s e  T o t a l  
% 

R e c o v e r e d  

5 d a y -  
e m b r y o s  8 8 . 0 8 •  0 . 1 0 •  9 . 3 0 •  9 7 . 4 8  

13 d a y -  
l a r v a e  9 4 . 0 4 •  b 0 . 6 0 •  b 1 . 6 5 ! 0 . 4  c 9 6 . 2 9  

S R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n  (+ SD).  
b p <  0 . 0 1  w i t h  r e s p e c t  t o  5 - d a y - o l d  e m b r y o .  
c p <  0 . 0 0 1  w i t h  r e s p e c t  t o  5 - d a y - o l d  e m b r y o .  
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suggests a continous production of paraoxon that could 
not be explained by the small quantity of this 
metabolite. 

The  d e c r e a s e d  r a t e  o f  o x e n  p r o d u c t i o n  m i g h t  f a c i l i t a t e  
t h e  b i n d i n g  o f  p a r a o x o n  t o  o t h e r  n o n - c r i t i c a l  b i n d i n g  
s i t e s  ( M u r p h y  1 9 6 9 ) ,  l i k e  c a r b o x y l e s t e r a s e s ,  w h i c h  a r e  
p r e s e n t  i n  e a r l y  d e v e l o p i n g  e m b r y o s  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n  
o c c u r r e d  ( R o s e m b a u m  e t  a l .  1 9 8 8 ) .  P a r a o x o n  h a s  a h i g h  
a f f i n i t y  f o r  c a r b o x y l e s t e r a s e  a n d  t h i s  f a c t  m i g h t  i n d u c e  
a d e l a y  i n  t h e  o n s e t  o f  t o x i c  s i g n s  a n d  d e a t h  b e c a u s e  o f  
t h e  g r e a t e r  o p p o r t u n i t y  o f  d e t o x i c a t i o n  b y  b i n d i n g .  

We c o n c l u d e  t h a t  t h e  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
i n c r e a s e d  t o l e r a n c e  o f  e a r l y  e m b r y o s  t o  p a r a t h i o n  i s  
r e l a t e d  t o  t h e  l o w e r  l e v e l  o f  p a r a t h i o n  a c t i v a t i o n ,  t h e  
i n c r e a s e d  c l e a v a g e  o f  t h e  a r y l  p h o s p h a t e  l i n k a g e ,  t h e  
s l o w e r  k i n e t i c s  o f  t h e  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  i n h i b i t i o n ,  
t h e  f a s t e r  r e c o v e r y  o f  t h e  t a r g e t  e n z y m e  a n d  t h e  
d e c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o f  e a r l y  e m b r y o n i c  AChE t o  
p a r a o x o n .  

A c k n o w l e d g m e n t s .  T h i s  w o r k  was  s u p p o r t e d  i n  p a r t  b y  
CONICET. O. L. A n g u i a n o  a n d  C. M. M o n t a g n a  ( P I D  
3 9 1 7 0 0 1 / 8 5 )  a r e  h o l d e r s  o f  a f e l l o w s h i p  f r o m  U n i v e r s i d a d  
N a c i o n a l  d e l  C o m a h u e .  
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