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RESUMEN

La mosca comun (Musca domestica L., Diptera: Muscidae) es una plaga de
relevancia agropecuaria y urbana, debido a su capacidad de transmitir
enfermedades, reducir la calidad de productos agricolas y causar molestias en
humanos y animales. El principal método de control de infestaciones es el uso de
insecticidas sintéticos. Sin embargo, el uso intensivo ha incrementado el desarrollo
de resistencia en las poblaciones de moscas, haciéndolos menos efectivos y
planteando riesgos para la salud humana y el ambiente. Una alternativa ampliamente
estudiada son los aceites esenciales, destacando por su capacidad insecticida y

repelente, que se manifiesta a través de diversos mecanismos de accion.

Por ello, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar comparativamente la
susceptibilidad de larvas, pupas y adultos de M. domestica a insecticidas sintéticos,
bioinsecticidas comerciales, aceites esenciales y nanoemulsiones del aceite esencial
de D. ambrosioides en condiciones de laboratorio. En general. los resultados
mostraron que M. domestica presento distintos niveles de susceptibilidad, siendo
larvas y pupas menos afectadas que los adultos. El insecticida formulado con
piretrinas + PBO produjo la mayor mortalidad en todos los estadios evaluados. Los
aceites esenciales de eucalipto (E. globulus), salvia (S. officinalis) e hinojo (F.
vulgare) demostraron actividad insecticida, eliminando al 100% de los adultos
tratados en concentraciones entre 35y 150 uL L™, y un efecto repelente cercano al
90% en concentraciones menores de 20 uL L~'. El aceite esencial de paico (D.
ambrosioides) mostr6 una mortalidad fumigante de 100% en concentraciones
inferiores a 5 pyL L', efecto que también se observé en su formulacién. Estos
resultados sugieren que las moscas han desarrollado tolerancia a los insecticidas
comerciales mas utilizados para su control, siendo el uso de aceites esenciales y sus
derivados una alternativa viable al uso de insecticidas convencionales, viéndose

mejorada su actividad insecticida mediante su formulacion como nanoemulsion.
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SUMMARY

The common housefly (Musca domestica L., Diptera: Muscidae) is an
important agricultural and urban pest due to its ability to transmit diseases, reduce
the quality of agricultural products and cause nuisance to animals and humans. The
primary method of controlling infestations is the use of synthetic insecticides, but their
intensive use has increased the development of resistance in fly populations, making
them less effective and posing risks to human health and the environment. A widely
studied alternative is essential oils, which are notable for their insecticidal and

insectistatic properties, which are manifested through various mechanisms of action.

Therefore, this research aimed to comparatively evaluate the susceptibility of
larvae, pupae, and adults of M. domestica to synthetic insecticides, commercial
bioinsecticides, essential oils and nanoemulsions of D. ambrosioides essential oil
under laboratory conditions. The results showed that M. domestica exhibited varying
levels of susceptibility, with larvae and pupae being less affected than adults. The
pyrethrin + PBO-based insecticide produced the highest mortality rate across all life
stages. Eucalyptus (E. globulus), sage (S. officinalis) and fennel (F. vulgare) essential
oils demonstrated insecticidal activity, killing 100% of treated adults at concentrations
between 35 and 150 uL L™, and a repellent effect close to 90% at concentrations
below 20 yL L-'. Paico (D. ambrosioides) essential oil was particularly effective,
achieving 100% fumigant mortality at concentrations below 5 pL L™, an effect also

observed in its formulations.

These results suggest that flies have developed tolerance to the most used
commercial insecticides for their control, making essential oils and their derivatives a
viable alternative, with their insecticidal activity enhanced by formulation as a

nanoemulsion.



INTRODUCCION

La mosca comun, Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), es un insecto
del orden Diptera, que se caracterizan por tener dos alas membranosas y
desarrolladas, y dos estructuras nudosas denominadas halterios, que les
permiten maniobrar mientras vuela (Masciocchi et al., 2016; Robinson, 2020).
Esta especie presenta una distribucién cosmopolita y dada su gran capacidad
para adaptarse a todo tipo de entornos, puede encontrarse en zonas urbanas,
vinculada a hogares y restaurantes, zonas periurbanas préximas a basurales y
heces de animales domésticos y agricolas, donde se alimenta y crece en

desechos organicos del ganado y planteles avicolas (Bautista, 2016).

Este insecto experimenta una metamorfosis completa, que incluye las
etapas de huevo, larva, pupa y adulto. El ciclo de vida de esta especie es
notablemente rapido, pudiendo completarse en 10 a 14 dias en condiciones de
temperatura 6ptima (25°C), que equivalen a 30 generaciones por afio en regiones

tropicales y menos de 10 en zonas templadas (Bautista, 2016; Robinson, 2020).

Los huevos, de color blanco y aproximadamente 1,5 mm de largo, son
depositados en racimos y requieren de un ambiente humedo para eclosionar. La
duracion de este proceso puede variar, entre 8 horas a 40°C o extenderse hasta

40 horas a 15°C (Masciocchi, 2016).



Las larvas, de color blanco cremoso y apodas, cuentan con un aparato
bucal masticador que les permite alimentarse de levaduras, bacterias y materia
organica en descomposicion. Pasan por tres instares larvales, similares en
apariencia, pero progresivamente mas grandes (de 3 a 15 mm de longitud). Al
finalizar su desarrollo en el tercer estadio, la larva deja de alimentarse, contrae
su cuerpo y forma el pupario. Este, inicialmente de color café, se oscurece con el
tiempo, y entre 3 a 10 dias después, emerge el adulto. Tras la emergencia, los
individuos buscan un lugar seguro para expandir sus alas y endurecer su

exoesqueleto (Bautista, 2016; Robinson, 2020).

El adulto mide entre 5y 12 mm y su cuerpo esta recubierto por abundantes
pilosidades (setas). El térax en su area dorsal presenta cuatro franjas
longitudinales negras y la region ventral del abdomen es amarillo. Ademas, los
adultos tienen un par de ojos compuestos rojos, tres ocelos simples y antenas
cortas. Las hembras exhiben dimorfismo sexual, siendo de mayor tamafio que
los machos y presentando una separacion interocular mas marcada (Masciocchi
et al., 2016; Robinson, 2020). El aparato bucal es de tipo esponjoso (haustelo),
con una probdscide carnosa y plegable que solo les permite consumir liquidos.
Su saliva contiene enzimas digestivas que licuan los alimentos, los cuales
posteriormente son absorbidos por capilaridad a través de esta estructura (Baez-

Szelepka et al., 2015).



La dieta del adulto consiste principalmente en agua y carbohidratos,
requiriendo las hembras un mayor consumo de proteinas para el desarrollo
ovarico, obteniendo estos nutrientes principalmente de excretas animales y
desechos organicos de origen antropico, los cuales también funcionan como

sustrato para la oviposicidon (Robinson, 2020).

Musca domestica es una plaga de importancia médica y veterinaria,
debido a que sus habitos alimenticios y reproductivos la convierten en vector
mecanico de microorganismos patogenos. Estos se diseminan a través de su
aparato bucal, pilosidades corporales, patas, alas y mediante regurgitacion y
defecacion sobre alimentos y superficies (Baez-Szelepka et al., 2015; Robinson,
2020). Tiene la capacidad de transmitir mecanicamente mas de 100 patoégenos,
incluyendo bacterias como Salmonella typhi, Escherichia coli y Bacillus anthracis
(responsable del antrax); protozoos como Entamoeba histolytica y Giardia
lamblia; ademas de nematodos como Enterobius vermicularis y Taenia spp, los
cuales pueden transferirse de forma directa o indirecta a través de la

contaminacion de alimentos (Adenusi y Adewoga, 2013).



La infestacién de M. domestica también produce danos en la produccion
agropecuaria por estrés animal, con una reduccion de hasta el 30% en sistemas
intensivos (Geden y Hogsette, 1994) y deterioro microbiolégico en la leche,
debido al aumento del conteo bacteriano (Holschbach y Peek, 2018). En areas
peridomésticas, las infestaciones de M. domestica generan malestar significativo
en trabajadores rurales y en comunidades cercanas, ya que estas pueden
dispersarse a zonas urbanas adyacentes en un rango de hasta 12 km (Robinson,
2020) y reducen la calidad de vida de las personas (Abbas et al., 2015). La
extension de zonas urbanas a nivel global también ha provocado una mayor
cercania con las zonas de produccién agricola, haciendo mas prevalente el
problema. Un ejemplo de lo anterior es lo descrito por Brown (2018), donde las
infestaciones de mosca fueron uno de los principales motivos de demandas
contra Smithfield Foods, teniendo que llegar a un acuerdo de 50 millones de
ddlares por molestias relacionadas con sus granjas de produccion porcina. Se
estima que el costo anual total del uso de insecticidas para el control de esta
plaga en sistemas de produccion de aves de corral, cerdos y productos lacteos
rodea los 200 millones de ddlares, valor con una tendencia a aumentar producto
del incremento de precio de insecticidas mas modernos (Geden et al., 2021).
Dado esto, resulta necesario promover el control de las poblaciones de M.
domestica con métodos alternativos para mantener el bienestar en areas urbanas

y rurales.



Las practicas culturales, son uno de los métodos mas efectivos para el
control de M. domestica en planteles agricolas (Geden et al.,, 2021). Estas
consisten en un conjunto de practicas de manejo realizadas por el personal, para
reducir la incidencia de plagas y enfermedades. En el caso de establos, estas
consisten en la mantencion de la higiene y la eliminacion de focos de proliferacion
de M. domestica (Watson et al., 2017). El ciclo de vida de este insecto se
desarrolla vinculado a materia organica humeda, por lo que el manejo y
eliminacidon de desperdicios como estiércol, heno humedo, ensilaje derramado y
material de cama, entre otros al menos una vez por semana, ayuda a romper el
ciclo y elimina nuevas fuentes de proliferacion (Rutz et al., 2015). Igualmente, el
uso de trampas y cintas adhesivas contribuye al control de poblaciones pequeias
y medianas de moscas, junto con el aislamiento de zonas sensibles y equipar
puertas y ventanas con mosquiteros puede reducir el numero de moscas y las
posibilidades de contaminacion de la leche (Rutz et al., 2015; Watson et al.,

2017).

La disposicidn de los residuos organicos ademas evita la dispersion de las
moscas a otros planteles y zonas aledafas, y esparcir el estiércol y materia de
camas en una capa fina ayuda a que este se seque mas rapido y cubrirlo con
tierra elimina posibles larvas y pupas que puedan estar presentes (Abbas et al.,

2013).



No obstante, la produccion animal con el tiempo ha seguido la tendencia
de intensificar sus sistemas, maximizando la produccion y minimizando costos
(Machtinger et al., 2021), lo que resulta en un incremento de la densidad animal
y la produccion de desechos, junto con la necesidad de almacenamiento y
disposicion de estos (Gerry, 2018; Clay et al., 2019). Lo anterior dificulta el
manejo de residuos y conlleva a la recoleccion y almacenamiento de estos en las
mismas instalaciones, lo que proporciona un sustrato constante para la
proliferacion de poblaciones de moscas, dificultandose aun mas su control

(Geden et al., 2021).

Otra alternativa de control y tal vez la mas utilizada, es el control quimico
con insecticidas sintéticos, siendo los organofosforados (OPs), piretroides vy
neonicotinoides los grupos de mayor empleo a nivel mundial (Freeman et al.,
2019). Los OPs — ésteres de acido fosforico— ejercen su efecto letal mediante
la inhibicion irreversible de la acetilcolinesterasa en la sinapsis nerviosa. Esta
inactivacidon enzimatica provoca la acumulacion de acetilcolina, generando
hiperestimulacion colinérgica que se manifiesta en espasmos, paralisis y
finalmente la muerte del insecto (Casida y Durkin, 2013). Los piretroides, por su
parte, son moléculas sintéticas derivadas estructuralmente de las piretrinas
naturales, caracterizadas por una base de acido crisantémico esterificado con un
alcohol aromatico y modificadas con halégenos (Cl, Br) o grupos cianuro (CN-)
para incrementar su estabilidad fotoquimica. Su mecanismo de accion

neurotoxico implica el bloqueo especifico de los canales de sodio voltaje-
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dependientes en los axones, induciendo una despolarizacién prolongada de la
membrana que altera la transmision nerviosa, produce un rapido efecto
knockdown o de derribo, que culmina en paralisis y muerte del insecto (Coats,
1990; Jayaraj et al., 2016). Por ultimo, los neonicotinoides, derivados sintéticos
de la nicotina, se clasifican estructuralmente en tres grupos: N-nitroguanidinas
(imidacloprid, thiametoxam, clothianidin y dinotefuran), nitrometilenos
(nitenpyram) y N-cianomidinas (acetamiprid y thiacloprid) (Jeschke y Nauen,
2008; Kundoo et al., 2018). Su alta solubilidad en agua les confiere propiedades
sistémicas en plantas y versatilidad de modos de aplicacion (aspersion, cebos o
tratamiento de semillas) (Jeschke y Nauen, 2008). Actuan como agonistas
irreversibles de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) en insectos,
induciendo hiperexcitacion neuronal, paralisis y muerte (Tomizawa y Casida,
2005). Aunque su alta afinidad por los nAChRs de insectos les otorga menor
toxicidad aguda en vertebrados, su persistencia ambiental representa un riesgo
ecolégico significativo para polinizadores como Apis mellifera L. (Thompson,

2010; Simon-Delso et al., 2014).

Entre las alternativas comerciales al uso de insecticidas sintéticos para el
control de M. domestica, destacan compuestos de origen natural como las
piretrinas, spinosad y el aceite de Neem (Azadirachta indica J. Meliaceae). Las
piretrinas se obtienen de extractos de Tanacetum cinerariifolium Sch. Bip.
(Asteraceae) (GrdiSa y Grsi¢, 2013) y consisten en seis compuestos activos

divididos en dos grupos: derivados del acido crisantémico (piretrina I, cinerina |,
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jasmolina 1) y derivados del acido pirétrico (piretrina Il, cinerina Il, jasmolina II).
Su mecanismo de accion —similar al de los piretroides sintéticos— altera la
transmision del impulso nervioso en insectos mediante el bloqueo de canales de
sodio. Para mejorar su eficacia, se formula comunmente con butéxido de
piperonilo (PBO), un sinergista que inhibe las oxidasas de funcién mixta (FMO)
en artropodos (Pap et al., 2001). Pese a presentar baja toxicidad en mamiferos,

son altamente toxicas para organismos acuaticos (Osimitz et al., 2022).

El spinosad es una mezcla de espinosinas Ay D que constituyen lactonas
macrociclicas producidas por la bacteria Saccharopolyspora spinosa Mertz 'y Yao.
Estas ejercen su accion insecticida mediante la activacion prolongada de los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) y GABA, induciendo
hiperexcitacion neuronal, paralisis y muerte (Salgado, 1998). Sus ventajas
incluyen baja toxicidad en mamiferos, rapida degradacion ambiental y

selectividad hacia organismos no blanco (Khan, 2018).

El aceite de Neem, obtenido a partir de las semillas de A. indica, contiene
como principio activo, la azadiractina, un limonoide tetranotriterpenoide
caracterizado por un nucleo furanolactonico altamente oxidado (Nathan et al.,
2004). El aceite de este arbol presenta multiples mecanismos de accién, tales
como la interrupcion de la metamorfosis en larvas y pupas mediante la
interferencia con la sintesis de ecdisteroides, un efecto antialimentario por

bloqueo de receptores gustativos, y reduccién de la fecundidad mediante



alteracién de la vitelogénesis (Siriwattanarungsee et al., 2008). Sus ventajas lo
posicionan como una alternativa sostenible, ya que posee bajo riesgo de
desarrollo de resistencia, una rapida biodegradabilidad, compatibilidad con otras
técnicas de manejo como el control bioldgico y cuenta con certificacion para su
uso en agricultura organica (OMRI, 2023), ademas de presentar baja toxicidad

en mamiferos (Benelli et al., 2016).

El uso intensivo de insecticidas sintéticos ha propiciado el desarrollo de
resistencia en M. domestica, la cual, segun Busvine (1980), se define como 'la
capacidad hereditaria de una poblacion para sobrevivir a dosis letales mediante
mecanismos fisiolégicos, bioquimicos o conductuales'. Esta resistencia se
manifiesta a través de dos vias principales: mecanismos metabdlicos, que
implican modificaciones enzimaticas para detoxificar compuestos, y mecanismos
no metabdlicos, asociados a alteraciones en los sitios de unién del insecticida o
reduccion de la penetracion cuticular. Paralelamente, puede desarrollarse un
fendmeno distinto conocido como tolerancia, que se refiere a la capacidad de
soportar los efectos del insecticida sin involucrar necesariamente una
desintoxicacion fisiolégica, sino a través de adaptaciones como cambios
conductuales de evitacion, una mayor capacidad de reparacion de tejidos o una
mayor tasa de reproduccion que compensa la mortalidad (Dent, 2000; Lagunes-

Tejeda y Villanueva-Jiménez, 2009).



El desarrollo de resistencia en M. domestica se ve favorecido por rasgos
bioldgicos propios de la especie, como su alta fecundidad, ciclo vital corto y
plasticidad térmica (Kaufman et al.,, 2010), entre otros. Esto constituye un
problema global, con mas de 84 casos documentados en multiples regiones
(Mota Sanchez y Wise, 2015), incluyendo Argentina (Acevedo et al., 2009),
Estados Unidos (Freeman et al., 2019), China (Wang et al., 2012) y Turquia
(Akiner y Caglar, 2012). La resistencia, no solo se limita a productos sintéticos
como OPs (Abbas et al., 2015), piretroides (Khan, 2019) y neonicotinoides (Kavi
et al., 2014), si no que también existen reportes en insecticidas de origen natural
como piretrinas y su uso combinado con PBO (Kristensen et al., 2001) y
espinosad (Khan, 2018). Esto trae como consecuencia un incremento en la
frecuencia y dosis de aplicaciones de insecticidas necesarias para su control,
produciendo un circulo vicioso que eleva los costos operativos y la contaminacién
ambiental, ademas de la persistencia de los insecticidas en ecosistemas, los
cuales afectan organismos no blanco y degradan la fertilidad edafica (Jayaraj et

al., 2016), haciendo imperativa la investigacion de alternativas sostenibles.

Los aceites esenciales (AEs) han surgido en los ultimos afios como una
alternativa promisoria a los insecticidas sintéticos. Quimicamente, se definen
como mezclas complejas de metabolitos secundarios volatiles de origen vegetal,
que cumplen funciones ecoldgicas clave en las plantas como defensa contra
patégenos y herbivoros, atraccibn de polinizadores y comunicacion

interespecifica, entre otras (Pavela, 2015; Zuzarte y Salgueiro, 2015). Estan
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constituidos principalmente por hidrocarburos de tipo mono y sesquiterpenos y
compuestos aromaticos (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos, cetonas, lactonas
y fenoles). Estos son hidrofébicos y miscibles en solventes organicos (Asbahani
etal., 2015), y son sintetizados en estructuras especializadas de las plantas como
tricomas glandulares, canales resiniferos o vacuolas de 6rganos especificos
(flores, hojas, tallos o raices). Su produccion se ha descrito principalmente en
plantas aromaticas de la familia Lamiaceae (Mentha spp.), Lauraceae
(Cinnamomum spp.), Asteraceae (Artemisia spp.) y Rutaceae (Citrus spp.), entre
otras (Gonzalez-Coloma et al., 2013). Se obtienen a través de la separacién de
la fase acuosa por hidrodestilacion, arrastre por vapor y métodos mecanicos en
frio, con rendimientos de extraccion <1% del peso fresco, por lo que son

sustancias de alto valor comercial (Zuzarte y Salgueiro, 2015).

Los aceites esenciales son muy demandados en el mercado debido a su
amplia actividad biolégica, demostrando efecto como agentes antimicrobianos
(antibacterianos y fungicidas), antioxidantes y bioplaguicidas con efectos
acaricidas e insecticidas (Shaaban et al., 2012). En el ambito del control de
insectos, ejercen diversos mecanismos de accion que incluyen efectos
insecticidas directos por neurotoxicidad, propiedades repelentes y disuasion
alimenticia y de la ovipostura; ademas son capaces de regular el crecimiento al
interferir con la metamorfosis (Gupta et al., 2023). Comparados con los
insecticidas sintéticos convencionales, presentan ventajas ecoldgicas como su

baja persistencia ambiental, mayor selectividad, lo que reduce el impacto sobre
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organismos no blanco, y riesgo minimo de desarrollar resistencia (Isman, 2006).
Esta ultima caracteristica se atribuye a su compleja composicién quimica, donde
la actividad insecticida surge de la sinergia entre multiples compuestos que

actuan sobre diversos blancos moleculares (Saroj et al., 2020).

Los AEs y sus componentes han demostrado eficacia en el control de M.
domestica, con estudios que destacan especialmente aquellos provenientes de
menta (Mentha x piperita L.) y jengibre (Zingiber officinale Roscoe). Morey y
Khandagle (2012), reportaron para estos aceites actividad larvicida significativa
(CLso < 140 ppm), junto con un efecto repelente en adultos superior al 85% y una
inhibicién de la oviposicion del 98%. Resultados similares fueron obtenidos por
Kumar et al. (2011) con el aceite de menta, quienes adicionalmente evaluaron el
proveniente de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) en diluciones inferiores al
10%, logrando un 100% de inhibiciéon en la emergencia de pupas. Estos efectos
se atribuyen principalmente a la interaccién de los terpenos mayoritarios, mentol
y 1,8-cineol, con el sistema nervioso central de los insectos, provocando el
bloqueo de canales iénicos y desregulacién de neurotransmisores (Isman, 2020).
En cuanto a lo reportado en otros AEs, Chintalchere et al. (2020), caracterizaron
la actividad insecticida del aceite de laurel (Laurus nobilis L.), obteniendo
concentraciones letales de CLso = 43.03 mg dm™ en adultos y 64 uL 0.25 L-'en
pupas, observandose ademas deformidades morfologicas en los adultos que

lograron emerger de las pupas tratadas.
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Pavela (2008) evalud la toxicidad de seis monoterpenos caracteristicos de
aceites esenciales provenientes de la familia Lamiaceae en adultos de M.
domestica, demostrando que el timol, componente mayoritario de Thymus
vulgaris L., y carvacrol, predominante en Origanum vulgare L., presentaron la
mayor actividad toxica por aplicacion tépica, con dosis letales inferiores a 100 ug
adulto!. Resultados similares fueron obtenidos al evaluar los monoterpenos y-

terpineno, p-cimeno y cineol, mostrando una alta toxicidad fumigante (DLso < 100

Mg cm®).

Estos hallazgos destacan el potencial insecticida de los AEs y sus
componentes, los que ademas actuan en concentraciones muy bajas. Sin
embargo, el uso de AEs en el control de plagas se ha visto limitado producto de
su alta volatilidad y sensibilidad a factores ambientales como la luz, oxigeno y los
cambios de temperatura, que provocan variaciones en su composicion y rapida
degradacion (Botrel et al., 2012). Para superar estos desafios, las técnicas de
microencapsulacion como la nanoemulsificacion, surgen como una estrategia
prometedora. Las nanoemulsiones son sistemas coloidales compuestos por dos
fases liquidas inmiscibles (agua y aceite), que pueden organizarse en estructuras
de tipo agua-en-aceite (W/O) o aceite-en-agua (O/W). Estos sistemas incorporan
tensioactivos anfipaticos que reducen la tensién superficial y forman pequefias
gotitas de tamafo nanométrico (200 nm) que encapsulan los compuestos
activos (Sharma et al., 2020). Esta tecnologia ofrece multiples ventajas como
aumentar la solubilidad y el area de interfase, lo que mejora la distribucién y
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actividad biologica del aceite esencial (Pascual-Villalobos et al., 2019). Su
produccion es sencilla y econdmicamente viable, al no requerir solventes

especiales (Pavoni et al., 2020).

Las nanoemulsiones muestran estabilidad termodinamica y cinética que
previene la sedimentacidn o separacion de fases, mientras protegen los
compuestos activos de la degradacién ambiental mediante su encapsulacién.
Junto a esto, permiten una liberacién controlada de los compuestos activos
(Sharma et al., 2020) y, dado su tamafo nanométrico, la penetracion de los
aceites a través de la cuticula de los insectos se incrementa, mejorando su

eficacia para el control de plagas (Lépez et al., 2021).
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1.

Hipotesis
M. domestica presenta mayor tolerancia a insecticidas sintéticos

(cipermetrina, pirimifos-metil) que a bioinsecticidas comerciales (azadiractina,

piretrinas).

2. Los aceites esenciales de plantas aromaticas cultivadas poseen efecto

insecticida y repelente contra M. domestica.

Objetivo general

Evaluar en condiciones de laboratorio la susceptibilidad de M. domestica a

insecticidas sintéticos, bioinsecticidas comerciales, aceites esenciales vy

nanoemulsiones de D. ambrosioides analizando sus efectos letales y subletales

en larvas, pupas, y adultos.

1.

Objetivos especificos

Evaluar la actividad insecticida de azadiractina, D-limoneno, cipermetrina,
piretrinas y pirimifos-metil y determinar sus dosis letales en larvas, pupas y

adultos de M. domestica.

. Evaluar la actividad insecticida y repelente de los aceites esenciales de

eucalipto (Eucalyptus globulus), hinojo (Foeniculum vulgare), salvia (Salvia
officinalis) 'y paico (Dysphania ambrosioides), y determinar sus
concentraciones letales en adultos de M. domestica.

Desarrollar nanoemulsiones estables del aceite esencial de D. ambrosioides

y evaluar su actividad insecticida.
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Resumen

La mosca doméstica (Musca domestica L., Diptera: Muscidae) transmite
enfermedades tanto al ser humano como al ganado. El principal método de
control de esta plaga es el uso de insecticidas sintéticos. Sin embargo, su uso
intensivo ha incrementado la resistencia en sus poblaciones. Dado esto, se
requieren alternativas insecticidas con distintos modos de accion para el manejo
rotacional. El objetivo de esta investigacion fue evaluar, en condiciones de
laboratorio, la toxicidad de formulaciones comerciales de cipermetrina, pirimifos-
metilo, piretrinas + butdxido de piperonilo (PBO), aceite de neem, y D-limoneno
sobre larvas, pupas y adultos de M. domestica provenientes de explotaciones
ganaderas. Piretrina mas el PBO exhibi6é la mayor mortalidad en moscas, con
una CLso de 0.55 mL L', sin diferencias significativas con respecto a la
cipermetrina (CLso = 0.62 mL L™"). Todos los insecticidas fueron menos eficaces

contra los estadios inmaduros y las piretrinas mas PBO fueron los tratamientos
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mas toxicos contra larvas, pupas y moscas, probablemente porque el compuesto

sinergista PBO bloqued la accién de enzimas detoxificadoras.
Abstract

The housefly, (Musca domestica L., Diptera: Muscidae) transmits diseases to
humans and livestock. Synthetic insecticides are the most effective way to deal
with this pest. However, the intensive use of these chemicals has led to an
increased resistance in housefly populations. Therefore, product alternatives with
different modes of action are needed for rotational management to prolong their
effectiveness. We assessed the toxicity of commercial formulations of
cypermethrin, pirimiphos-methyl, pyrethrins + piperonil butoxide (PBO), neem oil,
and D-limonene under laboratory conditions against the larvae, pupae, and adults
of M. domestica obtained from dairy farms. The highest mortality rates against
larvae, pupae and adult were shown by pyrethrins + PBO, this was most likely
due to the action of detoxifying enzymes being blocked by the synergist PBO. with
an LCso = 0.55 ml I'!, which did not differ significantly from cypermethrin (LCso =
0.62 mL L™"). All the insecticides were less effective against the immature stages.
Pyrethrins + PBO exhibited the highest mortality against the larva, pupae, and
adult houseflies, probably because the synergist PBO blocked the action of

detoxifying enzymes.

Keywords: housefly, bioinsecticides, neem, pyrethrins, limonoids.
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Introduction

The housefly, Musca domestica L., (Diptera: Muscidae), is an important
insect in medical and veterinary contexts due to its role as a vector for various
human and animal diseases. It serves as a reservoir for numerous pathogens,
including Shigella and Salmonella species, Vibrio cholerae, Escherichia coli, and
Staphylococcus aureus, among others (Mansour et al. 2011, Al-Jasmine et al.
2019). Intensive animal farming in confinement creates optimal conditions for the
proliferation of housefly populations, due to elevated temperatures, high humidity
levels, and the presence of manure (Rutz et al. 2015). This environment can lead
to stress in both animals and workers, facilitate the transmission of diseases, and
result in economic issues, such as the spotting of eggs in poultry houses

(Learmount et al. 2002).

Synthetic insecticides are frequently employed to manage housefly
populations (Freeman et al. 2019). Furthermore, houseflies can travel up to 20
km in a single day in search of food (Masciocchi 2016, Soyelu et al. 2020), and
the expansion of urban areas has led to the encroachment of residential zones
on cattle farms. Both of these are subjected to insecticide treatments to diminish
the prevalence of houseflies. As a result, this pest is overtreated with insecticides,
which increases the risk of the development of resistance. The Arthropod

Pesticide Resistance Database (https://www.pesticideresistance.org/) contains,
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for M. domestica, more than 463 cases of insecticide resistance worldwide,

including practically all the active compounds authorized for use against this pest.

A resistance management strategy consists of rotating insecticides
affected by different mechanisms of resistance (Abbas et al. 2015, Scott 2016,
Feng and Liu 2020). For M. domestica, the use of effective natural insecticides in
control programs may cause both lethal and sublethal effects, which reduces the
selection of resistant insects. Pyrethrins from Tanacetum cinerariifolium
(Asteraceae) are traditional compounds to control houseflies, but they pose a high
risk of cross-resistance as natural versions of pyrethroids. However, unlike its
synthetic version, some commercial formulations contain several toxic
compounds (pyrethrins | and Il, Cinerin | and II, and Jasmolin | and Il), which
reduce the risk of resistance (Scott 2016). Another natural alternative is neem oll
(Azadirachta indica J: Meliaceae), derived from an Indian tree that has been
industrialized and currently has several commercial formulations for agricultural,
urban, and veterinary use. Dad-Buneri et al. (2011) studied a commercial neem
extract against third-instar larvae and documented their effect on fecundity. The
LCso of this extract was 0.25%. Although the treated larvae reached the adult
stage, neem oil completely inhibited their ability to lay eggs. Similarly, Al-Jasime
(2019) assessed a formulation of neem oil at concentrations of 0.1-1.0 ml I'' mixed
with the diet for larvae, which caused 48-89% mortality. This compound caused
abnormalities in treated insects, such as localized black spots or the complete

blackening of bodies. Other commercial insecticides of natural origin are
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avermectins and spinosyns; however, there is a high risk of resistance to these

compounds (Shi et al. 2011, Khan and Shad 2014, Zhang et al. 2019).

This study aimed to assess the toxicity of commercial formulations of
cypermethrin and pirimiphos-methyl and the bioinsecticides pyrethrins, neem oil,
and D-limonene available in the Chilean market against the larvae, pupae, and

adults of M. domestica obtained from a dairy farm.
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Materials and Methods

Adult houseflies were collected from a cattle barn at the Facultad de
Medicina Veterinaria of Universidad de Concepcion in Chillan, Chile (GD: -
36.594669, -72.084651), using a sweep net. The flies were then transported to
the laboratory and identified using the taxonomic key of Masciocchi (2016).
Inbreeding was prevented by adding flies collected from fields to the colony each

year.

The houseflies were reared under laboratory conditions as described by
Khater et al. (2019) in a bioclimatic chamber (Memnert Gmbh IPS 749,
Schwabech, Germany) under controlled conditions [25 £ 5 °C, 65 £ 2% relative
humidity, and a photoperiod of 16:8 (L:D)]. The adults were provided with a cotton
swab soaked in 5.0 g of milk powder, placed in a Petri dish, and replaced every
24 h. The eggs were collected daily and transferred to the rearing medium, which
consisted of strips of absorbent paper stacked in layers moistened with 2.0% milk

and sugar (v/v) inside a container with a lid until the larvae emerged.

The activity of insecticides (Table 1) against the larvae was assessed as
described by Mohammed et al. (2021) with modifications. A total of 25 third instar
larvae were placed in a 9 cm Petri dish and sprayed with 2 ml of each
concentration of insecticide using a Potter spray tower (Burkard Manufacturing
Co. Limited, Hertfordshire, England) at 10 psi. The mortality was recorded at 24,

48, and 72 h. An insect was classified as dead if it showed no movement after
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being prodded with a dissection needle. The maximum mortality in the control
group was 3.0%, and the mortality in the treatment group was adjusted using

Abbott's formula (Abbott 1925).

The sublethal effects were determined by estimating the percentage of
pupation and emergence of adults in the surviving larvae. Each treatment had 10
replicates of 20 larvae each with the following concentrations: cypermethrin at 1.0,
2.0, 12.5, 25.0, and 37.5 ml I'"; pirimiphos-methyl at 2.8, 5.6, and 45 ml I"; D-
limonene at 14.1, 56.0, 84.0, and 112.6 ml |~"; azadirachtin at 0.04, 0.08, 0.6, 1.2,
and 1.8 ml I""; and pyrethrins + PBO at 0.14, 0.28, 4.5, 6.75, and 9.0 ml I™". The

untreated control consisted of distilled water.

The activity of insecticides against the larvae was assessed as described
by Mohammed et al. (2021) with modifications. A total of 25 third instar larvae
were placed in a 9 cm Petri dish and sprayed with 2 ml of each concentration of
insecticide using a Potter spray tower (Burkard Manufacturing Co. Limited,
Hertfordshire, England) at 10 psi. The mortality was recorded at 24, 48, and 72 h.
An insect was classified as dead if it showed no movement after being prodded
with a dissection needle. The maximum mortality in the control group was 3.0%,
and the mortality in the treatment group was adjusted using Abbott's formula

(Abbott 1925).
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Table 1. Insecticides against Musca domestica assessed under laboratory conditions.

Cuadro 1.

Insecticidas utilizados contra Musca domestica bajo condiciones de

laboratorio.

Active Recommen WHO
Insecticide . . ded dose IRAC Group’ Company toxicity
ingredient M Pt
(ml 1) class
UN. Compounds Marketing  IV. Unlikely
Neem-X®  Azadirachtin 40  Ofunknown or Arm o present
uncertain mode International acute
of acti Inc. USA. hazard
3. Sodium Anasac S.A "M cﬁm__MM_w
Spee 3® EW  Pyrethrins+PBO 10.0 channel G SA. P
Chile acute
modulators
hazard
o UN. Compounds g iraqe 1L Slightly
Lemonsol . of unknown or ,
D-limonene 84.0 . Laboratories hazardous
EC uncertain .
, S.A. Chile
mode of action
. 3.-Sodium Il.
Cyperkill 25 Cypermethrin 6.0 channel >:mmm.o S-A. Moderately
EC Chile
modulators hazardous
1.- il
Actellic® 50 Pirimiphos Acetylcholineste Syngenta .
EC Methyl 100 " ase(ACRE)  Chies.A  Moderately
hazardous

inhibitors

"The Insecticide Resistance Action Committee". The IRAC mode of action classification
online (IRAC International, 2024) (www.irac-online.org).**The World Health Organization (WHO).

*IRAC=

Hazard.

of Pesticides by

Classification
(https://www.who.int/publications/i/item/9789240005662).

Recommended
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The sublethal effects were determined by estimating the percentage of pupation
and emergence of adults in the surviving larvae. Each treatment had 10 replicates
of 20 larvae each with the following concentrations: cypermethrin at 1.0, 2.0, 12.5,
25.0, and 37.5 ml I'"; pirimiphos-methyl at 2.8, 5.6, and 45 ml I-'; D-limonene at
14.1, 56.0, 84.0, and 112.6 ml I™"; azadirachtin at 0.04, 0.08, 0.6, 1.2, and 1.8 ml
I=1; and pyrethrins + PBO at 0.14, 0.28, 4.5, 6.75, and 9.0 ml I"'. The untreated

control consisted of distilled water.

The test on the pupae was performed as described by Mohammed et al.
(2021). A total of 20 pupae that were 72-hour-old were placed in a 9-cm Petri dish
treated with 2.0 ml of insecticide using a Potter tower at 10 psi. The biological
response windows between 0 and 100% were observed only in pirimiphos methyl,
pyrethrins + PBO, and D-limonene. Cypermethrin and azadirachtin did not kill any
of the houseflies at all the concentrations assessed because all the treated pupae
reached the adult stage. Each treatment consisted of 10 replicates of 20 pupae
each with concentrations as follows: pirimiphos methyl at 5.6, 45.0, 90.0, and 135
ml I='; d-limonene at 7.0, 14.0, 56.0, 112.0, and 224.0 ml |I='; and pyrethrins + PBO
at 0.14, 0.28, 1.25, 5.0, and 20.0 ml I-'. The number of adults that emerged was
assessed after 7 days. The maximum mortality (unemerged pupae) in untreated
control was 2.0%, and thus, the mortality in the treatments was adjusted using

Abbott's formula (Abbott 1925).
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The insecticidal activity on all the adult houseflies was assessed as
described by Subaharan et al. (2021). Three-day-old male and female flies were
immobilized at -20°C for 80 s as described by Velho et al. (2020). A volume of 2
Ml of each treatment was applied on the ventral side of the abdomen with a
micropipette. The houseflies were then placed in 250 ml plastic containers with
cotton saturated with water and 2.0% sugar inside and covered with a cloth mesh
secured with an elastic band. Each treatment had 20 replicates of 20 adult
houseflies. The concentrations assessed were as follows: cypermethrin 0., 1.6,
3.1,12.5, and 25 ml I*, pirimiphos-methyl 0.5, 0.7, 1.0, 1.4, 3.0, and 50 ml I"", D-
limonene 14.0, 56.0, 70.0, 84.0, 98.0, and 112.0 ml "', azadirachtin 0.1, 1.0, 2.0,
and 3.0 ml I"*, and pyrethrins + PBO 0.078, 0.090, 0.125, 0.156, 0.313, and 0.625
ml I='. The mortality was recorded 24 h after treatment, and the maximum mortality
in untreated control was 5.0%; it was adjusted using Abbott's formula (Abbott
1925). The bioassays were carried out in a completely randomized experimental
design, and the data were analyzed using SAS (SAS Institute 1999). The data
obtained in each bioassay were tested for normality using a modified Shapiro-
Wilks test, and the homogeneity of variances was tested using the Levene’s test
(Gomez 2019). If this distribution was present, the means were compared using
a one-way analysis of variance (ANOVA) and a Tukey test (p < 0.05). The lethal
concentrations that killed 50% of the treated individuals (LCs0) were estimated
using a Probit analysis (Finney 1971) with the ecotox package of the R software

(Hlina et al. 2021).
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Results and Discussions

Larvicidal activity
The highest mortality was obtained with pyrethrins + PBO (61.4% at 4.5 ml

I=) with an LCso = 12.4 ml I"!(Table 2). Cypermethrin at 12.5 ml I-" produced 23.5%
larval mortality and 32.94% when the dose was a double rate (LCs0 = 135.9 ml
I="). The mortality with pirimiphos-methyl did not surpass 40%. The viscosity of
this insecticide was inherent in its formulation, but it hindered testing at higher
concentrations. Therefore, it was not possible to establish a full mortality dosage
or perform a Probit analysis. Azadirachtin did not cause larval mortality at 0.6 ml
I='and only 6.91% with three-fold treatments of this concentration. D-limonene
produced 15.6% mortality at 84 ml I"'and 80% at 168 ml. This resulted in an LCso
= 81.6 ml I"'. The toxicity ratio 50% (TRso0) (LCso treatment /LCso more toxic
treatment) of pyrethrins was 22.8- and 6.6-fold more toxic than cypermethrin and

D-limonene.

There was a noticeable decrease in the pupation rates with increasing
dosage levels and only significant differences were observed with the untreated
control in the highest concentrations tested (Table 3). This suggests that certain
larvae treated with the highest concentrations at 72 h remained intoxicated and
did not reach the pupal stage. Azadirachtin showed no significant differences
compared to the untreated control. Similar results were observed in pupae that
reached the adult stage. Only high concentrations of cypermethrin, pirimiphos-

methyl, and pyrethrins + PBO differed significantly from the control.
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Table 2. Lethal concentration 50% (LCso), slope (b), and Toxicity Ratio 50% (TRso) of
synthetic and natural commercial insecticides against the larvae and pupae of Musca
domestica.
Cuadro 2. Concentracion letal 50 % (CLso), pendiente (b) e indice de toxicidad 50% (TRso)
de insecticidas sintéticos y naturales comerciales contra las larvas y pupas de Musca
domestica.

Bioassay Treatment b +SE® LCso® Pr>X?*  TRs
. 282.8
+
Cypermethrin 0.42 £0.14 [19.1-939.3] 0.0022 228
- . 12.4
+
Larvicidal Pyrethrins+PBO 1.02 £0.071 0.5 — 29.8] 0.0018 1.0
D-limonene 2514 813 0.0299 6.6
R [70.8 — 92.65] ' ’
Pirimiphos- 745.9
methyl 1.5 £0.53 [250.9-8.1 x10°7] 0.0031 15.5
- , 6.46
Pupicidal  Pyrethrins+PBO  0.95 +0.08 [4.6-9.7] 0.0001 1.0
. 79.7
D-limonene 2.29 £1.03 0.0264 12.3

[66.31-95.14]
aSlope value. PLethal Concentration at 50% (ml I-'" water) of effect with confidencelimits at 95%
probability. °Model fit to a straight line. 9Toxicity ratio 50% (LCso treatment /LCso more toxic
treatment).

The difference in toxicity between the pyrethrins and cypermethrin may be
attributed to the presence of piperonyl butoxide (PBO) in the formulation. PBO
inhibits cytochrome P450 monooxygenases and esterases, which reduces the
amount of insecticide resistance (Demkovich et al. 2015, Scott 2016, Zhou et al.
2022). The lower susceptibility of the larvae to insecticides, mainly pyrethroids,
has been previously documented in houseflies. Fu-xing et al. (2002) documented
more tolerance to pyrethroid insecticides in the larvae than the adults due to the

high activity of glutathione S-transferase (GST) enzymes.
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Table 3. Percentage (%) of pupation and emergence of Musca domestica adults from
larvae treated with cypermethrin, pirimiphos-methyl, D-limonene, azadirachtin and
pyrethrins + PBO.

Cuadro 3. Porcentaje (%) de pupacion y emergencia de adultos de M. domestica a partir
de larvas tratadas con cipermetrina, pirimifos metil, D-limoneno, azadiractina y piretrinas
+ PBO.

Insecticide Concentration Pupation’ Adult emergence
(ml ™) (%) (%)
0.0 959a 77.8 a
1.0 86.6 a 67.7 ab
Cypermethrin 2.0 76.6 ab 57.1 ab
12.5 69.1 ab 46.8 bc
25.0 63.8 ab 38.8 bc
37.5 60.6 b 325¢c
CV (%)~ 12.9 22.4
0.0 90.1a 63.9 a
Pirimiphos-methyl 2.8 85.1a 58.6 a
5.6 81.9 ab 541 a
45.0 61.8b 48.8 a
CV (%) 54 15.1
0.0 96.5 a 74.7 a
141 96.7 a 47.2 a
D-limonene 56.0 84.4 a 514 a
84.0 52.2 ab 47.2 a
112.0 20.0b 28.6b
CV (%) 17.4 31.4
0.0 98.7 a 54.8 a
0.04 98.9 a 46.7 a
0.08 95.5a 49.4 a
Azadirachtin 0.6 90.0 a 355a
1.2 87.6 a 39.5a
1.8 83.3a 321a
CV (%) 8.4 16.9
0.0 92.3a 91.2a
0.14 83.5a 839a
Pyrethrins+PBO 0.28 64.9 a 809 a
4.5 37.1ab 79.4 a
6.75 22.7 ab 70.5a
9.0 18.6 b 476 Db
CV (%) 18.1 28.3

"The number of pupae in control was considered 100%. “Coefficient of variation (CV). Mean values
in each column with different letters are significantly different at 0.05 (Tukey test; p=0.05) level of
probability.
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Organophosphates, such as pirimiphos methyl, have been used for many
years to control houseflies, which have developed resistance in various regions.
Unlike pyrethroids, they are primarily used to control adult flies rather than larvae

(Asid et al. 2017, Alzabib et al. 2023, Pai et al. 2023, Kather et al. 2019).

The lower toxicity of azadirachtin in this study contrasts with the findings of
Ali Mhazar et al. (2023), who observed 94% mortality in the third-instar larvae at
72 h with a 1.285% concentration and an 80% decrease in the formation of pupae
at lower concentrations. However, lllavarasan et al. (2016) documented a
larvicidal activity of 50% with a concentration of 5 ml =1, which was almost three-
fold higher than the highest concentration used in this study. Our results showed
that azadirachtin exhibits insecticidal activity against larvae and pupae. However,
the concentration of this compound in the product is not sufficient for control, so
an alternative containing a higher concentration of azadirachtin is needed for use

on flies.

The monoterpene D-limonene with 73.2% concentration of essential oil of
Citrus sinensis L. was assessed by Kumar et al. (2014), who obtained larval
mortality of 50% in 2 days with a concentration of 2.01 yl cm?. Although D-
limonene exhibited larvicidal activity, higher concentrations were necessary to
achieve mortality rates comparable to those reported in the literature. Its lower

efficacy may be due to the formulation and method used to study its activity.
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Pupicidal activity

The pupae were the least susceptible to the insecticides tested. The only
insecticide that showed significative toxicity at a commercial dose was the
pyrethrins + PBO with 42% mortality (LCso = 6.46 ml I"'). The rest of the
insecticides exhibited mortality < 10% at a commercial dose, and cypermethrin
and azadirachtin were less toxic (0% of dead pupae in all the concentrations
tested). The concentrations of insecticides increased to achieve mortality rates
from 0 to 100% for a Probit analysis. A three-fold higher dose of pirimiphos-methyl
resulted in a maximum mortality rate of 27.7%, whereas a four-fold concentration
of D-limonene (336 ml I"") achieved a mortality rate of 97.9%. The TRso indicated
that the treatment with pyrethrins + PBO was 115.5- and 12.3-fold more toxic than
pirimiphos-methyl (LCso = 745.9 ml I-*) and D-limonene (LCso = 79.7 ml I") (Table
2). There were no significant differences between pirimiphos-methyl and
azadirachtin in terms of adult emergence. In the rest of the insecticides, only the

highest concentrations were significantly different from the control (Table 4).

The tolerance of pupae to insecticides is associated with a decrease in the
rates of absorption of insecticides given the thickening of the cuticle (Koganemaru
et al. 2013, Strycharz et al. 2013, Fang et al. 2015, Balabanidou et al. 2018).
However, these results are not consistent with those of Ali-Mhazar et al. (2023),
who assessed the ability of cypermethrin and azadirachtin to inhibit M. domestica
pupae and concluded that both insecticides considerably decreased the rate of

emergence of adults.
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Similarly, lllavasaran et al. (2016) found that azadirachtin has significant
pupicidal activity at five days after treatment. However, in their study, the authors
did not use a commercial insecticide of neem but rather a freshly extracted fruit
oil, which probably had a greater concentration of azadirachtin than the

formulated insecticide.

Table 4. Adult emergence of M. domestica from the pupae treated with pirimiphos-methyl,
D-limonene, and pyrethrins+PBO.

Cuadro 4. Porcentaje de emergencia de pupas de M. domestica tratadas con los
insecticidas pirimifos metil. D-limonene y piretrinas + PBO.

Insecticide Concentration Adult emergence
(ml 1I™") (%)
0.0 754 a
5.6 68.3 a
Pirimiphos-methyl 45.0 58.1a
90.0 541a
135.0 53.4 a
CV (%) 15.1
0.0 80.0 a
7.0 751 a
14.0 61.8 a
D-limonene 56.0 515a
113.0 49.0 ab
224.0 20.0b
CV (%) 311
0.0 90.0a
0.14 84.3 a
Pirethrins + PBO 0.28 759 a
1.25 77.0 a
5.0 67.9 ab
2.0 34.0b
CV (%) 28.3

"Coefficient of variation (CV). Mean values in each column with different letters are significantly
different at 0.05 (Tukey test; p=0.05) probability level.
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Adulticidal activity

The control of M. domestica in barns and homes target adults by applying
insecticides to the walls, ceiling and equipment. The larvae can be controlled by
removing manure, feces, and refuse (Watson et al. 2017). Therefore, focusing
control measures on adult houseflies is considered an effective approach for
reducing their population density. Pyrethrins + PBO were the most toxic in adults,
and nearly 100% of the flies were killed at an LCso of 0.55 ml I-'. Cypermethrin,
with an LCso of 0.62 ml I, killed 69%. The confidence limits of both treatments
overlapped, thus indicating non-statistical differences as suggested by Robertson
et al. 2007 (Table 5). Pirimiphos-methyl (LCso = 1.1 ml I"') was significantly less
toxic than cypermethrin but not significantly different from pyrethrins + PBO.
Azadirachtin and D-limonene produced < 10% mortality. A double rate of D-
limonene and azadirachtin achieved 81.3% and 42.0% mortality of the flies. The
TRso indicated that the pyrethrins + PBO were 1.3, 2.0, 196.2, and 89.1 more toxic

than cypermethrin, pirimiphos-methyl, d-limonene, and azadirachtin (Table 5).
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Table 5. Lethal concentration 50% (LCso), slope (b), and Toxicity Ratio 50% (TRso) of
synthetic and natural commercial insecticides against adults of M. domestica.

Cuadro 5. Concentracion letal 50 % (CLso), pendiente (b) e indice de toxicidad 50% (TRso)
de insecticidas sintéticos y naturales comerciales contra adultos de M. domestica.

Insecticide b tEE? LCso® Pr>X%* RTs°
Cypermethrin 1.83+ 0.154 0.623 0.171 1.3
[0.513- 0.764]
Pirimiphos- 2.53+0.28 1.1 0.249 2.0
methyl [0.97 — 1.25]
, 0.999+0.08 0.552 <0.001 1.0
Pyrethrins+PBO [0.08 — 2.35]
2.3+0.93 108.3 0.527 196.2
D-limonene [0.51 —
1070.5]
_ _ 1.88+0.75 49.2 0.0128 89.1
Azadirachtin [30.8 — 144.7]

aSlope value. PLethal Concentration at 50% (ml I-! water) of effect with confidence limits at 95%
probability. “Model fit to a straight line. 9Toxicity ratio 50% (LCso treatment /LCsomore toxic
treatment).

The high toxicity of pyrethrins combined with piperonyl butoxide, including
its larvicidal efficacy, may be attributed to the presence of piperonyl butoxide in
the formulation. Joffe et al. (2011) observed that the combination of PBO with
pyrethrum resulted in 100% mortality of the houseflies, which was not achieved
by any of the other natural products tested. Licup et al. (2024) reported that
treatment with cypermethrin + tetramethrin + PBO resulted in 98.4% mortality at

15 min compared to 65.5% without PBO.

The low toxicity of cypermethrin against adult houseflies was also observed
by Ahmadi et al. (2020), who assessed different populations of houseflies from

dairy cattle farms, registering resistance ratios (RR) (LCso field population /LCso
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susceptible population) of 45 and 180-fold for the pyrethroids deltamethrin and
cypermethrin. Pai et al. (2023) compared five populations of M. domestica and
found that cypermethrin and pirimiphos-methyl showed a 100% mortality in a
susceptible population, while a maximum toxicity between 70% and 10% of
mortality was achieved in urban colonies. These researchers stated that
pyrethroids and organophosphates have been used extensively to control

houseflies, which may have led to an increase in cases of resistance.
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Resumen

La mosca comun (Musca domestica L.) transmite enfermedades tanto a los
animales como a las personas. El control de estos insectos se basa en el uso de
insecticidas, pero estos productos quimicos son cada vez menos eficaces y plantean
problemas de seguridad para el medio ambiente y las personas, por lo que es
necesario la busqueda de alternativas. Dado esto, este trabajo evalué la actividad
insecticida y repelente de los aceites esenciales de eucalipto, hinojo y salvia contra
adultos de M. domestica en condiciones de laboratorio. Los resultados de estos
bioensayos indicaron que los tres aceites demostraron propiedades insecticidas y
repelentes; El aceite de eucalipto fue el fumigante mas eficaz, eliminando al 100%
de los adultos con la concentracién de 34 yL L~' de aire, mientras que el aceite de
hinojo mostré mayor toxicidad por contacto, con una mortalidad del 100 % a 150 uL
L-'. Todos los aceites mostraron un porcentaje de repelencia mayor al 85% en
concentraciones inferiores a 20 uL L™'. Estos hallazgos destacan la efectividad de
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los aceites esenciales y sus componentes como alternativas ecolégicas al uso de

insecticidas sintéticos.
Abstract

The house fly, Musca domestica L., is a pest of great medical and
agricultural importance, serving as a vector for various diseases and undermining
the quality of agricultural products. Traditionally, synthetic insecticides have been
the primary means of control; however, their efficacy has declined over time, and
they are now less preferred due to their safety and environmental concerns. This
study evaluated the insecticidal and repellent properties of essential oils from
Eucalyptus globulus, Foeniculum vulgare and Salvia officinalis against M.
domestica. All EOs exhibited insecticidal activity: eucalyptus achieved 100%
fumigant mortality at 34 yL L™" air and showed the lowest LCso (18.1 yL L™ air),
while fennel and sage required 50 yL L™" air. In contrast, fennel showed the
highest contact toxicity (100% mortality at 150 yL L™"). Repellency exceeded 87%
for all EOs, with sage being the most repellent at the lowest concentration tested
(94% at 5 uL L™"). These results highlight the potential use of essential oils and
their constituents as environmentally friendly alternatives for the control of M.
domestica. However, further field validation and studies on individual components
and their synergistic combinations are needed to understand their efficacy and

fully optimize their use.

Keywords: essential oils, biopesticides, pest management, housefly.
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1. Introduction

The housefly, Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), is an insect species
closely linked to human settlements and livestock production systems. It has a
cosmopolitan distribution and is commonly found in urban, peri-urban, and
agricultural areas, especially in buildings that house birds and livestock [1]. This
species rapidly completes its life cycle, often in less than two weeks, and can
produce up to 12 generations in a single summer [2]. Houseflies flourish in
environments abundant in organic matter, such as animal manure, soiled animal

bedding, and household waste [3].

M. domestica is a pest because of its feeding and reproductive behaviors,
and it acts as a vector for over 100 species of pathogenic microorganisms that
affect humans and do-mestic animals. These pathogens include those
responsible for infant diarrhea, anthrax, cholera, taeniasis, typhoid fever,
trypanosomiasis, anaplasmosis, and tuberculosis, among others [4]. The increase
in house fly populations causes discomfort and stress in animals, reducing
livestock product yields and complicating their commercialization when

contamination occurs [3].

Synthetic contact insecticides have been used for years to control this pest
due to their low cost and effectiveness [5]. However, the extensive use of these
insecticides has resulted in resistance among housefly populations, primarily to

pyrethroids, with over 80 documented cases worldwide [6]. Additionally, users are
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increasingly concerned about the environmental risks and consequences
associated with synthetic insecticides [7]. Therefore, there is an urgent need to
explore alternative control methods that are environmentally friendly, non-toxic,

and less likely to cause resistance.

Among these alternatives are essential oils (EOs), complex aromatic
substances derived from plants. These oils play vital roles in plant defense and
signaling, such as attracting pollinators and beneficial insects [8,9]. The main
components of EOs are plant secondary metabolites with significant pest control
potential [10]. These are well established as multifunctional bioactive agents, with
comprehensive reviews documenting their broad-spectrum insecticidal, repellent,
and growth-disrupting properties against arthropod pests [11-13]. These studies
highlight their efficacy in fumigation, oviposition deterrence, and contact toxicity,
mechanisms often linked to their dominant terpenoid constituents. Botanical
extracts are also environmentally friendly, safe, and non-toxic to humans, pets,
and other non-target organisms [14]. Additionally, the large-scale production of
plant EOs for the perfume and food industries ensures their availability at low
prices, and their extraction does not harm the environment [15]. This research
aimed to evaluate the fumigant properties, contact toxicity, and repellency of EOs
from eucalyptus (Eucalyptus globulus Labill.), fennel (Foeniculum vulgare Mill.),
and sage (Salvia officinalis L.) against adult M. domestica under laboratory

conditions.
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2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

Eucalyptus (Eucalyptus globulus; Product Code: 7545) and sage (Salvia
officinalis; Product Code: 7610) essential oils were commercially sourced from
Now® Essential Oils (Now Foods, Bloomingdale, IL, USA), with certified 100%
purity. According to the manufacturer’s specifications, both oils were distilled with
steam, with eucalyptus distilled from leaves and small branches, and sage
distilled from partially dried leaves. In contrast, fennel (Foeniculum vulgare)
essential oil was produced in-house via hydro distillation using a Clevenger
apparatus (4 h, 1:10 plant-to-water ratio) and dried aerial parts (leaves and
flowers; harvested [March/2018]). For all bioassays, the essential oils were diluted
in high-purity acetone (99.5%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany; CAS 67-64-

1) to ensure consistency in the test solutions.

2.2. Insect rearing

Adult specimens of M. domestica were collected in the field using
entomological nets at the Estacion Experimental Ganadera of the Faculty of
Veterinary Sciences at Universidad de Concepcion and then transferred to the
Laboratorio de Entomologia y Acarologia Agropecuaria at the Faculty of
Agronomy of the Universidad de Concepcién. Management practices for
houseflies at the experimental station included the removal of animal feces and
bedding every 15 days, along with the application of AGITA® WG (Neonicotinoid,

Thiametoxam insecticide [10% (w/w), water-dispersible granules, Kwizda Agro,
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Germany]) at the start of the summer season. The origin of the individuals used
in the bioassays was not specified as they were not reared in discrete generations.
To prevent inbreeding, field-collected individuals were added to the colony

annually.

Rearing was performed based on the protocol by [15] with modifications.
M. domestica specimens were kept at 27 + 1 °C, 50 £ 5% relative humidity, and a
16: 12 hours light: darkness photoperiod in a bioclimatic chamber (Memnert
Gmbh IPS 749, Schwabech, Germany) inside cubic shaped meshes (50 x 50 x
50 cm). Adults were fed ad libitum with distilled water and granulated sugar in
separate Petri dishes. A mixture of wheat bran and whole milk with 2%(w/v)
granulated sugar was provided for oviposition. Eggs were collected twice a week
and stored in modified paper containers. Larvae were fed with moistened strips of

paper with milk and 2% (w/v) sugar disposed inside the containers.

2.3. Chemical analysis of EOs

The chemical composition of EOs was determined using a gas
chromatograph (GC,Agilent 7890, Santa Clara, CA, USA) coupled with an HP-
5MS capillary column (length of 30 m, inner diameter of 0.25 mm, thin film of 0.25
Mm and injection volume of 1 pL). The initial temperature of the equipment was
60 -C, which was maintained for 5 min, with an increase of 10 -C every minute
until 280 -C, where it was held for 15 min. The relative percentages of the

compounds from E. globulus, F. vulgare and S. officinalis were obtained using
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helium as the mobile phase and a mass selective detector (Agilent 5975 C, Santa
Clara, CA, USA), and the components were identified using the NIST/EPA/NIH

Mass Spectral Library (NIST 17).

2.4. Bioassays
2.4.1. Fumigant toxicity assay

Fumigant activity was evaluated using a device developed by the
Laboratorio de Entomologia y Acarologia Agropecuaria [16] (Figure 1). The setup
consisted of a 500 mL plastic container with a modified lid containing two
perforations. A small test tube lid was inserted through the perforations, and an
Eppendorf tube was secured using a transparent tulle mesh. Inside the Eppendorf
tube, a piece of filter paper was placed and impregnated with the corresponding
volume of EOs. The tulle mesh acted as a physical barrier to prevent direct contact
between the flies and the impregnated filter paper while allowing the dispersion of
volatile compounds within the container. A cotton swab moistened with distilled
water and a 2% (w/v) sugar solution was placed inside the container. Each
treatment included five replicates and fifteen adult flies (1-3 days old) per
container, without sex differentiation. The untreated control consisted of filter
paper placed in the tube without impregnation. Mortality was assessed 48 h after

exposure to the treatment.
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Figure 1. Outline the components of the fumigant test device, showing the sample test
tube lid (A), the tulle mesh (B), the Eppendorf tube (C), and the filter paper (D).

2.4.2. Contact toxicity assay

The insecticidal activity was assessed in adult flies using a modified version
of the method described by [17], where individuals were exposed topically instead
of to impregnated filter paper for better exposure control. Three-day-old flies,
without sex differentiation, were immobilized by placing them at —20 -C for 90 s.
Then, 1 uL of each essential oil (EO), diluted in acetone, was applied to the ventral
side of the abdomen. Each treatment consisted of five replicates, with fifteen adult
flies per replicate, and an untreated control (acetone only) was included. After
treatment, the flies were transferred to 500 mL plastic containers containing a
cotton ball saturated with distilled water and a 2% (w/v) sugar solution. The

containers were covered with tulle netting. Mortality was recorded 24 h
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2.4.3. Repellency assay

Repellency was evaluated using the method of [18] with modifications
(Figure 2). Two Buchner flasks were placed in an entomological cage (100 x 80
x 80 cm) and connected to an aquarium air pump probe. The airflow, previously
filtered with activated carbon and distilled water, was displaced through the probe.
Inside each flask, 1 mL of 0.5, 1.0, and 2.0% (v/v) solution of diluted EO was
added to 9 mL of milk for the treatment and 1 mL of acetone with 9 mL of milk for
the control. The airflow was constantly adjusted to 0.5 L min~! with a flow meter.
In the center of the cage, fifty 7-day-old flies were released, and the number of
flies that landed in each flask was counted after 2 h. Five replicates were
considered for each concentration, and the repellency percentage was calculated

using the following formula [19]:

R(%) = ( ) x 100

C = number of flies in the control, T = number of flies in the treatment.

Figure 2. Scheme of the repellency test where the cage (A), the control and treatment
Blchner flasks inside (B), the probe (C) that connects them to the flow meter (D), flask
with distilled water (E), flask with activated carbon (F) and the fish tank pump (G).
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2.5. Data analysis

Bioassays were conducted using a completely randomized experimental
design. The data obtained were statistically analyzed using the Statistical Analysis
System (SAS) software Version 9.00. [20]. Mortality percentages were corrected
using Abbott’s formula [21], and mean comparisons were performed using a one-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s test (p < 0.001).
Additionally, a Probit analysis was conducted to estimate the LCso and LCoo values
with 95% confidence intervals (Cl) using the R package “ecotox” [22]. LC values
were considered significantly different when their 95% Cls did not overlap. Chi-

square and p-values were also reported in this analysis.

55



3. Results
3.1. Chemical composition of EOs

All EOs exhibited distinct chemical compositions, with a higher presence of
monoterpene hydrocarbons (MHs). However, oxygenated monoterpenes (MOs)
were the most abundant compounds (Figure 3). Eucalyptus and sage also
contained sesquiterpene hydrocarbons (SHs) and oxygenated sesquiterpenes
(SOs), with sage showing the most remarkable chemical diversity. In contrast,

fennel was composed exclusively of monoterpenes.
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Figure 3. Chemical composition of eucalyptus, fennel, and sage essential oils. a) A
stacked plot bar shows each tested EQO's relative abundance of components. “Others”
represents the sum of 35 compounds with an overall abundance lower than 5%. b)
Circular plot shows the percent of compounds, and their chemical classes identified in all
the EOs studied (MH: Monoterpene hydrocarbon, MO: Monoterpene oxygenated, SH:
Sesquiterpene hydrocarbon, SO: Sesquiterpene oxygenated, OC: other compounds).
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Alpha-pinene was present in all EOs, with an abundance of at least 4%, while
Beta-pinene, Beta-myrcene, and Gamma-terpinene each accounted for less than
1% of the total composition (Table 6). The predominant compounds in eucalyptus
EO were the monoterpene Alpha-pinene (14%) and the MO 1,8-cineole (76.5%).
In fennel, the MOs fenchone (29.5%) and trans-anethole (57%) were the main
components, while in sage, the MOs camphor (18.8%) and Alpha-thujone (54.3%)

were the most abundant.

3.2. Fumigant toxicity

All the evaluated EOs showed fumigant toxicity against adult house flies
(Figure 4). The three treatments (eucalyptus, fennel, and sage essential oils)
achieved 100% mortality at 34, 50, and 50 uL L™ air, respectively. At the LCoo
level, eucalyptus essential oil proved to be the most effective treatment at 25.8 L
L' air. There were no significant differences in the LC90 between fennel and sage

essential oils, with values of 41.2 and 47.7 uL L—1 air, respectively (Table 7).
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Table 6. Chemical composition, relative abundance and classification of the components
from evaluated essential oils.

Compounds RT! Eucalyptus  Foeniculum Salvia
(min) globulus (%) vulgare (%) officinalis (%)

a-Pinene 5.702 14 4.644 4.03
Camphene 5.976 - 0.366 2.39
B-Phellandrene 6.455 - 0.108 -
B-Pinene 6.517 0.312 0.257 0.437
B-Myrcene 6.79 0.364 0.556 0.424
a-phellandrene 7.056 - 1.759 -
o-Cymene 7.449 - 0.143 0.277
D-limonene 7.541 1.897 0.916
1,8-Cineole 7.579 76.475 - 2.16
-terpinene 8.127 0.272 0.438 0.27
L-Fenchone 8.75 - 29.489 -
a-Thujone 9.125 - - 54.32
Chrysanthone 9.27 - - 5.33
Camphor 9.821 - 0.466 18.8
Borneol 10.189 - - 1.052
Terpinen-4-ol 10.403 - - 0.275
Estragole 10.766 - 2.14 -
Bornyl acetate 12.331 - - 0.565
Trans-anethole 12.434 - 57.278 -
Camphene 13.405 3.07 - -
a-Gurjunene 14.45 2.589 - -
Caryophyllene 14.613 - - 1.583
Humulene 15.151 - - 1.352
Aromadendrene 15.264 1.389 - -
(+)-Ledene 15.79 - - 0.51
Epiglobulol 16.769 0.204 - -
Globulol 17.137 0.966 - -
Viridiflorol 17.251 0.358 - 4.21
Epimanool 24.027 - - 0.588
Monoterpene 18.018 10.168 8.744
hydrocarbon (5) (9) (7)
Oxygenated 76.475 89.373 82.502
monoterpene (1) (4) (7)
Sesquiterpene 3.978 3.445
hydrocarbon (2) i (3)
Oxygenated 1.528 4.21
sesquiterpene (3) ) (1)
Others - - 0'(?2)38
Total identified (%) 99.999 99.541 93.489

'RT: Retention index.
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Figure 4. (A) Fumigant and (B) contact toxicity of the EOs of eucalyptus, fennel, and
sage against M. domestica adults.

Table 7. Fumigant toxicity lethal concentrations of 50% (LCso) and 90% (LCq) of the
evaluated essential oils against M. domestica adults.

Essential oils LCso (LC 95%)° LCgo (LC 95%)" Equation Chi- PGOF
(ML L™ aire) (ML L™ aire) 9 Square -
Eucalyptus 18.1a 258 a Y = 0.168x
(E. globulus) [17.3-19.0] [24.4-27 .6] - 3.05 6.47 0.167
Fennel 26.6 b 41.2b Y = 0.088x
(F. vulgare) [22.3-31.9] [34.9-56.8] -2.34 13.8 0.008
Sage Y =
e 28.2b 47.7b
(S. officinalis) [20.8-39.9] [37.2-85 4] 0.0165885x 9.25 0.02

*Lethal concentration at 50 and 90% effectiveness with their respective fiducial limits at 95%
probability, **p-values for the goodness of fit test. Different letters in the same column indicate that
their confidential limits do not overlap.

3.3. Contact toxicity
Similarly, all EOs exhibited contact toxicity (Figure 4). At the LC90 level, the

treatment with the highest contact toxicity was fennel essential oil at 130 pL L™
(Table 8). The eucalyptus and sage essential oils behaved very similarly, as their

cut-off values overlapped.

59



Table 8. Contact toxicity lethal concentration 50% and 90% of the evaluated essential
oils against M. domestica adults.

Esstantial LCs (LC 9_?%)* LCoo (LC 9_‘15%)* Equation Chi- PGOF
oils (ML mL™) (ML mL™) Square

(E‘u 37523533 [911 1 11-?21] 1 5129229] Y =_02'(_)01§ ™ 105 0033

Tewe | wre e YRU@m Lo

(S. oSffe;gialis) [1 (:;31127] [1 82§i3222] Y =_01.(.)7165 0% 415 0386

*Lethal concentration at 50 and 90% effectiveness with their respective fiducial limits at 95%
probability, **P-values for the goodness of fit test. Different letters in the same column indicate that
their confidential limits do not overlap.

3.4. Repellency

All essential oils demonstrated repellency against adult M. domestica.
Eucalyptus EO at a 5 yL mL~" concentration showed significantly lower repellency
(53%) than all other concentrations evaluated (Figure 5). In contrast, fennel and
sage EOs exhibited repellency percentages more significant than 85% across all

tested concentrations, with no significant differences.

120
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100- 93% 9‘i% 86% 85%  87%
78% T

o]
T

B E globulus
B F. ovulgare
B S. officinalis

Repellency (%)
3
.

5 10 20
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Figure 5. Repellence of M. domestica by eucalyptus, fennel, and sage EOs. “***”
indicates significant differences in percent repellency between concentrations as
determined by a one-way ANOVA test with a p-value (<0.005).
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4. Discussion

Monoterpenes are among the primary components of essential oils,
consisting of two isoprene units formed by ten carbon atoms. They are divided
into two main groups: hydrocarbon monoterpenes and oxygenated molecules.
The latter are also known as monoterpenoids and include oxygenated functional
groups in their structure [9]. Recent studies indicate that the bioactivity of
monoterpenes is linked to their effects on the nervous system, with the ability to
alter the function of ion channels, such as y-aminobutyric acid type A receptors
(GABAARS), nicotinic acetylcholine receptors (hAAChRs), tyramine receptors (TA),
octopamine receptors (OA), transient receptor potential (TRP) channels, and

enzymes like acetylcholinesterase (AChE) and Na+/K+-ATPase in insects [23,24].

Eucalyptus EO exhibited the strongest fumigant toxicity in our study,
attributable to its main components, 1,8-cineole (76.5%) and a-pinene (14%).
These results align with [25], which reported comparable fumigant activity for
Eucalyptus cinerea F. Muell. ex Benth EO against M. domestica adults, achieving
100% mortality within 15 min. Notably, E. cinerea EO contained an even higher
1,8-cineole concentration (>90%), further supporting its pivotal role in toxicity. The
insecticidal potency of 1,8-cineole is further supported by [26], where 1,8-cineole
exhibited multiple toxic effects at 5.0 mg kg-1, causing direct larval toxicity
through ingestion (LCso = 1.59 mg kg™'), reducing pupation rates by 67.5% and

adult emergence by 75%. Additionally, biochemical analyses revealed its capacity
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to competitively inhibit cytochrome P450 enzymes. These findings underscore
1,8-cineole’s efficacy as both a fumigant on adults and larvicide, highlighting its

versatility as an insecticide.

The EO with the highest contact toxicity, Foeniculum vulgare, typically
contains trans-anethole (48-90%) and fenchone (3—10%) as major components,
along with minor constituents such as estragole, a-pinene, and p-cymene [12,27].
Our analysis revealed a similar profile, though with a notably higher fenchone
content (29.5%) compared to the literature, while trans-anethole (57.3%) fell
within the reported range (Table 6). The insecticidal activity of fennel EO and its
primary components has been well documented. For example, [14] reported that
trans-anethole exhibited the highest toxicity against M. domestica larvae and
pupae (LCso = 0.58%), followed by fennel EO (LCso = 1.57%) and fenchone (LCso
= 17.22%). In addition, 100% larval mortality was achieved at 2.5% for trans-
anetholeand 10% for fennel EO. These findings align with [28], where it was
demonstrated that trans-anethole and lemongrass EO (Cymbopogon citratus;
45.23% geranial) showed superior adulticidal activity compared to a-cypermethrin
(1%). Notably, their combination caused 100% mortality in under 5 min (KTso =
3.2 min) and induced morphological deformities in larval mouthparts and
antennae. Importantly, these compounds exhibited low toxicity to non-target
organisms (Tetragonula pegdeni and Poecilia reticulata). Collectively, these
results highlight trans-anethole as the primary driver of fennel EO’s contact
toxicity, particularly against M. domestica larvae and pupae. Moreover, its efficacy
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can be significantly enhanced through synergistic combinations with other

bioactive compounds, suggesting promising potential for targeted formulations.

While Salvia officinalis EO exhibits a variable composition [29-32], it is
typically dominated by camphor, a-thujone, 1,8-cineole, viridiflorol, and B-thujone.
Our chemical analysis revealed a profile particularly rich in a-thujone (54.3%) and
camphor (18.8%), with minimal 1,8-cineole (2.2%). These findings correlate well
with the bioactivities reported by [29], where both sage and rosemary
(Rosmarinus officinalis) EOs demonstrated strong repellency and oviposition
inhibition against Calliphora vomitoria (2.5 uL/cm?), along with notable contact

toxicity (LDso = 1.2 pL/insect) and fumigant activity (LCso = 16.64 uL L™ air).

The insecticidal properties of these major components have been further
characterized in other diptera species. For example, [33] demonstrated that
thujone exhibits broad-spectrum toxicity against Bactrocera dorsalis (Diptera:
Tephritidae), affecting all life stages (LCso < 66 mg/mL) and achieving complete
oviposition deterrence at 5% (v/v). Conversely [34], found camphor to be relatively
ineffective against M. domestica, showing <50% repellency and low toxicity even
in susceptible strains. Notably, the repellent activity observed in our study appears
primarily attributable to a-thujone, given its high concentration and the minimal
contribution of 1,8-cineole. This aligns with established mechanisms of
monoterpene activity, where compounds like thujone are known to interact with

insect odorant-binding proteins, disrupting normal behavioral responses [35].
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Essential oils and their components can effectively control agricultural
pests. Field studies conducted in the USA, Chile, and other countries show that
EO-based insecticides effectively manage soft-bodied insects, stinging insects,
and mites [15]. These products can be used alone or in combination with
conventional insecticides, enhancing their toxicity through synergistic interactions
[36]. Similar effects have been observed in insect pests exposed to pyrethroids,
such as permethrin, deltamethrin, B-cyfluthrin, and natural pyrethrins [36,37].
Furthermore, insecticides from various chemical classes have produced similar
outcomes, including imidacloprid [38], temephos, malathion [39], phosphine gas
[40], and neem-oil-based bioinsecticides [41]. Combining conventional
insecticides with EOs may help reduce the chemical burden on the environment

and lessen the risk of resistance developing in pest populations [42].

However, their commercial use requires careful consideration of potential
irritant effects on mammals. Key components such as a-thujone (neurotoxicity,
dermatitis), camphor (respiratory irritation), and 1,8-cineole (bronchial spasms)
pose documented risks to airways and skin at high concentrations [43—46]. As
demonstrated by formulated products like cinnamon-EO-based bioherbicides
(patent WO 2019/238948) [47], proper dilution and encapsulation can reduce
toxicity risks by over 100-fold while maintaining efficacy [48].This highlights the
critical next step for our findings: developing optimized formulations of the tested

EOs (eucalyptus, fennel, sage) to maximize their pest control potential while
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minimizing mammalian exposure risks.

5. Conclusions

All the tested essential oils demonstrated significant topical and
fumigant toxicity and strong repellency against adult M. domestica. The
evidence indicates that these activities are closely associated with the most
abundant compounds found in essential oils. However, it is vital to confirm
these findings by assessing the toxicity of these individual compounds on M.
domestica. The results emphasize the potential ability of essential oils and
their components to control M. domestica, and could be incorporated into pest
management programs or used to develop new insecticidal products. These
products could also be utilized against other dipteran pests of agricultural and

medical significance.
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Resumen

El aceite esencial de Dysphania ambrosioides es conocido mundialmente por sus
propiedades medicinales y para el control de plagas y enfermedades. En el caso
de Musca domestica (Diptera: Muscidae), plaga de importancia médica,
agropecuaria y urbana, uno de los métodos mas utilizados para su control son
los insecticidas sintéticos. No obstante, el uso extensivo de estos tiene efectos
negativos como contaminacién ambiental, dafios en la salud de las personas y
animales y el desarrollo de resistencia a insecticidas, siendo este ultimo un
problema prevalente para el control de esta mosca. Se han reportado mas de 80
casos de resistencia a nivel mundial para esta espacie, que incluyen a los
compuestos activos mas utilizados como organofosforados, piretroides y
neonicotinoides. Dada la necesidad de alternativas para el control de M.
domestica, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad fumigante del
aceite esencial puro y formulado como nanoemulsiéon de D. ambrosioides sobre
adultos de M. domestica. Tanto el aceite esencial puro como formulado mostré
actividad fumigante en concentraciones inferiores a 5 yL L' de aire. El formulado
Areport la toxicidad mas alta a las 24 horas (LCso = 2,89 uL L aire), un tamario

de gotas promedio inferior a los 20 nm y se mantuvo estable por mas de 14 dias.
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Estos resultados sugieren que el aceite esencial de D. ambrosioides puede ser
utilizado en bajas concentraciones para el control de M. domestica y su

formulaciéon como nanoemulsion incrementa su actividad insecticida.

Abstract

The essential oil of Dysphania ambrosioides is renowned worldwide for its
medicinal properties and its effectiveness in controlling pests and diseases. One
of the most widely used methods of controlling Musca domestica (Diptera:
Muscidae), a pest of medical, agricultural and urban importance, is the use of
synthetic insecticides. However, their extensive use has negative consequences,
including pollution, harm to human health and the development of resistance. The
latter is a particularly prevalent problem in M. domestica, with over 80 cases of
resistance worldwide to insecticides such as organophosphates, pyrethroids, and
neonicotinoids. Considering the need for alternative methods of controlling M.
domestica, this study aimed to evaluate the fumigant activity of pure and
formulated D. ambrosioides essential oil against adult M. domestica, as well as
the stability of these formulations over time. Both pure and formulated essential
oils exhibited high fumigant activity at concentrations below 5 yL L' of air.
Formulation A exhibited the greatest toxicity after 24 hours (LCso = 2.89 yL L air),
had an average droplet size of less than 20 nm and remained stable for over 14
days. These results suggest that D. ambrosioides essential oil can be used at low
concentrations to control M. domestica, and that formulating it as a nanoemulsion

increases its insecticidal activity.

Keywords: nanoemulsions, essential oils, housefly.
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1. Introduccion

La mosca domeéstica (Musca domestica L.) (Diptera: Muscidae), es un
insecto asociado a asentamientos humanos, siendo su presencia frecuente en
zonas urbanas y en sistemas de produccion pecuaria (Bautista, 2016). Este
insecto es considerado plaga debido a que sus habitos de alimentacion y
reproduccion lo convierten en vector de microorganismos patégenos en humanos
y animales domésticos. La mosca es capaz de transmitir mas de 100 agentes
causantes de enfermedades, entre los que se incluyen antrax, colera, teniasis,
fiebre tifoidea, tripanosomiasis, anaplasmosis y tuberculosis, entre otros (Adenusi

y Adewoga, 2013).

El método de control mas utilizado es la aspersiéon de insecticidas
sintéticos de contacto sobre larvas y adultos de grupos como organofosforados,
piretrinas, piretroides y neonicotinoides (Freeman et al., 2019). Sin embargo, su
uso prolongado ha propiciado el desarrollo de resistencia. The Arthropod
Pesticide Resistance Database (https://www.pesticideresistance.org/) registra
mas de 80 casos de resistencia en M. domestica, los que incluyen todos los
grupos quimicos mencionados anteriormente utilizados para su control (Mota-
Sanchez y Wise, 2022). Sumado a esto, existe una creciente preocupacion por
el impacto de los insecticidas en la salud de las personas. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el uso de plaguicidas en paises en

desarrollo causa mas de un millén de intoxicaciones al afio (Martinez-Valenzuela
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y Gémez-Arroyo, 2007), ocurriendo principalmente en las personas que trabajan
y viven en areas rurales, producto de su exposicion continua (Guzman-Plazola et
al., 2016). La aplicacion de insecticidas ademas contamina el ambiente, ya que
estos productos y sus componentes activos pueden volatilizarse en el aire,
liberarse en el suelo y dispersarse a otros lugares a través de cursos de agua
(Metfaul et al., 2020). Producto de esto, existe un creciente interés por parte de
usuarios y consumidores en la busqueda de opciones mas naturales, menos
contaminantes y con un menor riesgo para la salud de las personas y la

produccion alimentaria (Egbuna y Sawicka, 2020).

Los aceites esenciales (AEs) han emergido como una alternativa
promisoria para el control de insectos. Estos se definen como mezclas complejas
de metabolitos secundarios volatiles, que en la naturaleza cumplen funciones
ecoldgicas clave en plantas como defensa contra patdégenos y herbivoros,
atraccion de polinizadores y comunicacion interespecifica (Pavela, 2015; Zuzarte
y Salgueiro, 2015). En el ambito del control de plagas, poseen actividad
insecticida a través de diversos mecanismos de accion, entre ellos,
neurotoxicidad, alterando el ciclo de vida de los insectos y repelencia, al evitar la

alimentacion y la ovipostura (Gupta et al., 2023).
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Los AEs y sus componentes han demostrado actividad insecticida contra
M. domestica, entre los que destacan el de menta (Mentha piperita) y jengibre
(Zingiber officinalis), como larvicidas y repelentes (Morey y Khandagle, 2012).
Los compuestos timol y carvacrol, obtenidos del AE de tomillo (Thymus vulgaris)
y orégano (Origanum vulgare) también actuan como adulticidas (Pavela, 2009),
y Oyarce et al. (2025) demostraron que los aceites esenciales de hinojo
(Foeniculum vulgare), eucalipto (Eucalyptus globulus) y salvia (Salvia officinalis)
poseen toxicidad por contacto, fumigante y repelencia en adultos de M.

domestica.

Estudios recientes destacan el potencial insecticida del aceite esencial de
paico (Dysphania ambrosioides L. Mosyakin y Clemants; Amaranthaceae).
Originaria de México, que se caracteriza por ser una especie de ciclo corto y
perenne, que crece en suelos arenosos proximos a rios y lagos (Kandsi et al.,
2023). Sus hojas, cubiertas por filamentos glandulares aromaticos, producen el
compuesto ascaridol, al cual se le atribuye el olor caracteristico de la planta
(Cavalli et al., 2004). El paico es utilizado tradicionalmente por sus propiedades
medicinales y estudios han demostrado que su aceite esencial posee actividad
antibacteriana, antifungica, anitiparasitica e insecticida (Pandey et al., 2017). La
actividad insecticida ha sido estudiada contra plagas de interés agricola como
Sitophilus zeamais (Motschulsky), 1855 (Coleoptera: Curculionidae) asociada a
granos almacenados (Chu et al., 2011; Mendesil et al., 2012; Langsi et al., 2018)

y plagas de importancia médica como Culex quinquefasciatus (Say), 1848
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(Diptera: Culicidae) (Almadiy, 2020), estableciéndose ademas el uso de su aceite
esencial como alternativa a los insecticidas piretroides para el control de
Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) en paises de Africa central (Bigoga et
al., 2013; Bossou et al., 2013) ademas de que reporta actividad adulticida contra

M. domestica (Pavela et al., 2017).

Pese a esto, el uso directo de los AE para el control de plagas es limitado,
producto de su corta vida util e inestabilidad ambiental, junto con la falta de
estudios en campo, donde podria verse reducida su eficacia (Singh y Pandey
2021). Una forma de mejorar su aplicacion es la incorporacion del AE en sistemas
coloidales a través de la nanoemulsificacion. Esta consiste en la mezcla entre
dos liquidos inmiscibles entre si, donde la fase discontinua (aceite), se dispersa
sobre otra en mayor abundancia (fase continua) con ayuda de la adicion de
surfactante. A través de interacciones fisicoquimicas entre surfactante y aceite se
forman micelas, las cuales cumplen la funcién de proteger al compuesto activo y
facilitan su dispersiéon en la fase continua (Pavoni et al., 2020). La formulacién
impide la degradacion del aceite y permite su liberacion controlada en el tiempo,
lo que facilita el almacenamiento, manipulacion y transporte del compuesto activo
(Montefuscoli et al., 2013). Dado esto, el objetivo de esta investigacion fue
estudiar la actividad fumigante del aceite esencial puro y formulado como
nanoemulsiéon de D. ambrosioides sobre adultos de M. domestica y evaluar la

estabilidad de los formulados en el tiempo.

76



2. Materiales y métodos
2.1. Aceite esencial
El aceite esencial de paico (D. ambrosioides) (DAEQO) se obtuvo de un
cultivo establecido en la estacion experimental “El Nogal” de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan, Region de
Nuble, Chile. La extraccion se realizé a partir de hojas y semillas secas
(cosecha [Abril/2022]) por hidrodestilacion con un equipo Clavenger (4 h, 1:10

relacion planta-agua) y almacenado a 4° C hasta su uso (Oyarce et al., 2025).
2.2. Formulacién

Las nanoemulsiones se prepararon combinando diferentes
concentraciones de DAEO, maltodextrina y el tensioactivo no iénico Tween
80, evaluando ademas distintas proporciones de tensioactivo/aceite (RTA) y
agua destilada (Tabla 9). El tensioactivo Tween 80 se adquiri6 de Merck
Millipore (Darmstadt, Alemania) y la maltodextrina con un equivalente de
dextrosa de 19 (DE19, pureza >99,9%, conforme a la FDA) se obtuvo de
Oregon Chem Group (Santiago, Chile).

Las nanoemulsiones se elaboraron segun lo descrito por Campelo et
al. (2017). Inicialmente la maltodextrina se preparé en agua destilada con
agitacion constante a 50° C y luego, se mantuvo en agitacién a temperatura
ambiente durante 24 h. Posteriormente, se afadio el DAEO en la solucion de

maltodextrina y se homogeneizd utilizando un equipo de alta velocidad
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ultraturrax (Velp Scientifica, MB, Italia) a 5.000 rpm. Finalmente, sin detener
la agitacion, se incorporo el tween 80 y se mantuvo la homogeneizacion
durante 8 minutos a 10.000 rpm.

Basandose en el disefio previamente descrito y una caracterizacion
cualitativa de los preparados, se seleccionaron dos formulados para su
posterior caracterizacion, el formulado A (15% p/v DAEO, 10% p/v Tween 80
y 1% de maltodextrina) y el formulado B (20% p/v DAEO, 10% p/v Tween 80

y 1% de maltodextrina).

Tabla 9. Composicién de los formulados segun el contenido de aceite esencial de D.

ambrosioides (DAEO), tween 80, relacion tensiactivo/aceite (RTA) y maltodextrina.

DAEO Tween 80 RTA Maltodextrina
(Yoplv) (%plv) (%plv)

15 1,0 1:4 1,0

20 5,0 1:2 5,0

25 10,0 3:4 10,0

2.3 Caracterizacion de los formulados
2.3.1. Medicion del tamaiio de gotas
El tamafio promedio de las gotas (MDS) y el indice de polidispersion
(PDI) de las formulaciones se midid con el equipo 90 Plus Particle Size
Analyzer (Malvern Panalytical, Reino Unido). Los formulados se diluyeron 50
veces Yy luego se depositaron en cubetas desechables de cuatro lados lisos a

una temperatura de 25° C y humedad del 85%. Los limites inferior y superior
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de tamano para este instrumento son 1 nm y 6 ym, respectivamente. Las

mediciones del DMS y PDI se realizaron por triplicado para cada emulsion.

2.3.2. Microscopia de transmision electréonica (TEM)

La morfologia y estructura de las nanoemulsiones se evalué mediante
microscopia electronica de transmision (TEM). Se ubicé una gota de 20 uL de
la muestra en una pelicula de carbono recubierta con una rejilla de cobre de
300 mallas durante 2 minutos. El exceso de liquido se absorbid con papel filtro
y luego se tifid negativamente con una gota de 20 pL de acetato de uranilo al
2,0% (p/v) durante 1-2 minutos y se dejo secar a temperatura ambiente. La
rejilla se examind en un microscopio electronico de transmision Jeol JEM 1200

EXII (JEOL Itd. Tokio, Japdn) con un voltaje de aceleracion de 80 kV.

2.3.3. Estabilidad frente a la dilucién

Los formulados se diluyeron en agua destilada en proporciones de 1:50

y 1:100 y se evalué cualitativamente su apariencia y formacién de fases.

2.4. Composicién quimica del DAEO puro y formulado
La composicion quimica del DAEO puro se determindé en un
cromatografo de gases (YL6500 GC System, Anyang-si, Gyeonggi-do, Korea)
acoplado a una columna capilar HP-5MS (longitud de 30 m, diametro interior
de 0,25 mm, pelicula delgada de 0,25 um) y un volumen de inyeccién de 1 L.
La temperatura inicial del equipo fue de 100° C, los que se mantuvieron

durante 3 min, con un incremento de 6° C cada minuto hasta alcanzar los 280°
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C, que se mantuvieron durante 35 min. Los porcentajes relativos de los
compuestos de D. ambrosioides se obtuvieron utilizando helio como fase
movil y un detector selectivo de masas (Chrozen GC Mass Espectometer,
Anyang-si, Gyeonggi-do, Korea) y los componentes se identificaron utilizando

la biblioteca de espectros de masas NIST/EPA/NIH (NIST 17).

En el caso de los formulados, primero se extrajo el aceite contenido en
estos con el procedimiento descrito por de-Godoi et al. (2017). Se colocaron
100 pyL de la nanoemulsidon en un bloque seco de calentamiento
(ACCUBLOCK™/ Labnet International Inc., Edison NJ, USA) a 50° C durante
15 min. A continuacion, se afiadid 1 mL de acetonitrilo y la mezcla se
homogeneizd con un vortex durante 1 min. Por ultimo, la solucion se
centrifugd a 10.000 rpm, se recogio el sobrenadante resultante y se diluyeron
5 uL de este en 1000 pL de acetonitrilo. Posteriormente, se hizo el analisis de
cromatografia gaseosa, siguiendo el mismo procedimiento descrito

anteriormente para el aceite esencial puro.

2.5. Estabilidad de los formulados en almacenamiento
La estabilidad fisica de las nanoemulsiones se evalu6 mediante
inspeccioén visual y medicion de sus valores de MDS y PDI durante 14 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente y refrigeradas a 4° C, tomando

mediciones cada 7 dias.
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2.6. Actividad insecticida del aceite esencial puro y formulado de D.

ambrosioides contra M. domestica
2.6.1. Colecta y cria de insectos
Se colectaron adultos de M. domestica, utilizando redes entomologicas
en la Estacion Experimental Ganadera de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad de Concepcion. Las practicas de manejo de la mosca en la
estacion experimental consistieron en la eliminaciéon de heces y camas de
animales cada 15 dias, junto con la aplicacion del insecticida AGITA® WG
(neonicotinoide, tiametoxam [10% (p/p), granulos dispersables en agua,

Kwizda Agro, Alemania]) al inicio de la temporada estival.

La colonia se establecio en el Laboratorio de Entomologia y Acarologia
Aplicada de la Universidad de Concepcion, segun lo descrito por Khater y
Geden (2019) con modificaciones. Los especimenes de M. domestica se
mantuvieron a 27 £ 1 ° C, 50 £+ 5 % de humedad relativa y un fotoperiodo de
16: 12 horas de luz: oscuridad en una camara bioclimatica (Memnert Gmbh
IPS 749, Schwabech, Alemania) en jaulas entomoldgicas (50 x 50 x 50 cm).
Los adultos se alimentaron ad libitum con agua destilada y azucar granulada
en placas de Petri separadas. Para la ovipostura se proporcioné una mezcla
de salvado de trigo y leche entera con un 2,0% (p/v) de azucar granulada. Los
huevos se colectaron dos veces por semana y se almacenaron en recipientes

de carton con la tapa modificada para permitir el intercambio de gases. Las
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larvas se alimentaron con tiras de papel humedecidas con leche y azucar al

2,0% (p/v) dispuestas dentro de los recipientes.
2.6.2. Bioensayo fumigante

La toxicidad fumigante se evalud utilizando un dispositivo desarrollado
por el Laboratorio de Entomologia y Acarologia Agropecuaria (Oyarce et al.,
2025). Cada tratamiento incluyé cinco réplicas con quince moscas adultas de
1 a 3 dias de edad por recipiente, sin diferenciacion por sexo. El control
consistié en papel de filtro colocado en el tubo sin impregnar. El DAEO puro y
sus formulaciones se evaluaron en un rango de 0,5 a 5 yL L' de aire y la
mortalidad se evaluo a las 24 y 48 horas y se corrigié con la férmula de Abbot

(1925).
2.7. Analisis de datos

En los parametros evaluados en la caracterizacion fisicoquimica de las
emulsiones y la toxicidad por fumigacién, se verificaron los supuestos de
normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (Levene). Al cumplirse los
supuestos, se aplicé un ANOVA con post-hoc de Tukey y de lo contrario, se
uso Kruskal-Wallis con correccién de Dunn utilizando el software R (R Core
Team, 2023), con los paquetes car (Fox y Weinsberg, 2019), y FSA (Ogle et
al., 2016). Ademas, se realiz6 un analisis Probit para estimar la concentracion
letal 50% (CLso), con sus respectivos intervalos de confianza (IC) del 95%

utilizando el paquete de R ecotox (Hlina et al., 2021), siendo valores de CLso
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significativamente diferentes cuando sus IC del 95% no se superponen

(Robertson et al., 2007).

3. Resultados y Discusion
3.1 Caracteristicas de los formulados

En cuanto al aspecto, los formulados presentaron una apariencia
turbia, de color lechoso y homogénea, caracteristica de la formacion de una
emulsion. Al diluirlas 50 y 100 veces, estas se mantuvieron homogéneas y
adquirieron una apariencia mas translucida (Figura 6). El cambio de
coloracién de la emulsiéon se atribuye a la disminucion de la concentracion de
aceite y a la mayor disgregacion de las gotas dentro de la emulsién, lo que
disminuye la dispersién de la luz, y, por tanto, hace que sean menos visibles,
segun el efecto Tyndall (Kim et al., 2018). El principio de la prueba de
dilutabilidad es que la fase continua puede ser agregada en mayores
proporciones que la fase discontinua en cualquier nanoemulsion, sin afectar
la estabilidad de esta (Gurpreet y Singh 2018; Sharma et al., 2010), lo que
indica que los formulados pueden ser diluidos para facilitar su dosificacion y
posterior aplicacion.

Al visualizar la morfologia de las formulaciones con la técnica de TEM,
en ambas se aprecian gotas de forma esférica y dispersa, con algunas de
forma irregular y aglomeradas entre si (Figura 7). Las gotas del formulado A
poseen un tamafio promedio inferior a los 20 nm, mientras las del formulado

B se encuentran por sobre los 200 nm (Tabla 10). Ambas formulaciones se

83



pueden considerar nanoemulsiones, ya que el tamafo promedio de sus gotas
esta en el rango de los 20 — 500 nm (Barradas y de Holanda, 2020; Pavoni et
al., 2020). En cuanto al indice de polidispersion (PDI), se reportaron valores
inferiores a 0,15 (Tabla 10). EI PDI describe que tan uniforme es la distribucion
de las gotas dentro de una emulsién. Este valor fluctua entre 0 y 1, donde
valores cercanos al 1 indican que la emulsion contiene gotas de tamafios muy
distintos, las que podria agregarse entre si y coalescer. Valores mas cercanos
a 0, idealmente menores a 0,25, indican que las gotas poseen un tamafno
similar y se encuentran dispersas en la fase continua, lo que permite una

mayor estabilidad de las nanoemulsiones en el tiempo (Azmy et al., 2019).

Figura 6. Apariencia de los formulados A y B (de izquierda a derecha), sin diluir (A),

diluidos 50 veces (B) y 100 veces (C), 24 horas posterior a su formulacion.
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Tabla 10. Tamano promedio de gotas (MDS) e indice de polidispersion (PDI) de las

formulaciones de aceite esencial de D. ambrosioides, luego de 24 horas de su

formulacion.
Formulado MDS (nm) PDI
Formulacién A 11,9+0,2a 0,105 a
Formulacién B 674+10b 0,132 b

Letras distintas indican diferencias significativas en ambos grupos (p<0,005), segun
la prueba de t-student.

ol 28

2yim B o ®

.

Figur 7. Microscopia electrénica de transmision (TEM) de las formulaciones A con

aumentode 2 um (D) y 0,5 pm (E) y del formulado B a 2 ym (F) y 0,5 um (G).

El tamafo pequeino de las gotas en los formulados obtenidos es una
caracteristica deseable en una emulsién (Hashem et al., 2018), ya que
mientras mas pequenas sean las gotas, menor es la probabilidad de que sus

componentes se separen (cremacién) y las gotas dentro del aceite se agrupen
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entre si y aumenten su tamafo (coalescencia). Junto a esto, la
biodisponibilidad del aceite aumenta, ya que es mayor su solubilidad en la
fase continua, lo que mejora su bioactividad (McClements, 2011). Esto se vio
reflejado en el estudio realizado por Anjali et al. (2011), el cual consistioé en
evaluar la eficacia del aceite de Neem formulado como nanoemulsion contra
Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae), donde obtuvieron
emulsiones con un DMS entre 31 y 251 nm y los formulados mas activos
fueron aquellos con un menor tamafo de gotas. Por otra parte, Salazar et al.
(2022) evaluaron la formacion de nanoemulsiones de aceite esencial de
Laureliopsis philippiana Looser (1934) para el control de la polilla tomate (Tuta
absoluta  Meyrick, 1917, Lepidoptera:Gelechiidae), siendo las
nanoemulsiones mas estables aquellas con un DMS de 40,64 nm y un PDI de
0,3, que ademas exhibieron una mayor mortalidad que el aceite esencial puro.
Draz et al. (2022) obtuvo resultados similares al evaluar nanoformulados de
AEs de anis (Pimpinella anisum L.) y cilantro (Coriandrum sativum L.) contra
S. zeamaisy Tribolium castaneum (Herbst, 1797). Ambos formulados tuvieron
un PDI entre 0,209 y 0,37, con un DMS de 88,83 nm para la formulacion de
cilantro, y 103,7 nm para las de anis y reportaron una mayor actividad

insecticida respecto del aceite esencial puro.
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3.2. Estabilidad en almacenamiento

Ambas formulaciones reportaron una tendencia a incrementar su DMS
y PDI en el tiempo. En el formulado A, estas variaciones no fueron
significativas, manteniendo un tamafo de gotas por debajo de los 20 nm,
mientras que, en el B, se produjo un crecimiento del tamafio de las gotas mas
marcado, partiendo de 68 nm hasta alcanzar los 239 nm (Figura 8). La prueba
estadistica de ANOVA revel6 que la conservacion a temperatura ambiente en
la formulacion A present6é un tamafio de gotas significativamente menor que
la formulacion B en todos los tiempos evaluados (p < 0,001), manteniéndose
este durante 14 dias y fluctuando su PDI entre 0,105 a 0,11. En el caso de la
formulacion B, el tamafo de las gotas comienza en 68 nm y alcanza los 239
nm y su PDI varia entre 0,132 a 0,162, diferencia que ademas fue
estadisticamente significativa (p < 0,001) en todos los tiempos evaluados, lo

que indica un proceso de inestabilidad diferencial entre ambas formulaciones.
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Figura 8. Tamafio promedio de gotas (MDS) e indice de polidispersién (PDI) de los
formulados de D. ambrosioides almacenados durante 14 dias a temperatura
ambiente (H)y a 4° C (I).

87



En el almacenamiento en frio (4° C), se observé una tendencia similar,
existiendo diferencias significativas entre ambas formulaciones. No obstante,
el crecimiento de las gotas en el tiempo ocurri6 mas lento comparado con el
almacenamiento a 25° C. En el caso de la formulacién A su DMS y PDI se
mantienen en el rango de 5,6 — 8,6 nm y 0,08 — 0,103 respectivamente. Para
el formulado B, el rango del DMS varia entre 43,5 nm — 103 nm. A pesar de
que el tamano de gotas fue menor para este tipo de almacenamiento,
transcurridos los 7 dias se observd una variacion significativa del PDI,

incrementando este valor de 0,14 a 0,32.

Mazarei y Rafati, (2019) obtuvieron resultados similares al evaluar la
estabilidad de nanoemulsiones de aceite esencial de Satureja khuzestanica
Jamzad (Lamiacieae) almacenadas a 4° C y 25° C durante 12 semanas. Estos
formulados se mantuvieron estables por mas de ocho semanas, y en ambas
condiciones se observo un aumento del DMS en el tiempo. No obstante, el
crecimiento de las gotas fue mas lento en los formulados almacenados en frio
gue en aquellos a temperatura ambiente. Esta observacion concuerda con los
planteamientos de Lifshitz-Slezov y Wagner, que sugieren que la maduracién
de Ostwald presenta una relacion inversa con la temperatura absoluta; es
decir, al reducir la temperatura, la movilidad y solubilidad de las gotas dentro
de una emulsion disminuye, lo que reduce la posibilidad de coalescer entre si

y su tasa de crecimiento es menor (Ee et al., 2008; Delmas et al., 2011).
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Las diferencias reportadas en cuanto a la estabilidad de los formulados
pueden atribuirse en parte, a su composicion. Doi et al. (2019) estudiaron el
impacto de la liberacion de aromas en nanoemulsiones de aceite de ajo
(Allium sativum L., Amaryllidaceae), donde un mayor contenido promovio la
retencion de los sabores, pero a su vez, redujo la estabilidad fisica de la
emulsién. Sumado a esto, el aumento del contenido de aceite disminuye la
eficiencia de la homogenizacion, lo que se vincula a un mayor tamafio
promedio de gotas (Hassanzadeh et al., 2022). Rachmadi et al, (2015) obtuvo
resultados similares al estudiar la eficiencia de encapsulacion de silimarina y
curcumina, donde al agregar mas fase dispersa, hubo una reduccién en la
eficiencia de encapsulacion. Estos reportes coinciden con lo observado en
este trabajo, donde el formulado B (20% de DAEO), tuvo un mayor DMS que

el formulado A (15% de DAEO).

Ademas del contenido de aceite esencial, su proporcidon respecto al
surfactante es un factor importante por considerar, ya que, si este se
encuentra en proporciones equitativas, el surfactante es capaz de rodear
completamente al aceite y encapsularlo, 1o que reduce la interaccion entre
gotas y la degradacion del aceite (Davidou-Pardo et al., 2015). También una
mayor proporcién de surfactante influye en el indice de polidispersion de
manera inversamente proporcional, disminuyendo este al aumentar el
contenido de surfactante, ya que promueve la formacion de micelas en la fase
continua (Zhou et al., 2023). Al respecto, Choupanian et al. (2017) caracterizo
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nanoemulsiones de aceite de Neem para el control de S. zeamais y T.
castaneum, evaluando la proporcion de aceite esencial y el surfactante tween
80, donde las nanoemulsiones mas estables y con un tamafio de gota menor
a los 100 nm, fueron aquellas donde la proporcién de surfactante fue de 1,5
veces la del aceite. De igual manera, Mazarei y Rafati (2019), encontraron
que los formulados mas estables fueron aquellos que se componian de un
3,0% de AE de S. khuzestanica y un 9,0% de la combinacion de surfactantes
tween 80 y Span 80. Sin embargo, Giuliano et al. (2024) hicieron lo inverso y
obtuvieron nanoemulsiones estables de A. sativum utilizando una proporcidn
de 3:1 de aceite esencial y el surfactante tween 80. Aunque este trabajo no
evaluo la estabilidad de las nanoemulsiones en el tiempo y existe una relacion
entre un mayor contenido de surfactante y una nanoemulsion mas estable,
reducir el contenido de este en un formulado es un atributo deseable en un

producto con potencial de ser comercializado.

Al analizar la mayoria de los productos utilizados en el ambito agricola,
su formulacién no contempla un porcentaje de surfactante superior al 10%, ya
gue una mayor proporcion de este aumenta considerablemente los costos de
produccién (Castro et al., 2013). El tween 80 es uno de los emulsificadores
sintéticos mas utilizados en emulsiones donde se requiere dispersar un aceite
en una fase continua (O/W) (Marhamati et al., 2021). No obstante, su uso
puede tener efectos negativos en la salud (LlUdke et al., 2022) y existen

alternativas de menor costo, como surfactantes derivados de la proteina de
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soya, fosfolipidos como la lecitina y las saponinas, que ademas de presentar
propiedades emulsificantes, se obtienen como subproductos de la agricultura,
siendo de menor costo, inocuos y mas sustentable (Zhao et al., 2023).
Teniendo esto en cuenta, que parte de la estabilidad observada en los
formulados de este estudio se atribuye al alto contenido de tween 80 (>15%
p/v), si se desea desarrollar un producto comercial, este no resulta viable,
siendo necesario su reduccion en la férmula, la busqueda de alternativas o el

uso combinado con otros productos.

3.3 Composiciéon quimica del DAEO y sus formulados

Se lograron identificar seis compuestos distintos en el aceite esencial
de D. ambrosioides (Tabla 11), los cuales representaron el 96% de la
composicion total. Los compuestos predominantes fueron ascaridol (34,5%),
isoascaridol (34,5%) y p-cymene (21,7%). Esta composicion es similar a la
reportada en otros trabajos con la misma especie, siendo uno de los
principales componentes del aceite esencial ascaridol (5-87%), p-cymene (2-
47%) y a-terpinene, (5-72%) (Monzote et al. 2006, Singh y Pandey 2021). La
variacién en los porcentajes de abundancia y sus constituyentes puede
atribuirse a la amplia distribucidn geografica de D. ambrosioides, el tejido
extraido, edad de la planta y su fecha de cosecha, sumado al método de

extraccion y secado empleados (Rohloff et al., 2005).

91



En el caso de los formulados Ay B, los principales constituyentes del
DAEO, p-cymene, ascaridol e isoascaridol, se mantuvieron predominantes;
sin embargo, se observaron variaciones en la abundancia de ascaridol, las
que podrian atribuirse a la alta sensibilidad que posee esta molécula a los
cambios de temperatura, sufriendo un reordenamiento térmico y formando el
isobmero isoascaridol a temperaturas de 100-150° C (Rimada et al., 2007),
pudiendo ademas ocurrir este fendmeno durante el analisis de cromatografia
gaseosa (Cavalli et al, 2004). Igualmente, la composicidon de la nanoemulsién
tiene un efecto sobre la liberacién de los compuestos volatiles y la retencién
de estos, pudiendo atribuirse al contenido de DAEO vy surfactante, el cual

difiri6 en ambos formulados (Duce et al., 2017; Hassanzadeh et al., 2022).

Tabla 11. Composicién quimica y porcentaje de abundancia relativa del aceite

esencial de D. Ambrosioides y los formulados Ay B.

Compuestos RT' Area (%)
(min) EO Form A Form B

p-cymene 3,41 21,72 39,9 32,7
cis-p-Mentha-1(7),8- 4,83 1,01 - -
dien-2-ol
ascaridol 7,20 34,47 5,0 9,6
piperitone oxide 7,61 3,28 3,0 1,2
isoascaridol 8,60 34,5 38,9 36,6
alpha-limonene 9,54 1,24 - -
diepoxide
Total 96,22 87,0 86,5

Tiempo de retencion en minutos.
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3.4. Actividad fumigante de DAEO y sus formulados

Mortality (%)

Tanto el aceite esencial puro como sus formulados exhibieron una alta
toxicidad fumigante, reportando el formulado A una mortalidad del 100% con
una concentracion de 3,6 uL L' de aire, seguido del DAEQ y el formulado B
en concentraciones cercanas a 5,0 yL L' de aire (Figura 9). Al estimar la
concentracion letal 50% (CLso), el formulado A obtuvo el valor mas bajo a las
24 horas (CLso = 2,89 uL L' de aire), mientras que el DAEO registro el valor
mas bajo a las 48 horas (CLso = 1,81 uL L' de aire) (Tabla 12). A su vez, el
formulado B reportd la menor toxicidad, con un CLso de 3,86y 2,86 uyL L' a
las 24 y 48 horas respectivamente (Tabla 12). Estos resultados sugieren que
el formulado A es el mas toxico; sin embargo, las diferencias entre el
porcentaje de mortalidad observado no fueron significativas tanto a las 24h

(p-value = 0,969), como a las 48 h (p-value = 0,285).
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Figura 9. Toxicidad fumigante del aceite esencial de D. ambrosioides (DAEO) puro y

los formulados Ay B contra adultos de M. domestica a las 24 (J) y 48 horas (K).
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Tabla 12. Mortalidad por efecto fumigante y concentracion letal 50% (CLso) del aceite

esencial de D. ambrosioides puro y sus formulados contra adultos de M. domestica

alas 24 y 48 horas.

Tratamiento Concentracion

Mortalidad + SD’

Mortalidad + SD*

(UL L aire) (%) 24 hrs (%) 48 hrs
1,00 5,33+5,6 29,9 +12,3
1,60 8,00+7,3 46,67 + 8,2
D.ambrosioides 2,50 18,65 + 12,8 57,33 + 10,1
3,00 50,65 + 36,4 81,33 +12,8
5,00 65,32 + 26,4 96,00 + 8,9
LCso (LC 95%)" 3,88 1,81
[3,08 — 5,64] [1,18 — 2,51]
1,00 1,33+ 3,0 1,33+2,9
1,60 6,66 + 14,9 30,66 + 13,8
Formulacion A 2,50 21,33 + 8,7 48,00 +7,3
3,60 44,00 + 35,8 77,33+7,6
3,75 85,33 + 10,9 100+ 0,0
LCso (LC 95%)" 2,89 2,21
[2,56 — 3,32] [1,77 — 2,61]
1,00 6,67 + 8,2 17,33 + 12,1
2,00 4,00+5,9 38,67 +8,7
Formulacion B 2,40 29,33 + 21,9 64,00 + 3,7
2,80 50,66 + 13,8 86,67 + 13,3
4,80 58,66 + 15,9 97,46 + 3,5
LCso (LC 95%)" 3,86 2,86
[2,02 — 11,0] [2,15—4,2]

*SD: Desviacion estandar. **Concentraciones letales al 50 % y al 90 % de eficacia con sus
respectivos limites fiduciales al 95 % de probabilidad.

Existen antecedentes de la actividad insecticida del aceite esencial D.
ambrosioides como aspersion en campo y fumigante en bodegas para evitar
la infestacion en granos almacenados y productos alimenticios (Pandey et al.,
2012). En particular, los componentes de los aceites esenciales destacan por
su accion como fumigantes debido a su volatibilidad (Lee et al., 2003).
Bernardes et al. (2018) evaludé la actividad fumigante del DAEO sobre

Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera: Bruchidae), eliminando
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al 100% de los individuos tratados con una concentracion de 20 pL L™ aire.
En otro bioensayo realizado por Chu et al. (2011), evaluaron el DAEO crudo
y su componente principal, (Z)-ascaridol, sobre S. zeamays, reportando una
dosis letal 50% (DLso) de 2,12 ug gy 0,86 ug g'respectivamente. Otro
estudio realizado en la misma especie por Denloye et al. (2010), demostré la
actividad fumigante de este aceite esencial, obteniendo una CLso entre 1,33 y
1,90 yL L' aire y ademas el aceite mostré efecto ovicida. En cuanto a sus
efectos sobre M. domestica y otras especies emparentadas, Pavela et al.
(2017), estudié la toxicidad del DAEO en adultos, cuyos compuestos mas
abundantes fueron cis-ascaridol (35%) y trans-ascaridol (26%), presentando
una DLso = 51,7 ug adulto™! y actuando ademas como inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). La evidencia de la actividad insecticida del DAEO
coincide con lo observado, reportandose en este trabajo una alta toxicidad del
DAEO vy sus formulados, lo que podria atribuirse a sus componentes mas

abundantes.
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4. Conclusiones

Se lograron obtener nanoemulsiones estables del aceite esencial de D.
ambrosioides, destacando los atributos del formulado A, que presentd una
toxicidad similar a la del aceite esencial puro de D. ambrosioides, un tamano
de gotas pequenio y estabilidad por mas de 14 dias. Estos resultados enfatizan
el potencial de los aceites esenciales y sus componentes para el control de
plagas y su formulacion para el desarrollo de productos comerciales, siendo
este el primer trabajo que describe el potencial fumigante del aceite esencial
de D. ambrosioides contra la mosca comun. No obstante, este estudio realizé
una exploracion muy general de los formulados, presentando varias
limitaciones y siendo estos resultados insuficientes para el desarrollo de un
prototipo aplicable comercialmente. En investigaciones futuras, resulta
necesario evaluar con mas detalle los componentes de la formulacion y su
proporcion, reduciendo el contenido de surfactante tween 80 y/o
remplazandolo con otros productos. Dada la alta actividad insecticida del
DAEO, es factible su uso en concentraciones mas bajas, priorizando la
obtencién de un formulado mas estable y la adicion de otros componentes

que puedan facilitar su aplicabilidad en el campo.
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CONCLUSIONES GENERALES

M. domestica presento una alta tolerancia tanto a los insecticidas sintéticos
cipermetrina y pirimifos metil como a los bioinsecticidas piretrinas + PBO,
azadiractina y D-limoneno, variando su eficacia segun el estado de desarrollo del
insecto ya que en el control de larvas y pupas se requirid aplicar dosis mayores
a las recomendadas, en cambio los adultos fueron mas susceptibles,

especialmente con las piretrinas.

Los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus globlulus), hinojo
(Foeniculum vulgare), salvia (Salvia officinalis) y paico (Dysphania ambrosioides)
presentaron actividad insecticida y repelente contra adultos de M. domestica,
destacando entre estos la actividad insecticida del aceite esencial de paico puro

y formulado como nanoemulsion.

Los resultados derivados de esta investigacion indican que las opciones
comerciales para el control de M. domestica poseen una eficacia reducida y
resulta necesaria la busqueda de alternativas para su control, siendo una opcion
factible el uso de productos formulados con aceites esenciales y sus
componentes, destacando entre los estudiados el aceite esencial de D.
ambrosioides, el cual formulado mejord su bioactividad y se mantuvo estable por

mas de 14 dias.
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