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A b str a c t

T h e  r e l a t i o n s h i p   b e t w e e n   t h e   e a r l y -a g e   a c t i v i t y   o f   M e d i t e r r a n e a n   f r u i t   f l i e s   ( m e d f l i e s )  

o r  o t h e r  f r u i t   f l i e s   a n d  t h e i r   l i f e s p a n   h a s   n o t   b e e n   m u c h   s t u d i e d ,   i n   c o n t r a s t   t o   t h e  

c o n n e c t i o n s   b e t w e e n   l i f e s p a n   a n d  d i e t ,   s e x u a l   s i g n a l i n g ,   a n d  r e p r o d u c t i o n .  T h e   o b -

j e c t i v e  o f   t h i s  s t u d y   i s   t o   a s s e s s   i n t r a - d a y   a n d  d a y -t o -d a y   a c t i v i t y   p r o f i l e s   o f   f e m a l e  

M e d i t e r r a n e a n   f r u i t   f l i e s   a n d  t h e i r   r o l e   a s   b i o m a r k e r   o f   l o n g e v i t y   a s   w e l l  a s   t o   e x p l o r e  

t h e  r e l a t i o n s h i p s   b e t w e e n   t h e s e   a c t i v i t y   p r o f i l e s ,   d i e t ,   a n d  a g e - a t-d e a t h   t h r o u g h -

o u t   t h e  l i f e s p a n .  W e   u s e   a d v a n c e d  s t a t i s t i c a l  m e t h o d s   f r o m   f u n c t i o n a l  d a t a   a n a l y s i s  

(F D A ) .  T h r e e   d i s t i n c t   p a t t e r n s   o f   a c t i v i t y   v a r i a t i o n s   i n   e a r l y - a g e   a c t i v i t y   p r o f i l e s   c a n  

b e  d i s t i n g u i s h e d .  A   l o w - c a l o r i c   d i e t   i s   a s s o c i a t e d  w i t h   a   d e l a y e d  a c t i v i t y   p e a k ,   w h i l e  

a  h i g h -c a l o r i c   d i e t   i s   l i n k e d  w i t h   a n   e a r l i e r   a c t i v i t y   p e a k .  W e   f i n d  t h a t   a g e - a t-d e a t h   o f  

i n d i v i d u a l  m e d f l i e s   i s   c o n n e c t e d  t o   t h e i r   a c t i v i t y   p r o f i l e s   i n   e a r l y   l i f e .  A n   i n c r e a s e d   r i s k  

o f   m o r t a l i t y   i s   a s s o c i a t e d  w i t h   i n c r e a s e d  a c t i v i t y   i n   e a r l y   a g e ,   a s   w e l l  a s   w i t h   a   h i g h e r  

c o n t r a s t   b e t w e e n   d a y t i m e   a n d  n i g h t t i m e   a c t i v i t y .  Co n v e r s e l y ,   m e d f l i e s   a r e   m o r e   l i k e l y  

t o   h a v e  a  l o n g e r   l i f e s p a n   w h e n   t h e y   a r e   f e d  a   m e d i u m - c a l o r i c   d i e t   a n d  w h e n   t h e i r   d a i l y  

a c t i v i t y   i s  m o r e   e v e n l y   d i s t r i b u t e d  a c r o s s   t h e   e a r l y - a g e   s p a n   a n d  b e t w e e n   d a y t i m e  

a n d  n i g h t t i m e .  T h e   b e f o r e - d e a t h   a c t i v i t y   p r o f i l e   o f   m e d f l i e s   d i s p l a y s   t w o   c h a r a c t e r i s -

t i c   b e f o r e -d e a t h   p a t t e r n s ,   w h e r e   o n e   p a t t e r n   i s   c h a r a c t e r i z e d  b y   s l o w l y   d e c l i n i n g   d a i l y  

a c t i v i t y  a n d  t h e   o t h e r   b y   a   s u d d e n   d e c l i n e   i n   a c t i v i t y   t h a t   i s   f o l l o w e d  b y   d e a t h .
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( D i p t e r a :   T e p h r i t i d a e ) ,   h a v e   r e g u l a r l y   b e e n   u s e d   a s   m o d e l   o r g a n i s m s   i n  

a g i n g   a n d   b e h a v i o r a l   r e s e a r c h   (  Ca r e y   e t a l ., 2 0 0 6 ;   G a r g a n o   e t a l ., 2 0 0 5 ;  

M a r k o w s k a   &   B r e c k l e r , 1 9 9 9 ;   P r o m i s l o w   e t a l ., 2 0 2 2 ) .  Co m m o n   f r u i t   f l y  

b e h a v i o r s   i n c l u d e   g e n e r a l   a c t i v i t y   ( P r e n t e r   e t a l ., 2 0 1 3 ;   Z o u   e t a l ., 2 0 1 1 ) 

a n d   s p e c i f i c   b e h a v i o r s   s u c h   a s   s e x u a l   s i g n a l i n g   ( Z h a n g   e t a l ., 2 0 0 6 ) ,   s u -

p i n e   b e h a v i o r   ( P a p a d o p o u l o s   e t a l ., 2 0 0 2 ) ,   f e e d i n g   ( F a n s o n   e t a l ., 2 0 1 3 ) ,  

r e s t i n g   (  Ch i u   e t a l ., 2 0 1 3 )   a n d   s l e e p i n g   ( K o h   e t a l ., 2 0 0 6 ) .  T h e s e   b e h a v -

i o r s   a r e   k n o w n   t o   v a r y   d u r i n g   t h e   l i f e   c o u r s e   o f   i n d i v i d u a l s ,   e x h i b i t i n g  

a g e -r e l a t e d   p a t t e r n s   (  Ca r e y   e t a l ., 2 0 0 6 ) .

T h e  s t u d y   o f   t h e  m o r t a l i t y   a n d  l o n g e v i t y   o f   f r u i t   f l i e s  i s  w e l l 

e s t a b l i s h e d  i n  t h e   b i o d e m o g r a p h i c   l i t e r a t u r e .  F o r  i n s t a n c e ,   Z h a n g  

e t a l .(2 0 0 6 )  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t   h i g h  l e v e l s  o f   r e c e n t   c a l l i n g   a c -

t i v i t y   i n  m a l e  m e d f l i e s  a r e  l i n k e d  t o   l o n g e r  r e m a i n i n g   l i f e s p a n s .  M ü l l e r 

e t a l. ( 2 0 0 1 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t   t h e  r a t e  o f   e x p o n e n t i a l  d e c r e a s e  i n 

e g g   l a y i n g   b y   f e m a l e   m e d f l i e s   i s   p r e d i c t i v e   f o r   t h e i r   r e m a i n i n g   l i f e s -

p a n ,   w h i l e   Ha r s h m a n   a n d   Z e r a (2 0 0 7 )  i nv e s t i g a t e d  t h e  c o n n e c t i o n 

b e t w e e n   e a r l y - l if e   i n c r e m e n t s  i n  r e p r o d u c t i o n  a n d  l a t e r  s u r v i v a l  a n d 

e x p l o r e d   t h e   b i o l o g i c a l   m e c h a n i s m s   b e h i n d   t h i s   r e l a t i o n s h i p .

Ch a n g e s   i n   s p o n t a n e o u s   a c t i v i t y   p a t t e r n s   a r e   u s u a l l y   c o r r e l a t e d  

w i t h   e n v i r o n m e n t a l   c o n d i t i o n s   a n d   f o o d   q u a l i t y   i n   t h e   f i e l d   (  He n d r i c h s  

e t a l., 1 9 9 1 ;   P r o m i s l o w   e t a l ., 2 0 2 2 )   a n d   h a v e   b e e n   c o n s i d e r e d   i n   t h e  

p a s t   a s   b i o m a r k e r s   o f   “ f u n c t i o n a l   s e n e s c e n c e ”   ( J a c o b s o n   e t a l ., 2 0 1 0 ) ,  

p r o v i d i n g   i n s i g h t s   t o   u n d e r s t a n d i n g   t h e   a g i n g   p r o c e s s   o f   l i v i n g   o r g a n -

i s m s   ( M a r k o w s k a   &   B r e c k l e r , 1 9 9 9 ;   S i m o n   e t a l., 2 0 0 6 ) .  K a l a d c h i b a c h i  

e t a l .(2 0 1 9 )   a n a l y z e d   t h e   c i r c a d i a n   p a t t e r n s   o f   a c t i v i t y   c h a n g e   i n   f e m a l e  

D r o s o p h i l a   a n a n a s s a e   a n d   s t u d i e d   i t s   r e l a t i o n s h i p   w i t h   a g i n g .  A l t h o u g h  

p r e v i o u s   s t u d i e s   a i m e d   a t   i n v e s t i g a t i n g   t h i s   r e l a t i o n s h i p ,   t h e y   h a v e  

b e e n   l i m i t e d   i n   t h e i r   m e t h o d o l o g y   a n d   d i d   n o t   f e a t u r e   c o n t i n u o u s   c o m -

p r e h e n s i v e   m o n i t o r i n g   ( L e   B o u r g , 1 9 8 7 ;   L i n t s   e t a l ., 1 9 8 4 ;   S o h a l , 1 9 8 5 ;  

S o h a l   &   B u c h a n , 1 9 8 1 ) .  F o r   i n s t a n c e ,   S o h a l   a n d   B u c h a n (1 9 8 1 )   s t a t e d  

t h a t   t h e   l i f e s p a n   o f   i n d i v i d u a l   f l i e s   c o r r e s p o n d s   t o   t h e i r   l e v e l s   o f   p h y s -

i c a l   a c t i v i t y   o b s e r v e d   b e t w e e n   d a y   4   a n d   d a y   7 ,   w h i l e   L e   B o u r g (1 9 8 7 ) 

f o u n d   n o   s i g n i f i c a n t   c o r r e l a t i o n   b e t w e e n   l i f e s p a n   a n d   a v e r a g e   l o c o -

m o t o r   a c t i v i t y   o b s e r v e d   o n c e   p e r   w e e k .  Ho w e v e r ,   t h e s e   s t u d i e s   u s e d  

a n   a g g r e g a t e d   a c t i v i t y   s c o r e   a s   a   m e a s u r e   o f   a c t i v i t y ,   w h i c h   d o e s   n o t  

p r o v i d e   a   c o m p r e h e n s i v e   q u a n t i f i c a t i o n   o f   t h e   d a i l y   a c t i v i t y   p r o f i l e . 

F u r t h e r m o r e ,   n o n e   o f   t h e s e   s t u d i e s   m o n i t o r e d   a c t i v i t y   l o n g i t u d i n a l l y  

w i t h   a   2 4 / 7   a c t i v i t y   m o n i t o r   t h r o u g h o u t   t h e   l i f e t i m e   o f   e a c h   i n d i v i d u a l ,  

w h i c h   p r o v i d e s   a   m o r e   a c c u r a t e   a n d   d e t a i l e d   r e p r e s e n t a t i o n   o f   a c t i v -

i t y   a n d   t h u s   t h e   r e l a t i o n s h i p   b e t w e e n   m o v e m e n t   a c t i v i t y   l e v e l s   a n d  

l i f e s p a n .  A d d i t i o n a l l y ,   t h e   c o r r e l a t i o n   c a l c u l a t i o n   u s e d   i n   t h e s e   s t u d i e s  

w a s   n o t   am e n ab l e   t o   t h e   e x p lo r a t i o n   o f   m o r e   c o m p l e x   d e p e n d e n c i e s 

b e t w e e n   l i f e s p a n   a n d   a c t i v i t y   l e v e l s .

I n  o u r  s t u d y ,   w e  u s e d  t h e  a d v a n c e d  L A M 2 5   s y s t e m   t o   o b t a i n 

r e p e a t e d  o b s e r v a t i o n s  o f   t h e  2 4 - h  m o v e m e n t   a c t i v i t y   o f   m e d f l i e s . 

T h e  s y s t e m   r e c o r d s  t h e  m o v e m e n t   o f   e a c h  f l y   a s  i t   c r o s s e s  a  b a r r i e r . 

W e  m o d e l  t h e  i n t r a - d a y   a n d  d a y -t o -d a y   a c t i v i t y   p r o f i l e s  a n d  t h e i r 

r e l a t i o n s h i p   w i t h   t h e   r e m a i n i n g   l i f e s p a n   o f   e a c h   i n d i v i d u a l   t h r o u g h  

f u n c t i o n a l  d a t a  a n a l y s i s  ( F D A )  f o r  r e p e a t e d  o b s e r v a t i o n s .  T h i s  a p -

p r o a c h  m o d e l s  t h e  a c t i v i t y   p r o f i l e s   a s  m a n i f e s t a t i o n s  o f   a n  u n d e r-

l y i n g   f u n c t i o n -v a l u e d   s t o c h a s t i c   p r o c e s s   (  Ch e n   e t a l ., 2 0 1 7 ;   Ch e n  &  

M ü l l e r , 2 0 1 2 ;   W a n g   e t a l ., 2 0 1 6 ) .  I n  o u r  a n a l y s i s ,   t h e  l o n g i t u d i n a l  t i m e 

i s  t h e   a g e  o f   t h e  f l y   ( i n  d a y s )  a n d  t h e  r e p e a t e d  o b s e r v a t i o n s  c o n s i s t   o f  

t h e d a il y a c ti vit y r ec or d s t hat ar e r ec or d e d f or e a c h d a y ( 0– 2 4  h). B y

a d d r e s s i n g   t h e  l i m i t a t i o n s  o f   p r i o r  r e s e a r c h ,   o u r  a p p r o a c h  l e a d s  u s  t o  

h y p o t h e s i z e  t h a t   a c t i v i t y   p r o f i l e s  m a y   s e r v e  a s  e f f e c t i v e  b i o m a r k e r s 

f o r a s s e s s i n g  t h e a g i n g  a n d l o n g e v i t y  o f  m e d f l i e s .

T h e   g o a l s   o f   o u r   i n v e s t i g a t i o n   a r e   ( 1 )   T o   s t u d y   t h e   r e l a t i o n s h i p   b e -

t w e e n   a c t i v i t y   a n d   a g i n g   d y n a m i c s   a n d   t h e   r o l e   o f   a c t i v i t y   a s   a   b i o -

m a r k e r   o f   l o n g e v i t y ,   f o r   w h i c h   w e   u t i l i z e   f u n c t i o n - v a l u e d   p r i n c i p a l  

c o m p o n e n t   a n a l y s i s   (  Ch e n   &   M ü l l e r , 2 0 1 2 )   f o r   r e p e a t e d   f u n c t i o n a l  

d a t a   t o   c o n s t r u c t   t h e   p r i n c i p a l   c o m p o n e n t s   o f   t h e   u n d e r l y i n g   a c t i v i t y  

p r o c e s s ,   s e p a r a t i n g   t h e   i n t r a - d a y   a n d   i n t e r -d a y   c o m p o n e n t s .  ( 2 )   T o   i n -

v e s t i g a t e   t h e   c o n n e c t i o n   b e t w e e n   e a r l y -a g e   a c t i v i t y   a n d   l i f e s p a n   a t   t h e  

s u b j e c t   l e v e l .  F o r   t h i s   w e   u s e   f u n c t i o n a l   l i n e a r   r e g r e s s i o n   t o   p r e d i c t   a n  

i n d i v i d u a l ' s   r e m a i n i n g   l i f e s p a n ,   g i v e n   t h e   a c t i v i t y   p r o f i l e   a n d   d i e t .  ( 3 )   T o  

e x p l o r e   b e f o r e -d e a t h   p a t t e r n s   o f   d e c l i n e   i n   a c t i v i t y .

2   |   D A T A D E S C R I P T I O N

T h e  p r o t o c o l  o f   R o d o v i t i s  e t a l .(2 0 2 2 )  w a s  f o l l o w e d  f o r  b o t h  m e a s -

u r i n g   d e t a i l e d  l o c o m o t o r  a c t i v i t y   a n d  m a i n t a i n i n g   t h e  f l i e s  i n  t h e 

g l a s s  t u b e s .  T h e  d a y   f o l l o w i n g   a d u l t   e m e r g e n c e ,   w e  p l a c e d  v i r g i n 

f e m a l e s  o f   t h e  M e d i t e r r a n e a n  f r u i t   f l y   l a b o r a t o r y   s t r a i n  “ B e n a k i o , ”  

w h i c h   w a s   m a i n t a i n e d   u n d e r   l a b o r a t o r y   c o n d i t i o n s   f o r   m o r e   t h a n  

3 0  y e ar s ( Kyrit si s et al . (2 0 1 9 ) ) ,   i n  t h e  t u b e s  o f   t h e  l o c o m o t o r y   a c -

t i v i t y   M o n i t o r - L A M 2 5   s y s t e m   a n d  m a i n t a i n e d  t h e m   u n t i l  d e a t h .  I n 

t hi s s y st e m, e a c h fly w a s p u t i n its o w n gl a s s t ub e ( 25  m m di a m et er,

1 2 5  m m l en g t h), w h er e t hr e e r ay rin g s of a n i nfr ar e d lig ht m o nit or at

t h r e e  d i f f e r e n t   p l a n e s  w e r e  p l a c e d  ( c l o s e  t o   t h e  t w o   e n d s  o f   t h e  t u b e 

a n d  o n e  i n  t h e  m i d d l e ) .  T h e  a c t i v i t y   o f   e a c h  t u b e  w a s  m e a s u r e d  e v e r y  

m i n u t e  a s  t h e  n u m b e r  o f   t i m e s  t h e  f l y   p a s s e d  t h r o u g h  a n  i n f r a r e d 

b e a m .  A n  a g a r -b a s e d  g e l  d i e t   c o n s i s t i n g   o f   s u g a r ,   y e a s t ,   h y d r o l y s a t e ,  

a g a r ,   n i p a g i n  a n d  w a t e r  ( 4 : 1 : 0 .2 : 0 .1 : 2 0 )  w a s  p r e p a r e d  t o   p r o v i d e 

a d u l t s  w i t h  b o t h  n u t r i e n t s  a n d  w a t e r  s i m u l t a n e o u s l y .  W e  u s e d  t h r e e 

d i f f e r e n t   g e l  d i e t s  w h i c h  d i f f e r e d  i n  t h e  s u g a r  a n d  y e a s t   h y d r o l y s a t e 

c o n t e n t   i n  t h e  g e l  ( 5 0 % ,   2 0 % ,   a n d  1 0 % ,   r e p r e s e n t e d  b y   t r e a t m e n t  

C- 5 0 ,   C-2 0 ,   a n d  C-1 0   a c c o r d i n g l y ) .  T h e  g e l  d i e t   w a s  r e p l a c e d  e v e r y  

4  d a y s t o a v o i d d e h y dr ati o n. F e m al e s' m o r t alit y w a s r ec or d e d d a il y

w it h v i s u a l o b s e r v a t i o n s u n t i l t h e d e a t h o f  a l l i n d i v i d u a l s .

I n  o u r  a n a l y s i s ,   i n d i v i d u a l  a c t i v i t i e s  f r o m   t h e  r e c o r d  o f   t h e  m i d d l e 

m o nit or w e r e u s e d a n d a g gr e g at e d p e r h o ur f or a t ot al n um b er of 9 6

t u b e s   u n d e r   t h r e e   d i f f e r e n t   t r e a t m e n t   l e v e l s   (  C-1 0 ,   C-2 0 ,   C-5 0 ) .  Ea c h 

t r e a t m e n t   l e v e l   c o r r e s p o n d s   t o   3 2   t u b e s .  S e e  F i g u r e s S 1 ,  S 2 ,   a n d S 3

i n   t h e   s u p p l e m e n t   f o r   t h e   d a i l y   a c t i v i t i e s   u n d e r   e a c h   t r e a t m e n t   a l o n g  

w i t h   i n d i v i d u a l   l i f e s p a n s .

3   |   S T A T I S T I C A L M E T H O D S

3. 1   |  F u n c ti o n- v a l u e d st o c h a sti c pr o c e s s

D e n o t e  t h e  t i m e  c o o r d i n a t e  o f   t h e  c a l e n d a r  d a y s  b y  t ∈    a n d  t h e  r e -

p e a t e d  m e a s u r e m e n t   c o o r d i n a t e  o f   h o u r s  w i t h i n  a  d a y   b y  s ∈  .  L e t  

X (s ,t)  t o   b e  t h e   f u n c t i o n -v a l u e d   s t o c h a s t i c   p r o c e s s   r e p r e s e n t i n g   t h e  
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      |   3 of 1 0C H E N e t a l .

a c t i v i t y   l e v e l  a t   d a y  t  a n d  h o u r s .  M e a n  f u n c t i o n  a n d  t h e  c o v a r i a n c e 

f u n c t i o n o f  t h e p r o c e s s  c a n b e d e f i n e d a s

M e r c e r ' s   t h e o r e m   i m p l i e s   t h e   s p e c t r a l   d e c o m p o s i t i o n   o f   t h e   c o -

v a r i a n c e s u r f a c e G  a s f o l l o w s ,  

w h e r e  �휆 k   a n d  �훾 k   a r e   e i g e n v a l u e s   a n d   t w o - d i m e n s i o n a l   e i g e n f u n c t i o n s  

o f   t h e   c o v a r i a n c e   o p e r a t o r   w i t h   c o v a r i a n c e   k e r n e l  G .  B y   t h e   K a r h u n e n -

L o è v e   e x p an s i o n   ( K ar h u n e n , 1 9 4 6 )   o n e   c a n   r e p r e s e n t  X (s ,t)  t hr o u g h 

t w o -d im e n s i o n a l   F u n c t i o n a l   P r i n c i p a l   Co m p o n e n t   A n a l y s i s   ( F P  CA ) ,   a 

k e y   t e c h n i q u e   o f   F D A ,   a s  

w h e r e  �휉 k = ∫


∫
 (X (s ,t) − �휇 (s ,t))�훾 k (s ,t)ds dt   a r e   t h e   p r i n c i p a l   c o m p o n e n t s  

o f   t h e   p r o c e s s .  T h e s e   c o m p o n e n t s   a r e   z e r o   m e a n   u n c o r r e l a t e d   r a n d o m  

v a r i a b l e s   r e p r e s e n t i n g   t h e   f l u c t u a t i o n s   o f   t h e   p r o c e s s  X (s ,t)  a r o u n d   t h e  

m e a n   f u n c t i o n  �휇 (s ,t).  I n   p r a c t i c e ,   o n e   w o r k s   w i t h   t h e   f i r s t  K   c o m p o -

n e n t s   a n d   t h e   a p p r o x i m a t e d   p r o c e s s  X (s ,t) = �휇 (s ,t) + Σ K
k = 1

�휉 k �훾 k (s ,t).

W e   c h o o s e  K = 3   i n   t h e   f o l l o w i n g   a n a l y s i s .

M o d e s  o f   v a r i a t i o n  (  Ca s t r o   e t a l., 1 9 8 6 )  a r e  a  c o m m o n  t o o l  t o  

i n t e r p r e t   a n d  v i s u a l i z e  t h e  c o m p o n e n t s  o f   F P  CA .  T h e y   f o c u s  o n  t h e 

c o n t r i b u t i o n s  o f   e a c h  e i g e n f u n c t i o n  t o   t h e  s t o c h a s t i c   b e h av i o r  o f   t h e 

u n d e r l y i n g   p r o c e s s .  T h e k -t h  m o d e  o f   v a r i a t i o n  i s  a  s e t   o f   f u n c t i o n s 

i n d e x e d b y  a p a r a m e t e r �훼 ∈ ℝ  g i v e n b y  

3. 2   |   Pr e di c ti o n of r e m ai ni n g lif eti m e

P r e v i o u s   a p p r o a c h e s   f o r   r e m a i n i n g   l i f e t i m e   p r e d i c t i o n   ( M ü l l e r   &  

Z h a n g , 2 0 0 5 )  n e e d  t o   b e  a d j u s t e d  f o r  t h e  s c e n a r i o   o f   a  f u n c t i o n -

v a l u e d  r a t h e r  t h a n  s c a l a r -v a l u e d  a c t i v i t y   p r o c e s s  t h a t   w e  a d o p t   h e r e . 

W e  d e n o t e  t h e  l i f e t i m e  o r  a g e -a t-d e a t h  o f   a  s u b j e c t   b y  T   a n d   a s s u m e 

t h a t   f o r  e a c h  s u b j e c t   t h e  d a i l y   a c t i v i t y  X   i s  r e c o r d e d  c o n t i n u o u s l y . 

W e  d e n o t e  t h e  o b s e r v e d  a c t i v i t y   t r a j e c t o r y   f o r  a n  i n d i v i d u a l  t h a t   i s 

s t i l l a l i v e a t  t i m e T 0  b y  X̃ s ,t,T 0 , 0 ≤ t ≤ T 0 ,s ∈  , t h a t  i s

O u r   g o a l   i s   t o   p r e d i c t   t h e   r e m a i n i n g   l i f e t i m e  T − T 0 ,  g i v e n  

X̃ s ,t,T 0 .  T h e   a c t i v i t y   r e c o r d   t h u s   i s   c e n s o r e d   b y   t h e   a g e - at -d e a t h 

o f   a   f l y ,   a n d   t h e r e   i s   a n   i n h e r e n t   t r a d e - o ff   b e t w e e n   t h e   s e l e c t e d   a g e  

s p a n   a n d   t h e   n u m b e r   o f   f l i e s   w h o s e   a c t i v i t y   c a n   b e   o b s e r v e d   o v e r  

t h e i r   e n t i r e   l i f e s p a n .  O u r   a p p r o a c h   i s   b a s e d   o n   n o n p a r a m e t r i c   d a t a  

a n a l y s i s   a n d   t h u s   i s   v e r y   f l e x i b l e .  I f   o n e   i s   w i l l i n g   t o   s a c r i f i c e   s o m e  

o f   t h i s   f l e x i b i l i t y ,   s o m e   m o r e   c o m p l e x   a p p r o a c h e s   t o   d e a l   w i t h   t h i s  

c e n s o r i n g   i s s u e   a r e   p r o v i d e d   b y   j o i n t   m o d e l i n g   ( D i n g   &   W a n g , 2 0 0 8 ;  

M ü l l e r   &   Z h a n g , 2 0 0 5 ) .  D e n o t e   t h e   e x p e c t e d   r e m a i n i n g   l i f e t i m e   c o n -

d i t i o n a l   o n  X̃   a s  rX̃ T 0 ,   i .e .,

T h e  f u n c t i o n a l  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l  ( M ü l l e r , 2 0 0 5 ;   M ü l l e r  &  

S t a d t m ü l l e r , 2 0 0 5 ;  R a m s a y  &  S i l v e r m a n , 2 0 0 5 ) i s g i v e n b y

w h e r e  r0 T 0   i s   a   n o n r a n d o m   i n t e r c e p t   f u n c t i o n ,  �훽 (s ,t)  i s   t h e   s m o o t h  

c o e f f i c i e n t   s u r f a c e   a n d  �휇 s ,t,T 0   i s   t h e   m e a n   f u n c t i o n   o f  X̃ s ,t,T 0 .

T h e   f u n c t i o n a l   l i n e a r   r e g r e s s i o n   m o d e l   c a n   b e   e q u i v a l e n t l y   r e w r i t t e n   a s

w h e r e  �휀   i s   a   z e r o   m e a n   f i n i t e   v a r i a n c e   r a n d o m   e r r o r .  I f   o n e   r e p r e s e n t s  

t h e   c o e f f i c i e n t   s u r f a c e  �훽 (s ,t)  u s i n g   t h e   o r t h o n o r m a l   e i g e nba s i s  �훾 k   f r o m  

e q u a t i o n   ( 2 ) ,   s u c h   t h a t  �훽 (s ,t) =
∑ ∞

k = 1 �훽 k �훾 k (s ,t),   t h e n   t h e   m o d e l   f o r   t h e  

m e a n   r e m a i n i n g   l i f e t i m e   b e c o m e s

w h e r e   t h e  �휉 k   a r e   t h e   p r i n c i p a l   c o m p o n e n t s   a s   i n   e q u a t i o n   ( 2 ) .

I n  o r d e r  t o   a s s e s s  t h e  s t r e n g t h  o f   t h e  a s s o c i a t i o n ,   a  p s e u d o - R

s q u a r e m e a s u r e c a n b e u s e d t h a t  i s d e f i n e d a s

w h e r e  l a r g e r  v a l u e s  o f  R 2   i n d i c a t e   t h a t   t h e   p r e d i c t o r   e x p l a i n s   m o r e   o f  

t h e   v a r i a b i l i t y   o f   t h e   r e s p o n s e ,   i .e .,   o f   r e m a i n i n g   l i f e t i m e .

3. 3   |   C o n diti o n al di stri b uti o n s of 

r e m ai ni n g lif eti m e

T h e   c o n d i t i o n a l   d i s t r i b u t i o n   o f   r e m a i n i n g   l i f e t i m e  T − T 0   a t   a  c u r r e n t  

t i m e T 0   o f   a  s u b j e c t ,   g i v e n  a n  o b s e r v e d  t r a j e c t o r y  X̃   u p   t o   t i m e T 0 ,   i s 

d e f i n e d  a s F X̃ ,T 0
(y ) = P T − T 0 ≤ y |X̃ s ,t,T 0 , 0≤ t ≤ T 0 ,T 0 ≤ T .  M ü l l e r 

a n d   Z h a n g (2 0 0 5 )  p r o p o s e d  t o   c o n s t r u c t   t h e  c o n d i t i o n a l  d i s t r i b u -

t i o n  f u n c t i o n  o f   t h e  r e m a i n i n g   l i f e t i m e  b y   t h e  f u r t h e r  a s s u m p t i o n 

t h a t   t h e  l i n e a r  p r e d i c t o r  f u n c t i o n �휂 T 0 = ∫
T 0

0
∫

2 4

0
X̃ s ,t,T 0 �훽 (s ,t)ds dt

d e t e r m i n e s   t h e   c o n d i t i o n a l   d i s t r i b u t i o n ,

( 1 )�휇 (s ,t) = E (X (s ,t)),

G s 1 ,t1 , s 2 ,t2 = E X s 1 ,t1 X s 2 ,t2

− �휇 s 1 ,t1 �휇 s 2 ,t2 ,s 1 ,s 2 ∈  ,t1 ,t2 ∈  .

G s 1 ,t1 , s 2 ,t2 =
∑ ∞

k = 1
�휆 k �훾 k s 1 ,t1 �훾 k s 2 ,t2 ,

( 2 )X (s ,t) = �휇 (s ,t) +
∑ ∞

k = 1
�휉 k �훾 k (s ,t),

( 3 )m k (s ,t,�훼 ) = �휇 (s ,t) + �훼
√

�휆 k �훾 k (s ,t), �훼 ∈ ( − ∞ ,∞ ).

X̃ s ,t ,T 0 =

⎧
⎪
⎨
⎪
⎩

X (s ,t) if T 0 ≤ T , 0≤ t ≤ T 0 ,

u n o b s e r v e d if T 0 > T .

rX̃ T 0 = E T − T 0 |X̃ s ,t,T 0 , 0≤ t ≤ T 0 .

rX̃ T 0 = r0 T 0

( 4 )+
∫

T 0

0 ∫

2 4

0

X̃ s ,t,T 0 − �휇 s ,t,T 0 �훽 (s ,t)ds dt ,

T − T 0 = r0 T 0

( 5 )+
∫

T 0

0 ∫

2 4

0

X̃ s ,t,T 0 − �휇 s ,t,T 0 �훽 (s ,t)ds dt + �휀 ,

( 6)rX̃ T 0 = r0 T 0 +
∑ ∞

k = 1
�훽 k �휉 k ,

R 2 = 1 −
V ar (�휀 )

V ar T − T 0

,
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4 of 1 0   |      C H E N e t a l .

He r e   t h e   u n k n o w n   f u n c t i o n  �휆 T 0 ,y (⋅)  i s   a s s u m e d   t o   b e   s m o o t h   i n  

b o t h  y   a n d  T 0 .  Es t i m a t i n g   c o n d i t i o n a l   r e m a i n i n g   l i f e t i m e   d i s t r i b u -

t i o n s   t h e n   i s   e q u i v a l e n t   t o   e s t i m a t i n g   f u n c t i o n s  �훾 T 0 ,y { ⋅}   a n d  �휉 (⋅)  a n d 

n o n p a r a m e t r i c   s m o o t h   e s t i m a t o r s   e m p l o y i n g   b o u n d a r y   k e r n e l s  

( M ü l l e r   a n d   W a n g (1 9 9 4 ) )   c a n   b e   u t i l i z e d   t o   e s t i m a t e   t h e   s m o o t h  

f u n c t i o n  �휇 (⋅).  S e e   S e c t i o n 3 .3   i n   M ü l l e r   a n d   Z h a n g (2 0 0 5 )   f o r   m o r e  

d e t a i l s .

4   |   R E S U L T S

4. 1   |   E arl y- a g e a c ti vit y pr ofil e a n d c o n n e c ti o n t o 

di et

T h e   e s t i m a t e d   m e a n   p r o c e s s   a s   p e r   ( 1 )   o f   S e c t i o n 3 .1   i s   s h o w n   i n 

F i g u r e 1 ,   a l o n g   w i t h   t h e   m e a n   p r o c e s s   u n d e r   d i f f e r e n t   d i e t   l e v e l s . 

D u r i n g   a   2 4 - h   c y c l e ,   m e d f l i e s   a r e   m o s t   a c t i v e   a n d   e n e r g e t i c   d u r -

i n g   p e r i o d s   o f   i l l u m i n a t i o n   a s   i n d i c a t e d   b y   t h e   l i g h t   s e n s o r   ( 0 7 : 0 0 –

2 1 : 0 0 )   a n d   l e s s   a c t i v e   d u r i n g   p e r i o d s   o f   d a r k n e s s .  W i t h   r e g a r d   t o  

a c t i v i t y   d y n a m i c s ,   o l d e r   m e d f l i e s   e x h i b i t   a   t e n d e n c y   t o   r i s e   l a t e r . 

A   l o w   n u t r i t i o n   l e v e l   (  C-1 0 )   i s   a s s o c i a t e d   w i t h   a   r e l a t i v e l y   d e l a y e d  

a c t i v i t y   p e a k ,   w h i l e   a   h i g h   n u t r i t i o n   l e v e l   (  C- 5 0 )   i s   l i n k e d   t o   a n   e a r-

l i e r   a c t i v i t y   p e a k .

O v e r   3 0 %   o f   t h e   v a r i a t i o n   i n   t h e   e a r l y - a g e   a c t i v i t y   m o d e l   ( 2 )   i s  

e x p l a i n e d   b y   t h e   f i r s t   t h r e e   e i g e n f u n c t i o n s ,   a s   d e p i c t e d   i n  F i g u r e S 5

i n   t h e   s u p p l e m e n t .  T h e   m o d e s   o f   v a r i a t i o n   o f   t h e   f i r s t   t h r e e   e i g e n -

f u n c t i o n s   a s   p e r   ( 3 )   i n   S e c t i o n 3 .1   a r e   i l l u s t r a t e d   i n  F i g u r e 2   t o   f a -

c i l i t a t e   t h e   i n t e r p r e t a t i o n   o f   t h e   e i g e n f u n c t i o n s .  T h e   p r e d o m i n a n t  

v a r i a t i o n   i s   r e f l e c t e d   i n   t h e   c o n t r a s t i n g   p a t t e r n s   o f   t h e   a c t i v i t y   b e -

t w e e n   e a r l y   a n d   l a t e   d a y s   a n d   b e t w e e n   d a y t i m e   a n d   n i g h t t i m e .  T h i s  

i n d i c a t e s   t h a t   t h e   p r e d o m i n a n t   s o u r c e   o f   v a r i a t i o n   i s   a t t r i b u t e d   t o  

y o u n g   m e d f l i e s   d u r i n g   t h e i r   a c t i v e   d a y t i m e   h o u r s .  T h e   s e c o n d   e i-

g e n f u n c t i o n   h i g h l i g h t s   a   c o n t r a s t i n g   p a t t e r n   b e t w e e n   e a r l y   a n d  

l a t e   a g e s ,   w h i l e   t h e   t h i r d   e i g e n f u n c t i o n   f o c u s e s   o n   t h e   c o n t r a s t  

b e t w e e n   t h e   a c t i v i t y   d u r i n g   d a y   8   t o   d a y   2 0   ( d a y t i m e   o n l y )   a n d   t h e  

o t h e r   p e r i o d s .

T o   f u r t h e r  i nv e s t i g a t e  t h e  t r e a t m e n t   e f f e c t   o n  e a r l y - a g e  m e d f l y  

a c t i v i t y ,   w e  f i t   l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l s  u s i n g   s c o r e s  o f   t h e  F P  CA   a s 

t h e  r e s p o n s e  v a r i a b l e s  a n d  t r e a t m e n t   l e v e l s  a s  p r e d i c t o r s . T a b l e 1

s h o w s  t h e  s u m m a r i z e d  f i t t e d  r e s u l t s .  T o   e n h a n c e  t h e  v i s u a l i z a t i o n 

o f   t h e  t r e a t m e n t   e f f e c t ,   w e  u s e  p a i r w i s e  s c o r e  r e p r e s e n t a t i o n s  i n 

F i g u r e S 4   i n  t h e  s u p p l e m e n t   t o   f a c i l i t a t e  i n t e r p r e t a t i o n  o f   t h e  r e -

g r e s s i o n   r e l a t i o n .

Co n s i s t e n t   w i t h   t h e   r e s u l t s   o f   t h e   m e a n   a c t i v i t y   p r o f i l e s ,   a   l o w  

n u t r i t i o n   l e v e l   (  C1 0 )   i s   a s s o c i a t e d   w i t h   a   d i m i n i s h e d   c o n t r a s t   b e -

t w e e n   d a y t i m e   a n d   n i g h t t i m e   a c t i v i t y   a n d   a   r e l a t i v e l y   l a t e   p e a k  

i n   a c t i v i t y .  O n   t h e   o t h e r   h a n d ,   m e d i u m   n u t r i t i o n   (  C-2 0 )   a n d   h i g h  

n u t r i t i o n   (  C-5 0 )   r e s u l t   i n   a   r e l a t i v e l y   e a r l y   p e a k   i n   a c t i v i t y   a n d   a n  

i n c r e a s e d   c o n t r a s t   b e t w e e n   d a y t i m e   a n d   n i g h t t i m e   a c t i v i t y ,   w i t h  

h i g h   n u t r i t i o n   (  C-5 0 )   h a v i n g   a   s t r o n g   c o n n e c t i o n   t o   h i g h   e a r l y - a g e 

a c t i v i t y .

4. 2   |   R el ati o n s hi p b et w e e n e arl y- a g e a c ti vit y 

a n d lif e s p a n

T h e  p r e c e d i n g   s e c t i o n  f o c u s e d  o n  t h e  e a r l y - a g e  a c t i v i t y   p r o f i l e  o f  

m e d f l i e s ,   w h i l e   h e r e   w e   e x p l o r e   t h e   r e l a t i o n s h i p   b e t w e e n   t h e   a c t i v -

i t y   p r o f i l e  a n d  l o n g e v i t y   a n d  d e m o n s t r a t e  t h a t   t h e  a c t i v i t y   p r o f i l e 

c a n b e u s e d a s a b i o m a r k e r f o r l o n g e v i t y .

( 7 )

F X̃ ,T 0
(y ) = P T − T 0 ≤ y |X̃ s ,t,T 0

= P T − T 0 ≤ y |�훾 T 0

= �휇 T 0 ,y �휇 T 0 .

F I G U R E 1   E sti m at e d m e a n f u n cti o n s

o f  e a r l y -a g e a c t i v i t y ,  a s p e r ( 1 ) o f  

S e c t i o n 3 .1 ,  f o r p o p u l a t i o n l e v e l a n d t h r e e 

d i e t  l e v e l s C -1 0 ,   C-2 0 ,  a n d C -5 0 .
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      |   5 of 1 0C H E N e t a l .

W e  p r e s e n t   t h e  r e s u l t s  o f   t h e  f u n c t i o n a l  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l 

( 4 )  w i t h  t r e a t m e n t   l e v e l s  a n d  s c o r e  r e p r e s e n t a t i o n s  o f   t h e  e a r l y - a g e 

a c t i v i t y   p r o f i l e  a s  p r e d i c t o r s .  B y   u s i n g   t h e  t w o - d i m e n s i o n a l   o r t h o -

n o r m a l  e i g e n f u n c t i o n s  i n  t h e  F P  CA ,   t h e  r e g r e s s i o n  m o d e l  c a n  b e 

r ef or m ul at e d t hr o u g h e q u ati o n ( 6), a n d t he r e s ult s f or t he fit t e d

m o d e l  a r e  s u m m a r i z e d  i n T a b l e 2   w h e r e  R 2 =   0. 2 1. W e al s o pr o vi d e

t h e  r e g r e s s i o n  m o d e l  u n d e r  e a c h  t r e a t m e n t   l e v e l  i n T a b l e S 1   i n  t h e 

S u p p l e m e n t .  A   m e d i u m   n u t r i t i o n  d i e t   (  C-2 0 )  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o n g e r 

l i f e s p a n s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s .  Ho w e v e r ,   a  h i g h e r 

s c o r e  f o r  t h e  e i g e n f u n c t i o n �휆 1   ( r e p r e s e n t i n g   h i g h   l e v e l s   o f   a c t i v i t y  

i n  e a r l y   a g e  a n d  a   l a r g e  c o n t r a s t   b e t w e e n  d a y t i m e  a n d  n i g h t t i m e 

a c t i v i t y )  c a n  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  m o r t a l i t y   r i s k .  T h i s  e f f e c t  

i s  p a r t i c u l a r l y   p r o n o u n c e d  f o r  i n d i v i d u a l s  u n d e r  a  h i g h  n u t r i t i o n  d i e t  

(  C-5 0 )  a s  t h e y   m a y   h av e   e x h a u s t e d  t h e m s e l v e s  d u r i n g   t h e i r  e a r l y   l i f e 

o r  d a y t i m e  p e r i o d s .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t   t h e  m e d f l y   a c t i v i t y  

p r o f i l e c a n s e r v e a s a b i o m a r k e r o f  l o n g e v i t y .

F i g u r e 3   p r e s e n t s  t h e  d a i l y   a c t i v i t y   c u r v e s  a l o n g   w i t h  t h e  p r e -

d i c t e d  l i f e s p a n  i n  a  s a m p l e  o f   r a n d o m l y   s e l e c t e d  t u b e s .  T h e  r e s u l t s 

s u g g e s t   t h a t   t h e  p r e d i c t i o n  o f   l i f e s p a n  i s  i n  g o o d  a g r e e m e n t   w i t h  t h e 

a c t u a l   a g e -a t-d e a t h .  T h e  c o n d i t i o n a l  d e n s i t y   c u r v e s  s h o w   t h e  p r e -

d i c t e d   d i s t r i b u t i o n   o f   a g e -a t-d e a t h ,   w i t h  h i g h e r  v a l u e s  i n d i c a t i n g   a 

h i g h e r p r o b a b i l i t y  o f  d e a t h a t  t h a t  t i m e .

F I G U R E 2   T h e m o d e s of v ari ati o n, a s p er ( 3) i n S e cti o n 3 .1 ,  v a r y  w i t h t h e p a r a m e t e r α ra n gi n g fr o m − 2 t o 2 ( l ef t t o ri g ht). T h e thr e e ro w s

c o r r e s p o n d t o  t h e m o d e s o f  v a r i a t i o n o f  t h e f i r s t  t h r e e t w o - d im e n s i o n a l   e i g e n f u n c t i o n s .  T h e   e i g e n f u n c t i o n s   a r e   i l l u s t r a t e d   i n  F i g u r e S 5  i n t h e 

A p p e n d i x .

R e s p o n s e I nt e r c e pt C- 2 0 C- 5 0 R 2

�훾 1 − 2 4 3. 2 9 ( < 0. 0 0 1) 2 9 5. 3 7 ( < 0. 0 0 1) 3 8 9. 4 3 ( < 0. 0 0 1) 0 .2 3

�휉 2 − 1 3 2. 3 0 ( 0. 0 1) 5 0 .4 3   ( 0 .4 5 5 ) 3 2 1. 9 6 ( < 0. 0 0 1) 0 .2 8

�휇 3 − 5 0. 0 3 ( 0. 2 4) 2 7. 5 3 (0. 6 3) 1 3. 3 1 ( 0. 0 5) 0. 0 6

N ot e :  T h e   c o r r e s p o n d i n g  p -v a l u e s   a r e   i n c l u d e d  i n   b r a c k e t s   a n d  t h e  R 2   v a l u e s   a r e   l i s t e d  i n   t h e   f i n a l  

c o l u m n .  Co e f f i c i e n t s   w i t h   s i g n i f i c a n t  p -v a l u e s   (p -v a l u e ≤ 0. 0 5 )   a r e   s h o w n   i n   b o l d .

T A B L E 1   T h e r e s ult s of t h e li n e ar

r e g r e s s i o n u s i n g  t h e  F P  CA  s c o r e s o f  

t h e   e a r l y -a g e a c t i v i t y  a s t h e r e s p o n s e 

v a r i a b l e s  ( t o p  t o  b o t t o m ) a n d t r e a t m e n t  

l e v e l s a s p r e d i c t o r s ( l e f t  t o  r i g h t ) .
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4. 3   |   B ef or e- d e at h a c ti vit y pr ofil e

T o   s t u d y   t h e  a c t i v i t y   p a t t e r n s  o f   m e d f l i e s  b e f o r e  t h e y   d i e ,   w e  m o d e l 

t h e   b e f o r e - d e a t h  a c t i v i t y   a s  a  f u n c t i o n -v a l u e d   s t o c h a s t i c   p r o c e s s . 

T h e  t i m e  c o o r d i n a t e  i s  t h a n a t o l o g i c a l  a g e  r e p r e s e n t e d  b y   t h a n a t o -

l o g i c a l  d a y s  ( d a y s  g o i n g   b a c k w a r d s  f r o m   t h e  d a y   o f   d e a t h ) ,   w h i l e  t h e 

r e p e a t e d   m e a s u r e m e n t   c o o r d i n a t e   r e m a i n s   u n c h a n g e d   a n d   c o r r e -

s p o n d s  t o   t h e  h o u r  w i t h i n  a  d a y .  T h e  m e a n  f u n c t i o n  a n d  e i g e n f u n c -

t i o n s c a n b e d e f i n e d a n d e s t i m a t e d s i m i l a r l y  a s i n S e c t i o n 3 .1 .

F i g u r e 4 a   s h o w s  t h e  p o p u l a t i o n  l e v e l  m e a n  f u n c t i o n  o f   t h e  m e d -

f l y   a c t i v i t y   m o d e l e d  i n  t h e  t h a n a t o l o g i c a l  a g e  s c a l e ,   w h e r e  t h e  t i m e 

c o o r d i n a t e  s t a r t s  f r o m   t h e  d a y   o f   d e a t h  a n d  t h e  h o u r  w i t h i n  t h e  d a y  

r e m a i n s  u n c h a n g e d .  T h e  m e a n  f u n c t i o n  d i s p l a y s  t h e  av e r a g e  a c t i v i t y  

p a t t e r n  o f   t h e  m e d f l i e s ,   i n d i c a t i n g   t h a t   t h e y   t e n d  t o   b e  m o r e  a c t i v e 

d u r i n g   t h e  h o u r s  w h e n  t h e  l i g h t   s e n s o r  i s  o n  ( 7 : 0 0 – 2 1 : 0 0 )  a n d  l e s s 

a c t i v e  d u r i n g   t h e  h o u r s  w h e n  t h e  l i g h t   s e n s o r  i s  o f f .  A d d i t i o n a l l y ,   t h e 

m e a n  f u n c t i o n  s h o w s  a  d e c l i n e  i n  a c t i v i t y   a s  t h e  m e d f l i e s  a p p r o a c h 

t h e i r   d e a t h .

O v e r  5 0 %   o f   t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  b e f o r e - d e a t h  a c t i v i t y   i s  e x -

p l a i n e d   b y   t h e   f i r s t   t h r e e   t w o - d i m e n s i o n a l   e i g e n f u n c t i o n s ,   a s   d e -

p i c t e d   i n  F i g u r e S 6   i n  t h e   s u p p l e m e n t .  M o d e s   o f   v a r i a t i o n   o f   t h e  

f i r s t   t h r e e  e i g e n f u n c t i o n s  a s  p e r  ( 3 )  i n  S e c t i o n 3 .1   a r e  i l l u s t r a t e d  i n 

F i g u r e 5 .  T h e  p r i m a r y   v a r i a t i o n  c a n  b e  s e e n  i n  t h e  d e c l i n e  o f   a c t i v i t y  

d u r i n g   t h e  d a y t i m e  l e a d i n g   u p   t o   d e a t h .  T h e  s e c o n d  e i g e n f u n c t i o n 

e m p h a s i z e s  t h e  l e v e l  o f   a c t i v i t y   p r i o r  t o   d e a t h .  T h e  t h i r d  e i g e n f u n c -

t i o n  c o n c e n t r a t e s  o n  t h e  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y   d u r i n g   t h e  e a r l y   m o r n -

i n g  h o u r s .

T h e  F P  CA   s c o r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f i r s t   t h r e e  e i g e n f u n c t i o n s 

a r e  u t i l i z e d  f o r  d o w n s t r e a m   c l u s t e r  a n a l y s i s .  W e  e m p l o y   a  G a u s s i a n 

m i x t u r e  m o d e l  w i t h  a  d i a g o n a l  c o v a r i a n c e  m a t r i x   t o   i d e n t i f y   t w o  

u n d e r l y i n g   c l u s t e r s ,   a s  s h o w n  i n F i g u r e 6 .  T h e  f i r s t   c l u s t e r  c a n  b e 

c o n n e c t e d  w i t h  t h e  s u d d e n  d e a t h  f e a t u r e  o f   t h e  m e d f l i e s ,   w h i l e  t h e 

s e c o n d  c l u s t e r  r e f l e c t s  a  d w i n d l i n g   p a t t e r n  o f   a c t i v i t y   a s  m e d f l i e s 

a p p r o a c h   t h e i r   d e a t h .

T o   g a i n  a  d e e p e r  u n d e r s t a n d i n g   o f   t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e 

t w o   c l u s t e r s ,   w e  r a n d o m l y   s e l e c t   s i x   f l i e s  f r o m   e a c h  c l u s t e r  a n d  p r e s -

e n t   t h e i r  a c t i v i t y   d a t a  i n F i g u r e s S 7   a n d S 8   i n  t h e  s u p p l e m e n t .  F o r 

c l u s t e r  1 ,   f o u r  t u b e s  ( 2 4 – 3 ,   1 5 – 2 ,   1 0 – 1 ,   a n d  2 – 2 )  e x h i b i t   a  n o t i c e a b l e 

T A B L E 2   T h e r e gr e s si o n c o effi ci e nt s a l o n g w it h 9 5 % c o nfi d e n c e

i nt er v al s for fu n cti o n al li n e ar re gr e s si o n a s p er m o d el (6) i n

S e c ti o n 3 .2   w h e r e   s i g n i f i c a n t   c o e f f i c i e n t s   a r e   b o l d .

C o ef fi ci e nt Fit t e d r e s ult

C o nfi d e n c e 

i nt e r v al

r 0 T 0 1 8. 6 0 6 ( 8. 5 0 2, 2 7. 8 1 1)

�휆 1 − 0. 0 1 3 ( − 0. 0 3 4, 0. 0 0 1)

�훾 2 − 0. 0 1 3 ( − 0. 0 3 0,  0. 0 02)

�휉 3 − 0. 0 0 5 ( − 0. 0 2 5, 0. 0 1 1)

C 2 0 1 1. 8 5 6 ( 0. 2 1 8, 1 9. 7 5 7)

C 5 0 8. 7 2 6 ( − 6. 0 4 4, 2 6. 4 7 3)

N ot e :  S c o r e r e p r e s e n t a t i o n s   o f   t h e   e a r l y - a g e   a c t i v i t y   p r o f i l e   i n  

S e c t i o n 4 .1  t o g e t h e r w i t h   t r e a t m e n t   l e v e l s   a r e   t h e   p r e d i c t o r s , w h i l e   t h e  

r e m a i n i n g   l i f e s p a n   i s   t h e   r e s p o n s e .

F I G U R E 3   T h e pr e di cti o n of t h e r e m ai ni n g lif e s p a n a s p er  m o d el ( 6) i n S e cti o n 3 .2 ,   w h e r e   t h e   s c o r e   r e p r e s e n t a t i o n s   o f   t h e   e a r l y - a g e 

a c t i v i t y  p r o f i l e i n S e c t i o n 4 .1   t o g e t h e r   w i t h   t r e a t m e n t   l e v e l s   a r e   p r e d i c t o r s ,   w h i l e   t h e   r e m a i n i n g   l i f e s p a n   i s   t h e   r e s p o n s e .  T h e   f i g u r e   d i s p l a y s  

t h r e e r o w s ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e r a n d o m l y  s e l e c t e d t u b e s u n d e r d i f f e r e n t  t r e a t m e n t  l e v e l s (  C-1 0 ,   C-2 0 ,  a n d C -5 0 ,  t o p  t o  b o t t o m ) . T h e 

o b s e r v e d   a g e -a t-d e a t h i s m a r k e d a s a c r o s s w h i l e t h e p r e d i c t e d a g e - a t-d e a t h i s m a r k e d a s a c i r c l e f o r e a c h t u b e . T h e p r e d i c t e d c o n d i t i o n a l 

d e n s i t y  o f  a g e -a t-d e a t h a s p e r m o d e l ( 7 ) i n S e c t i o n 3 .3  i s s h o w n a s r e d d a s h e d l i n e f o r e a c h t u b e .

t u b e 1 − 3 t u b e 1 2 − 3 t u b e 2 1 − 3 t u b e 3 2 − 3

t u b e 1 − 2 t u b e 1 2 − 2 t u b e 2 1 − 2 t u b e 3 2 − 2

t u b e 1 − 1 t u b e 1 2 − 1 t u b e 2 1 − 1 t u b e 3 2 − 1
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F I G U R E 4   E sti m at e d m e a n f u n cti o n s

o f  b e f o r e -d e a t h a c t i v i t y  p r o f i l e ,  a s p e r ( 1 ) 

o f   S e c t i o n 3 .1 ,  f o r ( a ) p o p u l a t i o n l e v e l a n d 

t h r e e  d i e t  l e v e l s ( b ,  c ,  a n d d ) C -1 0 ,   C-2 0 ,  

a n d   C-5 0 .

F I G U R E 5   T h e m o d e s of v ari ati o n, a s p er ( 3) i n S e cti o n 3 .1 ,  v a r y  w i t h t h e p a r a m e t e r α ra n gi n g fr o m − 2 t o 2 ( l ef t t o ri g ht). T h e thr e e ro w s

c o r r e s p o n d t o  t h e m o d e s o f  v a r i a t i o n o f  t h e f i r s t  t h r e e t w o - d im e n s i o n a l   e i g e n f u n c t i o n s .  T h e   e i g e n f u n c t i o n s   a r e   i l l u s t r a t e d   i n  F i g u r e S 6  i n t h e 

A p p e n d i x .
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d e c l i n e  i n  a c t i v i t y   j u s t   b e f o r e  d e a t h .  F o r  c l u s t e r  2 ,   a l l  s i x   t u b e s 

d e m o n s t r a t e a g r a d u a l d e c r e a s e i n a c t i v i t y  l e a d i n g  u p  t o  d e a t h .

5   |   D I S C U S S I O N

W e  m o d e l  t h e  d a i l y   a c t i v i t y   o f   t h e  M e d i t e r r a n e a n  f r u i t   f l y   a s  a 

f u n c t i o n a l - v a l u e d  s t o c h a s t i c   p r o c e s s ,   t a k i n g   i n t o   a c c o u n t   t h e  r e -

p e a t e d   m e a s u r e m e n t s   o f   a c t i v i t y f o r  e a c h  d a y   d u r i n g   t h e i r  l i f e s p a n 

a n d  u s i n g   a d v a n c e d  F D A   m e t h o d o l o g y .  T h e  l o n g i t u d i n a l  t i m e  i s  r e p -

r e s e n t e d  b y   t h e  c a l e n d a r  d a y ,   a n d  t h e  r e p e a t e d  o b s e r v a t i o n s  a r e  t h e 

r e c o r d e d  t i m e s  w i t h i n  e a c h  d a y .  F P  CA   i s  u s e d  t o   e f f e c t i v e l y   d e m o n -

s t r a t e  t h e m o d e s o f  v a r i a t i o n o f  t h e p r o c e s s .

T h e  s t u d y   i d e n t i f i e d  t h r e e  d i s t i n c t   p a t t e r n s  o f   v a r i a t i o n  i n  t h e 

e a r l y -a g e  a c t i v i t y   p r o f i l e  a n d  e x p l o r e d  t h e i r  c o n n e c t i o n  t o   d i e t .  A  

l o w   n u t r i t i o n  l e v e l  (  C-1 0 )  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  d i m i n i s h e d  c o n t r a s t   b e -

t w e e n  d a y t i m e  a n d  n i g h t t i m e  a c t i v i t y   a n d  a  r e l a t i v e l y   l a t e  p e a k  i n  a c -

t i v i t y .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,   m e d i u m   n u t r i t i o n  (  C-2 0 )  a n d  h i g h  n u t r i t i o n 

(  C-5 0 )  r e s u l t   i n  a  r e l a t i v e l y   e a r l y   p e a k  i n   a c t i v i t y   a n d  a n  i n c r e a s e d 

c o n t r a s t   b e t w e e n  d a y t i m e  a n d  n i g h t t i m e  a c t i v i t y ,   w i t h  h i g h  n u t r i t i o n 

(  C-5 0 ) h av i n g  a s t r o n g  c o n n e c t i o n t o  h i g h e a r l y -a g e   a c t i v i t y .

O u r  a n a l y s i s  a l s o   i n d i c a t e s  t h a t   t h e r e  i s  a  s t r o n g   c o n n e c t i o n 

b e t w e e n  d a i l y   a c t i v i t y   i n  e a r l y   a g e  a n d  s u b s e q u e n t   m o r t a l i t y   a n d 

d e m o n s t r a t e s  t h a t   t h e  a c t i v i t y   p r o f i l e s  c a n  s e r v e  a s  a  b i o m a r k e r . 

W e  a p p l y   a  f u n c t i o n a l  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l  t h a t   u s e s  t h e   a c t i v i t y  

wit hi n t he fir st 3 2  d a y s a n d t he tre at m e nt r ec ei v e d b y t he m e dfl y t o

p re d i c t   i t s  l i f e s p a n .  I n c r e a s e d  m o r t a l i t y   r i s k  i s  l i n k e d  w i t h  h i g h e r  a c -

t i v i t y   l e v e l s  a n d  g r e a t e r   c o n t r a s t   b e t w e e n  d a y t i m e  a n d  n i g h t t i m e  a c -

t i v i t y ,   p a r t i c u l a r l y   i n  t h e   h i g h  n u t r i t i o n  l e v e l  g r o u p   (  C-5 0 ) .  I n d i v i d u a l s 

r e c e i v i n g   m e d i u m   n u t r i t i o n   (  C-2 0 )  a r e  p r e d i c t e d  t o   h av e  a  l o n g e r 

l i f e s p a n  c o m p a r e d  t o   t h o s e  i n  t h e  l o w   n u t r i t i o n  g r o u p   (  C-1 0 )  a n d 

h i g h   n u t r i t i o n   g r o u p   (  C-5 0 ) .  W e  a l s o   p r e s e n t   p r e d i c t e d  l i f e s p a n  d i s -

t r i b u t i o n s  f o r  i n d i v i d u a l  s u b j e c t s ,   w h e r e  a  h i g h e r  v a l u e  o f   t h e  d e n s i t y  

f u n c t i o n   o f   t h e   p r e d i c t e d   d i s t r i b u t i o n   i n d i c a t e s   a   h i g h e r   p r o b a b i l i t y  

o f   d e a t h  f o r  t h e  m e d f l y .  A l l  o f   t h i s  s h o w s  t h a t   a c t i v i t y   p r o f i l e s  c a n 

s e r v e a s a u s e f u l b i o m a r k e r o f  l o n g e v i t y .

I t   i s  i m p o r t a n t   t o   n o t e  t h a t   t h e  p r o p o s e d  m e t h o d o l o g y   c a n  b e 

g e n e r a l l y   u s e d  f o r  t r a c k i n g   m e d f l y   a c t i v i t y   a c r o s s  v a r i o u s  c o n d i t i o n s 

a n d  a l s o   f o r  o t h e r  s p e c i e s  a s  l o n g   a s  c o n t i n u o u s  r e c o r d i n g   o f   a c t i v i t y  

i s  av a i l a b l e  o v e r  t h e  l i f e s p a n  o f   t h e  r e s p e c t i v e  s p e c i e s .  F u r t h e r m o r e ,  

i t   i s  e s s e n t i a l  t o   a c k n o w l e d g e  t h a t   o u r  c u r r e n t   f i n d i n g s  s t e m   f r o m  

o b s e r v i n g   t h e  a c t i v i t y   o f   u n m a t e d  f e m a l e  a d u l t   m e d f l i e s  l i v i n g   i n 

a n  i s o l a t e d  g l a s s  t u b e .  T h e  c o s t   o f   r e p r o d u c t i o n  h a s  b e e n   s t r o n g l y  

c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  a g i n g   p r o c e s s  i n  m e d f l i e s'  l i f e  h i s t o r y   t r a i t s  i n  t h e 

p a s t   (  Ch a p m a n   e t a l ., 1 9 9 8 ) .  T h e r e f o r e ,   i n  f u t u r e  s t u d i e s ,   i t   w o u l d 

b e  e x t r e m e l y   i n t e r e s t i n g   t o   i nv e s t i g a t e  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e 

l o c o m o t o r y   a c t i v i t y   p a t t e r n s  f o r  v i r g i n  a n d  m a t e d  f l i e s  a n d  t h e i r  r e l a -

t i o n s h i p   w i t h  a g i n g .  I n  a d d i t i o n ,   t h e  s o c i a l  i n t e r a c t i o n s  a n d   c r o w d i n g  

t h a t   h a p p e n e d  i n  t h e  f i e l d  c o u l d  p o t e n t i a l l y   i m p a c t   a c t i v i t y   p r o f i l e s 

a n d   l i f e s p a n   ( G a s k i n   e t a l., 2 0 0 2 ;   W a r b u r g   &   Y u v a l , 1 9 9 7 ) ,   a l t h o u g h 

t r a c k i n g   t h e s e   e f f e c t s   c a n   p o s e   s i g n i f i c a n t   c h a l l e n g e s .

A d d i t i o n a l l y ,   e x e m p l i f y i n g   t h e  a d a p t a b i l i t y   o f   t h e  p r o p o s e d  a p -

p r o a c h ,   w e  d e m o n s t r a t e  t h a t   t h e  t e c h n i q u e  t o   m o d e l  t h e   e a r l y - a g e 

a c t i v i t y   p r o f i l e  c a n  a l s o   b e  a p p l i e d  t o   t h e  m o d e l i n g   o f   b e f o r e - d e a t h 

a c t i v i t y   p r o f i l e s  a n d  p r o v i d e s  i n s i g h t s  i n t o   t h e  b e f o r e - d e a t h   a c t i v -

i t y .  T h e  u s e  o f   a  G a u s s i a n  m i x t u r e  m o d e l  c l u s t e r  a n a l y s i s  i d e n t i f i e s 

t w o   d i s t i n c t   p a t t e r n s  i n  t h e  b e f o r e - d e a t h  a c t i v i t y   p r o f i l e s ,   a l l o w i n g  

f o r  a  d e e p e r  u n d e r s t a n d i n g   o f   t h e  p r o c e s s  l e a d i n g   u p   t o   d e a t h .  O n e 

c l u s t e r  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y   a  s l o w   d e c l i n e  i n  d a i l y   a c t i v i t y   a n d  t h e 

o t h e r  i s  c o n n e c t e d  w i t h  a  s u d d e n  a c t i v i t y   d e c l i n e  b e f o r e  d e a t h . 

U n d e r s t a n d i n g   t h e s e  m o d e s  o f   d y i n g   i s  o f   g e n e r a l  i n t e r e s t   t o   g a i n 

f u r t h e r i n s i g h t s i n t o  l o n g e v i t y .

F r u i t   f l i e s ,   a s  f u l l y   m e t a m o r p h o s e d  i n s e c t s ,   u n d e r g o   a   l i f e  c y c l e 

e n c o m p a s s i n g   f o u r  d i s t i n c t   s t a g e s :  e g g ,   l a r v a ,   p u p a ,   a n d  a d u l t .  T h e y  

i n f e s t   f r u i t s  b y   d e p o s i t i n g   t h e i r  e g g s  b e n e a t h  t h e  f r u i t ' s  s u r f a c e ,  

w h e r e  t h e  l a r v a e  s u b s e q u e n t l y   f e e d  o n  t h e  f r u i t ' s  i n t e r i o r .  U p o n 

r e a c h i n g   m a t u r i t y ,   t h e s e  l a r v a e  e m e r g e  f r o m   t h e  f r u i t   a n d  u n d e r g o  

p u p a t i o n   i n   t h e   s o i l .  G i v e n   t h e   c o n s i d e r a b l e   c h a l l e n g e s   i n   o b s e r v i n g  

l a r v a l  l o c o m o t o r  a c t i v i t y   w i t h i n  n a t u r a l  f r u i t   e nv i r o n m e n t s  a n d  a r t i-

f i c i a l  f o o d  m e d i u m s  ( B i t t e r n  e t a l ., 2 0 2 2 ;   R i s s e  e t a l ., 2 0 1 7 ) ,   o u r  s t u d y  

c e n t e r s  o n  o b s e r v i n g   a n d  a n a l y z i n g   t h e  l o c o m o t o r  a c t i v i t y   o f   a d u l t  

f l i e s .  A l t h o u g h  n u m e r o u s  s t u d i e s  l i n k  i m m a t u r e  e x p e r i e n c e s ,   s u c h  a s 

r e a r i n g   a t   l o w e r   t e m p e r a t u r e s   o r   c o n s u m i n g   p r o t e i n - d e f i c i e n t   d i e t s ,  

w i t h  a d u l t   f i t n e s s ,   r e p r o d u c t i v e  s u c c e s s ,   a n d  l o n g e v i t y ,   f u r t h e r  i n -

v e s t i g a t i o n  i s  r e q u i r e d  t o   a s c e r t a i n  t h e  p r e c i s e  i m p a c t   o f   i m m a t u r e 

e x p e r i e n c e s  o n  a d u l t   a g i n g   d y n a m i c s  ( Y a d av   &   S h a r m a , 2 0 1 4 ) .  A s 

m e n t i o n e d   a b o v e ,   f r u i t   f l i e s   a r e   h o l o m e t a b o l o u s   i n s e c t s ,   a n d   t h e y  

a r e  c o m m o n l y   u s e d  i n  a g i n g   s t u d i e s .  I n t e r e s t i n g l y ,   s t u d i e s  i n  t h e  p a s t  

a r g u e d   t h a t   h o l o m e t a b o l o u s   s p e c i e s   b u f f e r e d   a d u l t   p h e n o t y p e s  

f r o m   i m m a t u r e   d e v e l o p m e n t a l   v a r i a t i o n ,   t h u s   h e m i m e t a b o l o u s   i n -

s e c t s  m a y   b e  m o r e  c o m p a r a b l e  w i t h  v e r t e b r a t e s  w h e n  f o c u s i n g   o n 

a g i n g   s t u d i e s  ( A r c h e r  &   Hu n t , 2 0 1 5 ;   L y n  e t a l ., 2 0 1 1 ) .  F r o m   t h i s  p o i n t  

o f   v i e w ,   i t   w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g   t o   a p p l y   o u r  m o d e l s  t o   h e m i m e t a b o -

l o u s  s p e c i e s  t o   c h a r a c t e r i z e  t h e  a g i n g   p r o c e s s  i n  p l e n t y   o f   d i f f e r e n t  

t y p e s  o f   o r g a n i s m s ,   a s  t h e  L A M   s y s t e m   h a s  b e e n  u s e d  i n  t h e  p a s t   f o r 

i m p e r f e c t l y   m e t a m o r p h o s e d   s p e c i e s   ( K a n i e w s k a   e t a l ., 2 0 2 0 ).  A s  a n 

F I G U R E 6   R e pr e s e nt ati v e s of t h e t w o

c lu s t e r s i d e n t i f i e d f o r t h e a c t i v i t y  p r o f i l e s 

b e f o r e d e a t h — a b r u p t  e n d o f  t h e a c t i v i t y  

( l e f t ) a n d d w i n d l i n g  o f  a c t i v i t y  ( r i g h t ) .
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e x t e n s i o n ,   e x p l o r a t i o n   o f   t h e   c o n n e c t i o n s   o f   u n d e r l y i n g   m o l e c u l a r  

a n d  p h y s i o l o g i c a l  m e c h a n i s m s  ( G o o s s e n s  e t a l., 2 0 2 0 )  a n d  a c t i v i t y  

p r o f i l e s  w o u l d  a i d  t o   g a i n  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g   o f   t h e  f a c t o r s  g o v -

e r n i n g   a c t i v i t y .
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