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Resumen

La comunicaciéon con sonido en insectos destaca dentro de los comportamientos que
generan sefales especificas de reconocimiento entre los individuos de cada especie. En el
Orden Diptera, estos sonidos son provocados durante el vuelo por la frecuencias de aleteo
fundamental (WBF). Se estima que aproximadamente 120,000 especies de dipteros
superiores presentan alta sensibilidad a los sonidos generados por el WBF. Esto incluye al
Gusano Barrenador del Ganado, Cochliomyia hominivorax, una plaga en el sector pecuario
que se encuentra en etapa re-infestacion de su rango de distribucion original en Centro
América. Actualmente, existe escasa informacion sobre el WBF en la Familia
Calliphoridae, y en el caso especifico de C. hominivorax, esta informacion no ha sido
documentada. El proposito de este estudio fue comparar el WBF generado por individuos
de las cepas Jamaica 2006 — No irradiada (J06), Jamaica 2006 Irradiada (JO6Irr) y Yaviza
2023 o cepa de re-infestacion (Y23). Igualmente, investigamos la influencia de factores
como sexo, tratamiento de irradiacion, peso corporal, tamafo de ala, y nivel apareamiento
(pre-copula y post-copula) sobre el WBF entre estos grupos de C. hominivorax.
Encontramos que existen diferencias estadisticamente significativas entre los WBFs
emitidos por los machos de Y23, J06 y JO6Irr, tanto en estado de pre-copula como también
en estado de post-copula. También encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre los WBFs emitidos por las hembras de Y23, J06 y JO6lrr, pero solo en estado de post-
copula. Futuros estudios tendran que determinar si las diferencias en el fenotipo acustico
encontradas entre Y23 y la cepa de dispersion JO6 irradiada, tienen influencia sobre el éxito

reproductivo y la competitividad de los insectos irradiados liberados.
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Abstract

Acoustic communication in insects stands out among behaviors that generate species-
specific recognition signals between individuals. In the order Diptera, these sounds are
produced during flight by the fundamental wing beat frequency (WBF). It is estimated that
approximately 120,000 species of higher dipterans exhibit high sensitivity to sounds
generated by WBF. This includes the New World Screwworm, Cochliomyia hominivorax,
a livestock pest currently undergoing re-infestation within its original distribution range in

Central America.

At present, there is limited information regarding WBF within the family Calliphoridae,
and specifically for C. hominivorax, such data remain undocumented. The aim of this study
was to compare the WBF generated by individuals from three strains: Jamaica 2006 — Non-
irradiated (J06), Jamaica 2006 — Irradiated (JO6Irr), and Yaviza 2023, representing the re-
infestation strain (Y23). Additionally, we investigated the influence of factors such as sex,
irradiation treatment, body weight, wing size, and mating status (pre-copula and post-

copula) on WBF across these C. hominivorax groups.

We found statistically significant differences in WBFs emitted by males of Y23, J06, and
JO6Irr, both in pre-copula and post-copula states. Statistically significant differences were
also observed among females of Y23, J06, and JO6Irr, but only in the post-copula state.
Future studies must determine whether the acoustic phenotype differences identified
between Y23 and the irradiated dispersal strain JO6 affect the reproductive success and

competitiveness of the released irradiated insects.



Introduccion

Actualmente conocemos que uno de los factores que puede presentarse en sujetos con
reproduccion sexual es poder comunicarse entre si y estos intercambios de sefiales pueden
ocurrir mediante diferentes formas como la vista, el olfato, el sonido o el tacto y, en
cuantiosas ocasiones, se presentan en combinaciones complejas (Candolin, 2003). Por otra
parte, en el caso de algunas especies la produccion de sonidos puede ser un factor de
aislamiento, ya que estos cumplen un rol en la atraccion de pareja; dado que los insectos
poseen receptores especificos para estas llamadas; lo cual le permite evaluar a sus posibles

parejas y su competitividad.

Asimismo, en los insectos la comunicacion acustica forma parte de sus comportamientos
como el cortejo, agresion, reclutamiento social y defensa, ya que la funcion principal de
las sefales actsticas es la comunicacion intraespecifica (Sanborn, 2008). De la misma
manera, Bennet-Clark, (1998) expresa que las sefales sonoras brindan informacion sobre
la especie, sexo, condicion fisica y posicion del emisor; ya que la comunicacion actlstica
en insectos podria considerarse como una conexion entre morfologia, fisiologia y el
entorno. Dado que, los insectos que utilizan sefiales acusticas estan bajo presion selectiva
para mantener la especificidad en sus sefiales; dado que estas emisiones sonoras cumplen

el rol de atrayentes en la busqueda de pareja.

De acuerdo con la premisa anterior Greenfield, (2016), afirma que, la comunicacion
acustica en insectos es funcional dentro del contexto reproductivo, porque las emisiones

acusticas son parte de comportamientos como el anuncio sexual, cortejo, competencia
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intersexual, exhibicion o defensa del territorio; destaca que los sonidos emitidos por
dipteros en su mayoria se encuentran en frecuencias inferiores a los 1,200 Hertz (Hz),

donde este grupo de insectos presenta una audicion del tipo no timpanica.

Huettel, (1976), menciona que, tanto la produccion de sonido como la respuesta a estos por
parte de los insectos esta correlacionada con la competitividad en su apareamiento; ya que
ciertos sonidos estan arraigados con algunos comportamientos especificos, como los
sonidos emitidos por el aleteo, donde estos pueden variar en su contenido armonico y son
inherentes al vuelo, la agresion y el comportamiento precopulatorio en la mosca de la fruta
del Caribe Anastrepha suspensa (Loew). Entonces, estas emisiones sonoras pueden ser
utilizadas para medir la calidad de los insectos. De la misma manera Webb et al., (1981),
en su estudio de monitoreo de la calidad de los insectos destacan que, los sonidos emitidos
por los insectos presentan asociaciones en comportamientos especificos como el vuelo,
apareamiento, agresion, reconocimiento y estrés; aqui los sonidos producidos por el aleteo
en algunos casos forman parte del comportamiento de apareamiento y estos sonidos son

continuos en forma de ondas complejas y periddicas.

Ewing, (1978), menciona que, los estudios enfocados en la comprension del
comportamiento y la comunicacion dentro del orden Diptera son escasos por dos razones
contundentes: este grupo no presenta comportamiento social y la comunicacion esta
vinculada casi exclusivamente a conductas sexuales inherentes al cortejo. Por otra parte,
especies dentro de Calliphoridae exhiben conductas relativamente simples en su cortejo;
los machos responden a estimulos visuales generalizados, como el movimiento de objetos

oscuros de similar tamafio de sus posibles parejas y/o contrapartes intentando atraparlos;



también se conoce que incluso los estimulos visuales no son fundamentales para que se

produzca el apareamiento, ya que este puede ocurrir en la oscuridad.

A su vez, las hembras pueden decidir aceptar o rechazar la copula en un lapso reducido de
tiempo a un par de segundos, lo que restringe un intercambio de sefiales complejas con sus
contrapartes masculinas (Ewing, 1978). Los sonidos ocasionados por el vuelo, principalm
ente en moscas superiores (Brachycera) son creados por su aleteo, al caminar o estar en
reposo, al vibrar sus alas de forma controlada. Sueur et al., (2005) sobre la radiacion de
sonido, utilizando a Lucilia sericata y determinaron que el sonido del vuelo es producido

por la frecuencia de aleteo (wingbeat).

Hall et al., (2015), en su investigacion sobre la diversidad cinematica en halterios de 26
familias de moscas, entre ellas Calliphoridae, reportan que la frecuencia de aleteo de esta
familia se encuentra entre los 185 a 200 Hz aproximadamente. De la misma forma, Pinto
et al., (2022), en su estudio wingbeat y su rol como sefial de comunicacion en moscas
Calyptrate, reportan para Sarcophaga crassipalpis (169 Hz), Calliphora dubia (186 Hz),
Lucilia sericata (213 Hz) y Musca vetustissima (224 Hz); sugirieron que el wingbeat sirven
como una sefal, especialmente en la comunicacion sexual dado por su dimorfismo sexual,
donde las emisiones sonoras por wingbeat presentan una variabilidad mayor en los machos

y las sefiales emitidas por las hembras pueden ser reconocidas por machos.

Tercel et al., (2018), reportaron en su estudio de agrupacion filogenética sobre el aleteo
asociado a variables morfologicas en diferentes 6rdenes de insectos, que el orden Diptera

presenta un rango en su frecuencia de aleteo entre 59-557 Hz. Asi mismo, Robert &
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Gopfert, (2002), recalcan que aproximadamente 120,000 especies de dipteros superiores
poseen en sus antenas 6rganos mecano sensoriales (Organo de Johnston), que les proveen
de la capacidad para detectar vibraciones mecanicas como las ondas sonoras; lo que les
permite a las moscas superiores como Cochliomyia hominivorax, el reconocimiento
acustico intraespecifico, control del vuelo y posiblemente, la ecolocalizaciéon a corto
alcance. Por otra parte, Cochliomyia hominivorax (Coquerel 1858), o gusano barrenador
del nuevo mundo (NWSF), gusano barrenador del ganado (GBG); es una mosca
perteneciente a la familia Calliphoridae; la cual presenta un vuelo poderoso, con un
desplazamiento rapido que le ayuda en la biisqueda de hospederos con heridas o mucosas
expuestas donde coloca sus huevos; sus estadios larvarios son pardsitos obligados, que

causan una miasis traumatica (Kaufman et al., 2020; Mastrangelo & Welch, 2012).

Ademés, el comportamiento sexual de C. hominivorax presenta algunas singularidades que
son descritas en los trabajos de (Broce, 1980; Crystal, 1977; Crystal & Guillot, 1978;
Guillot et al., 1978; Krafsur, 1978; Thomas, 1991); aqui los machos pueden encontrarse
agrupados, pero no en forma de enjambres (swarm) o encontrarse solos; ya que estos
machos son territoriales y defienden un espacio aproximado de tres metros a la redonda
donde se posan a la espera de potenciales parejas e incluso llegan a atacar a los otros

insectos u otros machos invasores que compiten por el sitio donde se encuentran posados.

Krafsur, (1978), reportdé que, el comportamiento de cortejo en los machos de C.
hominivorax, se distancia de una respuesta agresiva a la presencia de su contraparte
femenina; asignandole el nombre de “Golpe de Apareamiento”, el cual estd formado por

tres acciones: el golpe, el toque, y el intento de copula. Mientras que, Broce, (1980), detalla



que el comportamiento de cortejo realizado por las hembras las hembras virgenes, estas
realizan una serie de toques cuando estan cerca de los machos; esto sucede luego de dar
pequefios saltos o un vuelo corto ondulante sobre los machos, al que llam6 “Vuelo de

Solicitud”.

También, Broce, (1980), expone que las seiales sonoras pueden ser una variable dentro del
comportamiento sexual de C. hominivorax; ya que los machos en sus intentos de copula
emiten sonidos agudos caracteristicos; de la misma manera, cuando el macho golpea a las
hembras y estas rechazan la copula, ellos emiten sonidos de una corta amplitud, los cuales

pueden atraer a otros machos que intentaran copular con la hembra.

La presente investigacion se enfoco en llenar el vacio de conocimiento sobre la acustica
del vuelo de C. hominivorax y los perfiles de sonido producidos por las cepas utilizadas en
el sistema de insecto estéril (SIT) y una cepa silvestre; ademads, de su posible rol en
comportamientos de apareamiento. Asi, aprovecharon los avances de la ultima década con

los equipos de audio y grabacion de sonido, al mejorar su calidad, precision y fidelidad.

También, la mejora de los programas de edicién y captura de audio permitieron el
monitoreo, recoleccion e identificacion con un mayor grado de exactitud en los sonidos
producidos por las frecuencias de aleteos (wingbeat); de esta forma, las sefales acusticas

pueden constituirse en una variable relevante dentro del comportamiento sexual.

En la actualidad, ninguna investigacion se ha enfocado en la obtencion y comparacion de
perfiles acusticos de Cochliomyia hominivorax, por medio de la implementacion de analisis

bioacusticos en sus diferentes estados fisiologicos (pre-copula y post-copula). Cabe
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destacar que, la frecuencia fundamental de aleteo (WBF) de estas moscas puede ser
participe en su comunicacion sexual; pudiendo esta correlaciona con co-variables que
pueden determinar o afectar la competitividad; especialmente en machos y su éxito en la

supresion de las poblaciones silvestres.

No obstante, varios investigadores como Alley & Hightower, (1966); Arthur et al., (2015);
Bakri et al., (2005); Bakri ef al., (2021); Bush & Neck, (1976); Crystal, (1979); Hosain et
al., (2023); Pitti et al., (2011); Rodrigues Garcia, (1987); Yan et al., (2019), proponen que
existen diversas co-variables como; edad, edad de irradiacion, tamafio, dieta, dosis de
irradiacion, peso, tiempo y temperatura de enfriamiento de las pupas al ser irradiadas,
tiempo de colonizacién y genética de los insectos, entre otras, las cuales pueden influir
sobre la emision de WBF. Considerando, que en la actualidad C. hominivorax se encuentra
en franca expansion desde Panamé hacia Norteamérica, desde mediados del afio 2023 la
Comision Panamd — Estados Unidos para la Erradicacion y Prevencion del Gusano
Barrenador del Ganado (COPEG) declar6 la alerta zoosanitaria por la reintroduccion de
esta especie fuera del territorio del area de la barrera biologica que 20 millas nauticas que
se mantenia sobre Panama en el tapon del Darién (COPEG, 2025). Ademas, actualmente
COPEG se reporta casos de miasis por C. hominivorax desde Panama hasta México; en
Panama se han reportado 49,578 hasta agosto del 2025. Por esta razon, y escaza
informacion sobre la frecuencia fundamental de aleteo (WBF), buscamos determinar y
comparar la WBF emitidas por el vuelo de las moscas del gusano barrenador en sus estados

fisiologicos pre-copula y post-copula en la cepas Yaviza y Jamaica 2006.



Las observaciones realizadas en este estudio se convierten en los primeros pasos para
conocer la inferencia del sonido en el comportamiento sexual de C. hominivorax. Donde
la informacion generada podria ser utilizada como un parametro en la produccién masiva
de insectos, y un posible complemento en el monitoreo de C. hominivorax en campo
durante su etapa de re-infestacion. Por lo tanto, nuestra investigacion se orienta a la
identificacion de la WBF, asociada al vuelo de machos y hembras en tres cepas, Yaviza
2023 cepa de reinfestacion, Jamaica 2006 cepa de produccion y Jamaica 2006 Irradiadas,
los cuales son sometidos a un tratamiento con una dosis de 55 Gray (Gy) de irradiacion
con una fuente de Cobalto 60 en sus estados de pupa, para luego ser liberados en campo
competir con las poblaciones silvestres. Este trabajo podria servir de base para el desarrollo
de una nueva linea de investigacion cientifica con el objetivo de generar informacion
especifica para ajustar los protocolos de control de calidad durante la producciéon masiva
de insectos con la técnica de insecto estéril y/o en la actualizacion de técnicas de monitoreo

acustico especifico para C. hominivorax.
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Revision Bibliografica

La mosca del gusano barrenador del ganado del nuevo mundo

Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) es una especie de la familia Calliphoridae,
mejor conocida como mosca del gusano barrenador del ganado del nuevo mundo (NWS).
Esta mosca es un ectoparasito endémico obligatorio causante de miasis en América. C.
hominivorax presenta dimorfismo sexual, donde sus machos poseen ojos unidos
(holdpticos) y en las hembras presentan separacion entre sus o0jos (dicopticos). En ambos
sexos el cuerpo del insecto es de color metalizado azul-verdoso, sus ojos son de coloracion
rojizo-anaranjada y la base del ala es negra. También, esta especie present6 una distribucion
desde el sur de Estados Unidos hasta la parte Norte de Argentina; a finales de la década de
1950, Estados Unidos implement6 el método de insecto estéril (SIT), sobre C.
hominivorax, obteniendo insectos estériles que compiten con las poblaciones silvestres;
con esta técnica se logro declarar libre de NWS hasta la zona del Tapon del Darién, en el

2001 (Concha et al., 2020).

De igual manera, las moscas de NWS presentan un vuelo poderoso que les permite
desplazarse aproximadamente entre 5 a 20 kilometros por dia, en busqueda de animales de
sangre caliente que presenten heridas o mucosas expuestas donde las hembras pueden
colocar posturas de entre 200-400 huevecillos que eclosionaran en un periodo aproximado
de 24 horas. Ademas, sus estadios larvarios provocan miasis traumadtica sobre sus

hospederos; ya que estas larvas se alimentan de tejido sano de cualquier animal de sangre



caliente, incluyendo al ser humano, lo cual podria producir hasta su deceso (Kaufman et

al., 2020; Mastrangelo & Welch, 2012).

Por otro lado, la miasis causada por los estadios larvarios de NWS, provocan pérdidas
cuantiosas especialmente en la industria ganadera, se estimé que anualmente se
presentaban pérdidas por més de 100 millones de dolares en el siglo XX, por la presencia
del NWS USDA, (2018). Donde una posible reinfestacion solo en Estados Unidos y
Centroamérica causaria pérdidas de alrededor de los 2,000 millones anuales; ya que solo
en Suramérica y el caribe presentan perdidas anules que se aproximan a los 3,600 millones

de dolares (USDA, 2025).

Técnica de Insecto Estéril

Cochliomyia hominivorax presentaba una distribucion desde el sur de Estados Unidos hasta
la parte Norte de Argentina. Por esta razon, a partir de la década de 1950 el gobierno de
Estados Unidos de América implementd el método de insecto estéril (SIT), tanto para el
control y la erradicacion de esta plaga. Dicha técnica consiste en criar masivamente bajo
parametros controlados a C. hominivorax; llevando las larvas hasta el estado de pupa donde
son expuestas a un periodo de irradiacion mediante un irradiador de Cobalto 60, dando
producto a moscas estériles, las cuales seran liberadas por dispersion aérea (COPEG,

2025).

En este método, especialmente los machos irradiados compiten con sus contrapartes

silvestres por copular a las hembras virgenes, son mondgamas; al copular los machos
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irradiados estas hembras silvestres, estas no produciran descendencia; resultando en la
disminucién y luego, la potencial erradicacion de la poblacion silvestre. Bajo la utilizacion
de esta novedosa técnica se logré declarar libre de NWS desde Estados Unidos hasta la

zona del Tapon del Darién en el 2001 (Concha et al., 2020).

Bakri et al., (2021), menciona que, el existo depende del programa SIT, no proviene de
solo producir insectos estériles, sino que estos mantengan capacidades similares a los
insectos silvestres; especialmente por los machos irradiados, los cuales deben sobrevivir y
competir eficazmente. Dado que, el proceso de irradiacion podria provocar dafio celular a
las células germinales, lo que podria afectar también a las células somaticas involucradas

en la funcion del vuelo, reconocimiento sensorial y el comportamiento reproductivo.

Destacan que, en C. hominivorax se puede lograr esterilidad total con dosis de 50 Gy; pero
a su vez, esto puede influir en la calidad, longevidad, competitividad sexual y capacidad
de vuelo. Ya que, las fibras musculares toracicas son sensibles al dafio por irradiacion,
afectando su estructura y coordinacion neuromuscular de las fibras. Asimismo, esto en
machos provoca disminucion significativa tanto en la capacidad de vuelo, capacidad
localizacion, cortejo y éxito de copula; a su vez, podria afectar la produccion de hormonas,
percepcidn sensorial y la coordinacion motora comprometiendo y/o reduciendo la eficacia

del SIT.

Para Phillips et al., (2004), un plan efectivo de monitoreo de tanto las poblaciones silvestres
como irradiadas de C. hominivorax; es uno de los principales aspectos para la mantener la

eficacia del programa SIT; ya que conocer la dindmica poblacional de la especie, se



implementaria planes de liberacion agresivos en las zonas donde las poblaciones silvestres
son mayores. Ademas, en las investigaciones sobre C. hominivorax se ha implementado
una variedad de métodos de captura en su monitoreo, incluyendo trampas cebadas con
higado podrido, trampas orientadas al viento con atrayentes quimicos y también animales
centinelas. Un Meta - analisis sobre ocho trabajos de recaptura en C. hominivorax realizado
por Matlock Jr. & Skoda, (2009), muestra que la proporcion de hembras recapturadas es
cercana al 60 %, mientras que la proporcion de machos recapturados se aproxima al 10 %

por estas trampas, apoyando los resultados expuestos por (Krafsur, 1978).

Re-infestacion del GBG

En el ano 2002 se declara libre de gusano barredor del ganado desde Norteamérica hasta
Panama, gracias a la implementacion de la técnica del insecto estéril; donde se mantiene
un liberacion constante de insectos estériles sobre 20 millas nauticas sobre la provincia de
Darién, que sirvié como barrera bioldgica contra las reintroduccion de moscas silvestres
provenientes de Colombia. Por otro lado, esta barrera se mantuvo por casi 20 afos hasta
que, a mediados del 2022, donde COPEG report6 1,085 casos de miasis por C. hominivorax
en Panama de los cuales 1,026 se encontraron en la zona de amortiguamiento de Panama-
Darién. En julio de 2023 COPEG declar¢ la alerta zoosanitaria en Panama, para agosto de
2024 se presentaron un total de 13,989 casos positivos, mientras que en nivel regional hubo
presencia de GBG en Costa Rica con un total de 5,029 casos desde la declaracion del brote

y en Nicaragua se sumaron 1,717 casos hasta 2024 (Fig. 1).
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CASOS DE GBG EN LAREGION

Referencia al 10 de agosto de 2024

m &reas de alta densidad de casos de GBG
M é&reas de densidad media de casos de GBG
B &reas de baja densidad de casos de GBG

Fig. 1. Distribucion del reporte de casos de gusano barrenador del ganado Cochliomyia
hominivorax en Costa Rica, Nicaragua y Panama para agosto de 2024. Datos obtenidos de

https://www.copeg.org/.

En la actualidad, Cochliomyia hominivorax se encuentra en franca expansion desde
Panama hacia Norteamérica, donde se mantiene reportes de miasis desde Panama hasta
Meéxico (Fig. 2). En Panama se han reportado hasta agosto 2025; una cifra de 49,578 casos

de miasis provocados por C. hominivorax (COPEG, 2025).


https://www.copeg.org/

UBICACION DE FOCOS DE GUSANO BARRENADOR DEL GANADO. OMSA
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Fig. 2. OMSA, reporte de casos de miasis, agosto 2025.

Del mismo modo, algunas de las posibles causas de la reintroduccion de C. hominivorax a
Panamés y de alli hasta México, son expuestas por Valdez-Espinoza et al., (2025), como
son: factores ambientales, cambio climatico, que afecta directamente a la estacionalidad de
los regimenes de lluvia y sequia; dando como resultado un clima con humedad y
temperatura mas estables, suelos calidos y humedos beneficiando el establecimiento y
desarrollo de las pupas de C. hominivorax. De la mismas manera, una capacidad
excepcional de vuelo por partes de las adultos del NWS, los cuales, puede desplazarse entre
4 a 20 km en climas tropicales, donde existe una alta densidad de huéspedes por el aumento
de la produccion bovina en paises centroamericanos. Por otro parte, debemos considerar
otros factores como son los movimiento de animales infectados, la evasion de controles,
las poblaciones de animales susceptibles como es la fauna silvestre que sirve como

reservorio, la su notificacion o falta de vigilancia.
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Comunicacion acustica en el orden Diptera

Romer, (2020), expone que, Diptera a diferencia de otros grupos que utilizan estructuras
especializadas como timbales o estridulacion. Diptera dependen principalmente de los
tonos emitidos por su frecuencia de vuelo; que provoca vibraciones que se propagan como
ondas sonoras, donde estas sefiales cumplen funciones tanto en el reconocimiento sexual,
sefales de advertencia hacia congéneres o depredadores. Asimismo, Romer destaca que,
los dipteros que habitan ambientes abiertos o semi abiertos, presentan sefiales acusticas con
una baja amplitud y alta frecuencia; propensas a la atenuacion y dispersion. Por esta razon,
presentan estrategias que compensan estos obstaculos; como cercania del emisor y receptor
en el cortejo, algunas especies pueden modular la amplitud y frecuencias en sus llamados,
y ajustar el momento de producir sefales actsticas, para evitar solapamiento con otras

especies o competidores.

Por otro lado, la recepcion de la sefiales acusticas en Diptera, intervienen Organos
sensoriales como las antenas y el érgano de Johnston, los cuales poseen mecanorreceptores
sensibles a las vibraciones del aire. También, los dipteros poseen neuronas especializadas
para el reconocimiento de la informacion correspondiente a las sefiales acusticas,
permitiéndoles discriminar entre sefiales relevantes y ruido ambiental; esto estd ligado

directamente en la toma de decisiones en el reconocimiento de potenciales parejas.

Sueur, (2005), declara que, la produccion de sonido en dipteros en su mayoria viene de la
frecuencia de aleteo; y que esta se encuentra bajo la influencia de caracteres morfologicos

como: edad, tamafio, masa alar, musculatura toracica, estado fisioldgico, presencia de



congéneres, depredadores o la disponibilidad de alimento, y en la seleccion de hébitats por

parte de los insectos; mostrando variaciones entre especies y poblaciones.

Bennet & Clark, (1998), en su estudio sobre la comunicacion sonora en insectos, expresa
que, existe una relacion entre el éxito reproductivo y la emision de cantos; ya que, los
cantos de los insectos se encuentran bajo una fuerza selectiva que los lleva a optimizar el
alcance y mantener la especificidad de estas sefiales. Ademas, los insectos con menor
tamafio presentan menor fuerza muscular, y por esto, presentan frecuencias mas altas, las
cuales se irradian con mayor eficiencia que las mas bajas. Asi mismo, Bennet & Clark,
(1998), exponen que, el sistema auditivo en insectos presenta caracteristicas de una
comunicacion efectiva: sensibilidad, deteccion y reconocimiento de elementos especificos
de la senal. También, mencionan que, el rango de canto es extremadamente corto, donde
tanto los emisores como receptores deben implementar otros medios para acercarse;
atrayente de largo alcance como el olor a comida, contacto visual a mediana distancia,
permitiéndole al emisor acercarse al rango acustico optimo, para usar la sefalizacion
acustica especifica de la especie. Concluyen con, que la transmision de sonido en insectos
se puede entender como una cadena, que inicia con un patrén neural, movimientos
musculares, generacion, y propagacion del sonido por el medio; luego la recepcion,

transduccion, andlisis del estimulo y, por tltimo, la respuesta.

Pinto et al., (2022), al evaluar la frecuencia de aleteo que es un subproducto biomecanico
del vuelo en Sarcophaga crassipalpis, Calliphora dubia, Lucilia sericata y Musca

vetustissima, expone que las sefales producidas por la frecuencia de aleteo fundamental
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(WBF) presentan patrones sexualmente dismorficos, las cuales se encuentran bajo presion

de seleccion sexual sirviéndoles para reconocer pareja por medio del WBF.

Ademas, los machos de estas especies presentan mayor variabilidad en sus sefales, lo que
puede estar arraigado a la competencia, exhibicion y cortejo por potenciales parejas,
mientras que las hembras presentas WBF mas estables. También, Pinto y colaboradores
mencionan que la WBF pueden ser utilizada para la identificacion, monitoreo pasivo de
moscas calyptrate de interés forense y sanitario, mejora de modelos de atraccion, y la
creacion de herramientas de clasificacion en tiempo real, y la integracion con programas

de control.

Comportamiento reproductivo en Cochliomyia hominivorax

Los estudios relacionados con los comportamientos reproductivos de C. hominivorax son
escasos, en una busqueda de 427 articulos destacan seis que presentan informacion

relevante sobre el cortejo (Tabla 1).

Tabla 1. Literatura sobre el comportamiento reproductivo de C. hominivorax.

Titulo Citacion
Tethered Flight of Screwworm Flies, Cochliomyia (Crystal, 1977)
hominivorax: Effect of Age and Sex

Sexual Behavior of Screwworm Flies Stimulated by (Broce, 1980)
Swormlure-2

Behavior of Sexually Active Male Screwworm Flies (Guillot et al., 1978)

Flight of Tethered Screwworm Flies in Relation to (Crystal & Guillot, 1978)
Ovarian Development

Aggregations of Make Screwworm Flies, Cochliomyia (Krafsur, 1978)
hominivorax (COQUEREL) in South Texas (Diptera:

Calliphoridae)

Time-Activity Budget of Adult Screwworm Behavior (Thomas, 1991)

(Diptera: Calliphoridae)




Las especies pertenecientes a Calliphoridae, en su mayoria, presentan un comportamiento
sexual relativamente simple, sin exhibiciones complejas; Butterworth et al., (2019),
buscaron comprender el cortejo de Chryzomia flaviforns mediante la descripcion y
cuantificaciéon de comportamientos realizados en el cortejo; compararon el cortejo en

condiciones salvajes y en cautiverio.

Donde, al grabar el comportamiento de la moscas reportaron, que dentro del cortejo
realizado por los machos este presentaba cinco acciones: el golpeteo, extension de alas,
orientacion, enfrentamiento y el meneo. Observaron que, tanto cautivos como silvestres,
presentaban comportamientos idénticos; pero exhibian diferencias en el lapso de
realizacion de dichos comportamientos; donde los machos silvestres necesitaron un menor
tiempo de orientacion en la busqueda de pareja; mientras que los machos criados, ocuparon
mas del doble del tiempo utilizado por los silvestres. Por otra parte, Thomas, (1991)
observd el comportamiento de C. hominivorax, para cuantificar el porcentaje de tiempo
utilizado por las moscas en cada una de las actividades de su comportamiento (descanso,
aseo, caminar, volar, alimentarse, escapar, burbujeo, cortejo, copula y ovoposicion); donde
encontraron que las moscas permanecieron un 45.1 % del tiempo, donde los machos se
mantuvieron volando un 28 % més que las hembras; mientras que, el tiempo de

apareamiento y cortejo solo represent6 un 1%.

Broce, (1980), en su investigacion sobre C. hominivorax con moscas irradiadas y su
respuesta al atrayente Swormlure-2, expone que el comportamiento sexual de C.
hominivorax puede ser dividido en tres partes: el toque, el golpe y el intento de copula;

donde al cuantificar la variacion del comportamiento sexual de hembras y machos
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midiendo la cantidad de toques, golpes ¢ intentos de copula. Donde las hembras de un dia
de edad presentaron un aumento en la actividad, pero siendo las hembras mayores donde
se observo un mayor numero de toques; especialmente, en las hembras de dos dias o mas

y en machos con exposicion a SL-2, generando un incremento en la actividad sexual.

A su vez, Broce (1980), trae a colacion que estimulos acusticos podrian desempefiar un rol
dentro del apareamiento de C. hominivorax; ya que los machos al intentar copular con las
hembras u otros machos que al golpearlos emiten sonidos agudos facilmente reconocibles
o cuando la hembra rechaza el intento de copula, esta produce un sonido de corta amplitud;
los sonidos provocados, tanto por el rechazo o por la copula, pueden atraer a otros machos

a intentar golpear (intento de copula).

Crystal, (1977) en su trabajo sobre C. hominivorax, midio6 la distancia recorrida en vuelo
por las moscas. Encontr6 que presentaron una media de tiempo de vuelo entre 2 y 160
minutos, bajo pardmetros de laboratorio. Asimismo, hubo un incremento del tiempo de
vuelo de las hembras hasta que estas tuvieron cinco dias de edad y nueve dias; en los
machos se presentd una disminucion en el tiempo de vuelo y pérdida del area alar al
aumentar su edad. Por otro lado, Crystal, enfatizo que analizar el comportamiento de vuelo
puede ayudar a discernir diferencias entre colonias, proporcionando datos relevantes para
mantener la calidad en la produccion de insectos. Dado que, el éxito del SIT depende de la
capacidad de los machos estériles de competir por las hembras silvestres. No obstante, una
reduccion en la capacidad de vuelo seria un serio obstaculo en el éxito reproductivo de los

machos irradiados liberados.



Posteriormente, Crystal & Guillot, (1978), al medir el estado de desarrollo ovarico en las
hembras de C. hominivorax y su vuelo, utilizando individuos criados; encontraron que en
etapas previtelogénicas o vitelogénicas tempranas, las hembras volaron de una peor manera
que las hembras con desarrollo ovarico mas avanzado. Asimismo, reportaron que
individuos silvestres presentaron medias de vuelo, tiempo y distancia superiores a las

criadas en laboratorio con un factor aproximado de 1,5-2.

Frecuencia de aleteo en moscas superiores

En esta revision exhaustiva sobre la de frecuencia de aleteo se encontraron 240 articulos,
de los cuales solo 55 se encuentran relacionados con insectos; de estos 55 articulos solo

cinco contienen informacion sobre la frecuencia de aleteo en moscas superiores (Tabla 2).

Tabla 2. Literatura sobre el estudio de la frecuencia de aleteo en moscas superiores.

Titulo Citacion
Wlng-Beat Frequency Mutants and Courtship Behavior (Barnes et al., 1998)
in Drosophila melanogaster Males

How flies are flirting on the fly (Eichorn et al., 2017)
Kinematic diversity suggests expanded roles for fly
halteres (Hall et al., 2015b)

The Influence of Wingbeat Synchronous Feedback on
the Motor Output Systems in Flies

Chasing Flies: The Use of Wingbeat Frequency as a
Communication Cue in Calyptrate Flies (Diptera: (Pinto et al., 2022)
Calyptratae)

(Heide, 1974)

Tercel et al., (2018) investigo, la frecuencia de aleteo y la influencia de la biomecanica y
la fisiologia del vuelo, en diez diferentes grupos de insectos, enfatizando en la variacion de
parametros como la masa corporal, rea alar y la especie; ejemplo de frecuencias muy bajas

emitidas por Megaloprepus caerulatus (Coenagrionidae) desde 5 Hz hasta mas de 1000 Hz
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en Forcipomyia sp (Ceratopogonidae). Ademas, Tercel y colaboradores, encontraron que
la WBF para Diptera oscila entre 59 hasta 557 Hz y una media de 208 Hz; destacando que
co-variables como la longitud y area alar, pueden ser predictores precisos, ya que
variaciones en estas pueden explicar, entre 42 % y 59 %, los cambios dentro de la WBF en

Insectos.

Sueur et al., (2005), al examinar el sonido emitido por Lucilia sericata durante su vuelo en
condiciones anecoicas (sin reverberaciones) y de oscuridad. Mostrando, que el sonido
producido por el aleteo que consistia en dos armodnicos, el primero a los 200 Hz y el
segundo a los 400 Hz. Ademas, reportaron variaciones en los arménicos segun el sexo,

estado fisiologico, y peso de los individuos analizados.

Hall et al., (2015) observaron los movimientos de los halterios durante el vuelo y caminata
en varias familias Calyptratae, (Muscidae, Anthomyiidae, Calliphoridae, Sarcophagidae y
Tachinidae); determinaron que los movimiento de los halterios en caminata eran similares
a los realizados en vuelo; asi determinaron la WBF de estas familias donde Calliphoridae
presento una frecuencia entre 199 hasta 200 Hz. Por otro lado, Eichorn ef al., (2017), en su
trabajo sobre la respuesta de Lucilia sericata a diferentes frecuencias de pulso de luz y
respuesta, reportan frecuencias entre 110 y hasta 290 Hz; siendo la frecuencia a 250 Hz la
emitida por hembras jovenes y adultas, con la que los machos respondieron con mayor

sensibilidad.



Pinto et al., (2022), en su estudio de WBF de Sarcophaga crassipalpis, Calliphora dubia,
Lucilia. sericata, y Musca vetustissima como seial de comunicacion; exponen que la WBF
sirven de sefial de identificacion y respuesta a sus congéneres por su dimorfismo sexual.
Donde la WBF se ve influenciada no solo por covariables como edad, tamatfio, lo cual hace
que este ligada como un rasgo sexual secundario plausible y con una funcidon secundaria
como la dispersion de feromonas. Por otro lado, Pinto y colaboradores (2022), reporta
diferencias significativas entre las WBF de Sarcophaga crassipalpis, Calliphora dubia,
Lucilia. Sericata 'y Musca vetustissima las cuales presentaron WBF de 169 hasta 224 Hz;
sirviéndoles como sefial caracteristica. Estas sefiales son captadas de manera multimodal
(intencionada) o una sefal (no intencional), en la comunicacioén de rango medio a largo en
el cortejo de Calyptratae, y durante interacciones agonisticas (que implica agresion, lucha
0 sumisiéon) como la agresion entre machos. Ademds, existe variabilidad de WBF
producidas por los machos que por las hembras donde estas son reconocidas por los

machos.

(Factores que influyen en la frecuencia de aleteo?

Huettel, (1976), sefiala que los programas SIT requieren que después de la produccion
masiva por muchas generaciones, la calidad se define por que los insectos liberados
presenten rasgos concisos; y especialmente los machos que deben mantener su
competitividad en campo para competir con sus contrapartes silvestres. Ademads, afirma
que se puede presentar un éxito subdptimo, que podria indicar una disminucion en la

calidad de los insectos liberados, pero sin ser perceptibles las causas en la aptitud fisica.
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Chambers, (1975), manifiesta que la utilizacion de insectos silvestres como estandar para
la calidad del rasgo, mientras que los insectos producidos sirven de estandar interno y para
comparar tanto con los irradiados y silvestres. Destaca que, los insectos criados se aparean
en condiciones que pueden cambiar la importancia de los estimulos, influyendo sobre
comportamientos pre-copulatorios, llevando a cambios en su desempefio en campo.
Aunque, los insectos esterilizados deben ser capaces de cortejar y aparearse con ¢éxito en

el campo.

Sanderson & Charnley, (1983), al observar el efecto del consumo proteico en machos de
Calliphora vicina; encontraron con la ayuda de analisis acustico, que la frecuencia de
aleteo ibade 179.26 a 179.35 Hz, y tanto esta y la velocidad de vuelo no se vieron afectadas.
Sin embargo, los machos que consumieron proteinas ingirieron mas azucar, presentando
mayor actividad y tiempo de vuelo. Ademas, sugieren que el consumo de proteinas por
parte de los machos (larvas), no conlleva a cambios biomecénicos en el vuelo, pero si puede
estimular el comportamiento locomotor, lo que podria intervenir indirectamente su éxito

reproductivo.

Deora et al., (2017) en su investigacion de alas y halterios en Hermetia illucens, exponen
que las propiedades resonantes dependen de la integridad mecénica del sistema ala-torax.
Donde el dafio del ala altera, la frecuencia de aleteo; donde este suele ser asimétrico y
puede afectar la maniobrabilidad del individuo. Asimismo, utilizando moscas criadas en
laboratorio y otras en compost; donde los criados en compost presentaron un tamaiio
mayor, comparados con los de laboratorio, pero sin mostraron diferencias significativas en

su comportamiento. Deora y colaboradores destacan que estas moscas poseen un sistema



sensorial especializado que les permite monitorear su frecuencia aleteo; ya que estas se
pueden ver afectadas por cambios estructurales; especialmente, en la longitud de sus alas
o cambios fisioldgicos arraigados a la especie, lo que afectaria a las cargas inerciales y

aerodinamicas variando asi las frecuencias de su aleteo.

Efecto de la produccion de insectos en masa sobre la frecuencia de aleteo

Sivinski ef al., (1989)., en busqueda del mejoramiento del SIT de Ceratitis capitata con la
produccion de machos competitivos; propusieron la cuantificacion de sefiales acusticas,
dado que son indicadoras de la aptitud sexual, participan en el cortejo y defensa territorial.
Encontrando diferencias significativas entre, la frecuencia fundamental, el primer ancho
de banda armoénico y porcentaje de distorsion, emitidos por machos silvestres, machos
criados e irradiados. También, Sivinski y colaboradores exponen que, los machos silvestres
emitieron cantos de aproximacion en frecuencias mayores con respecto a los machos
criados e irradiados que presentaron un tamafio mayor. ademads, y resaltan que, un indicador
de la calidad y competitividad en machos pueden ser las sefiales acusticas emitidas por
estos. Mientras tanto, Pitti e al., (2011), al evaluar el efecto del tamafio de las pupas de C.
hominivorax, con respecto a la competitividad de los machos criados masivamente; destaca
la existencia de diferencias significativas entre la talla de los machos y su capacidad
reproductiva; pues los machos que presentaron una mayor envergadura y los machos con
tallas intermedias mostraron una mayor efectividad en las cépulas que los machos de menor

tamano.
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Yan et al., (2019), en su investigacion del efecto de crianza a largo plazo sobre Lucilia
cuprina, donde tanto la dieta y la crianza, encontraron que a medida que las generaciones
de insectos aumentaron, esto provoca variabilidad en parametros morfométricos como la
longitud toracica y longitud alar; y a su vez, sobre la agilidad de vuelo, siendo mayor en

moscas silvestres recién colonizadas, respecto con las criadas en el laboratorio.

Arp et al., (2022), determinaron la diversidad del microbioma asociado a larvas de C.
hominivorax, encontrando diferencias entre la microbiota presente en los insectos silvestres
y producidos. La produccion masiva y domesticacion de NWS bajo la utilizacion de
formaldehido en su dieta, criopreservacion y bioseguridad; podria tender a reducir la
diversidad microbiana; esto tendria posibles repercusiones en comportamientos de
apareamiento, produccion de hidrocarburos cuticulares y con esto la competitividad de los

insectos liberados



Hipotesis de trabajo

No existen diferencias significativas entre la frecuencia fundamental de aleteo

(WBF) de las cepas Jamaica 2006 (J06), Jamaica 2006 Irradiada (JO6Irr) y Yaviza

2023 (Y23).

No existen diferencias en la frecuencia fundamental de aleteo (WBF) entre

individuos copulados y no copulados.
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Objetivos

Objetivo General

- Identificar los patrones acusticos provocados por la frecuencia fundamental de
aleteo de C. hominivorax.
Objetivos especificos
- Comparar las frecuencias de aleteo (WBF) entre las cepas Jamaica 2006 (J06),

Jamaica 2006 Irradiada (JO6Irr) y Yaviza 2023 (Y23).

- Identificar la influencia de covariables como el peso corporal, tamafio de ala, sexo,
tratamiento de irradiacion y el estado fisioldgico sobre la frecuencia fundamental

de aleto.



Materiales y Métodos

Protocolo de grabacion de frecuencias fundamentales de aleteo (WBF) de C.

hominivorax.

Las muestras de C. hominivorax no irradiadas se mantienen bajo un estricto protocolo de
bioseguridad y, por lo tanto, los ensayos de sonido fueron realizados en el insectario ACL3
de COPEG. Para este trabajo de investigacion se utilizaron las cepas Jamaica 2006 (J06)
no irradiadas e irradiadas, y también la cepa Yaviza (Y23). Esta Glltima cepa forma parte de
la re-infestacion del GBG en el territorio centroamericano. Los individuos de estudio
fueron criados bajo una temperatura de 24.5 °C, un porcentaje de humedad de entre 60-
70% vy un fotoperiodo de 12:12 horas, de acuerdo con los protocolos utilizados para la

produccion masiva en el laboratorio de investigacion de ARS.

Recopilacion de sonido de la frecuencia de aleteo

Las mediciones y grabaciones de audio fueron realizadas en la planta de produccion moscas
estériles de COPEG, en el laboratorio del Servicio de Investigacion Agricola (ARS). Cabe
destacar que las grabaciones de audio se efectuaron individualmente; los sujetos fueron
separados por sexo previamente y colocados en jaulas de malla metalica con una manga de
tela. Al momento de realizar las mediciones se procedi6 a separar los insectos con la ayuda
de un recipiente transparente; estos se manipularon con guantes estériles para poder
colocarles alrededor del cuello un nudo corredizo formado por un hilo quirtrgico y un

capilar de 20 pl. Este nudo se ajustaba dejando en posicion horizontal al individuo para
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luego, colocar el capilar en una base que sostenia una porcion de material poroso (esponja),
donde se fijaba el individuo a una distancia aproximada de dos centimetros del microfono
para evitar las reverberaciones excesivas o que las alas de los insectos hicieran contacto
con el micr6fono. Asimismo, las grabaciones se realizaron dentro de una camara de
plexiglas con 45 centimetros de ancho por 45 de alto y un metro de profundidad. Esta
contaba con una manga de tela para introducir y sacar los especimenes; ademas, tenia un
recubrimiento en sus paredes internas con almohadillas reductoras de sonido, las cuales
sirvieron para minimizar la reverberacion del sonido por el aleteo (wingbeat) de las moscas
y atenuar la contaminacion de ruidos externos al momento de grabar el audio; también se
dejo una seccion descubierta que permitié la observacion de los individuos mientras se

efectuaron las grabaciones (Fig. 3).

90cm

Fig. 3. Camara transparente y equipo de grabaciéon de frecuencias de aleteo de C.
hominivorax, micréfono AKG (P170), Focusrite Scarlett 414, Audifonos de monitoreo

Sony (MDR7506), computadora con software Audacity 3.6.1.



De igual manera, cada individuo tuvo un periodo de aclimatacién de aproximadamente un
minuto para luego, iniciar el periodo de grabacion de tres minutos y medio (210 segundos).
Utilizamos este tiempo para recopilar un espectro mas amplio y asi medir posibles
variaciones de sonido por el vuelo de C. hominivorax. El software Audacity version 3.6.1
fue utilizado para el analisis de frecuencia de las grabaciones obtenidas. Por otro lado, los
sonidos del aleteo de los individuos se captaron por medio de un microfono AKG P170
(microphone recording 3101H00410). El audio generado fue grabado en una frecuencia de
muestreo de 44.1 KHz, con una transferencia de 16-bits, (Pinto et al., 2022). El microfono
se encontraba enlazado a una interfaz de audio Focusrite Scarlett 414 (3rd Gen), la cual

tenia la funcion de transferencia de las pistas de audio.

Los individuos monitoreados fueron colocados a una distancia aproximada de dos
centimetros del micr6fono aprovechando el maximo del radio de grabacion para conservar
una mayor fidelidad de la frecuencia de aleteo (wingbeat). Es importante destacar que para
recabar los sonidos del aleteo se establecieron grupos de 60 machos y 60 hembras por cepas
y estado, con esta cantidad de individuos fue triplicado el esfuerzo de muestreo versus el
realizado en otras investigaciones. Los insectos se encontraban en su estado de pre-copula
y post-copula, para cada una de las cepas mencionadas (J06, JO6Irr y Y23). Cada grupo se
subdividio en tres subgrupos de veinte individuos para ser medidos en tres dias; esto se
hizo para aprovechar las horas de mayor actividad de los insectos. Todos los subgrupos
utilizados contaban con cuatro dias de edad; ya que este es el tiempo en el cual los insectos
presentan una madurez Optima. También para obtener los subgrupos no copulados se

colocaron las pupas en recipientes de plastico de una onza hasta su emergencia y
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posteriormente, se realizo el sexado de los especimenes con la finalidad de identificar a

machos y hembras para colocarlos en jaulas separadas (Tabla 3).

Tabla 3. Grupos de estudio, Cochliomyia hominivorax.

Estado Sexo Jo6 Jo6 Yaviza Total
Irradiada
No © 60 60 60 180
copulados Q] 60 60 60 180
Copulados T 60 60 60 180
Q) 60 60 60 180
Total 240 240 240 n=720

Después de terminar el periodo de grabacion, los datos asociados se ingresaron en una base
de datos que contenia la fecha de grabacion, sexo y estado (pre o post-copula), cepa (J06,
JO6Irr 0 Y23). Y luego procedimos a sacrificar las moscas con baja temperatura, a -10 ° C
por diez minutos. Para asi, pesar los insectos con una balanza analitica para obtener su peso
himedo, y luego fueron devueltos a sus envases para pasar 72 horas en una camara de
desecacion se obtuvo los peso secos de los insectos. Para finalizar, se colocaron en la base
de datos las WBEF, frecuencia de primer armoénico, su intensidad (-dB), tiempo de vuelo y
medidas morfométricas del ala, obtenidas después de retirarles las alas y preparar placas
fijas para medir su ancho y largo (mm), tomando como referencia los puntos 3-8 (ancho) y
6-12 (largo) [Fig. 4], con la ayuda del estereoscopio computarizado Leica 240 y el software

de medicion de Leica.



1 2 3
A oL 4
S  lemgth
: i 14 - 9 5
] . X o
‘ N\ \ \ ]
< 3\ ¢
N 8 2

Fig. 4. Puntos de referencia de la morfologia del ala. P. Hickner 2024.

Analisis de datos

Los datos acusticos recabados a partir de las grabaciones efectuadas fueron analizados por
medio del software estadistico R 4.4.3 y R Studio. Para investigar si existian o no
diferencias estadisticas significativas entre las WBF de las cepas Y23, JO6 y JOO6Irr
utilizamos un andlisis de varianza de una via (ANOVA). Estos analisis fueron realizados
tanto en estado de pre-copula como en estado de post-copula. Ademads, se realizé una
prueba post-ANOVA de Tukey para observar cuales grupos eran diferentes. Ademas, para
estimar la relacion entre la WBF, de las cepas Y23, JO6 y JO6Irr con las co-variables tamafio
de las alas (ancho y alto del ala), peso humedo y peso seco, empleando lineales
generalizados (GLM). Estos analisis de asociacion fueron realizados con individuos
irradiados Jamaica 2006, no irradiados Jamaica 2006 y la cepa de reintroduccion Yaviza

2023 tanto en estado de pre-copula como en estado de post-copula.
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Resultados

Comparacion de las variables de respuesta y covariables entre los machos Yaviza, J06

no irradiados, y J06 irradiados (Estado de pre-copula).

Encontramos que los machos en su estado de pre-copula de la cepa Y23 produjeron, WBF
entre los 177 hasta 251 Hz, con una media de 227.41 £+ 15.68; donde su primer armonico
presentd un rango entre los 363 hasta 515 Hz; con una intensidad entre -45.30 hasta -64.50
dB. Asimismo, los machos J06 no irradiados presentaron un rango de WBF entre 179 hasta
265 Hz, con una media de 220.88 + 15.80 Hz, con una intensidad entre -43.20 hasta -60.10
dB. En cuanto al grupo de machos JO6Irr, estos presentaron WBF entre 199 hasta 269 Hz,
con un promedio de 238.65 + 15.97 Hz y una intensidad entre los -40.90 hasta -60.10 dB.
Los machos Y23 presentaron WBF menores en comparacion de sus contrapartes J06 y

JO6Irr, pero su intensidad fue mayor (Tabla. 4).

Tabla 4. Variables de respuestas y covariables asociadas al sonido de machos de las cepas

Y23, J06 y JO6 Irradiados en estado de pre-copula.

Yaviza Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 177 251 230.5 227.41 15.68
Respuesta Armonico (Hz) 363 515 463 461.78 34.39
Intensidad (-dB) -45.30 -64.50 -52.10 -52.90 -4.11
Tiempo de vuelo (s) 6.02 207.25 94.07 97.29 58.57
Covariables Peso Humedo (g) 0.0231 0.0423 0.0322 0.0322 0.0043
Peso seco (g) 0.0081 0.0201 0.0131 0.0130 0.0026
Ancho ala izquierda (mm) 1.7930 2.2160 1.9915 1.9911 0.0912
Largo ala izquierda (mm) 4.6360 5.6350 5.1150 5.1137 0.1883
Ancho ala derecha (mm) 1.7790 2.2030 1.9980 1.9911 0.0823
Largo ala derecha (mm) 4.6430 5.5840 5.1510 5.1393 0.1909
J06 no irradiada Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 179 265 220.5 220.88 15.80
Respuesta Arménico (Hz) 360 525 447.0 449.31 31.90
Intensidad (-dB) -43.20 -60.10 -49.20 -50.02 -3.61
Tiempo de vuelo (s) 21.50 210.66 106.93 108.85 50.20
Covariables Peso Humedo (g) 0.0257 0.0540 0.0370 0.0371 0.0058
Peso seco (g) 0.0073 0.0183 0.0106 0.0110 0.0021

Ancho ala izquierda (mm) 1.8130 2.3050 2.0470 2.0466 0.1178



Largo ala izquierda (mm) 4.7760 5.7670 5.2880 5.2789 0.2344

Ancho ala derecha (mm) 1.8050 2.2990 2.0450 2.0430 0.1098
Largo ala derecha (mm) 4.8340 5.7750 5.3292 5.3306 0.2268
J06 Irradiados Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 199 269 220.75 238.65 15.97
Respuesta Arménico (Hz) 404 555 449.62 484.88 32.20
Intensidad (-dB) -40.90 -60.10 -50.15 -50.54 -4.27
Tiempo de vuelo (s) 1.66 196.12 62.45 65.29 53.80
Covariables Peso Humedo (g) 0.0249 0.0560 0.0370 0.0365 0.0059
Peso seco (g) 0.0088 0.0236 0.0106 0.0130 0.0032
Ancho ala izquierda (mm) 1.8500 2.2310 2.0470 2.0254 0.0841
Largo ala izquierda (mm) 4.9280 5.7450 5.2880 5.3368 0.1627
Ancho ala derecha (mm) 1.8470 2.2290 2.0450 2.0341 0.0837
Largo ala derecha (mm) 4.9870 5.890 5.3340 5.4026 0.1904

Luego del procesamiento de las grabaciones logramos visualizar las diferencias entre las
frecuencias de aleteo por medio de los espectrogramas del sonido causado por el aleteo.
Los machos de la cepa Y23 presentaron un espectro con un patrén homogéneo marcado y
sin distorsiones, donde tanto la WBF y sus armodnicos se diferenciaron y apreciaron
claramente (Fig. SA). A su vez, los machos JO6 no irradiados presentaron un patrén
definido con leves distorsiones; mientras que en el analisis de frecuencia estas se reflejaron
claramente, pero no se aprecid de forma clara la separacion de los armonicos (Fig. 5B).
Por otro lado, los machos JO6Irr irradiados mostraron un patrén con distorsiones marcadas
en la WBF. En su analisis de frecuencia se visualizaron claramente, la frecuencia
fundamental y el primer armonico, pero los siguientes armonicos no se apreciaron con
claridad (Fig. SC). Es preciso tener presente que estos patrones permitieron apreciar las
diferencias puntuales entre los sonidos recabados y las frecuencias de aleteo entre los

machos de las cepas Y23, J06 y JOOIrr.

45



T e —
S0Hz  100Hz Hz 400Hz  1000Hz 2000Hz 4000Hz 8000z

Cursor: 43 Hz (Fa1) = -32d8 Pico: 228 Hz (Le#3) = 480 dB Cuadriculas

Arménico
WBF

50Hz 100Hz 200Hz 400Hz  1000Hz 2000Hz 4000Hz 800DHZ 16000Hz

4= Arménico
4= \\BF

00 1.0 20 30 40 50 Anslisis de frecuencia o

X

S0Hz 100Hz 200Hz 400Hz  1000Hz 2000Hz 4000Hz 8000Hz 16000Hz

Cursor: 156 Hz (Re#3) = -73dB  Pico: 263 Hz (Dod) = -56,4 B Cuadriculas

Armoénico
WBF

Fig. 5. Analisis de espectrogramas del sonido efectuado por machos en estado de pre-
copula A) Espectro acustico de frecuencia fundamental de aleteo Y23, B) Espectro acustico
de frecuencia fundamental de aleteo JO6 (no irradiados), C) Espectro acustico de frecuencia
fundamental de aleteo JO6 irradiados. Se muestran las diferencias visuales en los
espectrogramas producidos por el sonido realizado por la frecuencia fundamental de aleteo

en machos en estado de pre-copula.



Al realizar una prueba de ANOVA, de las WBF de machos no copulados de las cepas Y23,
JO6, y JO6Irr se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las WBF
emitidas por el vuelo de estos machos F=19.36, p=2.5¢"%. Luego con una prueba Tukey
arrojaron diferencias significativas p<0.05 entre JO6 y JO6Irr y también entre Y23 y JOOIrr.

Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre Y23 y J06 no irradiados (Fig. 6).
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J06.Y23 p=0.0639817

Fig. 6. Frecuencia fundamental de alteo de machos en estado de pre-copula.

Después de realizar las pruebas de Tukey y ANOVA se construyd una matriz de correlacion
(Fig.7), donde se pudo observar como las covariables se correlacionan con la WBF,
también se aprecid la existencia de una correlacion positiva entre la WBF y el peso seco.
Posteriormente, se efectué un modelo lineal generalizado (Tabla 5) F= 3.466, df:155,
p=0.005; mostrando que el peso seco es una co-variable altamente significativa, pero con
una correlacion positiva baja, lo cual explica el cambio en una unidad de la frecuencia de

aleteo fundamental en un 8.15%.
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Matriz de Correlacion
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Fig. 7. Matriz de correlacion entre Frecuencia fundamental de aleteo (WBF) de machos en

estado de pre-copula y covariables, peso seco y largo-ancho de alas.

Tabla 5. Modelo lineal generalizado de frecuencias fundamentales de aleteo de machos
en estado de pre-copula.

Glm (formula= WBF~ Dryweigth + WingLl + WingLw + WingRw + WingRlI, family =
“gaussian” data=Datos

Coefficients:

Estimate Error tvalue Pr(>t|)

Std.
(Intercept) 239.699 33.580  7.146  3.28e-11  ***
Dryweigth 1737.172 465.446 3.732  0.000266 ***
WingLI 12.502 21.033  0.594  0.553122
WingLw -30.613 23.192  -1.320 0.188790
WingRw -15.600 23.071 -0.676  0.499958
WingRI -1.152 18.675  -0.062  0.950898

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 273.4244)
Null deviance:47119 on 160 degrees of freedom

Residual deviance: 42381 on 155 degrees of freedom

(19 observations deleted due to missingness)

AIC: 1368.2

Number of Fisher Scoring iterations: 2



Comparacion de las variables de respuesta y covariables entre los machos Yaviza, J06
no irradiados, y J06 irradiados (Estado de post-copula).

Luego de efectuar la edicion de las pistas de audio de los machos Y23, J06 y JO6Irr en su
estado de post-copula, se encontrd que los machos Y23 presentaron WBF con un rango de
entre 196 hasta 282 Hz, con un promedio de 235.6 = 14.81 Hz y un rango de intensidad de
sonido, el cual oscilo entre -43.4 hasta -65.7 dB. En cambio, los machos JO6 mostraron un
rango de WBF entre 169 hasta 285 Hz, con una media de 229.98 + 21.76 Hz y una
intensidad entre -41.9 hasta -66.0 dB. Mientras que el grupo de machos JO6Irr presentaron
un rango entre 149 hasta 247 Hz, con un promedio de 196.1+ 26.38 Hz y una intensidad

entre los -46.9 hasta -68.8 dB (Tabla 6).

Tabla 6. Variables de respuestas y covariables asociadas al sonido de machos de las cepas
Y23, J06 y J06 Irradiados en estado de post-copula.

Yaviza Min Max Mediana X Sd
Variables de WBF (Hz) 196 282 237.0 235.6 14.81
Respuesta Arménico (Hz) 400 565 410.5 404.4 49.57
Intensidad (-dB) -43.4 -65.7 -52.9 -53.19 -4.39
Tiempo de vuelo (s) 1.17 210.00 39.70 57.94 53.47
Covariables Peso Humedo (g) 0.0240 0.0477 0.0345 0.0344 0.0053
Peso seco (g) 0.0079 0.0309 0.0149 0.0154 0.0043
é‘;‘;};" ala izquierda 1.6790 2.1520 1.9660 1.9464 0.0990
Largo ala izquierda (mm) 45390 5.5520 5.1030 5.0952 0.2286
Ancho ala derecha (mm) 1.6000 2.1420 1.9670 1.9540 0.1109
Largo ala derecha (mm) 4.4900 5.5580 5.1281 5.1169 0.2416
JO6 no irradiada Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 169 285 233.0 229.98 21.76
Respuesta Armonico (Hz) 351 711 463.0 474.01 61.88
Intensidad (-dB) -41.9 -66.0 -53.7 -53.42 -5.37
Tiempo de vuelo (s) 0.44 210.00 14.82 35.13 46.73
Covariables Peso Himedo (g) 0.0226 0.0533 0.0338 0.0337 0.0062
Peso seco (g) 0.0069 0.0154 0.0099 0.0102 0.0017
Ancho ala izquierda 1.7450 22620 2.0015 2.0041 0.0978
(mm)
Largo ala izquierda (mm) 4.6470 5.7420 5.2600 5.2226 0.2241
Ancho ala derecha (mm) 1.7040 2.2510 2.0005 2.0090 0.1155
Largo ala derecha (mm) 4.7460 5.8180 5.3135 5.2580 0.2529
JO6 Irradiados Min Max Mediana X Sd
WBEF (Hz) 149 247 196.0 196.1 26.38
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Variables de Armoénico (Hz) 304 506 410.0 404.4 49.57

Respuesta Intensidad (-dB) -46.9 -68.8 -56.7 -56.72 5.72
Tiempo de vuelo (s) 0.52 182.39 32.84 41.44 49.26

Covariables Peso Humedo (g) 0.0224 0.0650 0.0300 0.0311 0.0066
Peso seco (g) 0.0072 0.0336 0.0104 0.0111 0.0038
2;1;1;" ala izquierda 1.7610 22990 1.9775 1.9894 0.0997
Largo ala izquierda (mm) 4.8830 5.7630 5.2280 5.2597 0.2038
Ancho ala derecha (mm) 1.7160 2.2600 1.9805 1.9824 0.1090
Largo ala derecha (mm) 4.9500 5.8520 5.2800 5.2988 0.2013

Por otro lado, después de analizar los espectrogramas de las pistas de audios de los machos
en estado de post-copula; se observd que los machos Y23, presentaron un patron lineal
tanto en su WBF como en el primer armonico; estos patrones mostraron leve reverberacion
en su espectro. A su vez, el resultado del analisis de frecuencias permitidé observar la
inexistencia de separacion notoria entre la WBF y cada uno de los armonicos que
componen el sonido (Fig. 8A). De la misma manera luego de realizar el anélisis para los
machos J06, este presentd patrones con distorsiones y reverberaciones en todas las
frecuencias del espectro de sonido provocado por el alteo. El resultado del andlisis de
frecuencias permiti6 visualizar claramente, el WBF y el primer amoénico; mientras tanto,

los siguientes armonicos no presentaron una clara division entre estos (Fig. 8B).

Posteriormente, los machos JO6lrr al igual que los JO6 presentaron en sus espectrogramas,
distorsiones y reverberaciones en todas las frecuencias del espectro sonoro; con la
diferencia que, en su analisis de frecuencias, se observo que, a partir del cuarto armdnico
se dificultaba determinar sus separaciones; pero la frecuencia fundamental y el primer

armonico se delimitan claramente (Fig. 8C).
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Fig. 8. Analisis de sonido efectuado con el software Audacity 3.6.1; Machos post-copula
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frecuencia fundamental de aleteo J06, C) Espectro acustico de frecuencia fundamental de
aleteo JO6 irradiados.
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Las WBF de los machos Y23, J06 y JO6Irr en su estado de post-copula fueron analizadas
con una prueba de ANOVA, donde se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias fundamental de aleteo provocadas por las machos de las tres cepas F=58.96,
p=2.¢%. También se realizé una prueba de Tukey para observar las diferencias entre los
grupos y se constatd que existian diferencias significativas entre las parejas Y23-JOO6Irr y

J06-J06Irr; mientras que en las cepas Y23-J06, no se observaron diferencias (Fig. 9).
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Fig. 9. Frecuencia fundamental de alteo de machos en estado de post-copula.

Luego de construir una matriz de correlacion incorporando las covariables asociadas al
tamafo de alas (ancho y largo) y el peso seco de los machos Y23, J06 y JO6Irr en su estado
de post-copula, se encontrd que tanto el peso seco, como el largo del ala derecha e izquierda
presentaron una correlacion altamente significativa con respecto a la WBF. Mientras que,
tanto el ancho en ambas alas presentd una correlacion moderadamente significativa con la

WBEF de los machos en su estado de post-copula (Fig. 10). Los resultados de un modelo



lineal generalizado indicaron que tanto el peso seco (t= 5.224, p= 9.73¢”") como el largo

del ala derecha (t=-2.472, p=0.0151) fueron significativas. (Tabla 7).
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Fig. 10. Matriz de correlacion entre Frecuencia fundamental de aleteo (WBF) de machos
en estado de post-cOpula y covariables, peso seco, y largo-ancho de alas.

Tabla 7. Modelo lineal generalizado de frecuencias fundamentales de aleteo de machos
en estado de post-copula.

Glm (formula= WBF~ Dryweight + WingLl + WingLw +WingRw + WingR1,
family = “gaussian” data=Datos

Coefficients:
Estimate Error tvalue Pr(>|t|)
Std.
(Intercept) 436.87 52.46 8.328 4.73e- *oA*
11
Dryweigth 2973.01 569.14 5224  9.73e- ook
11
WingLl 99.10 53.98 1.836  0.0694
WingLw -22.31 39.58 -0.564  0.5743
WingRw -24.50 39.58 -0.619  0.5372
WingRI -130.74 52.89 -2.472  0.0151 *

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 535.7602)
Null deviance:82794 on 104 degrees of freedom

Residual deviance: 53040 on 99 degrees of freedom

(19 observations deleted due to missingness)

AIC: 965.9

Number of Fisher Scoring iterations: 2
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Comparacion de las variables de respuesta y covariables entre las hembras Yaviza,

J06 no irradiados, y J06 irradiados (Estado de Pre-cépula).

Las hembras Y23 presentaron un rango de WBF entre 170 hasta 283 Hz, un promedio de
220.46 + 21.78 Hz y una intensidad entre -45.4 hasta -60.0 dB. Mientras que, J06
exhibieron WBF desde 166 hasta 276 Hz, promediando 223.65 + 18.56 Hz, con intensidad
de entre -45.1 hasta -67.1 dB. A su vez, JO6Irr con un rango de WBF en entre 192 hasta
277 Hz con un promedio de 226.70 + 16.05 Hz y una intensidad entre -40.4 hasta -62.30

dB (Tabla 8).

Tabla 8. Variables de respuestas y covariables asociadas al sonido de hembras de las
cepas Y23, J06 y JO6 Irradiados en estado de pre-copula.

Yaviza Min Max Mediana X Sd
Variables WBEF (Hz) 170 283 225.0 220.46 21.78
de Armoénico (Hz) 347 528 450.5 445.51 42.37
Respuesta Intensidad (-dB) -45.40 -60.00 -51.45 -52.17 -3.69
Tiempo de vuelo (s) 9.14 210.0 139.29 129.49 64.58
Covariables Peso Humedo (g) 0.0169 0.0500 0.0338 0.0333 0.0054
Peso seco (g) 0.0050 0.0193 0.0117 0.0119 0.0031
Ancho ala izquierda (mm) 1.5310 2.0900 1.9155 1.9056 0.1007
Largo ala izquierda (mm) 3.7580 4.9490 4.5680 4.5362 0.1961
Ancho ala derecha (mm) 1.5300 2.0710 1.9200 1.9106 0.0910
Largo ala derecha (mm) 3.7810 4.9680 4.6070 4.5763 0.1875
J06 no irradiada Min Max Mediana X Sd
Variables WBF (Hz) 166 276 226.0 223.65 18.56
de Armonico (Hz) 350 540 453.5 452.46 37.04
Respuesta Intensidad (-dB) -45.10 -67.10 -52.45 -52.47 -3.98
Tiempo de vuelo (s) 12.91 210.00 117.08 114.92 51.95
Covariables Peso Humedo (g) 0.0287 0.0598 0.0442 0.0443 0.0066
Peso seco (g) 0.0079 0.0186 0.0132 0.0132 0.0023
Ancho ala izquierda (mm) 1.7630 2.2190 2.0480 2.0396 0.0861
Largo ala izquierda (mm) 4.3990 5.3540 4.8250 4.8049 0.1812
Ancho ala derecha (mm) 1.7120 2.2440 2.0500 2.0425 0.0933
Largo ala derecha (mm) 4.3460 5.1560 4.8250 4.8078 0.1774
J06 Irradiados Min Max Mediana X Sd
Variables WBEF (Hz) 192 277 229.5 226.70 16.05
de Armonico (Hz) 401 552 463.0 461.81 29.70
Respuesta Intensidad (-dB) -44.40 -62.30 -50.61 -50.83 -3.57
Tiempo de vuelo (s) 6.29 210.00 112.46 117.11 66.77
Covariables Peso Humedo (g) 0.0265 0.0488 0.0369 0.0375 0.0049
Peso seco (g) 0.0080 0.0182 0.0118 0.0119 0.0019
Ancho ala izquierda (mm) 1.7460 2.2200 1.9635 1.9678 0.0928
Largo ala izquierda (mm) 3.7580 4.9490 4.5680 4.5362 0.1961
Ancho ala derecha (mm) 1.5300 2.0710 1.9200 1.9106 0.0910

Largo ala derecha (mm) 3.7810 4.9680 4.6070 4.5763 0.1875




Posterior al proceso de depuracion y edicion de las grabaciones, de las hembras Y23, J06
y JO6Irr en estado de pre-copula, se pudieron apreciar las diferencias de WBF causadas por
el aleteo por medio de los espectrogramas del sonido. Donde, las hembras Y23 (Fig. 10A)
y JO6 (Fig. 10B) presentaron un espectro con un patrdn relativamente homogéneo; también
se logré visualizar y diferenciar sus armoénicos de manera clara, sin distorsiones relevantes.
Por otro lado, las hembras JO6Irr (Fig. 10C) mantuvieron un patrén similar a Y23 y J06,
pero en su espectrograma se visualizaron distorsiones marcadas. En el caso de los

armonicos de las tres cepas se observo una clara diferenciacion entre estos.
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Fig. 11. Anaélisis de sonido efectuado con el software Audacity 3.6.1. Hembras pre-copula
A) Espectro acustico de frecuencia fundamental de aleteo Y23, B) Espectro acustico de
frecuencia fundamental de aleteo J06, C) Espectro actstico de frecuencia fundamental de

aleteo JO6 irradiados.



Las WBF de las hembras Y23, J06 y JO6Irr en estado de pre-copula fueron analizadas por
medio de una prueba de ANOVA, donde no se encontraron diferencias significativas entre
las WBF de las hembras de las tres cepas F=1.624, p=0.2. Para luego realizar un Tukey

donde no se observan diferencias entre las WBF de las hembras (Fig. 12).

Pre-copula
NS

NS ‘

n

w

o
L

N

B

(=]
L

Hembras
Frecuencia Fundamental

200

160

Joe Joelrr Yaviza
Cepa

Tukey, JOB-JOBIT p=0.6525693
Y¥23-J0BI p=0.1719183
J0BY23  p=0.6282570

Fig. 12. Frecuencia fundamental de alteo de hembras en estado de pre-copula.

Ademas, al construir una matriz de correlacion con las covariables asociadas al tamafio de
alas (ancho y largo) y el peso seco de las hembras Y23, J06 y JOIrr en estado de pre-copula,
se encontrd que las covariables, largo ala izquierda, ancho ala derecha y peso seco
mostraron correlaciones negativas moderadamente significativas respecto al WBF de las
hembras en estado de pre-copula (Fig. 13). Después de haber evaluado las interacciones en
la matriz; se procedi6 a realizar un modelo lineal generalizado; donde las covariables
asociadas al peso (peso seco y peso humedo) fueron significativas, peso seco t=-2.513, p=

0.01313; peso humedo t=2.910, p=0.00422 (Tabla 9).
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Fig. 13. Matriz de correlacion entre frecuencia fundamental de aleteo (WBF) de hembras

en estado de pre-copula y covariables, peso seco, y largo-ancho de alas.

Tabla 9. Modelo lineal generalizado de frecuencias fundamentales de aleteo de hembras

en estado de pre-copula.

Glm (formula= WBF~ Dryweight + Wetweight + WingL1 + WingLl+ WingRw

+ WingRI, family = “gaussian” data=Datos

Coefficients:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 337.941 47.869  7.060
Drywheigth -2120.603 843.729 -2.513
Wetweight 1259.435 432.724 2910
WingLl -41.680 31.338  -1.330
WingLw -46.468 29.614  -1.569
WingRw -4.399 31.994  -0.138
WingR1 33.135 29.435 1.126

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 339.1686)
Null deviance: 51358 on 142 degrees of freedom

Residual deviance: 46127 on 136 degrees of freedom

(37 observations deleted due to missingness)

AIC: 1247.8

Number of Fisher Scoring iterations: 2
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Comparacion de las variables de respuesta y covariables entre las hembras Yaviza,

J06 no irradiados, y J06 irradiados (Estado de Post-cépula).

En el caso de las hembras Y23, J06 y JO6Irr en estado de post-copula, luego de la edicion
de las pistas de audio, se pudo determinar que las hembras Y23 mostraron frecuencias
fundamentales de aleteo desde 183 hasta 263 Hz con un promedio de 232.66 + 17.50 Hz y
una intensidad desde -50.7 hasta -68.6 dB. Las hembras J06 exhibieron un rango desde 158
hasta 266 Hz con un promedio WBF de 218.95 + 21.51 Hz; estas frecuencias produjeron
un rango de intensidad desde -45.0 hasta -69.6 dB. Mientras tanto, las hembras JO6Irr,
presentaron un rango desde 177 hasta 239 Hz con un de promedio 215.36 + 14.75 Hz en la
frecuencia de WBF; aqui estas frecuencias provocaron una intensidad de sonido desde -

45.7 hasta -66.4 dB (Tabla 13).

Tabla 10. Variables de respuestas y covariables asociadas al sonido de hembras de las cepas
Y23, J06 y JO6 Irradiados en estado de post-copula.

Yaviza Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 183 263 235.0 232.66 17.50
Respuesta Armonico (Hz) 366 528 477.0 470.01 37.17
Intensidad (-dB) -50.7 -68.6 -57.9 -58.14 -3.71
Tiempo de vuelo (s) 5.03 210.00 105.58 105.44 73.94
Covariables Peso Humedo (g) 0.0273 0.0575 0.0394 0.0408 0.0066
Peso seco (g) 0.0080 0.0250 0.0145 0.0147 0.0043
Ancho ala izquierda (mm) 1.7000 2.1510 1.9850 1.9764 0.0917
Largo ala izquierda (mm) 3.9600 5.0740 4.6760 4.6789 0.2124
Ancho ala derecha (mm) 1.7260 2.1170 1.9840 1.9794 0.0866
Largo ala derecha (mm) 3.9600 5.0920 4.7207 4.7097 0.2412
J06 no irradiada Min Max Mediana X Sd
Variables de WBEF (Hz) 158 266 221.0 218.95 21.51
Respuesta Armonico (Hz) 327 604 434.5 441.95 53.17
Intensidad (-dB) -45.0 -69.6 -53.7 -54.5 -5.1
Tiempo de vuelo (s) 0.32 179.7 15.9 31.57 37.70
Covariables Peso Humedo (g) 0.0256 0.0568 0.0416 0.0414 0.0070
Peso seco (g) 0.0082 0.0249 0.0136 0.0145 0.0035
Ancho ala izquierda (mm) 1.6950 2.2120 2.0250 2.0087 0.1094
Largo ala izquierda (mm) 43730 5.2850 4.8210 4.8223 0.1709
Ancho ala derecha (mm) 1.6660 2.2100 2.0150 2.0033 0.1211
Largo ala derecha (mm) 4.1850 5.3330 4.8491 4.8433 0.1924
J06 Irradiados Min Max Mediana X Sd
Variables de WBF (Hz) 177 239 217.0 215.36 14.75
Respuesta Armonico (Hz) 368 494 443.5 437.80 28.35
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Intensidad (-dB) -45.7 -66.4 -55.8 -54.91 -4.26
Tiempo de vuelo (s) 0.94 193.8 36.21 55.49 52.31
Covariables Peso Humedo (g) 0.0290 0.0501 0.0389 0.0394 0.0060
Peso seco (g) 0.0070 0.0206 0.0136 0.0138 0.0034
Ancho ala izquierda (mm) 1.7270 2.1710 2.0105 1.9955 0.0988
Largo ala izquierda (mm) 4.2050 5.0550 4.6945 4.7142 0.1714
Ancho ala derecha (mm) 1.7700 2.1970 2.0065 1.9873 0.0994
Largo ala derecha (mm) 4.1980 5.0570 4.7180 4.7390 0.1740

Después de efectuar las comparaciones de los espectrogramas de las cepas estudiadas; se

logré observar que las tres cepas en sus WBF, como el primer armonico de las hembras

Y23 (Fig. 14A), J06 (Fig. 14B) y JOO6Irr (Fig. 14C) en el estado de post-copula, presentaron

un patrén casi lineal con esporadicos sobresaltos, reverberaciones y pequefias distorsiones

en todo el espectro. Por otra parte, en el analisis de WBF se observo que en las hembras de

Y23, J06 y JO6Irr se visualizaban y distinguian de manera clara la WBF y los armonicos

emitidos por las hembras en estado de post-copula.
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Las WBF en las hembras de Y23, JO6 y JO6Irr en estado de post-copula fueron analizados
por medio de una prueba de ANOVA, encontraron diferencias significativas entre la WBF
provocadas por el alteo de las hembras, F=15.21, p=8.05¢”’. Paralelamente, se realiz6 una
prueba de Tukey para observar las diferencias entre los grupos con respecto a las WBF; se
pudo observar diferencias significativas entre las parejas Y23-J06 y Y23-J06Irr; mientras

que entre J06-J06Irr, no se observaron diferencias (Fig. 15).
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Fig. 15. Frecuencia fundamental de alteo de hembras en estado de pre-copula.

Posteriormente, se elabor6 una matriz de correlacion que incorporaba las covariables
asociadas al tamafio de alas (ancho y largo) y el peso seco de las hembras Y23, J06 y JOOIrr
en su estado de post-copula. Donde, se pudo observar que tanto el peso seco como el largo
de las alas derechas, presentaron correlaciones altamente significativas con respecto al
WBEF (Fig. 16). Luego, se realizaron un modelo lineal generalizado; se encontrd que la

covariable, peso seco fue significativa t=2.972, p= 0.00352 (Tabla 11).
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Fig. 16. Matriz de correlacion entre frecuencia fundamental de aleteo (WBF) de hembras

en estado de post-cOpula y covariables peso seco y largo-ancho de alas.

Tabla 11. Modelo lineal generalizado de frecuencias fundamentales de aleteo de hembras
en estado de post-copula.

Glm (formula= WBF~ Dryweight + WingLl + WingLw +WingRw + WingR],
family = “gaussian” data=Datos

Coefficients:

Estimate Error tvalue Pr(>|t|)

Std.
(Intercept) 359.358 40.009 8982  2.26e- ook

15

Drywheigth 1376.362 463.152 2972  0.00352  **
WingLI -26.920 43462  -0.619 0.53672
WingLw 24.393 30.343  0.804  0.42289
WingRw -45.418 33.896  -1.340 0.18256
WingRI 1.999 40.861 0.049  0.96105

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 340.1863)
Null deviance:51983 on 138 degrees of freedom

Residual deviance: 45245 on 133 degrees of freedom

(41 observations deleted due to missingness)

AIC: 1212.6

Number of Fisher Scoring iterations: 2
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Discusion

Esta investigacion tuvo como objetivo identificar la frecuencia fundamental de aleto
(WBF) la cual participa en la comunicacion sexual en la Familia Calliphoridae, donde
utilizamos dos cepas de C. hominivorax, incluyendo la cepa silvestre y la cepa utilizada en
la técnica de insecto estéril. Especificamente, buscdbamos determinar la existencia de
diferencias en los WBFs emitidos entre Yaviza 2023 cepa (re-infestacion), Jamaica 2006
cepa de produccion (sin irradiar) y Jamaica 2006 (irradiada) con Cobalto 60 a 55 Gy. Esta
ultima, es la cepa que se libera en la naturaleza para controlar a las poblaciones silvestres
de la C. hominivorax. Los estudios relacionados con la emision de sonido dentro de la
Familia Calliphoridae son escasos y no se han reportado investigaciones previas sobre este
tema en C. hominivorax. Dicha especie se mantiene bajo el método de cria masiva de

insecto estéril (SIT) como estrategia de erradicacion en América Central.

En este estudio encontramos que existen diferencias estadisticamente significativas entre
los WBF producidos por los machos, tanto en su estado de pre-copula como también en
estado de post-copula; donde las WBF emitidas por los machos Y23 y JO6 fueron similares
entre si; pero diferentes respecto a las frecuencias emitidas por los machos JO6Irr. Por otro
lado, las hembras en su estado de pre-copula no presentaron diferencias entre sus WBF,
pero si en su estado post-copula, siendo las hembras de Y23 las que presentaron diferencias

con respecto a JO6 no irradiada y JO6 irradiada.



Estos hallazgo apoyan parcialmente lo esperado por la hipdtesis de trabajo, ya que se
presentaron diferencias en las WBF de los machos en ambos estados copulatorios, pero no
asi en las hembras. Destacamos que, los insectos utilizados para el control de las
poblaciones silvestres de C. hominivorax son liberados en su estado de pre-copula;
especialmente, aquellos machos que mantienen multiples copulas en su vida, pues estos
deben preservar caracteristicas propias para atraer a las hembras silvestres. Ademas, al
analizar las diferentes co-variables relacionadas con el WBEF, determinamos que
variabilidad en el tratamiento de irradiacion, peso seco, y el largo del ala se asociaban con
cambios en los WBFs producidos por el vuelo principalmente, en lo machos de C.

hominivorax liberados en campo.

A continuacion, presentamos las posibles explicaciones para estos resultados. Primero, es
importante destacar que el SIT de COPEG produce una cepa bisexual de C. hominivorax,
que fue colonizada desde el 2006 y mantenida aproximadamente durante 180 generaciones
continuas. Para garantizar la esterilidad de los insectos liberados se emplea una dosis de 55
Gy de radiacion gamma mediante Cobalto 60. Sin embargo, esta dosis tiene la posibilidad
de afectar negativamente el rendimiento de los machos, los cuales presentan una
radiosensibilidad mayor, lo que equivale al 80% de la dosis administrada. Dentro de este
marco, Reimann, (1967), reportd que dosis entre los 35 a 40 Gy provocan la esterilidad
completa en machos, aproximadamente un 40% menos de la dosis de 55 Gy requerida para
esterilizar completamente a las hembras. Esta diferencia en la dosis podria influir en la
variacion en la WBF de los machos por las posibles alteraciones en la musculatura toracica

producto de la irradiacion, lo cual podria disminuir su capacidad de vuelo y repercutir sobre
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la WBF emitida. Crystal (1979), en su experimento del efecto de la radiacion gamma sobre
C. hominivorax, determind que un incremento en la dosis de irradiacion provoca
disminucién progresiva de la competitividad los machos irradiados. Recalco también que,
dentro de la competitividad se encuentra la capacidad del vuelo, la cual influye de manera
directa sobre la frecuencia de aleteo. De forma similar, Fisher (1997) y Toledo et al.,
(2004), reportaron que dosis elevadas de irradiacion provocarian una reduccion
significativa en la competitividad de los machos respecto a los machos silvestres. Por esta
razén, es necesario un monitoreo y seguimiento de las fuentes y dosis de irradiacion

utilizadas sobre el resultado de los proyectos SIT.

Bakri et al., (2005) sefialaron que la degradacion anual de las fuentes de Cobalto-60
(aproximadamente 12%) obliga a aumentar el tiempo de exposicidn para alcanzar la dosis
de esterilidad, lo que podria elevar las posibilidades de provocar los efectos fisiologicos
adversos en los insectos irradiados. Alley & Hightower (1966), en su investigacion sobre
cria masiva y efecto de irradiacion sobre C. hominivorax, encontraron que moscas
silvestres recién colonizadas (Mx) presentaron mayor éxito de apareamiento que aquellas
colonizadas por pocas generaciones (FI-F6) y sugieren que los insectos colonizados e
irradiados podrian presentar cambios en su comportamiento sexual debido a la cria masiva
y a la irradiacion; ya que las hembras colonizadas mostraban un umbral de aceptacion
amplio. Nuestros resultados sugieren que la irradiacion empleada por el COPEG en la
técnica SIT podria afectar negativamente el fenotipo acustico y la calidad de los machos

de C. hominivorax liberados.



Por otro lado, Butterworth et al., (2019), al analizar el comportamiento sexual de
Chryzomia flaviforns silvestres y criados, reportaron diferencias significativas, debido a
que los machos criados requieren mas tiempo para localizar parejas en comparacion con
los silvestres, aunque ambos no presentaron exhibiciones complejas. Yan ef al., (2019), en
su trabajo en Lucilia cuprina encontraron que un proceso de cria prolongada con
poblaciones y generaciones numerosas provocaria la disminucion en parametros como
longitud del torax, longitud del ala y la relacion de aspecto del ala a medida, lo cual afecta
indirectamente los mecanismos de aleteo y el rendimiento de vuelo. Esta disminucion en
la capacidad de vuelo puede repercutir en la produccion sonora (WBF), un componente

clave en el reconocimiento sexual.

Por otra parte, respecto al tamafio de los individuos, Pitti e al., (2011), al evaluar el efecto
del tamano de las pupas de C. hominivorax sobre la competitividad de los machos criados
masivamente, encontraron diferencias significativas entre la talla corporal y la capacidad
reproductiva. Los machos de mayor envergadura y tallas intermedias mostraron mayor
éxito en los intentos de copula que aquellos de menor tamaiio. Crystal, (1977), destaco que
una reduccion en la capacidad de vuelo de los insectos producidos representa un obstaculo
importante para el éxito de los programas de SIT. Reportdé ademas que las hembras de C.
hominivorax mostraron una capacidad de vuelo superior que los machos; debido a su
comportamiento activo de busqueda de hospederos. Ademds, individuos jovenes o
envejecidos presentaron tiempos de vuelo menores por la pérdida de segmentos alares lo
cual dificultaba su vuelo, comparados con los insectos con una edad media (5-10 dias). Por

su parte Arp et al., (2022), demostraron que variaciones en la microbiota de C.
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hominivorax, pueden desencadenar cambios significativos en el comportamiento, la
nutricion, la reproduccion o la socializacion, lo que influye significativamente sobre la

aptitud fisica y la seleccion de pareja.

Por lo expuesto anteriormente, los insectos irradiados podrian presentar afectaciones en su
fisionomia y/o fisiologia, relacionadas con el reconocimiento de posibles parejas
(quimiorreceptores y mecanorreceptores) o la emision de sefiales acusticas (motor de
vuelo). Un factor determinante es la especificidad en los sonidos por WBF; debido a que,
las hembras salvajes pueden discriminar los sonidos emitidos por machos silvestres,

incidiendo en el éxito de copula de los insectos estériles.

No obstante, es necesario destacar la posibilidad de que las variaciones de WBF en insectos
irradiados, pueda ser un posible factor explicativo, por el cual los insectos liberados no han
rivalizado con las poblaciones silvestres. Ademads, cabe la posibilidad de que las hembras
silvestres presenten receptores especificos que les ayuden a reconocer a sus congéneres por
la WBF emitida por estos; entonces mostraran asi, una aceptacion reducida por los machos
Jamaica 2006 irradiados. De esta manera, al conocer la WBF de C. hominivorax de los
insectos criados (SIT), como las WBF de los insectos silvestres, se pudieron realizar
comparaciones; las cuales permitieron estimar la similitud entre las frecuencias de los
insectos liberados en campo y los silvestres. Aqui hemos generado conocimiento inédito
acerca de parte del comportamiento las moscas del gusano barrenador que era desconocido

hasta este momento.



Por otra parte, la informacidon generada puede ser empleada como una posible o nueva
herramienta que permitira conocer de manera facil y a un bajo costo, la calidad de insectos
liberados; ya que la WBF esta correlacionada con multiples co-variables del insecto como

su tamafio, peso, tamafo del ala, capacidad de vuelo, competitividad, etc.

La produccion de insectos estériles que presenten WBF similar a la emitida por los insectos
silvestres podra mejorar la competitividad y efectividad de estos; lo que facilitard que sean
reconocidos por potenciales parejas silvestres; reducira posibles rechazos por parte de las
hembras silvestres al competir en condiciones similares; ya que, la WBF forma parte de las
sefiales de reconocimiento y cortejo de esta especie. Finalmente, se recomienda realizar
estudios comparativos con insectos silvestres para ser irradiados y evaluar con mayor
precision el efecto de la irradiacion sobre el mecanismo del motor de vuelo de C.

hominivorax y su efecto en la produccion sonora.

Otro posibles factores que pueden repercutir sobre la produccién de sonidos en insectos,
son variacion en su dieta, presencias enzimas musculares y competitividad de estos por la
cria masiva como es el caso del SIT utilizado en C. hominivorax, expuestos por los

siguientes trabajos.

Huettel, (1976), sefiald que otro rasgo relacionado con la competitividad del apareamiento
de algunos insectos es la produccion y la respuesta a los sonidos; el cual es un componente

importante al medir la calidad de ciertos grupos de insectos.
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Taylor, (1988), al evaluar la calidad de C. hominivorax producidos, encontré que la
composicion en la dieta larval empleada afecta el desarrollo, el comportamiento de vuelo

y la competitividad en C. hominivorax.

Sanderson & Charnley (1983) determinaron que el consumo de proteinas en la dieta de
produccion de Calliphora vicina, influye directamente en la envergadura y actividad de los
machos; es decir, los machos criados con una dieta basada en proteinas fueron mas activos
y con un mayor tamafo que los machos que fueron alimentados con una dieta sin proteinas.
Bush & Neck, (1976), determinaron que existe una correlacion positiva entre la presencia
de enzimas musculares (a-GDH, alpha glicerofosfato deshidrogenasa y fosfoglucomutasa)
y la capacidad de vuelo en cepas de produccion (TX Mex, Old APHIS, New APHIS y
Puerto Rican). Ademas, observaron que, las moscas silvestres se aparean en horas mas
tempranas que las moscas liberadas, las cuales muestran una mayor actividad en horas de
la tarde. Por consiguiente, una disminucion en la capacidad de vuelo afectaria de manera
directa tanto a la competitividad como a la produccion sonora o presencia de patrones de
sonidos por parte de los machos liberados; lo que puede repercutir en que exista la

posibilidad de que las hembras silvestres no los reconozcan.



Conclusiones

- Las WBF de machos Y23, J06 y JO6Irr presentaron diferencias estadisticamente
significativas en su WBEF, tanto en estado de pre-copula como de post-copula. Los
machos Y23 y JO6 no difieren entre si en sus WBF, pero si difieren de los machos
JO6 irradiados.

- Las WBF de machos J06 y JO6Irr presentaron distorsiones en su estado de pre-
copula y esto se incrementd en los ensayos de post-copula, mientras que los machos
Y23 no presentaron distorsiones en estado de pre-copula; pero si en post-copula.

- Las variaciones en las WBF de los machos estdn asociadas con las co-variables
peso seco y el largo del ala, posiblemente debido a la irradiacion.

- Las WBF emitidas por hembras Y23, JO6 y JO6Irr en pre-copula no mostraron
diferencias; pero si presentaron diferencias estadisticamente significativas en post-
copula, ya que las hembras Y23 emitieron WBF significativamente diferentes a las
emitidas por las hembras J06 y JO6Irr.

- Las variaciones en la WBF de las hembras guardan relacion con variaciones en las
co-variables peso seco y largo del ala.

- Solamente, las hembras JO6Irr manifestaron distorsiones en sus WBF en estado de
pre-copula; mientras que, en estado de post-copula, las tres cepas presentaron

distorsiones, pero en mayor grado en las hembras JO6Irr.
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Recomendaciones

- Implementacion de mejor insonorizacién para evitar sonidos de fondo y captar
perfiles de sonido con mayor calidad.

- Cuantificar el dafio causado por la irradiacion en la musculatura tordcica de las
moscas, con microscopia electrénica.

- Probar cebos sonoros en laboratorio para observar respuestas tanto de machos como
hembras silvestres.

- Efectuar andlisis acusticos de individuos (especialmente machos) luego de varios
proceso de copula, para asi determinar si existe variacion en la WBF de estos a
media envejecen.

- Determinar si dosis de irradiaciéon menores sobre machos de C. hominivorax no

tiene efectos sobre su WBF.
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Anexos

Glosario

Arménico: Nos referimos a frecuencias que son multiplos enteros de una frecuencia
fundamental; donde estas frecuencias adicionales se generan debido a la naturaleza
periodica de las ondas sonoras y son importantes en el estudio de la comunicacion y

percepcidn de sonidos en los animales.

Bioacustica: disciplina cientifica que estudia la produccidon, emisidén, recepcion y
percepcion de sonidos en los animales, incluidos los seres humanos. Sirve de herramienta
que permite a los cientificos monitorear poblaciones de animales y sus comportamientos

sin necesidad de interferir directamente con ellos.

Calliphoridae: familia dentro del orden Diptera, comiinmente conocida como moscas de
la carne, moscas azules 0 moscas verdes; estas moscas son reconocidas por su coloracion
metdalica brillante, que puede ser azul, verde o negra; los adultos suelen medir entre 10 y
12 mm de largo, estos son de gran relevancia en la ecologia y estudios forenses, debido a
su papel en la descomposicion de la carne y otros tejidos organicos. Algunas de sus especies

son potenciales plagas como es el caso de Cochliomyia hominivorax.

Calyptrate: moscas caracterizadas por tener una estructura llamada caliptero, que es una

membrana o escama situada encima de los halterios.

Cepa: poblacion de insectos descendientes de un uUnico ancestro y que comparten

caracteristicas genéticas especificas. Estas cepas pueden ser de interés en estudios



cientificos, especialmente, en genética y evolucion, ya que pueden mostrar variaciones en

comportamiento, resistencia a pesticidas, morfologia, etc.

Cochliomyia hominivorax: especie de mosca parasita perteneciente a la familia
Calliphoridae. Es conocida por que sus estadios larvarios (gusanos) se alimentan del tejido
vivo de animales de sangre caliente, incluidos los humanos causando gusaneras. Las
hembras de esta especie depositan entre 200 y 300 huevos en heridas o mucosas expuestas
de los animales y al eclosionar sus larvas se introducen en el tejido circundante; mientras
se alimentan, desgarran el tejido con su aparato bucal introduciéndose poco a poco a mas
profundidad dentro de las heridas causando miasis traumaticas. Su ciclo de vida puede estar

dentro de los 18 hasta los 21 dias.

Coépula: Comportamiento sexual animal en el que un macho introduce esperma en el
cuerpo de la hembra; especialmente, de manera directa en su tracto reproductivo. En el
caso de moscas Calliphoridae los machos introducen su edeago dentro de la genitalia

femenina, donde la hembra guarda el esperma dentro de las espermatecas.

Decibelios (-dB): Es una unidad de medida de la intensidad de sonidos; se utiliza para
expresar la relacion entre dos valores de una magnitud fisica, a menudo potencia o
intensidad. Se usa cominmente en acustica para medir niveles de sonido, asi como en

electronica y comunicaciones para medir la potencia de sefiales.

Dimorfismo sexual: variaciones en fenotipo como la forma, coloracion o tamano entre
machos y hembras de una misma especie. Esto se presenta en la mayoria de las especies

que tienen reproduccion sexual, en mayor o menor grado.
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Frecuencia de aleteo: numero de veces que los insectos mueven sus alas en un segundo.
Este parametro fisiologico puede ser utilizado para identificar a los insectos y desarrollar

trampas para controlar enfermedades.

Frecuencia fundamental: es la frecuencia mas baja de una forma de onda periddica.

Hertz (Hz): Es la unidad de medida empleada para medir oscilaciones en un periodo de

tiempo. Donde un hercio equivale a un ciclo u oscilacion por segundo.

Irradiacion: accion de exponer a algo a radiacion, radiacion ionizante, electromagnética o
particulas de alta energia. En el caso Cochliomyia hominivorax en el programa de insecto
estéril que es manejado por COPEG, las moscas en su estado de pupa son expuestas a

aproximadamente a 55 Gy de una fuente Co 60.

Método del insecto estéril: este método consta de la produccion de insectos en masa con
pardmetros controlados dentro de centros de reproduccion. Los insectos son llevados a
estado de pupa donde pasaran por un proceso de irradiacion, el cual los dejarad
completamente estériles; luego, estos insectos estériles seran transportados en envases
refrigerados hasta el centro de dispersion, donde emergeran para luego ser enfriados
nuevamente; después seran introducidos en recipientes para ser transportados y liberados
via aérea por medio de avionetas especializadas ,las cuales depositardn su carga en una

zona limitada para el control de los insectos plaga.

Recolonizacion: es el proceso biologico mediante el cual una especie se propaga

nuevamente a zonas donde estaba colonizada anteriormente. La recolonizacion a menudo



se refiere a una inmigracién exitosa donde una poblacion se integra de nuevo a su rango de

distribucién original.

Reinfestacion: reaparicion de una plaga en un area, distribucion o cultivo después de que

se ha realizado un control o tratamiento para eliminarla exitosamente.
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