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Identificacion molecular de una poblacion autoctona ddricho-
gramma cacoeciadarchal, 1927 (Hym., Trichogrammatidae)
capturada en La Rioja (Espafa)

F. MORENO, C. MENENDEZ, |. PEREZ-MORENO, V. MARCO

El género TrichogrammaWestwood comprende parasitoides de huevos ampliamen-
te utilizados como agentes de Control Bioldgico de numerosas plagas (principa mente
Lepidoptera). Laidentificacion de especies dentro de este género es dificil debido asu
pequefio tamafio y reducida variabilidad morfol6gica. Una poblacion de Trichogramma
capturada en 2003 en La Rioja ha sido identificada hasta especie mediante amplifica-
cion y secuenciacion de la region 1TS-2 de su ADN ribosomal. También se llevo a
cabo un andlisis de restricciéon (RFLP). El tamafio del producto de PCR, €l patrén de
bandas obtenido en el RFLPy la secuencia del ITS-2 confirmaron que dicha poblacion
pertenecia a la especie Trichogramma cacoecia@archa (98% de homologia). Esta es
laprimeracitade T. cacoeciaeen Espafia.

F. MORENO, C. MENENDEZ, |. PEREZ-MORENO, V. MARCO. Unidad de Proteccion de
Cultivos. Departamento de Agricultura y Alimentacion. Universidad de La Rioja
C/ Madre de Dios, 51. 26006 Logrofio (La Rioja). Espafia. E-mail: ignacio.perez@uni-
rioja.es

Palabras clave ADN, ITS-2, primeracita.

INTRODUCCION

Larelevancia de la sistemética en taxade
importancia econdmica es obvia, siendo este
hecho especialmente destacable en el caso
del género TrichogrammawWestwood 1833.
El género Trichogrammacomprende endo-
parasitoides de huevos de otros insectos
(principalmente Lepidoptera), ampliamente
utilizados en todo e mundo como agentes
de control de varias plagas de diversos culti-
vos (L1, 1994; PINTO y STOUTHAMER,
1994). Todos los habitats terrestres muestre-
ados contienen especies 0 ecotipos nativos
de este género (PINTO y STOUTHAMER,
1994). Por tanto, en cualquier programa de
Control Biologico (CB) debemos ser capa-
ces de identificar la fauna nativa y diferen-
ciarla de la que es empleada en el programa
de CB (ya sea ex6tica 0 no) para asi contro-

lar laidentidad del agente utilizado y poder
evaluar €l éxito del programa. Se evitan, de
esta manera, confusiones en cuanto a la
identidad de la especie liberada. La taxono-
mia de estos parasitoides es complicada de-
bido a su peguefio tamafio y la ausencia de
diferencias morfoldgicas claras entre espe-
cies proximas (NAGARKATTI Yy NAGARAJA,
1977). Laidentificacion de especies esté ba-
sada casi exclusivamente en la morfologia
de la genitalia masculina (NAGARKATTI Y
NAGARAJA, 1971) vy, por lo tanto, las pobla-
ciones telitocas (que so6lo incluyen hem-
bras), no pueden ser identificadas morfol 6-
gicamente. La separacion entre especies in-
timamente relacionadas se ha llevado tam-
bién a cabo mediante cruzamientos interes-
pecificos para determinar € grado de aisla-
miento reproductivo de las mismas (PINTU-
REAU, 1991; STOUTHAMER et al., 2000b;
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PINTO et al, 2003) o mediante andlisis dis-
criminatorio de caracteres morfol 6gicos
(KOSTADINOV y PINTUREAU, 1991; BASSO
et al, 1999). Afortunadamente, |as reciente-
mente desarrolladas técnicas de biologia
molecular han ampliado €l abanico de posi-
bilidades y han resultado claves para el
avance de la taxonomia dentro de este géne-
ro (STOUTHAMER et al, 1999). Existen dos
grandes grupos de marcadores moleculares
gue han sido empleados en estudios con Tri-
chogrammaproteicosy de ADN (LOXDALE
y LUSHALI, 1998).

Las alozimas han sido los marcadores
proteicos mas amplia y extensamente usa-
dos. Varias familias de alozimas han sido
utilizadas para la deteccion de diferencias
entre especies de Trichogramma esterasas
(BAssO et al, 1999), tetrazolium oxidasas
(RODRIGUEZ et al, 1996a; Rodriguez et al,
1996b) y fosfoglucomutasas (PINTO et al,
2003). Cuando las diferencias morfol 6gicas
son minimas y tampoco los marcadores de
ADN permiten distinguir las especies con
fiabilidad, los alozimas pueden ayudar en
esa distincion. Este es €l caso, por g emplo,
entre T. minutumRiley y T. platneri Nagar-
katti (PINTO et al,, 2003).

En cuanto a los marcadores de ADN se
refiere, su utilizacion ha crecido notable-
mente con el paso del tiempo. Dentro del
género Trichogrammalas regiones ITS (In-
ternal Transcribed Spacer) del ADN riboso-
mal han sido las mas analizadas y estudia-
das con vistas a su empleo como herramien-
tataxondmica. Su utilidad ha sido demostra-
da en numerosas ocasiones, tanto en el caso
del ITS-1 (ORREGO Y AGUDELO-SILVA,
1993; CHANG et al, 2001) como en el del
ITS2 (SILVA et al, 1999; STOUTHAMER et
al., 1999; CiocioLA et al, 2001; PINTO et
al., 2002; DE ALMEIDA y STOUTHAMER,
2003). Por otra parte, se ha comprobado que
la variabilidad intraespecifica en cuanto a la
secuencia del ITS-2 es bagja (STOUTHAMER
et al, 1999), lo que lo convierte en un mar-
cador idoneo para la discriminacion de indi-
viduos a nivel de especie. La secuencia del
ITS-2 ha sido empleada incluso en la des-

cripcién de nuevas especies (TAYLCR et al,
2005). No obstante, se conocen gjemplos en
los que esta region carece de utilidad
(STOUTHAMER et al, 2000a).

En este trabgjo se llevaron a cabo mues-
treos en ecosistemas viticolas de La Rioja
con objeto de capturar poblaciones autécto-
nas de Trichogrammacon vistas a su estu-
dio como potenciales agentes de control
bioldgico de Lobesia botranaDenis &
Schiffermuller y se han empleado técnicas
de biologia molecular para identificar la es-
pecie capturada, utilizando para €ello la re-
gién ITS-2 del ADN ribosomal.

MATERIAL Y METODOS
Captura en campo deTrichogramma

Los individuos identificados provenian de
una poblacién capturada en Hormillgja (La
Rioja) en 2003 y mantenida en laboratorio
sobre un huésped de sustitucion (Ephestia
kuehniellaZeller) desde entonces. Para su
captura, se emplearon tarjetas de cartulina
amarillas (10 x 10,5 cm) en las que se adhe-
rian un nimero suficientemente ato de hue-
vos de E. kuehniellaesterilizados con luz
UV. En todos los casos los huevos se pega-
ron a las cartulinas mediante un adhesivo
comercial (Pritt’).

Las tarjetas se colocaban tanto en € inte-
rior de vifiedos como en la vegetacion es-
pontéanea presente en los bordes y eran re-
emplazadas semanalmente por otras nuevas.
Las tarjetas asi recogidas se trasladaban al
laboratorio. Una vez dli, los huevos se in-
troducian en recipientes cilindricos de plas-
tico transparente, de 5 cm de aturay 12 cm
de didmetro. En lacarainterna de las tapa se
colocaban varias gotas de miel con el prop6-
sito de servir como alimento para los adul-
tos que pudieran emerger. Dichos recipien-
tes eran trasladados a una camara de creci-
miento con condiciones controladas: tempe-
ratura de 24+1 °C, humedad relativa del
65+5% y fotoperiodo de 16/8 (L/O). Peri6-
dicamente se examinaban los recipientes y
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su contenido en busca de huevos parasitados
o individuos de Trichogrammaemergidos.
Los recipientes se mantenian bajo observa-
cién unos 15-20 dias.

Los individuos emergidos fueron identi-
ficados hasta familia por medio de claves
taxonémicas y hasta género y especie, gra-
cias alos caracteres sefialados por PINTO y
STOUTHAMER (1994) y por medio de téc-
nicas de biologia molecular, respectiva-
mente.

Identificacién especifica deTrichogramma
por medio de técnicas de biologia
molecular

Extraccion del ADN

Tras una serie de pruebas preliminares se
extrajo ADN de los individuos de Tricho-
grammapor medio del protocolo de extrac-
cién quimico descrito por REINEKE et al.
(1998), seguido de un lavado con etanoal frio
al 70%. Adicionalmente, también se extrajo
el ADN de individuos de T. brassicaeBez-
denko adquiridos comercialmente, como
control de comparacion de sus productos de
PCR.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un termociclador GeneAmp®PCR Sys
tem 9700 (Applied Biosystems). Cada reac-
cion estaba compuesta por 8 ml de ADN,
4 ml de MgCl, (Applied Biosystems,
25 mM), 5 ml de tampdn de PCR (Applied
Biosystems, 10X), 4 ml de BSA (Amersham
Biosciences; 2,8 mg/ml), 0.4 ml de polime-
rasa (5U/ml, AmpliTaq Gold, Applied
Biosystems), 4 ml de dNTPs (2,5 mM cada
uno, Applied Biosystems), 2 ml de cada uno
de los cebadores (Invitrogen) y 20,6 ml de
agua mili-Q esterilizada. Laregiéon ITS2 se
amplificd utilizando los cebadores siguientes
(PINTO et al, 2002): ITS2 FORW (5°-TGT-

GAACTGCAGGACACATG-3) eITS2
REV (5-GTCTTGCCTGCTCTGAG-3).

El programa de PCR consistia en un pri-
mer paso a 95 °C de 8 minutos de duracion,
seguido por 33 ciclos de tres etapas cada
uno (92 °C, 45 segundos; 53 °C, 45 segun-
dos 'y 72 °C, 45 segundos), y, después del
ultimo ciclo, un paso final de 3 minutos de
duracion a72 °C.

Los productos de la PCR se corrian en
geles de agarosa (al 2,5%, D-1 Low EEO,
Pronadisa), junto con un marcador de peso
molecular 100-1.000 pares de bases (Bio-
Rad), para verificar la presencia de bandas
de ADN del tamafio adecuado. Los geles se
sometian a un voltgje de 60V durante unas
dos horas y se empled TBE (1X) como tam-
pon. Tras la electroforesis, €l gel serevelaba
durante 20 minutos en bromuro de etidio
(Sigma®, 10 mg/ml) y, seguidamente, se de-
terminaba la presencia y el tamafio de las
bandas gracias a un sistema informatico
ChemiGenius (GenSnap, Syngene), bajo luz
UVv.

Andlisis de restriccion (Restriction
Fragment Length Polymorphisms)

Las enzimas utilizadas fueron las utiliza-
das por STOUTHAMER et al (1999) y PINTO
et al. (2002): Eco R1, Mse 1y Bsm 1
(5U/ml, New England Biolabs). Mse 1 pre-
cisaba de BSA (Amersham Biosciences;
2,8 mg/ml) para un correcto funcionamiento
y ésta se afadié ala concentracion requerida
de 100 mg/ml. El Cuadro 1 muestra los vo-
[Gmenes utilizados para cada reactivo.

L as reacciones de restriccién se incubaron
durante una horaa 37 °C (paraMse 1y Eco
R1) y a65 °C (en €l caso de Bsm 1), en un
blogue térmico TB1 (Biometra®). Una vez
realizadas las reacciones correspondientes
los tubos con €l resultado se cargaron en un
gel de agarosa. Las condiciones de la elec-
troforesis, el revelado del gel y la posterior
visualizacién de las bandas se realizo de
manera andloga a la descrita en €l apartado
anterior.
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Cuadro 1. Volumenes (ul) empleados de cada reactivo en las reacciones de restriccion

MSE 1 ECOR1 BSM 1
Muestra PCR 8 8 8
Enzima 0,5 0,25 0,5
Tampon enzima (1X) 1 1 1
BSA 0,15 - -
Agua mili-Q 5,35 5,75 55

Secuenciacion

Los productos de PCR enviados a se-
cuenciar procedian de una PCR realizada
expresamente paratal fin. Para correr el gel
correspondiente (y verificar el éxito de la
PCR), se utiliz6 agarosa de bajo punto de
gelificacion (“low melting/gelling point”,
LM-SIEVE, Pronadisa), que facilita el pro-
ceso posterior de purificacion, y se tifio €
gel directamente con bromuro de etidio
(afiadiéndolo a gel mientras se estaba soli-
dificando, a una concentracién de
0,5 mg/ml). Debido a las caracteristicas de
la agarosa empleada, las condiciones de
electroforesis también fueron diferentes a
las de los geles anteriores (25V). Asimis-
mo, su resoluciéon es mayor que la de la
agarosa esténdar, por 1o que € gel se cons-
truyd a 1%. Tras correr el gel, se compro-
b6 bajo luz UV que la banda adecuada esta-
ba presente.

Para su secuenciacion directa, se enviaron
las muestras a la Unidad de Biologia Mole-
cular de la Universidad de Alcala de Hena-
res (Madrid), donde existe un servicio de se-
cuenciacion.

Una vez secuenciada la region ITS-2, se
analizé y comparé ésta por medio de un
BLAST con lasincluidas en la base de datos
del GenBank (BENSON et al., 2000). Para
realizar los alineamientos de varias secuen-
cias ITS-2 relacionadas se empled el progra-
ma CLUSTALW 1.83 a partir de la pagina
web del EMBL Nucleotide Sequence Data-
base (BAKER et al, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los productos de
PCR obtenidos utilizando los cebadores
ITS2 FORW e ITS2 REV. Se obtuvieron
productos de PCR en todas las muestras.
La obtencién de fragmentos amplificados
corroboro, ademas, la pertenencia a géne-
ro Trichogrammade los individuos emple-
ados en la reaccion, puesto que los ceba-
dores utilizados son especificos de dicho
género.

Figura 1. Productos de PCR obtenidos a partir de
muestras de ADN genémico de Trichogramma cacoe-
ciae(A) y T. brassicagV)
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Los fragmentos amplificados de Tricho-
grammafueron de mayor tamafio que los
obtenidos en el caso de T. brassicae(casi
600 pb frente a poco més de 500 pb, respec-
tivamente).

En cuanto al andlisis RFLP (Figura 2),
los tres enzimas utilizados cortaron la re-
gién blanco dando lugar a dos bandas, pero
de diferentes tamafios segun la enzima. El
patrén de bandas obtenido (nimero y tama-
fio) se corresponde con el ya descrito por
PINTO et al. (2002) para Trichogramma ca-
coeciae

Figura 2. Fragmentos de restriccién obtenidos en el
andlisis RFLP de laregion ITS-2 de Trichogramma ca-
coeciae

El amplicén obtenido tras la PCR tuvo un
tamario de 585 pares de bases. Al comparar
nuestra secuencia con aquéllas que disponi-
an de laregiéon ITS-2 completa, se observo
una elevada homologia (98%) con dos se-
cuencias depositadas en el GenBank (con
nimeros de acceso AF408654 vy
AF408653), correspondientes ambas ala es-
pecie Trichogramma cacoeciadarchal. La
Figura 3 ilustra las semejanzas halladas
entre éstas y nuestra secuencia.

Cuando e amplicén producto de la PCR
se compard con las secuencias depositadas
en el GenBank, se obtuvo una gran homolo-
gia (97%) con una secuencia perteneciente a
T. embryophagunfHartig). Esta es una es-
pecie estrechamente relacionada con T. ca-
coeciae(PINTUREAU, 1997) y que ya ha
sido citada en Espafia (LOPEZ-SEBASTIAN et
al., 2003). Sin embargo, cuando Unicamente
laregion ITS-2 se tuvo en consideracion, la
mayor homologia observada se correspon-
di6 con T. cacoeciae

La secuenciacién de la region ITS-2 no
debe ser utilizada como Unico medio en la
identificacion de especies de Trichogramma
(CiocioLA et al, 2001). En nuestro caso, €l
resultado de la secuenciacion corroboré
otras evidencias (bioldgicas, ecoldgicas y
genéticas) que también apuntaban hacia
T. cacoeciae Una de esas evidencias era €
modo de reproduccion. T. cacoeciaees
siempre partenogenética telitoca, mientras
gue T. embryophaguna menudo se repro-
duce arrenotocamente. Latelitociaen T. ca-
coeciaees genética, no estando inducida por
bacterias del género Wolbachia Se llevaron
a cabo una serie de pruebas con la poblacion
capturada para intentar romper esa telitocia
utilizando altas temperaturas (30 °C) y anti-
biticos (clorotetraciclina), sin resultado po-
sitivo. Ademas, T. embryophagunsuele
estar asociada a ecosistemas forestales
(LOPEZ-SEBASTIAN et al, 2003), mientras
gue T. cacoeciado est4 a ecosistemas agri-
colas. Por dltimo, el tamafio del producto de
PCR vy €l resultado del RFLP eran similares
a los descritos por PINTO et al (2002) para
T. cacoeciadutilizando los mismos cebado-
resy enzimas de restriccion).

T. cacoeciaess una especie practicamente
cosmopolita, que se encuentra tanto en lare-
gién Neértica como en la Paledrtica (excepto
el Extremo Oriente) y la Neotropical. En Eu-
ropa ha sido citada en multitud de paises:
Portugal, Francia, Suiza, Italia, Alemania,
Holanda, Dinamarca, Inglaterra, antigua
Checoslovaguia, Polonia, Rusia, Estonia, Li-
tuania, Ucrania, Bielorrusia, Bulgaria, anti-
gua Yugoslaviay Grecia (PINTUREAU, 1997,
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AF408654 0000 mm oo
AF408653 0 mmm oo oo
Trichogramma sp TTTTGTGAACTGCAGGACACATGAACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGA 60
AF408654 0 —-mmmmmmmm e — GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTC 28
AF408653 0 —mmmmmmmmm e mm GTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTC 28
Trichogramma sp TCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAARAACGAACCCGACTGCTCTC 120
R R S
AF408654 TCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAG 88
AF408653 TCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTCCTTACTCTTCTTCGAAG 88
Trichogramma sp TCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTGTCTCTATCTC-TTACTCTTCTTCGAAG 179
R R R i S i
AF408654 TGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACGAAACGCAAGAAAAAAGACGAATTCGTTC 148
AF408653 TGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACGAAACGCAAGAAAAAAGACGAATTCGTTC 148
Trichogramma sp TGTATAGCAGTGCGAGCACGTCGCCTTAAACGAAACGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC 239
khkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkkhhhhhkhhhhkhkhhkhhkkhhhhhkkhhhhkhkhhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhhdx hhhkkkhkhkk*k
AF408654 GTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTTCTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAG 208
AF408653 GTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTTCTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAG 208
Trichogramma sp GTCTAGCTGGCGAGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTTCTCTCGTGGTCGTCTGCGCGAGAG 299
Ahhkhkrhkhkhkhkrhkhkhkhrhkhhkrhhkhkhkrhkhhkhkrhkhhkhhkhkhhkrhkhhkhkrhkhhkrhkhkhhkrhkhkkxkk*k
AF408654 AGACACTTAGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAGCTT---GGCGGCCGCGACGAGCACTT 265
AF408653 AGACACTTAGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAGCTT---GGCGGCCGCGACGAGCACTT 265
Trichogramma sp AGACACTTGGCACTCTGTGTTCGTGTCTCTCGAGCTTAGCGGCGGCCGCGACGAGCACTT 359
Khkkhkhkrkhkkhkh KAhkhkhkArhkhkdkrArkhkhdkrhkhkkhkhkrhkhkhxhxkk*x LR R
AF408654 CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCT 325
AF408653 CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCT 325
Trichogramma sp CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTCTCGACTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCT 419
R R R R R R R S S
AF408654 AGCTTACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGAATGCGCGCGCGCTTTTACACACG 385
AF408653 AGCTTACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGAATGCGCGCGCGCTTTTACACACG 385
Trichogramma sp AGCTTACGATCAGGCTCGTCCATGATTCGGTAACTGAATGCGCGCGCGCGCTTTTACACG 479
R R I i I R R I I I R * K* Kk Kk kK
AF408654 CACACGCACACTCGTTGTGTGTGCTGCGGCGTATAAAATGGCTAGCTCGGACCATTTGTG 445
AF408653 CACACGCACACTCGTTGTGTGTGCTGCGGCGTATARAATGGCTAGCTCGGATCATTTGTG 445
Trichogramma sp CACACGCACACTCGTTGTGTGTGCTGCGGCGTATAAAATGGCTAGCTCGGATCATTTGTG 539
khkkhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhhkhhhkkhhkhhkkhkhhkhhkkhkhkhhhkkhhhhhkhhkhhkkhkhkhkrhkkhkhkhkhkhkkhkh *,hkkhkhkk*k
AF408654 AATGAGTCTTTTTTCTCGAT-———==———==——————————————— 465
AF408653 AATGAGTCTTTTTTCTCGAT—————————————————————————— 465
Trichogramma sp AATGAGTCTTTTTTCTCGATCGACGACCTCAGAGCAGGCAAAACAA 585

*hkk kA khk kA rhkhkkhxkkkxx

Figura 3. Alineamiento de las secuencias I TS-2 del Trichogrammacapturado y AF408654 y AF408653 de T. cacoeciae
Los asteriscos (*) indican identidad entre | as tres secuencias. La ausencia de asteriscos es debida ala presencia

de delecciones o inserciones (-) 0 a mutaciones

FURSOV y PINTUREAU, 1999; HERZ et al,
2007). También se encuentra en €l Oriente
Proximo y e Norte de Africa (HERzZ et al,
2007). Los trabajos referentes a la fauna de

Trichogrammaen Espafia son escasos. Asi,
CEBALLOS (1956) cita s6lo T. evanescens
Westwood y T. semblidisAurivillius como
especies presentes en nuestro pais. Por su
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parte, en e muestreo llevado a cabo en An-
dalucia por CABELLO (1986) se recolectaron
individuos de T. evanescensl. cordubensis
Vargas & Cabello, T. pintoi Voegeley T. ur-
quijoi Cabello. Otras dos especies, T. minu-
tumRiley y T. pretiosumRiley, habrian sido
importadas desde EE.UU. y liberadas para €
control de Cydia pomonellgLinnaeus), pero
no hay constancia de su posible estableci-
miento (URQUIJO y DADIN, 1942 y 1943).
Recientemente, se han realizado sueltas de
T. achaeaeNagaraja & Nagarkatti para el
control de la polilla minadora del tomate,
Tuta absolutgMeyrick), en invernaderos de
Almeria (CABELLO et al, 2009). Por tanto,
los individuos de T. cacoeciaecapturados en
este trabajo constituyen la primera cita de

ABSTRACT

esta especie para huestro pais. Este amplio
rango de distribucion aumenta su potenciali-
dad como agente de control biolégico. Asi,
en Europa, se ha planteado su uso contra L.
botrana (VOLKOFF et al, 1995), mientras
gue en Alemania ya se comercializa contra
L. botranay Eupoecilia ambiguellddibner
en vid, y Cydia pomonellay Adoxophyes
orana (Fischer v. Roderstamm) en frutales
(ZIMMERMANN, 2004). Este parasitoide tam-
bién ha sido utilizado en la antigua URSS,
Bulgaria y Polonia contra Eupoecilia ambi-
guella, Cydia pomonellaOrgyia antiqua
(Linnaeus) y varias especies de Lobesiay
LaspeyresigLl, 1994) y en EE.UU. contra
el tortricido Enarmonia formosanéScopoli)
(BREEDVELD & TANIGOSHI, 2007).

MORENO, F., C. MENENDEZ, |. PEREZ-MORENO, V. MARCO. 2010. Molecular identifi-
cation of alocal population of Trichogramma cacoeciaMarchal,1927 (Hym., Tri-
chogrammatidae) collected in La Rioja (Spain). Bol. San Veg Plagas 36: 91-99.

TrichogrammawWestwood are tiny egg parasitoids which are widely used as biological
control agents against many pests (mainly Lepidoptera). They are also known to lack of
morphological distinctiveness making species identification in his group problematic. A
Trichogrammapopulation captured in 2003 was identified to species level by amplifying
and sequencing its ITS-2 ribosoma DNA sequence. A restriction analysis (RFLP) was
aso performed. Size of PCR product, RFLP pattern and ITS-2 sequence confirmed that
our Trichogrammastrain belonged to Trichogramma cacoecia®archal species (98%

homology). Thisisthefirst record of T. cacoeciador Spain.

Key words: DNA, ITS-2, first record.
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