
HAL Id: hal-03297013
https://hal.inrae.fr/hal-03297013v1

Submitted on 4 Jul 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - ShareAlike 4.0 International License

Un outil moléculaire simple et abordable pour identifier
les larves de taupins du genre Agriotes

Frédérique Mahéo, Jörn Lehmhus, Philippe Larroudé, Ronan Le Cointe

To cite this version:
Frédérique Mahéo, Jörn Lehmhus, Philippe Larroudé, Ronan Le Cointe. Un outil moléculaire simple
et abordable pour identifier les larves de taupins du genre Agriotes. Cahier des Techniques de l’INRA,
2020, 102, pp.8. �hal-03297013�

https://hal.inrae.fr/hal-03297013v1
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr


Le Cahier des Techniques de l’Inra 2020 (102) 

Un outil moléculaire simple et abordable pour identifier les larves de 

taupins du genre Agriotes 

Frédérique Mahéo1, Jörn Lehmhus2, Philippe Larroudé3 et Ronan Le Cointe1  

 

 

 

Mahéo Frédérique 

frederique.maheo@inrae.fr 
 

Technicienne de recherche en biologie moléculaire au sein de l’UMR IGEPP à 

Rennes depuis 2010, je réalise des analyses de génotypage par microsatellites 

et de typage de symbiotes sur des insectes et plus particulièrement des 

pucerons. Mon travail s’inscrit dans des projets de recherche qui visent à 

comprendre les mécanismes d’adaptation des insectes à leur environnement. 

 

 Le Cointe Ronan 

ronan.le-cointe@inrae.fr 
 

Assistant ingénieur en épidémiologie végétale au sein de l’UMR IGEPP à 

Rennes depuis 2011, mon activité scientifique se situe au niveau du couplage 

entre modélisation et expérimentation végétale sur des thématiques 

scientifiques telles que l’épidémiologie et l’agro-écologie et a pour finalité la 

conception de méthodes innovantes et durables en protection des cultures 

permettant une réduction significative de l’utilisation des pesticides.  

  

Résumé. Dans cet article, nous décrivons une méthode d’identification des larves de taupins du genre Agriotes 

(coléoptère, Elateridae) par PCR multiplexe. Depuis une quinzaine d’années, nous observons une recrudescence 

de dégâts dus aux larves de taupins. En France, les dégâts sont principalement causés par quatre espèces : 

A.sordidus, A.lineatus, A.obscurus et A.sputator. Ces trois dernières espèces sont particulièrement difficiles à 

différencier au stade larvaire alors que leur cycle biologique et leur nuisibilité diffèrent potentiellement. C’est dans 
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ce contexte que nous avons modifié une méthode d'identification des espèces d’Agriotes par PCR multiplexe en 

utilisant les amorces précédemment développées par un laboratoire autrichien. Les principales modifications 

concernent la méthode d'extraction et la mise au point du mélange réactionnel. Ce travail permet de proposer un 

service d'identification des larves d’Agriotes rapide et à coût réduit qui fait défaut actuellement en France.  

Mots-clés : insecte, identification, taupins, Agriotes, PCR multiplexe 

Abstract. Here, we describe a polymerase chain reaction (PCR)-based approach to identify click beetle larvae 

within the genus Agriotes (Coleoptera: Elateridae) commonly known as wireworms. Since 15 years, damages due 

to wireworms within the genus Agriotes have significantly upsurged on several crops. From the four main species 

occurring in France (A.sordidus, A. lineatus, A. obscurus and A. sputator), the last three are very difficult to 

morphologically identify in their larval stage. It is in this context that we have modified a method of identifying 

Agriotes species by Multiplex PCR using the primers previously developed by an Austrian laboratory. The main 

modifications involve the extraction method and the development of the reaction mixture. This work makes it 

possible to offer a rapid and low-cost identification service for larvae of Agriotes which is currently lacking in 

France. 

Keywords: insect, identification, click-beetle, Agriotes, PCR-Multiplex 

Introduction  

Les taupins ont été reconnus comme des ravageurs importants des cultures dès la fin du XIXème siècle 

(Balachowski and Mesnil, 1935). En 1912, Truffaut les considère comme les ravageurs les plus nuisibles aux 

grandes cultures à une époque où l’arsenal chimique développé dans le courant des années 1960-1990 n’était 

pas encore disponible. Depuis une vingtaine d’années, les dégâts dus aux larves de taupins ont ré-émergé 

comme préoccupation majeure du monde agricole (Poggi et al., 2018).  

 

Photo 1. Larve d’Agriotes (photo : R. Le Cointe) 
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En France, l’essentiel des dégâts causés est principalement dû à quatre espèces du genre Agriotes :  A.sordidus, 

A.lineatus, A.obscurus et A.sputator (Larroudé, 2015). Ces trois dernières espèces sont très difficiles à 

différencier morphologiquement au stade larvaire sur des critères très spécifiques (voir Photo 2 et 3) mais aussi 

variables.  

 

Photo 2. Soies au-dessus des stigmates d'A. Lineatus (à gauche) et d'A. Obscurus (à droite). Hormis les grandes 

soies à droite du stigmate, on trouve des soies assez petites, parfois tronquées au-dessus des stigmates chez A. 

obscurus et A. sputator. Ces soies sont supposées être absentes chez A. lineatus selon COCQUEMPOT et al. 

(1999). (photo : J. Lehmhus). 

 

Photo 3. Les granulations entre les jambes (à gauche) et à la base des segments abdominaux (à droite) 

permettent d’identifier A.sputator. (photo : J. Lehmhus). 

Récemment, Jörn Lehmhus et Franck Niepold ont montré les limites des caractères morphologiques décrits par 

Coquempot et al., 1999 et Klausnitzer (1994) même pour des larves issues d’élevage. L'identification devient 

encore plus difficile avec des larves collectées sur le terrain car celles-ci peuvent être abimées, avec des soies 

manquantes ou des mandibules usées (voir tableau 1).   
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Tableau 1. Fréquence des individus non-identifiables ou « aberrants » caractères 

morphologiques décrits par Coquempot et al., 1999 et Klausnitzer, 1994.  

Espèces (1) 
 

Origine Année NB 

Pourcentage de 
spécimens  

non-identifiables  
selon  

KLAUSNITZER,  
1994 (2) 

Pourcentage de 
spécimens 

“Aberrants”  
selon 

COCQUEMPOT et 
al., 1999 (3) 

A. obscurus Bärau (CH) 2013 44 2.3% 15.9% 

A. obscurus 
Suderburg (DE) 2014 52 36.5% 13.5% 

A. obscurus 
Braunschweig (DE) 2013 200 39.5% 

9.0% 
 

A. obscurus 
Braunschweig (DE) 2014 51 43.1% 7.8% 

A. lineatus Zürich (CH) 2014 22 18.2% 13.6% 

A. lineatus Braunschweig (DE) 2013 200 28% 6.5% 

A. sputator Braunschweig (DE) 2013 200 21.5% 2.0% 
(1) Les individus sont issus de la mise en élevage d’imagos collectés au champ dont l’identification morphologique est 

beaucoup plus simple grâce à la clé de détermination de Lohse, 1979.  
(2) Quand le spécimen n'ouvre pas les mandibules ou que les mandibules sont trop abrasées, l'angle de la dent de 
remplacement par rapport à l'extrémité de la mandibule ne peut être examiné. 
(3) Un spécimen est dit « aberrant » dans les cas suivants. A. sputator : faibles granulations à la base des segments 
abdominaux ou entre les pattes. A. obscurus: deuxième soie extrêmement petite, presque invisible dans tous les segments 
ou manquante dans plusieurs segments. A. lineatus: présence de petite deuxième soie dans tous les segments abdominaux. 

Ceci est problématique car leur cycle biologique et donc leur nuisibilité diffèrent potentiellement selon les 

conditions du milieu et leur stade de développement (Furlan, 2004, 1996). A titre d’exemple, Lorenzo Furlan a 

établi les seuils de nuisibilité pour les espèces présentes en Italie (Furlan, 2014), ces seuils sont de 2.5 larves par 

piège appât pour Agriotes brevis (espèce présente dans le sud de l’Europe : Italie, Autriche, Slovaquie) et de 5 

larves par piège pour Agriotes sordidus alors que André Chabert et Yves Blot situaient en 1993 à 0.5 larves par 

piège appât le seuil pour le genre Agriotes sans préciser l’espèce (Chabert and Blot, 1992). Ceci peut expliquer 

pourquoi il est parfois difficile de lier les niveaux d’infestation avec les dégâts.  

C’est dans ce contexte que nous avons modifié une méthode d'identification des espèces d’Agriotes par PCR 

multiplexe en utilisant les amorces précédemment développées par un laboratoire autrichien (Staudacher et al., 

2010). Les principales modifications concernent la méthode d'extraction et la mise au point du mélange 

réactionnel. Ce travail permet de proposer un outil d'identification des larves d’Agriotes rapide et à coût réduit qui 

fait défaut actuellement en France. 
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Matériel et méthodes 

Origine des larves d’Agriotes 

Des larves des quatre principales espèces d’Agriotes présentes en France ont été utilisées (A.sordidus, 

A.lineatus, A.obscurus et A.sputator) pour la mise au point de l’outil d’identification moléculaire. Les larves d’A. 

sputator et d’A. obscurus sont d’origine allemande issues de l’élevage du Julius Kühn Institut, les larves d’A. 

lineatus sont d’origine française (Le Rheu, Bretagne) et issues de l’élevage de INRAE IGEPP et les larves 

d’A.sordidus sont issues des essais mis en place par Arvalis dans le sud de la France et préalablement 

identifiées grâce au concours de M. PUISSANT du Muséum d’Histoire Naturelle de Dijon. 

L’extraction de l’ADN 

La méthode précédemment utilisée pour extraire l’ADN des larves de taupins impliquait l’utilisation de WLB 

(Worm Lysis Buffer). Développé pour extraire l’ADN de nématodes, ce tampon de lyse contient notamment du β-

mercaptoéthanol, une substance très toxique. Ici, nous avons préféré adapter une méthode initialement 

développée pour extraire l’ADN de pucerons (Sunnucks and Hales, 1996) avec un tampon de lyse contenant du 

TNES (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 400 mM, EDTA 20 %, SDS 0,5 %) et de la protéinase K. 

Les trois premiers segments abdominaux de chaque larve de taupin ont été prélevés pour l'extraction d'ADN. 

Dans une plaque 96 puits de 0,8 mL, nous disposons des billes de verre, 300 µL de TNES, 6 µL de protéinase K 

(5 mg/mL) et les tissus prélevés sur chaque larve. Les tissus sont ainsi broyés à l’aide d’un mélangeur à peinture 

pendant cinq minutes et mis à incuber à 37°C pendant une nuit. 

Après incubation, les protéines sont précipitées avec 85 µL de NaCl 5M et centrifugées à 14 000 tr / min pendant 

30 min. Ensuite l'ADN contenu dans le surnageant a été prélevé et précipité avec un volume d'éthanol à 100 %. 

L'ADN est ensuite lavé une fois dans de l'éthanol à 70 %, séché à l’aide d’un SpeedVac et resuspendu dans 

50 µL d'eau ultra pure. Les concentrations d’ADN, mesurées à l’aide d’un spectrophotomètre (Nanodrop ND-

1000), sont comprises entre 30 et 400 ng/µL. 

La PCR et l’électrophorèse sur gel d’agarose  

Le mélange réactionnel 

Dans la publication de Staudacher et al., 2010, le mélange réactionnel est constitué d’un kit PCR de la marque 

Qiagen, ce kit étant très couteux (notamment la taq 0,70 € l’unité pour la taq Qiagen contre 0,09 € l’unité pour la 

taq Hotstart de Promega) nous avons choisi de mettre au point notre propre mélange réactionnel. 
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Dans un volume de 10 µL, nous déposons 1,5 µL d’ADN, 0,1 µL (10µM) de chaque oligonucléotide publié dans 

Staudacher et al., 2010 (voir tableau 2), 0,1 µL de Taq, 0,8 µL de MgCl2  (25mM), 0,6 µL de dNTP (10mM), 2 µL 

de tampon de charge (fourni avec l’enzyme), et le complément en eau ultra-pure stérile.* 

Tableau 2. Couples d’amorces spécifiques pour chaque espèce recherchée. Une amorce est utilisée 

pour 2 espèces (Agr-obs/lin/pro-A213) mais l’amplification reste spécifique grâce à la 2ème amorce du couple. 

Espèce cible Nom de l’amorce Séquence de l’amorce 
Taille du fragment 

obtenu  
(en paires de bases) 

Agriotes sputator 
Agr-gen-S212 AGATTTACAATGTTATTGTAACAGCA 

168 pb 
Agr-bre/spu-A215 AAGGTGGAAGAAATCAAAATCTC 

Agriotes sordidus 
Agr-sor-S213 GGTATTTCTTCTATTCTTGGTGCT 

225 pb 
Agr-sor-A216 AGGGTCTCCTCCCCCC 

Agriotes lineatus 
Agr-lin/pro-S211 CCCCTTCCCTCTCCCTG 

293 pb 
Agr-obs/lin/pro-A213 TGCTAAGACAGGTAAGCATAAAAGA 

Agriotes obscurus 
Agr-obs-S215 GAAATGACCAGATCTACAATGTTATC 

464 pb 
Agr-obs/lin/pro-A213 Voir ci-dessus 

Le protocole d’amplification 

Nous reprenons ici le protocole publié dans Staudacher et al., 2010. Il comprend une première phase d’activation 

de la Taq de 15 minutes à 95°C, suivie par 35 cycles de 30 s à 94°C, 90 s à 61°C, 60 s à 71°C et une phase 

finale à 72°C pendant 10 minutes. 

L’électrophorèse sur gel d’agarose 

Les produits PCR obtenus sont déposés sur un gel d’agarose à 2,5 % coloré à l’aide de colorant Thermofisher 

SYBR® Safe DNA Gel Stain (1 goutte pour 50 mL) et migrés par électrophorèse à 140 V pendant 90 min. Les 

bandes produites sont ensuite visualisées sous lumière bleue. Leurs tailles sont évaluées à l’aide du marqueur 

de taille 100 pb DNA Ladder (Solis Biodyne). 
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Figure 1. Produits de la PCR multiplexe des quatre espèces d’Agriotes. Les lettres majuscules désignent les 

réplicats, les chiffres sur les côtés désignent la taille des fragments de l’échelle de poids moléculaire (en pb) et 

les chiffres blancs désignent chaque espèce : (1) A. sputator, 168pb (2) A. sordidus, 225 et 530pb (3), A. 

lineatus, 293pb et (4) A. obscurus, 464pb. 

Résultats 

La figure 1 montre les produits de la PCR multiplexe des quatre espèces travaillées dans cette étude. Les lettres 

majuscules désignent les réplicats, les chiffres sur les côtés désignent l’échelle de taille des fragments amplifiés 

et les chiffres blancs désignent chaque espèce : (1) A. sputator, 168pb (2) A. sordidus, 225 et 530pb (3), A. 

lineatus, 293pb et (4) A. obscurus, 464pb. 

Nous notons que si la méthode est répétable pour les espèces A. sputator et A.sordidus, nous observons parfois 

des bandes multiples en présence d’A.lineatus en plus de la bande à 293pb caractéristique d’A.lineatus (Fig 2 . 

Réplicat C). En présence d’A.obscurus (Fig 2. Réplicat B), nous observons parfois une absence d’amplification. 

Ceci est conforme aux résultats précédemment obtenus par le laboratoire ayant généré les couples d’amorces 

(communication personnelle : Christiane Zeisler, Insbruck). 

Conclusion 

Dans cet article, nous décrivons une méthode d’identification des larves de taupins du genre Agriotes par PCR 

multiplexe. Ce travail permet de proposer un service d'identification des larves d’Agriotes rapide et à coût réduit 

qui fait défaut actuellement en France. L’identification moléculaire via du séquençage et des méthodes de 

barcoding revient quant à elle aux alentours de 25 € par individu. Ici, notre méthode revient à environ 5 € 

l’échantillon. Cette méthode rend plus accessible l’identification des larves de taupins présentes dans les 

parcelles et permettra, à l’avenir, de définir les seuils d’intervention spécifiques à chaque espèce. 

Cet article est publié sous la licence Creative Commons (CC BY-SA). 

https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/ 
Pour la citation et la reproduction de cet article, mentionner obligatoirement le titre de l'article, le nom de tous les 
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