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ABSTRACT

A study, by immunoelectrophoresis and immunodiffusion of
the shared antigens in venom from 21 species of Viperinae
and Crotalinae, representing 10 different genera, has produced
a number of results of taxonomic significance which are
summarized schematically in the dendrogram shown in fig. 1.
For the most part these immunological data confirm the
accepted classification of the Viperidae which is based on
comparative morphology and biogeography. Some results,
on the other hand, such as the isolated position of Azberis,
need confirmation with more material. Some of the conclusions
reached in this study, however, appear to be of significance
for an understanding of the phylogeny of the group. Amongst
the Viperinae, the genera Echis and Cerastes are apparently
closely related to one another and more similar to the genus
Bitis than to the genus Vipera. This latter genus is clearly
composed of three groups of species with V. russelli occupying
an isolated position. Amongst the Crotalinae, the genus
Agkistrodon is quite distinct but Trimeresurus flavoviridis did
not differ immunologically from the three species of Bothrops
studied.

It would appear that the study of the shared antigens in
snake venom is of taxonomic value both at the species group
and the family levels. Occasionally, however, antigenic pro-
teins in snakes venom are known to evolve rapidly, especially
in isolated populations, and consequently the presence of a
relatively small proportion of shared antigens should not
necessarily be taken as evidence of a lack of affinity between
two taxa.

RESUME

L'étude, par immunoélectrophorése et par immunodiffusion,
des communautés antigéniques des venins de 21 espéces de
Viperidae, appartenant & 10 genres différents, apporte un
certain nombre de données immunotaxonomiques, schémati-
sées sur le dendrogramme de la fig. 1. La plupart de ces
résultats confirment simplement la classification habituelle,
basée sur la morphologie comparée et la biogéographie. D’au-
tres, tels que la position un peu i part de Atheris, demandent
i étre confirmés sur un matériel plus important. Certains
résultats, enfin, doivent étre pris en considération lors d'une
reconstitution phylogénique des Viperidae. Parmi les Vipe-
rinae, les genres Echis et Cerastes paraissent trés proches I'un
de l'autre et plus proches du genre Bitis que du genre Vipera,
Dans ce dernier genre, on distingue clairement trois groupes

d'espéces, Vipera russelli ayant une position assez isolée.
Parmi les Crotalinae, le genre Agkistrodon se différencie nette-
ment, tandis que Trimeresurus flavoviridis ne se distingue
pas des trois espéces de Bothrops étudiées.

Il semble bien que I'étude des communautés antigéniques
des venins de Serpents présente un réel intérét taxonomique a
un niveau allant du groupe d'espéces i la famille. Cependant,
les protéines antigéniques des venins peuvent évoluer trés
rapidement dans des populations isolées; en conséquence, une
proportion relativement faible d’antigénes communs n’indique
pas nécessairement |'absence d'affinités étroites entre deux
taxons.

INTRODUCTION

En raison de la rareté des données paléontologi-
ques, la systématique des Serpents est principale-
ment basée sur la morphologie comparée des for-
mes actuelles, dont I'interprétation est parfois
délicate dans ce groupe de structures assez unifor-
mes. En régle générale, les super-familles se
différencient nettement, encore que la position
respective des Typhlopoidea et des Leptotyphlo-
poidea préte toujours 4 discussion. Mais les taxons
de niveau compris entre la famille et le genre sont
souvent difficiles a caractériser, comme le montrent
les fluctuations de la nomenclature. L'utilisation de
critéres biochimiques est donc tentante. Jusqu'a
présent, les recherches de cet ordre ont surtout porté
sur le sérum sanguin, soit par électrophorése simple
(Voris, 1967), soit par analyse immunologique
(Domergue et al., 1969; Pearson, 1968). Au
niveau taxonomique envisagé ici, c’est cette derniére
méthode qui a apporté les résultats les plus intéres-
sants.

Les protéines des venins ont fait I'objet de
nombreuses recherches, mais leurs résultats n’ont
gueére été appliqués 4 la systématique des Serpents,
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sauf parfois 4 des niveaux infra-génériques (Schen-
berg, 1963; Tu & Adams, 1968; Tu & Ganthavorn,
1978; Saint Girons & Detrait, 1978). Disposant
d’'assez nombreux lots de venins et des immun-
sérums monospécifiques correspondants, il nous a
semblé intéressant d’utiliser ce matériel & une étude
immuno-taxonomique des Viperidae.

Ce travail a été fait grice a des crédits d’aide
individuelle du C.N.R.S. Par ailleurs, nous tenons
a remercier notre Collégue D. Bradshaw qui a bien
voulu se charger de la traduction en anglais du
résumé.

MATERIEL ET TECHNIQUES

Pour cette étude, nous avons utilisé essentiellement 13 lots de
venins et les immun-sérums homologues préparés & partir de
ces mémes lots. Ces venins correspondent & des pools trés
importants, recueillis sur de nombreux individus dans une aire
géographique généralement étendue, mais parfois imprécise.
Ils proviennent des espéces suivantes: Vipera berus berus
(Russie), V. aspis aspis (France), V. ammodytes ammodytes
(Yougoslavie), V. lebetina deserti (Tunisie), V. palestinae
(Israél), V. russelli (Asie méridionale), Cerastes cerastes
(Afrique), Echis carinatus pyramidum (Afrique), Bitis la-
chesis lachesis (Afrique occidentale), B. gabonica (Afrique
occidentale), Agkistrodon rbodostoma (Cambodge), Bothrops
lanceolatus (Martinique) et Crotalus durissus terrificus (Bré-
sil). Desséchés sous vide et finement broyés, ces venins sont
conservés 4 +4°C, Au moment de I'emploi, ils sont dissous
dans du sérum physiologique 4 neuf pour mille, 4 raison de
10 mg/ml.

Les immun-sérums, d’origine équine & I'exception des
sérums anti-venins de V., berus et de V. lebetina qui sont
d’origine caprine, proviennent tous d’animaux hyperimmunisés
par injections de doses croissantes de venins et sont, bien
entendu, monovalents. Ces immun-sérums ont tous été utilisés
a I'état brut, C'est & dire non purifiés. Lyophilisés et conservés
2 +4°C ils sont, pour les expériences, remis en solution dans
de I'eau distillée & raison de 100 mg de produit sec par ml

Nous avons, en outre, utilisé les venins de 8 autres espéces,
pour lesquels nous ne possédions pas d'immun-sérum homo-
logue. 11 s'agit en général de lots beaucoup moins importants
que les précédents, provenant de Bitis nasicornis (Afrique
occidentale), Atheris sp. (Afrique occidentale), Causus rbom-
beatus (Afrique occidentale), Agkistrodon piscivorus (Etats
Unis), Bothrops atrox atrox (Brésil), Bothrops jararaca
(Brésil), Trimeresurus flavoviridis (Japon) et Crotalus ada-
manteus (Etats Unis).

L’analyse immuncélectrophorétique a été faite selon la
technique précédemment décrite (Saint Girons & Detrait,
1978). Pour les immunodiffusions, basées sur la technique
d’'Ouchterlony, nous avons également utilisé des plaques de
verre de 13 X 18 cm, recouvertes d'un gel d’'agarose (Indu-
biose A 37) i 2% en sérum physiologique, sur une épaisseur
de 3 mm. Des cupules d'un diamétre de 2,7 mm et des
gouttiéres de 1,4 mm de largeur sont disposées comme on peut
le voir sur la fig. 1 de la planche. Les solutions de venin sont
distribuées 4 raison de 10 ul dans chacune des cupules, le
venin homologue étant toujours intercalé entre les différents

venins hétérologues, puis les immun-sérums sont déposés sous
un volume de 0,40 ml dans les gouttiéres. Les plaques sont
ensuite traitées comme les immunoélectrophoréses: repos de
deux jours dans un incubateur 3 la température du labora-
toire, lavage dans du sérum physiologique durant trois jours,
séchage, coloration 4 la Rhodamine et différenciation.

Comme précédemment, le décompte des lignes de précipités
est fait en plagant les plaques dans une agrandisseur photo-
graphique et en dessinant les images obtenues, 2 un agrandis-
sement de 3 3 4 diamétres. Nous avons utilisé le test ¢ de
Student pour comparer les moyennes obtenues.

RESULTATS

Lorsque le venin d’une espéce est testé avec I'im-
mun-sérum homologue, selon la méthode de I'im-
munodiffusion, 9 4 12 lignes de précipités apparais-
sent, regroupées en 4 4 6 systémes de précipitation.
Pour un méme immun-sérum, il est souvent
possible de reconnaitre quelles sont, vis 2 vis des
venins hétérologues, les lignes de précipités qui
manquent. Toutefois, lorsque les communautés
antigéniques sont faibles, les quelques lignes qui
subsistent, peu nettes et généralement décalées vers
la source des anticorps, ne peuvent plus étre indi-
vidualisées. Il est également impossible d’établir
des homologies strictes entre les différents systémes
de précipitation d'un immun-sérum a ['autre. Pour
ces raisons, ce travail est essentiellement basé sur le
nombre des antigénes communs révélés par les
réactions de précipitation, nombre qui figure sur le
tableau I.

En immunoélectrophorése, la migration des pro-
téines dans le champ électrique permet de différen-
cier un plus grand nombre de lignes de précipités,
de 14 4 19 (le plus souvent de 16 4 18) pour des
réactions homologues. Toutefois, plus encore qu'en
immunodiffusion, il est impossible d’établir des
homologies entre les différentes lignes de pré-
cipités, non seulement d’un immun-sérum 4 I'autre,
mais également pour le méme immun-sérum testé
avec différents venins. Le nombre des antigénes
communs révélés dans ces conditions figure sur le
tableau II.

Comme le nombre absolu des lignes de précipités
discernables lors des réactions homologues varie
d’'un immun-sérum 4 lautre, il est plus logique
de travailler sur la proportion des antigénes com-
muns. Malgré cette rectification, on constate que
les résultats obtenus en testant, d’'une part le venin
a avec I'immun-sérum b, d’autre part le venin b
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TABLEAU [

Immunodiffusions. Nombre de lignes de précipités discernables,

Immun-sérums
V.ber. V.asp. V.amm. V.leb. V.pal. V.rus C.cer. E.car. B.lac. B.gab. A.rbo. B.lan. C.dur.

Venins

Vipera berus 11 7 6 5 4 5 4 4 5 2 1 2 2
Vipera aspis 6 11 6 b] 4 5 4 4 6 3 1 2 2
Vipera ammodytes 6 7 11 5 4 5 5 4 4 2 0 2 2
Vipera lebetina 4 5 5 10 7 4 5 3 5 2 0 2 2
Vipera palestinae 5 5 6 7 11 5 5 3 5 2 1 2 2
Vipera russelli 3 4 5 4 4 11 4 3 5 3 1 3 1
Cerastes cerastes 1 1 2 2 2 1 12 9 6 2 1 1 0
Echis carinatus 2 2 2 3 2 1 9 12 6 3 1 2 1
Bitis lachesis 2 2 3 2 2 2 6 4 11 5 1 1 3
Butis gabonica 2 2 3 2 3 2 6 4 8 9 1 1 3
Bitis nasicornis 3 3 4 5 3 3 7 6

Atheris sp. 2 2 2 2 2 3 2 3

Causus rhombeatus 2 2 2 1 1 2 2 2 0 0 0
Agkistrodon rho. 1 1 1 1 0 1 2 1 2 0 12 2 3
Agkistrodon pis. 2 1 2
Bothrops lanceol. 2 1 1 1 1 1 2 2 1 0 1 9 5
Bothrops atrox 1 4 3
Bothrops jararaca 0 3 3
Trimeresurus fla. 0 2 2
Crotalus durissus 2 1 1 1 1 2 2 3 2 0 0 4 10
Crotalus adamant. 0 1 5

TaBLEAU II

Immunoélectrophoréses. Nombre de lignes de précipités discernables.

Immun-sérums
V.ber. V.asp. V.amm. V.leb. V.pal. V.rus C.cer. E.car. B.lac. B.gab. A.rho. B.lan. C.dur.

Venins
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TaBLEAU III

Pourcentage d'antigénes communs dans le venin de divers Viperidae.

75

Immunoélectrophoréses

V.ber. V.asp. V.amm. V.leb. V.pal. V.rus. C.cer. E.car. B.lac., B.gab. A.rho. B.lan. C.dur.
Bitis nasicornis 35.3 35.3 27.8 35.3 31.3 333 563 47.1 684 706 63 214 188
Atheris sp. 17.6 17.6 22.2 29.4 18.6 27.8 25.0 17.6 21.1 235 6.3 14.3 18.8
Causus rbombeat. 11.8 11.8 11.1 17.6 12.5 16.7 18.8 17.6 21.1 11.8 0.0 14.3 12.5
Agkistrodon pis, 17.6 17.6 16.7 11.8 12,5 16.7 31.3 17.6 15.8 5.9 18.8 28.6 25.0
Bothrops atrox 17.6 17.6 16.7 11.8 18.8 16.7 31.3 23.5 26.3 11.8 6.3 429 37.5
Bothrops fararaca 17.6 17.6 111 11.8 6.3 16.7 31.3 23.5 21.1 17.6 0.0 429 37.5
Trimeresurus fla. 294 235 27.8 17.6  25.0 278 375 294 263 294 250 500 313
Crotalus adamant. 17.6 5.9 5.6 5.9 63 11.1 250 235 158 11.8 0.0 357 500
Vipera berus 67.7 543 500 484 373 337 324 246 235 151 231 182
Vipera aspis 59.1 57.2 50.0 51.3 430 399 353 302 324 122 166 153
Vipera ammodytes 54.5 59.1 51.5 52.8 389 39.3 26.0 242 257 146 163 122
Vipera lebetina 45.0 47.8 47.8 75.8 45.8 39.6 32.4 20.5 26.5 6.1 19.5 15.3
Vipera palestinae 432 410 455 667 49.7 40.7 271 27.8 304 125 241 126
Vipera russell 36.4 41.0 45.5 38.2 41.0 38.6 28.8 32.3 28.4 14.6 15.5 17.8
Cerastes cerast. 21.2 21.2 30.0 30.9 30.0 21.2 75.8 466 460 126 264 25.1
Echis carinatus 25.8 25.8 25.8 27.5 21.6 17.1 75.0 36.1 41.2 12.0 22.5 18.0
Bitis lachesis 31.9 36.4 31.9 32.8 319 319 523 439 46.6 142 18.6 17.3
Bitis gabonica 20.2 24.3 248 219 248 258 36.1 333 64.2 9.2 202 184
Agkistrodon rbo. 9.1 9.1 4.6 5.0 4.6 9.1 129 8.7 13.7 4.6 13.9 15.7
Bothrops lanceol. 20.2 15.7 15.7 16.1 157 258 139 195 101 5.6 17.5 36.6
Crotalus durissus 19.1 14.6 14.6 15.0 146 14.1 84 175 241 150 15.0 47.2
Bitis nasicornis 27.3 27.3 40.0 455 250 25.0 545 667
Atbheris sp. 18.2 18.2 20.0 18.5 16.7 25.0 18.2 33.3
Causus rhombeatus 18.2 18.2 20.0 9.1 83 167 182 222
Agkistrodon pis. 16.7 11.1 200
Bothrops atrox 8.3 444 30.0
Bothrops jararaca 0.0 333 30.0
Trimeresurus fla. 0.0 222 200
Crotalus adamant. 00 11.1  50.0

Immunodiffusions

Planche 1. — Communautés antigéniques des venins chez divers Viperidae.

1. Immunodiffusion. Immun-sérum de Echis carinatus (E1). Venins de Vipera aspis (2), V. berus (1), V. ammodytes (3), V.
lebetina (4), V. palestinae (5), V. russelli (6), Cerastes cesastes (7) et Bitis lachesis (9). Le venin homologue de

Echis carinatus (puits sans numéro) alterne avec celui des autres espéces.

2-6. Immunoélectrophoréses.
2. Immun-sérums de Vipera ammodytes (am) et de V. lebetina (1). Venins de Vipera berus (b), V., aspis (as), V. ammo-
dytes (am), V., lebetina (1), V. palestinae (p) et V. russelli (r).

3. Immun-sérums de Echis carinatus (E1) et de Cerastes cerastes (C1). Venins de Echis carinatus (E1 et E2, explica-
tions sur le tableau IV), Cawsus rbombeatus (C.r)) et Atheris sp. (A).

4. Immun-sérum de Agkistrodon rbodostoma (A.x.). Venins de Agkistrodon rhodostoma (A.x) et Trimeresurus flavo-

viridis (T).

5. Immun-sérums de Bitis lachesis (B.l) et de B. gabonica (B.g.). Venins de Bitis lachesis (B.l), B. gabonica (B.g.),
B. nasicornis (B.n.) et Agkistrodon rhodostoma (A.r.).

6. Immun-sérum de Crotalus durissus (C.d.). Venin de Bothrops atrox (B.a.), Crotalus durissus (Cd.) et C. adamanteus

(Cal).

Sauf pour les réactions homologues faites isolément (ici Agkistrodon rhodostoma), la différenciation a été volontairement
peu poussée, afin de ne pas perdre les lignes de précipités faibles, ce qui explique partiellement la mauvaise qualité des

clichés.



76 J. DETRAIT & H. SAINT GIRONS - ANTIGENES DES VIPERIDAE

TABLEAU IV

Communautés antigéniques entre divers lots de venins de Echis carinatus et de Cerastes cerastes.

Immunodiffusions
Immun-sérums

Immunoélectrophoréses
Immun-sérums

Venins E1 E2 C1 E1 E2 C1 E1 C1 E1 C1
Echis (Ethiopie) E1 12 8 9 100.0 80.0 75.0 17 12 100.0 75.0
Echis (Afrique) E2 10 10 8 83.3 100.0 66.7 13 11 76.5 68.8
Echis (Pakistan) 7 8 58.3 66.7 9 9 52.9 56.3
Cerastes (Ethiopie) C1 9 7 12 75.0 70.0 100.0 13 16 76.5 100.0
Cerastes (Tunisie) 7 7 8 58.3 70.0 66.7 7 11 41.2 68.8
Nombres Pourcentages Nombres Pourcentages

avec I'immun-sérum a, sont généralement voisins
lorsque la proportion des antigénes communs est
élevée, mais varient parfois du simple au double
dans le cas contraire. Pour simplifier, nous avons
pris la moyenne entre chacun de ces couples de
données (tableau III), étant entendu que les chif-
fres obtenus lorsque les communautés antigéniques
sont faibles n'indiquent plus qu'un ordre de gran-
deur. A ces 13 réactions croisées, nous avons joint
I'analyse des venins des 8 espéces pour lesquelles
nous ne possédions pas d’'immun-sérum homologue.
Il va de soi que ces résultats ne sont pas tout a
fait comparables aux précédents, mais il est néan-
moins possible d’en tenir compte.

Dans I'ensemble, la corrélation du nombre de
lignes de précipités obtenues par immunodiffusion
et par immunoélectrophorése est assez bonne, le
meilleur ajustement correspondant i une régres-
sion linéaire (r = 0,96, 4 = 0,74, b = 1,45,
$<0,001 pour 161 couples de données). Toute-
fois, assez curieusement, il n’existe pas de corréla-
tion significative dans le cas des réactions homo-
logues considérées seules (r = 0,35, p>0,10).

II ressort du tableau III que Viperinae et Crota-
linae, bien que certainement apparentés, n’ont que
peu d’antigénes communs dans leurs venins:
16,17 = 0,83 ou 13,22 =+ 1,02% 1. Il en est
d’ailleurs de méme entre Causus rhombeatus et les
Viperinae (15,08 + 1,16 ou 16,36 =+ 1,77%).
Parmi ces derniers, 'unique lot de venin de Atheris

1 Dans le texte, nous donnons la moyenne et I'erreur stan-
dard, successivement pour les résultats de I'immunoélectro-
phorése, puis de I'immunodiffusion. Le nombre des données
peut étre facilement retrouvé sur le tableau III.

sp. se différencie nettement, puisque I'on ne trouve
que 22,04 = 1,37 ou 21,01 =+ 1,97% d'antigénes
communs avec les autres espéces. Le genre Vipera
a déja 31,62 = 0,91 ou 27,71 =+ 1,20% d’anti-
génes communs avec les trois autres genres, tandis
que, parmi ces derniers, Cerastes et Echis, extréme-
ment proches I'un de I'autre (75 a 75,8% d’anti-
génes communs), sont apparemment plus proches
de Bitis (en moyenne 45,55 + 2,75 ou 35,13 =+
4,39% d'antigénes communs) que de Vipera
(34,48 == 1,52 ou 24,84 =+ 1,26%), la différence
étant significative avec les deux méthodes (p<0,05
pour Cerastes, <0,02 pour Echis et <0,01 pour
I'ensemble).

La proportion trés élevée d’antigénes communs
entre Cerastes cerastes et Echis carinatus est in-
attendue. Comme les deux lots de venins prove-
naient de la méme source commerciale, en Ethiopie,
une contamination pouvait étre envisagée (voir a
ce sujet Boquet et al., 1969). Aussi avons-nous
refait les expériences avec un autre lot de venin
d’Echis carinatus d'Afrique et son immun-sérum
homologue, avec un venin d'Echis carinatus du
Pakistan et avec un venin de Cerastes cerastes pro-
venant de Tunisie (tableau IV). L’hypothése d'une
contamination n’est pas exclue, puisque la propor-
tion d’antigénes communs entre les deux lots hété-
rologues d’Ethiopie est la plus élevée, mais nous
trouvons encore 70% d’'antigénes communs entre
les autres Echis d'Afrique et Cerastes de Tunisie,
c'est a dire plus qu'entre Echis d'Afrique et du
Pakistan, les chiffres les plus bas étant relevés
entre Echis d'Ethiopie et Cerastes de Tunisie.

Les rappotts des différentes Bitis avec les repré-
sentants des autres genres sont assez variables. En
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effet, I'immun-sérum de B. gabonica donne nette-
ment moins de lignes de précipités avec les venins
des autres Viperinae que l'immun-sérum de B.
lachesis (24,09 = 1,38 ou 26,36 = 2,03%, au
lien de 34,72 + 0,85 ou 47,74 =+ 2,26%,
}<0,001 avec les deux méthodes), ce qui n’est pas
le cas lorsque I'on teste les venins de ces deux
espéces avec les immun-sérums des autres Viperi-
nae. Néanmoins, chaque espéce de Bitis est plus
proche de Cerastes et de Echis que de Vipera, la
seule exception étant représentée par B. nasicornis
en immunodiffusion, mais non en immunoélectro-
phorése.

A l'intérieur du genre Vipera on distingue nette-
ment trois groupes d’espéces: tout d’abord V. rus-
selli qui n’'a en commun que 42,94 =+ 2,26 ou
40,42 = 1,549 d’'antigénes communs avec les
autres espéces, ensuite V. lebetina et V. palestinae
qui ont 75,8 ou 66,7% d’antigénes communs entre
elles, mais seulement 50,67 & 0,62 ou 45,05 =+
1,08% avec le troisiéme groupe constitué par les
petites Vipéres d'Eurasie tempérée et froide. Parmi
ces dernicres, en immunoélectrophorése V. aspis
et V. berus sont plus proches I'une de l'autre
(67,7% d’antigénes communs) que de V. ammo-
dytes (54,3 et 57,2%), alors qu'en immunodiffu-
sion les trois espéces sont & peu prés a égale distance
les unes des autres (54,5 a 59,1%). Les rapports
entre les trois espsces de Bitis sont d’interprétation
moins évidente. Dans I'ensemble, la proportion
des antigénes communs est élevée et voisine de
62% en moyenne, avec les deux méthodes, B. nasi-
cornis et B. gabonica étant plus proches 'une de
I'autre (70,6 ou 66,7% d’antigénes communs) que
de B. lachesis (57,5 ou 59,3%).

Les données concernant les Crotalinae sont moins
nombreuses. Apparemment, les Ancistrodons dif-
férent nettement des autres genres, avec lesquels ils
n'ont, en moyenne, que 14,31 + 4,03 ou 8,99 =+
2,92% d’antigénes communs. Il convient toutefois
de noter que I'immun-sérum de Agkistrodon rho-
dostoma réagit particuliérement peu avec les dif-
férents venins des autres Crotalinae (7,32 =+ 3,75
ou 2,9 =+ 1,84% d’antigénes communs), alors que
le venin de cette espéce et celui de A. piscivoras
donnent beaucoup plus de lignes de précipités avec
les immun-sérums de Bothrops lanceolatus et de
Crotalus durissus (25 &= 1,47 ou 20,85 + 3,87%).

Vis 4 vis des Viperinae, toutes ces réactions sont
également faibles.

Les autres Crotalinae se répartissent en deux
groupes, Bothrops et Trimeresurus d'une part, Cro-
talus de I'autre, qui ont en moyenne 35,72 + 1,15
ou 27,66 £ 6,02% d’antigénes communs entre
eux. Trimeresurus flavoviridis ne différe pas plus
des trois Bothrops que ceux-ci ne différent entre
eux (en moyenne 45,27 =+ 2,37 ou 33,3 = 6,41%
d'atigénes communs), les deux Crotalus ayant, par
les deux méthodes, 50% d’antigénes communs.
Au contraire, les communautés antigéniques entre
Agkistrodon rhodostoma et A. piscivorus sont
faibles: 18,8 ou 16,7%.

DISCUSSION

Une discussion détaillée des méthodes utilisées et
de leurs limites sortirait du cadre de cet article
(voir a ce sujet Grasset et al., 1956 et Jouannet,
1968). Rappelons seulement que les paramétres
impliqués sont si nombreux que, méme avec des
techniques aussi standardisées que possible, les
résultats ne sont pas toujours strictement repro-
ductibles. D’autre part, ce travail est basé sur le
nombre des lignes de précipités discernables, sans
tenir compte de leur intensité, et des lignes tout
juste perceptibles, décalées vers la soutce des anti-
corps et correspondant vraisemblablement i des
réactions paraspécifiques, sont néanmoins comp-
tées comme des unités. Les chiffres qui figurent
sur les tableaux ont donc tendance 4 minimiser les
différences, surtout lorsqu’il s’agit de communautés
antigéniques faibles. Par ailleurs, 1'étude de dif-
férents taxons d'un groupe d’espéces (Saint Girons
& Detrait, 1978) a montré que les protéines anti-
géniques des venins pouvaient, le cas échéant,
évoluer trés rapidement. En conséquence, si une
proportion élevée d'antigénes communs suggére
fortement des affinités phylogéniques étroites, I'in-
verse n’est pas obligatoirement vrai et des taxons
apparentés peuvent avoir des venins assez diffé-
rents.

La fig. 1 résume et schématise les communautés
antigéniques des venins entre les différentes es-
péces étudiées, d'aprés les données de I'immuno-
électrophorese. Le dendrogramme obtenu d’aprés
les résultats de I'immunodiffusion n’en différe que
par des détails mineurs.
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Fig. 1. Dendrogramme schématisant les communautés anti-
géniques de divers Viperidae, d'aprés le pourcentage moyen
des antigénes communs dans les venins.

De gauche a droite: Causus rbombeatus (C.t.). Vipera:
berus (b), aspis (as), ammodytes (am), lebetina (1), pale-
stinae (p), russelli (r). Cerastes cerastes (C.c.), Echis cari-
natus (E.c.). Bitis: lachesis (1), gabonica (g), nasicornis (n).
Atheris sp. (A). Agkistrodon (Agkis.): rhodostoma (1),
piscivorus (p). Trimeresurus flavoviridis (T.£.). Bothrops:
lanceolatus (1), atrox (a), jararaca (j). Crotalus (Crotal.):
durissus (), adamanteus (a).

Parmi les Viperinae, la position trés 4 part de
Causus rhombeatus n'a rien d’étonnant puisque ce
genre, bien que moins archaique que Azemiops
dont on a fait une sous-famille particuliére (Liem
et al., 1971), différe nettement a de nombreux
égards des autres Vipéres. La faible proportion
d’antigénes communs entre Atheris et les quatre
autres genres de Viperinae (22%) est plus in-
attendue et pourrait suggérer que cette lignée n’est
pas aussi proche de celle des Bitis qu'on le pense
généralement. Mais nous avons vu que des résultats
négatifs n’ont pas obligatoirement de signification
phylogénique, surtout lorsque le matériel étudié
se limite 4 un seul petit lot de venin, ce qui est le
cas ici. Il n’en est pas de méme en ce qui concerne
Cerastes et Echis qui présentent une proportion
trés élevée d’antigénes communs, alors que leurs
ressemblances morphologiques pouvaient passer
pour un phénoméne de convergence di 4 un mode
de vie voisin. Cependant, les communautés anti-
géniques démontrent clairement une étroite parenté
entre ces deux genres qui, en outre, sont nette-
ment plus proches de Bifis que de Vipera. Clest 1a
un résultat qui ne correspond pas aux conclusions
de l'étude de Marx & Rabb (1965), puisque ces
auteurs rangent Cerastes et Echis dans le stock
paléarctique, avec Vipera et Eristicophis et non
dans le stock éthiopien qui comprend les genres
Bitis, Atheris et Adenorbinos. En réalité, les don-

nées biogéographiques ne contredisent nullement
I'hypothése selon laquelle Cerastes et Echis cor-
respondraient i une spécialisation désertique de
Vipéres éthiopiennes. En effet, ces deux gentres se
retrouvent au sud du Sahara, Echis carinatus étant
méme largement répandue dans la zone soudanien-
ne et, au contraire, rare dans la majeure partie de
la Berbérie. Rappelons également que Bitis lachesis
subsiste toujours dans le sud marocain, jusqu'a
Agadir.

Notre échantillon de Bitis est trop restreint
pour apporter des précisions sur les rapports des
différentes espéces entre elles. Tout au plus pou-
vons-nous noter une plus grande proximité de
B. nasicornis et de B. gabonica, deux espéces fores-
tiéres, par rapport 4 B. lachesis, forme de savanes
occupant méme la zone sahélienne. En revanche,
les communautés antigéniques des venins permet-
tent de reconnaitre trois groupes d’espéces dans le
genre Vipera. Le premier est constitué par la seule
Vipére de Russell, d’Asie méridionale et sud-
orientale, les deux suivants, plus proches I'un de
I'autre, par les ,1ébétines” des régions méditerra-
néennes plus ou moins arides et par les ,,petites”
Vipéres d'Eurasie tempérée et froide. Ces résultats
concordent étroitement avec les conclusions tirées
des études morphologiques classiques (Boulenger,
1896; Saint Girons, 1978). V. rasselli a d’ailleurs
souvent été rangée dans un genre & part, Daboia.

B. Groombridge étudie actuellement la phylo-
génie des Viperinae a I'aide d'une analyse cladisti-
que de nombreux caractéres morphologiques et il
sera trés intéressant de comparer ses résultats avec
ceux fournis par les communautés antigéniques
des venins. D’aprés les données préliminaires qu'il
a bien voulu nous communiquer, il semble qu'il y
ait un bon accord, notamment en ce qui concerne
la position trés particuliére de Causus, la proximité
de Cerastes et Echis, leurs rapports plus étroits avec
Bitis qu'avec Vipera et la position respective des
différentes espéces du genre Vipera.

Les résultats concernant les Crotalinae sont beau-
coup moins nets, ne serait-ce que parce que nous
ne disposions que de trois immun-sérums mono-
spécifiques. Le genre Agkistrodon différe mani-
festement des autres représentants de la sous-
famille, ce que la morphologie comparée et la
biogéographie laissaient prévoir. Le trés petit nom-
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bre d’antigénes communs entre les deux espéces
étudiées ici est plus inattendu, mais correspond
aux résultats obtenus par Tu et al. (1968, 1978).
Ces auteurs ont étudié, par les mémes méthodes,
les venins de diverses espéces d’Ancistrodons, par
rapport 4 deux immun-sérums de référence faits a
partir des venins de A. rbodostoma de Thailand et
de A. contortrix des Etats Unis. Apparemment, les
communautés antigéniques sont d’autant plus fai-
bles que les espéces sont plus éloignées géographi-
quement. Les auteurs ne donnent pas le nombre
des lignes de précipités obtenues, mais d’apres
leurs figures on constate qu'il existe des commu-
nautés antigéniques trés étroites (peut-étre de
I'ordre de 80 4 90%) entre les différentes popu-
lations et sous-espéces, ainsi qu'entre A. contortrix
et A. piscivorus. D’autre part, A. halys du Japon a
sans doute 40 2 50% d’antigénes communs tant
avec A. contortrix qu'avec A. rhodostoma. Vis a
vis de cette derniére espéce, les communautés anti-
géniques sont de l'ordre de 20 4 30% avec A.
contortrix, moins avec A. bilineata, moins encore
avec A. piscivorus.

Pour beaucoup d’auteurs, les Trimeresurus ne
sont que des Bothrops asiatiques et, effectivement,
T. flavoviridis a autant d’antigénes communs avec
B. lanceolatus que celui-ci avec B. atrox ou B. jara-
raca. La position systématique de Bothrops lanceo-
latus préte toutefois a discussion. D’aucun ne Jui
accordent aucun statut taxonomique (par exemple
Klemmer, 1963), ou le considérent comme une
simple sous-espéce de B. atrox, alors que d’autres,
notamment Hoge & Romano (1971) estiment qu’il
s'agit d’'une espéce particuli¢re. De toute fagon,
en raison de son isolement géographique, une évo-
lution rapide des protéines du venin est trés pos-
sible et ce phénoméne pourrait expliquer le nombre
relativement faible de lignes de précipités qui ap-
paraissent lorsque I'on fait réagir I'immun-sérum
de cette espéce avec les venins des autres Bothrops,
y compris celui de B. atrox, forme au moins voisine.
Les communautés antigéniques entre Trimeresurus
et Bothrops d’une part, Crotalus de I'autre, sont de
I'ordre de grandeur que I'on pouvait attendre
d’aprés leur position systématique respective. Cro-
talus durissus et C. adamanteus, avec 50% d’anti-
génes communs, n’apparaissent pas particuliére-
ment proches 1'un de I'autre, ce qui est en bon

accord avec la phylogénie proposée par Klauber
(1956) d’aprés un ensemble de caractéres morpho-
logiques, éco-éthologiques et biogéographiques.

Parmi les nombreuses recherches faites sur les
protéines sériques des Serpents, deux seulement
pottent sur les Viperidae, au niveau taxonomique
envisagé ici. Le travail de Voris (1967) est basé
sur un matériel trés voisin du nétre. Malheureuse-
ment, les résultats de ses électrophoréses sériques
sont difficilement interprétables et I'auteur conclut
lui-méme ,,this type of electrophoretic information
is judged to have limited taxonomic use in this
group”. Il n’en est pas de méme des données im-
munologiques rassemblées par Pearson (1968)
dans une étude des différentes familles de Ser-
pents. D’aprés les résultats des immunoélectro-
phoréses sériques, il existe environ 57% d’anti-
génes communs entre les trois espéces de Crotalus
testées et 26% entre Bitis gabonica et 5 Crotalinae,
Dans l'ensemble, les communautés antigéniques
paraissent un peu plus élevées dans le sérum san-
guin que dans les venins et, a priori, leur significa-
tion phylogénique devrait étre plus siire. Toutefois,
la grande variabilité du nombre des lignes de pré-
cipités obtenues lors des réactions homologues (de
5 4 16), introduit un facteur d’incertitude non
négligeable.
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