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RESUME couche de cette enveloppe, étant de nature

Boulengerula taitanus est une espece plutot glycoprotéique, a été produite par
ovipare de Gymnophione, habitant les ter- les cellules glandulaires de la pars convo-
rains humides des monts Taita du Kenya. luta. Quant a la seconde, plus externe, elle
L’histologie de 1’oviducte des femelles, est composée de protéoglycannes sulfatés
prélevé en saison de reproduction, révele et acides et provient donc de la pars utera.
une structure tripartite, typique des Am- Ces résultats révelent les spécificités de B.
phibiens ovipares, composée d’une pars taitanus en la rapprochant toutefois, d’une
recta, d’une pars convoluta et avant le autre espece de Gymnophione étudiée,
cloaque, d’une pars utera. Les techniques Ichthyophis glutinosus.

classiques d’histologie et d’histochimie
permettent de distinguer le contenu cy- INTRODUCTION

toplasmique des cellules glandulaires de Boulengerula taitanus est un Amphi-
I’épithélium oviductal. Elles permettent bien Gymnophione, vivant dans les ter-
aussi d’analyser la structure et la composi- rains d’altitude des monts Taita, au Kenya
tion de la gangue des ceufs retrouvés dans (Figure 1A). Cette petite espece serpenti-
I’oviducte. Il apparait alors que la premicre forme, d’une vingtaine de centimetres de
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longueur, possede un mode de vie fouis-
seur (1). En période de reproduction, la fe-
melle creuse une chambre sphérique a une
profondeur d’environ 20 cm, ou elle pond
entre 6 et 10 ceufs de 8 mm de diametre en-
viron. Apres éclosion, les jeunes se nour-
rissent des sécrétions épidermiques de leur
mere pendant quelques semaines (2).

La biologie de la reproduction de cette
espece commence a étre connue. L’ ovaire
a déja été étudié, ainsi que des éléments
de son cycle (3,4). Notre étude s’est inté-
ressée a I’histologie de 1’oviducte, dont la
principale fonction est de capter le produit
de I’ovulation et de 1’acheminer vers I’ex-
térieur, ainsi qu’aux analyses histochimi-
ques de la gangue des ceufs oviductaux.
Les membranes ovulaires ont pour role
de protéger ’embryon des chocs et de la
dessiccation. Elles permettent a 1’ceuf pro-
prement dit de tourner sur lui-méme et de
s’orienter par rapport a la pesanteur. Elles
facilitent aussi la ponte (sortie du cloaque)
et la fécondation.

MATERIEL ET METHODES

Les femelles de B. taitanus ont été col-
lectées mensuellement et fixées in situ avec
du formaldéhyde a 10 % neutralisé par du
carbonate de calcium a saturation, lavées et
placées dans une solution d’éthanol a 70%
(1). Les oviductes d’environ 88 mm =+ 5,8
ont été prélevés pendant la période d’ovu-
lation, c’est-a-dire de janvier a février. Puis
ils ont été¢ déshydratés dans des solutions
d’éthanol de concentration croissante, in-
clus dans la paraffine, coupés a ’aide d’un
microtome de Minot en sections transver-
sales de 5 a 7 um, et collées sur lame de
verre avec de I’eau albumineuse. Les dif-
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férentes coupes ont été déparaffinées, puis
hydratées progressivement dans des bains
successifs de cyclohexane et d’éthanol de
degrés décroissants.
Dans le but de décrire 1’organisation tissu-
laire de 1’oviducte, diverses colorations to-
pographiques (5) ont été mises en ceuvre :
- L’azan de Roméis a permis de caracté-
riser les différentes structures de 1’ovi-
ducte. Cette coloration distingue bien le
tissu conjonctif en colorant les fibres de
collagene en bleu turquoise et les noyaux
des fibroblastes en violet, les érythrocy-
tes en jaune vif, le cytoplasme des globu-
les blancs en bleu soutenu, leur noyau en
violet-rouge;

Figures 1 : A : femelle Boulengerula taitanus in vivo,
la fleche désigne la téte. B : pavillon février : azan.
C : pars recta, février : azan. D : pars convoluta, fé-
vrier : trichrome de Masson-Goldner. E : détail. F :
pars utera, décembre : azan, cal = cellule caliciforme,
cc = cellule ciliée, CH = chorion, cgl 1 = cellule glan-
dulaire de type 1, d = débris, EP = épithélium, vs =
vaisseau sanguin.



- Le trichrome de Masson Goldner, com-
plete 1’azan, en révélant plus spéciale-
ment les fibres de collagénes et la mem-
brane pellucide;

- ’hématoxyline-phloxine-safran  (HPS)
colore les fibres collagenes en jaune, les
noyaux en bleu, les fibres musculaires et
les hématies en rouge.

La coloration a I’azan donne déja
quelques caractéristiques biochimiques :
la coloration bleu indigo correspond aux
cytoplasmes basophiles contenant des pro-
téines, 1’orange pour les acidophiles et en
brun-orange les corps lipidiques acidophi-
les.

Des colorations histochimiques com-
plémentaires ont été mises en ceuvre :

- La méthode a I’acide périodique et au
réactif de Schiff (APS) et le bleu alcian-
APS pour mettre en évidence les protéo-
glycannes neutres et acides;

- La coloration de Ravetto pour préciser la
nature chimique des mucopolysacchari-
des (protéoglycannes) : en jaune les pro-
téoglycannes carboxylés, en bleu les pro-
téoglycannes sulfatés, en vert la présence
conjointe des protéoglycannes sulfatés et
carboxylés;

- Le rouge Sirius pour le collagene I et II.

RESULTATS
Colorations topographiques
Structure de base de I’oviducte :

La coloration a I’azan permet de distin-
guer clairement la structure histologique
commune a tout I’oviducte. De 1’extérieur
vers la lumiére du tube on distingue :

- une séreuse composée d’un chorion
comprenant une séreuse conjonctive, un
tissu conjonctif lache avec des fibres mus-
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culaires lisses et des vaisseaux sanguins,
un épithélium pseudo-stratifié plus ou
moins ondulé ou digité, des cellules ciliées
plus ou moins nombreuses a la surface et
essentiellement, des cellules hautes repo-
sant sur une lame basale. Selon la morpho-
logie de I’épithélium et les cellules qui le
constituent, on peut définir plusieurs gran-
des sections dans I’oviducte.

Le pavillon :

Du c6té rostral, le pavillon se présente,
en coupe transversale, sous la forme d’une
machoire en V, ouvert vers 1’extérieur, et
relié par un filament de conjonctif au corps
de I’oviducte. Sa longueur oscille entre 10
et 15 % de celle de I’oviducte (pavillon
compris). Son épithélium pavimenteux,
légerement ondulé est uniquement consti-
tué de cellules ciliées cubiques, de 15 a 20
um de coté (Figure 1B). Apres le pavillon,
I’oviducte se ferme en un tube continu
débouchant dans le cloaque. Le chorion
s’enrichit de fibres musculaires lisses, res-
ponsables des mouvements péristaltiques,
permettant la progression des ceufs.

La morphologie des plis de 1’épithé-
lium permet 1’observation de trois parties
distinctes dans I’oviducte.

La pars recta :

La premiere partie posseéde un épithé-
lium épais, sans villosité, ou légerement
plissé. Sa longueur est estimée entre 10 et
15 % de la longueur totale. L’épithélium
est prismatique. Il ondule 1égérement et il
ne contient presque plus de cellules ciliées,
mais des cellules glandulaires, imposantes,
de 70 pm de hauteur. Leurs noyaux sont ba-
saux et mesurent 5 um de diametre. Leurs
cytoplasmes possedent un aspect «effilo-
ché» caractérisant une fine granulation.



Les différentes colorations se concentrent
un peu plus du coté apical. Leur limite
extérieure apparait floue. Cette caracté-
ristique laisse entendre que leur sécrétion
est du type holocrine, avec détachement
de toute la cellule, ou de type apocrine
ou holomérocrine, avec amputation de la
partie apicale du cytoplasme. L’ absence de
débris cellulaires dans la lumiere de 1’ovi-
ducte, fait pencher pour la deuxieme défi-
nition (Figure 1C).
La pars convoluta :

La partie médiane représente 35 a 40
% de la longueur totale de I’oviducte avec
des villosités nettement dessinées ou des
digitations arrondies. Elle correspond a la
pars convoluta (Figures 1D, E). Le chorion
est épais, les vaisseaux sanguins particulie-
rement larges arrivent juste sous les crétes.
L’épithélium comprend outre des cellules
ciliées situées sur les crétes, deux types de
cellules sécrétrices. D’abord des cellules
hautes, de 24 a 32 um de hauteur, ayant un
noyau basal (4-6um de diametre) et un cy-
toplasme souvent granuleux et abondant,
ayant des affinités tinctoriales avec I’azan
qui les colore en bleu. Ce sont des cellu-
les glandulaires. Ensuite, des cellules plus
petites situées pres des cellules ciliées, et
dont la majeure partie du cytoplasme est
tournée vers la lumiere de I’oviducte et
s’évasant avec un aspect souvent vacuo-
laire. Leurs noyaux sont situés a mi hau-
teur de I’épithélium: ce sont des cellules
caliciformes. La coloration au trichrome
de Masson-Goldner est particulierement
adaptée pour décrire leur remarquable
morphologie.
La pars utera :

La derniere partie avant le cloaque est
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tres digitée et ne contient plus qu’un seul
type de cellules glandulaires. En janvier et
février (période d’ovulation de Boulenge-
rula taitanus), elles représentent entre 35
a 40 % de la longueur totale de I’oviducte.
Cette partie se distingue de la précédente
par ses crétes hautes, aplaties et couvertes
de cellules ciliées. Un large vaisseau san-
guin est visible sous le plateau des crétes.
Le chorion est écrasé par la partie glandu-
laire. L’épithélium est organisé de fagon
tres particuliere. La partie glandulaire se
manifeste sous forme de capuchons ser-
rés et tres développés, avec un seul type
de grosses cellules glandulaires (80 um de
haut, 18 um de large, noyau basal de 9 um)
qui tapissent les creux des villosités. A cer-
tains endroits, elles semblent se regrouper
sous forme de rosaces (mais sans canal sé-
créteur central visible), a cause de la taille
et de la complexité du dessin des villosités
(Figure 1F).

Colorations histochimiques des cellules
sécrétrices de ’oviducte

Les cellules glandulaires de la pars
recta possedent un cytoplasme coloré en
violet par le bleu alcian-APS révélant la
présence de protéoglycannes acides (cellu-
les glandulaires de type 1 dans la Figure
2A). Dans les zones qui s’invaginent 1é-
gerement dans le chorion, la coloration de
Ravetto montre parfois des cellules sem-
blables, mais dont le cytoplasme contient
une large vacuole, d’aspect un peu réfrin-
gent et de contour bleu plus vif (protéo-
glycannes sulfatés). Parfois, le cytoplasme
se colore en jaune-vert, correspondant a
divers protéoglycannes (Figure 2B). Les
cellules caliciformes de la pars convoluta
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Figures 2 : A : pars recta, février, bleu-alcian APS.
B : pars recta, février : coloration de Ravetto. C: pars
convoluta, septembre : bleu-alcian APS. D : pars ute-
ra, décembre : coloration de Ravetto. E : pars utera,
décembre : bleu-alcian APS. F: pars utera, septem-
bre : coloration de Ravetto.

ont un cytoplasme bleu foncé coloré par
le bleu alcian (Figure 2C) et bleu vif par
la coloration de Ravetto (Figure 2D). Leur
cytoplasme contient des protéoglycannes
sulfatés et acides. Les cellules glandulaires
granuleuses (type 2), sont fortement APS
positif, et bien colorées en bleu par I’azan :
signes de la présence de glucides et de pro-
téines. Le bleu alcian et la coloration de
Ravetto ne colorent pas leur cytoplasme :
les protéoglycannes sont neutres. Les cel-
lules glandulaires (type 3) de la pars utera
sont trés colorées par 1’azan, par le bleu al-
cian, par I’APS et par la coloration de Ra-
vetto, ce qui révele la forte concentration
en protéoglycannes acides et sulfatés en
protéines, et en glucides (Figures 2 E, F).
En plus de ces trois grandes parties,
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il existe des zones intermédiaires plus ou
moins différenciées au cours de I’année.
La transition du pavillon avec la pars recta
se manifeste par la diminution du nombre
de cellules ciliées et 1’épaississement de
I’épithélium, de facon tres rapide (Figure
3A). Le passage de la pars recta avec la
pars convoluta est plus progressif (Figure
3B). On soulignera le fait que les quel-
ques cellules caliciformes de la pars recta
contiennent des protéoglycannes carboxy-
1és et acides, ainsi que des glucides, tan-
dis que celles, plus nombreuses, de la pars
convoluta possédent un cytoplasme riche
en protéoglycannes acides et sulfatés.
Entre la pars convoluta et 1a pars utera,
on observe une zone ot les cellules glandu-

v
l gﬁ"‘ 'a E‘:.:

Figures 3 : Parties intermédiaires de ’oviducte. A :
pavillon-pars recta, février : azan. B : pars recta-pars
convoluta, février : HPS. C : pars convoluta-pars ute-
ra, février : Ravetto. D : pars convoluta-pars utera,
février : Bleu-alcian APS. E : pars utera-cloaque,
janvier : Bleu-alcian APS. F : pars utera-cloaque,
janvier : Ravetto. cloa = cellules de I’épithélium cloa-
cal.



laires possedent les caractéristiques mixtes
(Figures 3C, D). Dans le prolongement de
la pars utera, avant le cloaque, une autre
zone intermédiaire se distingue par un des-
sin interne complexe. Cette zone est ca-
ractérisée par la prolifération des cellules
ciliées, avec une ciliature trés haute. Les
cellules glandulaires sont moins nombreu-
ses, semblent se regrouper sous la cou-
che de cellules ciliées. Leur cytoplasme
contient des protéoglycannes tres divers :
sulfatés et carboxylés (respectivement bleu
et jaune a la coloration de Ravetto), (Figu-
res 3E, F).

L’histologie et ’histochimie de la gan-
gue des ceufs

Les ceufs, dans la pars utera, écrasent
et distendent considérablement la paroi.
Les cellules de 1’épithélium «écrasé» se
disposent en quinconce. L’ceuf est entouré
d’une couche acellulaire épaisse et grasse,
la membrane ovulaire (Figure 4A). On re-
pere une zone plus large que la membrane
vitelline autour de 1’ceuf, c’est la membra-
ne de fécondation ou membrane périvitel-
line.

Le trichrome de Masson-Goldner co-
lore en verdatre la gangue ovulaire. On y
distingue deux sous-couches qui se diffé-
rencient par leur densité. La sous-couche
proche de I’ceuf mesure entre 23 et 32 pm
d’épaisseur, fortement colorée en vert,
donc de nature semblable a celle du col-
lagene. L autre sous-couche est plus large
mesurant entre 26 et 42 um environ, faible-
ment colorée en vert, et de densité moins
importante. Le contenu cytoplasmique des
cellules glandulaires de la paroi de I’ovi-
ducte apparait sous forme de granulations
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Figures 4 : Gangue de I’ ceuf, février. A: section trans-
versale de 1’oviducte au niveau d’un ceuf, trichrome
de Masson-Goldner. B: détail de la vue précédente. C:
Azan. D: bleu alcian APS. E: coloration de Ravetto.
F: coloration rouge Sirius. g=gangue, mo=membrane
ovulaire, p=paroi de ’oviducte, oe= ceuf, 1 ou 2=
sous-parties de la gangue de I’ ceuf.

rose foncé (Figure 4B). Les deux mémes
couches sont aussi mises en évidence par
la coloration a I’azan. La premiere est bien
colorée en bleu (donc de nature protéi-
que) avec des sortes d’inclusions un peu
plus pales. La seconde est a peine teintée
de bleu, avec une densité nettement plus
faible. Les cellules glandulaires de 1’épi-
thélium de I’oviducte ont un cytoplasme
d’aspect et de couleur trés semblables a la
premiere couche (Figure 4C). Le bleu al-
cian-APS colore moins la premiere couche
de la gangue que la seconde, mais dans la
méme gamme chromatique. Le contenu
cytoplasmique des cellules de 1’épithélium
deI’oviducte est coloré en violet vif comme
la deuxieme couche. Le bleu alcian-APS
marque trés bien la membrane de féconda-



tion, en limitant une zone plus large, moins
colorée, située entre les deux zones (Figure
4D). La coloration de Ravetto distingue,
elle aussi, les deux couches de la membra-
ne ovulaire. La premiere couche apparait
cette fois-ci faiblement colorée, plutdt ro-
satre avec des zones bleutées, situées pres
de la membrane périvitelline. La deuxieme
couche est fortement bleu roi. Ces deux
teintes se retrouvent exactement dans les
granules roses et bleutés du cytoplasme
des cellules glandulaires de 1’épithélium
(Figure 4E). La coloration au rouge Sirius
semble montrer que la couche externe de
la gangue posseéde une nature plus fibreuse
que la précédente (Figure 4F).

CONCLUSION
Structure de I’oviducte :

La structure tripartite de 1’oviducte de
Boulengerula taitanus est tout a fait sem-
blable a celle rencontrée chez d’autres
especes d’ Amphibiens (6, 7), et particulie-
rement chez les Gymnophiones ovipares
étudiés, (8) notamment Ichthyophis bed-
domei (9), avec cependant, quelques parti-
cularités. La pars recta de I’oviducte de B.
taitanus ne possede que peu de cellules ci-
liées, qui sont majoritairement des cellules
hautes, au cytoplasme contenant des pro-
téoglycannes acides, et quelques cellules
séreuses a sécrétions plutdt acides. La pars
convoluta des Gymnophiones présente la
méme constitution globale (10). Chez B.
taitanus, la partie située pres du tube di-
gestif est plus aplatie et un peu plus ciliée,
mais sans qu’il y ait une répartition globa-
lement différente des cellules de 1’épithé-
lium. De méme, les cellules glandulaires
sont situées au fond des cryptes, sans étre
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organisées en glandes. Cependant, les cré-
tes ciliées étant de plus en plus dévelop-
pées en direction du cloaque, elles peuvent
apparaitre comme de «fausses glandes» en
coupes transversales, ainsi que ’a décrit
Wake (11).

Caracteres histochimiques :

Les caracteres histochimiques de 1’ovi-
ducte de B. taitanus confirment les observa-
tions faites chez les autres Gymnophiones
ovipares, spécialement chez I. beddomei.
Dans la partie antérieure (pars recta et la
partie intermédiaire avec la pars convolu-
ta), le contenu cytoplasmique des cellules
de type glandulaire est constitué, en plus
des protéines, de protéoglycannes plutdt
acides et sulfatés. L’épithélium glandu-
laire de la pars convoluta produit aussi des
glucides, c’est-a-dire des sécrétions plutdt
neutres. La partie postérieure (partie inter-
médiaire avec la pars utera et 1a pars utera
elle-mé&me) contient des glucides avec un
peu de protéoglycannes sulfatés et acides.

Gangue de I’ceuf

La concordance de la composition his-
tochimique des gangues avec le contenu
cytoplasmique des cellules glandulai-
res confirme bien que, comme chez les
autres 1

La membrane ovulaire possede les mé-
mes caractéristiques histochimiques que
les sécrétions des cellules glandulaires de
I’épithélium. On en déduit que ces dernie-
res sont responsables de 1’élaboration de
la gangue autour de I'ceuf. Dans le détail,
la premiere sous-couche apparait compo-
sée surtout de glycoprotéines (APS+, tres
bleu a I’azan), la deuxieme, plus externe,



de protéoglycannes sulfatés et acides. A
I’appui des études précédentes, nous dé-
duisons que les cellules glandulaires de la
pars convoluta sont responsables du dé-
pot de la premiere sous couche, celles de
la pars utera de la deuxiéme. Les cellules
caliciformes ne semblent pas intervenir,
puisque leur contenu ne se retrouve pas
dans la gangue. Leur sécrétion muqueuse,
située au niveau de la ciliature, pourrait
faciliter le mouvement des cils et donc, la
propulsion de I’ ceuf vers la zone postérieu-
re de ’oviducte. L’aspect concentrique et
homogene des couches ovulaires implique
que, pendant son transit, 1’ceuf tourne sur
lui-mé&me et accroche les différentes sécré-
tions produites dans les cryptes de 1’épi-
thélium.

L’espece Boulengerula taitanus pro-
duit des ceufs revétus d’une enveloppe peu
épaisse, qui se subdivise en deux sous-
couches. Mais alors que chez les autres
Amphibiens, la formation de la gangue est
imputable, dans sa plus grande partie a la
pars convoluta, chez B. taitanus, la pars
utera est responsable de la sous-couche
externe de 1’ceuf. Cette gangue ressemble a
celle rencontrée chez Ichthyophis glutino-
sus (12, 13), qui possede également deux
couches. Toutefois, la couche externe de
la gangue des ceufs chez B. raitanus, est
aussi épaisse que la couche interne, alors
que chez 1. glutinosus, elle est de 500um
contre 100 pour la couche interne. La cou-
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che interne chez I. glutinosus est orange a
I'azan et non bleu foncé, pourpre foncé au
trichrome de Masson Goldner et magenta
plus soutenu par I’ APS. Cela laisse enten-
dre que la gangue des ceufs de B. taitanus
est moins riche en fonctions acides que
celle d’1. glutinosus. 11 est intéressant de
noter que la gangue de 1’ceuf s’apparente
a la gangue fine observée chez 1’espece vi-
vipare Typhlonectes compressicauda, gan-
gue constituée de protéoglycannes plutdt
acides et de glucides APS+ (14).

Chez B. taitanus, contrairement a
beaucoup d’especes d’Amphibiens, c’est
la couche interne qui est glycoprotéique et
donc plus hydrophile a priori que la cou-
che externe faite de protéoglycannes sul-
fatés. Ce fait est certainement a interpréter
comme une adaptation a la vie fouisseuse
de I’espece. Les ceufs éclos étant protégés
par la mere dans une chambre creusée sous
terre, trées humide, ne nécessitent pas une
gangue complexe et encore moins une gan-
gue gonflant avec I’eau.

Ces premiers résultats histologiques
chez une espéce rare, montrent 1’intérét
évident d’une analyse préliminaire des
structures anatomo-morphologiques, par
des colorations classiques. Une étude de
I’évolution tissulaire de I’oviducte au cours
du cycle de reproduction, par exemple, de-
vra s’appuyer sur elle.
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