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RESUME

Une étude histochimique a été effec-
tuée afin de préciser la nature des com-
posés chimiques présents dans les tissus
ovariens de Boulengerula boulengeri au
cours de I’ovogenese et de la folliculoge-
nese. Le tissu conjonctif des nids germina-
tifs présente une faible réactivité a I’APS
et une coloration également faible au bleu
alcian a pH 2,5, indiquant la présence de
protéoglycannes carboxylés. Les proléo-
glycannes neutres et/ou carboxylés ont
également été détectés grace a la réaction
a I’APS et a la coloration au bleu alcian a
pH 2,5 au niveau de la couche externe de la
zone pellucide, située contre les cellules de
la granulosa des follicules vitellogéniques.
Dans les ovocytes en prévitellogenese, des
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granules corticaux ont été mis en évidence
par I’APS et le bleu alcian a pH 2,5. Les
plaquettes vitellines sont APS positives et
colorées intensément par I’orangé G moly-
bdique et le rouge nucléaire mais pas par
le bleu alcian, ce qui indique qu’elles sont
constituées, au moins partiellement, de
glycoprotéines neutres. La détection des
protéoglycannes sulfatés par le bleu alcian
a pH 0,5 n’a par contre donné aucun résul-
tat.

INTRODUCTION

Les Gymnophiones également connus
sous le nom d’apodes ou de cécilies,
constituent le troisieme ordre de la classe
des Amphibiens conjointement aux Anou-
res et aux Urodeles. Ces Amphibiens a



I’allure serpentiforme, au mode de vie
fouisseur font aujourd’hui I’objet d’un in-
térét en lien avec la conservation de la bio-
diversité [1]. Plusieurs classifications de
ces animaux ont été établies [2]. Boulenge-
rula boulengeri est une espece atteignant
300 mm de longueur a I’age adulte, endé-
mique aux montagnes de 1’est Usambara
en Tanzanie [3]. Elle vit principalement
a environ 300 mm sous le sol ou elle est
protégée de la chaleur et des prédateurs [4]
et remonte en surface pendant les périodes
pluvieuses. Son mode de reproduction est
celui d’une espece ovipare [5] mais avec
développement direct caractérisé par 1’ab-
sence de stade larvaire. A 1’éclosion, il y a
ainsi naissance d’un animal juvénile déja
formé. Chez les Amphibiens et notamment
les Gymnophiones, 1’ovogenese est un
processus caractérisé par la multiplication
par mitose des ovogonies dans le nid ger-
minatif [6]. Le stock du nid germinatif est
renouvelé chez 1’ Amphibien adulte [6-8].
Comme chez les Anoures et les Urodeles,
la folliculogenese des Gymnophiones dé-
bute quand les ovogonies se différencient
en ovocytes primaires. Ces ovocytes res-
tent bloqués au stade diplotene de la pro-
phase I [7]. Au cours de ce stade, les chro-
mosomes sont tres actifs, les chromatines
sont décondensées et I’ovocyte accumule
des réserves vitellines [6]. La plupart de
ces ovocytes sont nus, d’autres sont entou-
rés d’une fine couche de cellules folliculai-
res, issues du tissu conjonctif de I’ovaire,
ce qui constitue 1’ébauche de la granulosa
[8,9]. Apres la description de I’ovaire de
Boulengerula boulengeri [10], le présent
travail est consacré a I’identification de la
nature histochimique des tissus ovariens
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de cette méme espece. La détection des po-
lysaccharides et des protéoglycannes, mo-
lécules qui interviennent pour une grande
part dans la constitution des réserves, des
structures protectrices des ovocytes et qui
sont aussi les récepteurs des molécules de
surface des spermatozoides a la féconda-
tion, a été réalisée. Pour cela, la réaction de
I’acide périodique-Schiff (APS) et la colo-
ration au bleu alcian a pH=2,5 ou pH=0,5
ont été mises en ceuvre. L’examen de cou-
pes colorées a 1’azan modifié a permis de
compléter la détection de la nature chimi-
que des éléments ovariens.

MATERIELS ET METHODES
Matériel biologique

Vingt-six femelles Boulengerula bou-
lengeri (Figure 1A) ont été capturées lors
de campagnes mensuelles de décembre
2002 a novembre 2003, dans les foréts de la
réserve Kwomkoro a I’Est de la Tanzanie.
Les prélevements biologiques, sur des ani-
maux anesthésiés par le tricaine méthane-
sulfonate (MS 222), ont été effectués dans
les 4 heures suivant la capture, puis fixés
dans le formol a 10% et conservés dans
I’éthanol a 70°. Les ovaires des femelles
ont été inclus dans une gélose a 1,3 % puis
dans la paraffine. Apres déshydratation, ils
ont été débités longitudinalement au mi-
crotome de Minot en coupes de 5 um qui
ont ensuite été collées a I’eau distillée sur
des lames «Super Frost plus».

Etude histochimique

Plusieurs lames ont été colorées a
I’azan modifié [10] ou le rouge nucléaire
remplace 1’azocarmin G.
Pour la réaction a I’APS, les coupes
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Figure 1: Observations histochimiques des diffé-
rents stades folliculaires dans un ovaire de Bou-
lengerula boulengeri. Détections des peptidogly-
cannes carboxylés. Coloration au bleu alcian pH
2,5 et rouge nucléaire. Echelle = 10 pm.

A': Boulengerula boulengeri femelle apres la ponte,
enroulée autour de ses embryons en cours de déve-
loppement (photographie John Measey).

B: stade A, nid germinatif auprés d’un follicule de
stade B (prévitellogénique).

C: follicule au stade D1 (vitellogénique).

D: Follicule au stade D2 (vitellogénique)

E: follicule au stade D2.

F: follicule au stade D2 (vitellogénique).

Gc: granules corticaux ; cg: cellule de la granulosa;
mp : membrane vitelline (ou membrane pellucide); n:
noyau; ng: nid germinatif; pv: plaquettes vitellines ;
th: theque; vs: vaisseau sanguin; II: ovocyte de fol-
licule au stade B; IV: ovocyte de follicules au stade
D1; V: ovocyte de follicule au stade D2. Les fleches
rouges indiquent les marquages par le bleu alcian.

d’ovaires déparaffinées et hydratées ont
été immergées dans de I’acide périodique
a 1 % pendant 10 min, puis rincées a I’eau
courante pendant 10 min et a ’eau dis-
tillée. Ensuite elles ont été placées dans le
réactif de Schiff pendant 10 min, rincées a
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I’eau courante pendant 5 min puis contre-
colorées 5 min a ’hématoxyline de Groat.
Enfin, elles ont été rincées a 1’eau courante
pendant 5 min. Les glucides apparaissent
colorés en rouge fuchsia.

Une coloration histochimique au bleu al-
cian a pH 2,5 a été réalisée, afin de mettre
en évidence les protéoglycannes carboxy-
1és (R-COOH), une coloration au bleu al-
cian a pH 0,5 a également été réalisée pour
mettre en évidence les protéoglycannes
sulfatés (R-OSO,H). Dans les deux cas,
les molécules d’intérét apparaissent colo-
rées en bleu intense. Pour cela, les coupes
d’ovaires déparaffinées et hydratées ont
été immergées dans le bleu alcian pendant
20 min, puis rincées a I’eau et disposées
pendant 5 min dans le rouge nucléaire. El-
les ont ensuite été rincées a I’eau courante
pendant 5 min.

Les lames colorées ont ensuite été€ déshy-
dratées dans I’éthanol a 96° pendant 5 min,
puis dans I’éthanol a 100° pendant 7 min,
dans le butanol pendant 5 min et dans le
cyclohexane pendant 10 min. Le montage
des coupes a été réalisé en fixant une la-
melle (Menzel Glaser) sur la coupe par une
goutte de résine (Eukitt) en évitant les bul-
les d’air. Une fois montées, les coupes ont
été observées au microscope photonique
aux grossissements 40, 100, 400 et 1000.

RESULTATS
Observations macroscopiques

Les ovaires de Gymnophione Boulen-
gerula boulengeri sont pairs et allongés,
paralleles aux oviductes, aux reins et au
tube digestif. Ils sont li€s aux corps adi-
peux allongés et segmentés. Les follicules
ovariens aux divers stades apparaissent a la



surface des ovaires, formant des boursou-
flures en forme de perles visibles a I’ceil nu
ou au stéréomicroscope a faible grossisse-
ment.

Etudes histologiques et histochimiques

La structure histologique des ovaires,
I’ovogenese et la folliculogenese ont été
précédemment décrites [10]. L’évolution
des follicules a été divisée en plusieurs
stades déterminés selon la classification
proposée par EXBRAYAT [9]. Dans cette
classification, le stade A correspond aux
nids germinatifs et les stades B et C aux
follicules prévitellogéniques. Pour le be-
soin de notre étude, le stade D, correspon-
dant aux follicules vitellogéniques, a été
divisé en D1 et D2. Le stade E correspond
aux follicules atrétiques et le stade F aux
corps jaunes. Les résultats des colorations
histochimiques a 1I’APS, au bleu alcian
aux pH=2,5 et 0,5 ont été analysés afin de
déterminer la présence ou non de polysac-
charides simples et les peptidoglycannes
carboxylés ou sulfatés dans les follicules
ovariens. La présence de structures colo-
rées par ’orangé G molybdique a permis
de préciser la nature protéique de certaines
substances.

Nids germinatifs (stade A)

Les nids germinatifs sont situés a la pé-
riphérie des ovaires, contre les follicules a
différents stades d’évolution. Ils compor-
tent des ovogonies en division et des ovo-
cytes primaires. Les cellules germinales
sont noyées dans le tissu conjonctif. L’ ob-
servation montre la présence de quelques
polysaccharides APS légerement positifs
et de peptidoglycannes carboxylés faible-
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ment marqués, situés dans le tissu conjonc-
tif autour des jeunes follicules (Figures 1B
et 2A). La coloration au bleu alcian a pH
0,5 n’a donné aucun résultat.

Follicules en prévitellogenese

Stade B. (Figures 1B et 2B). Ce sont les
premiers follicules observés. Leur forme
est irréguliere. Ils contiennent un ovocyte
primaire au gros noyau central ou avec une
vésicule germinative contenant plusieurs
nucléoles acidophiles. Ces ovocytes sont
entourés d’une simple couche de cellules
folliculaires aplaties plus ou moins jointi-
ves. Au stade B, les polysaccharides sim-
ples et les peptidoglycannes carboxylés
n’ont pas été détectés parmi les réserves
de I’ovocyte. On en retrouve par contre au
niveau de la théque conjonctive externe.
La coloration au bleu alcian a pH 0,5 n’a
donné aucun résultat.

Stade C. (Figure 2C). Ce stade est caracté-
risé par 1’épaississement des couches fol-
liculaires dont les cellules de la granulosa
deviennent plus jointives. Une membrane
vitelline, correspondant a la zone pellucide
des mammiferes, non encore colorable par
la réaction a I’APS et la coloration au bleu
alcian a pH 2,5 ou pH 0,5 est mise en place.

Follicules en vitellogenése

Stades D1 et D2. Les follicules des stades
D1 et D2 different par des caractéristiques
morphologiques mais non histochimiques.
Au stade D1, I’ovocyte est volumineux,
son cytoplasme est rempli de nombreuses
plaquettes vitellines de différentes tailles,
APS positives, colorées par le rouge nu-
cléaire ou par I’orangé G molybdique mais
pas par le bleu alcian quel que soit le pH,



Figure 2: Observations histochimiques des diffé-
rents stades folliculaires dans un ovaire de Boulen-
gerula boulengeri. Détection des polysaccharides
simples. Coloration APS et hématoxyline.

Echelle = 10 pm.

A': stade A, nid germinatif contenant des ovogonies et
des ovocytes primaires.

B: follicule au stade B.

C: follicule au stade C.

D: follicule au stade D2 (vitellogénique) avec une
vésicule germinative excentrée.

E: corps jaune.

F: follicule atrétique.

ca: cellules adipocytaires; cg: cellule de la granulo-
sa; CJ: corps jaune; cl: cellule lutéale; FA : follicule
atrétique ; g: structure périphérique en forme de gan-
gue; mp: membrane vitelline (ou membrane pelluci-
de); n: noyau; NG: nid germinatif’; ovg: ovogonies ;
pn: polynucléaire; I: ovocyte primaire; II: ovocyte
de follicule au stade B; III: ovocyte de follicule au
stade C; V: ovocyte de follicule au stade D2. Les fle-
ches rouges indiquent les marquages APS positifs.

ce qui montre qu’ils sont composés de glu-
cides neutres et de protéines. Des granules
corticaux sont APS positifs et colorés par
le bleu alcian a pH 2,5, ce qui indique leur
nature glucidique carboxylée. La membra-
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ne vitelline constituée de trois couches est
APS positive et colorée par le bleu alcian a
pH 2,5 (Figure 1C).

Au stade D2, les follicules sont mirs et
volumineux, le noyau de 1’ovocyte est
particulierement excentré. Les plaquettes
vitellines qui envahissent le cytoplasme
présentent les mémes caractéristiques tinc-
toriales qu’au stade D1. Les cellules de la
granulosa sont maintenant disposées sur
trois couches (Figures 1D, 1E, 1F, 2D)
et séparées de la membrane plasmique
de I’ovocyte par une membrane vitelline,
APS positive (Figure 2D), composée de
trois couches concentriques et colorable
par le bleu alcian a pH 2,5 (figures 1D, 1E,
1F) mais pas a pH 0,5. Certains follicules
sont entourés par une épaisse couche APS
positive a I’aspect de gangue, délimitée
extérieurement par une séreuse aplatie qui
représente vraisemblablement un artéfact
da a la fixation.

Follicules atrétiques (stade E)

Ce sont les follicules issus de la dégéné-
rescence des ovocytes non ovulés. Ils sont
caractérisés par la prolifération des cellules
folliculaires vers le centre et la présence de
cellules d’aspect phagocytaire ou adipo-
cytaire (Figure 2F). Des 1lots APS positifs
situés pres de cellules sanguines telles que
des polynucléaires pourraient correspondre
a des produits de dégradation.

Corps jaunes (stade F)

Ce sont les follicules dont I’ovocyte a
été expulsé a I’ovulation. Ils sont caracté-
risés par la réduction progressive de leur
taille, la prolifération des cellules de la
granulosa et 1’apparition de cellules lutéa-
les APS positives (Figure 2E).



CONCLUSION

Boulengerula boulengeri est une es-
pece de Gymnophione encore trés peu
connue et constitue un matériel biologique
rare. La biologie de sa reproduction n’a
jusqu’a présent fait 1’objet d’aucun travail
spécifique publié. En particulier, méme si
une description de la structure histologi-
que des ovaires avait ét¢ donnée dans un
précédent travail [10], les caractéristiques
histochimiques de 1’ovaire sont ici décri-
tes pour la premiere fois. Ces caractéristi-
ques rappellent les résultats obtenus chez
d’autres Gymnophiones, chez Boulengeru-
la taitanus, une espece proche de B. bou-
lengeri, vivant au Kenya [11,12] mais aus-
si chez d’autres especes provenant d’ Asie
ou d’Amérique du Sud [8,9]. La structure
de I’ovaire des Gymnophiones représente
ainsi une constante. Chez toutes les espe-
ces étudiées, 1’ovocyte se développe dans
plusieurs nids germinaux qui, sur chaque
ovaire a la forme allongé, sont disposés de
maniere segmentée rappelant la métamérie
ancestrale également réminiscente dans
d’autres organes (testicules chez les males,
corps adipeux associés aux gonades des
deux sexes [13,14], foie [15] et, de maniere
plus discrete, structure des reins [16-18]).
Le tissu conjonctif de ces nids germinatifs
contient des polysaccharides et des protéo-
glycannes. Chez plusieurs especes, il pos-
sede également une fonction stéroidogene
mise en évidence par la détection de la AS
3B hydroxystéroide déshydrogénase [19]
ou encore par la mise en évidence de 178
cestradiol par immunohistochimie [8,9].
Lorsque les ovogonies se multiplient, les
ovocytes primaires qui en résultent aug-
mentent de taille. Le follicule se constitue
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alors par migration des cellules conjonc-
tives dont la mise en place a été décrite
chez Typhlonectes compressicauda [20,
21]. L’ovocyte primaire va augmenter de
volume, son cytoplasme se chargera de
substances de nature essentiellement acide
lui conférant une sensibilité aux colorants
basiques. Le follicule finira par atteindre
un stade ou les couches entourant 1’ovo-
cyte seront complexes. Une membrane
vitelline d’abord peu chargée en substan-
ces de nature glucidique, va s’épaissir puis
s’organiser en trois couches reconnaissa-
bles par leur texture. La plus externe de
ces trois couches, celle qui sera impliquée
au démarrage de la fécondation, sera APS
positive et colorable par le bleu alcian a pH
2,5, c’est-a-dire que sera révélée sa nature
glycoprotéique acide carboxylée. Le tissu
conjonctif sous-jacent comportera toujours
des substances APS positives et colorables
par le bleu alcian a pH 2,5. Les cellules de
la granulosa, d’abord aplaties, puis deve-
nant cubiques finiront par étre disposées
sur trois rangs autour de 1’ovocyte, lors
de la maturation. Divers travaux portant
sur de nombreuses especes ont pu mon-
trer la présence d’activité stéroidogene
(voir par exemple [19]) ou d’cestrogenes
révélés par immunohistochimie [22]. La
théque conjonctive, contenant également
des substances APS positives et colorables
par le bleu alcian a pH 2,5 deviendra éga-
lement plus abondante. A la vitellogenese,
le cytoplasme de l’ovocyte se chargera
de plaquettes vitellines composées entre
autres de glucides neutres révélés par leur
réaction positive a I’APS mais jamais co-
lorées par le bleu alcian, et de protéines
révélées par la coloration a I’orangé G mo-



lybdique de I’azan ou encore par le rouge
nucléaire qui leur confére une coloration
particulierement intense. A la vitelloge-
nese, des granules corticaux, dont la nature
polysaccharidique acide en lien avec leur
origine golgienne, sont mis en place, juste
au-dessous de la membrane plasmique.
Ces granules, connus pour contenir des
glycoprotéines, des glycosaminoglycan-
nes et diverses enzymes sont des lysoso-
mes qui auront une activité au moment de
la fécondation. La structure globale et les
caractéristiques histochimiques de 1’ovaire
rappellent ainsi celles des autres especes
de Gymnophiones étudiées [9]. La pré-
sence de follicules atrétiques tels que ceux
qui ont été observés chez B. boulengeri
représente également une constante chez
I’ensemble des Amphibiens. Chez ces es-
peces dont 1’ovogenese est continue, les
follicules arrivés a maturité en dehors des
périodes de reproduction dégénerent in situ
et donnent lieu a la formation de follicules
atrétiques. Chez certaines especes telles
que Typhlonectes compressicauda [19],
d’autres types de follicules atrétiques peu-
vent étre observés. Ils concernent de jeunes
ovocytes qui dégénerent au cours de leur
croissance et qui n’atteindront donc jamais
leur maturité. Ces follicules atrétiques sont
caractérisés par des cellules qui ont 1’as-
pect d’adipocytes, ce qui est certainement
lié a la dégénérescence des contenus cel-
lulaires. Ils comportent aussi des cellules
d’origine sanguine telles que des macro-
phages et des polynucléaires. Ces cellules
participent a la régression de 1’ovocyte,
notamment la dégradation des plaquettes
vitellines, rappelant ce qui a été observé
chez d’autres espeéces de Gymnophiones
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[8,9,12]. Enfin des corps jaunes ont été ob-
servés chez Boulengerula boulengeri. Ces
structures sont issues de la modification du
follicule apres 1’expulsion de I’ovocyte au
moment de I’ovulation. En effet, la fécon-
dation de cette espece, comme de toutes
les especes connues de Gymnophiones, est
interne et se déroule dans 1’oviducte an-
térieur, ce qui a été démontré notamment
chez Typhlonectes compressicauda [23].
Ces corps jaunes persistent jusqu’a ce que
les ceufs soient expulsés chez les especes
ovipares et a développement direct, ou
apres la naissance des jeunes Gymnophio-
nes chez les especes vivipares. Les cellules
constituant les corps jaunes sont remplies
de substances APS positives chez Boulen-
gerula boulengeri, ce qui n’est pas une re-
gle générale [9]. Ces structures persistent
chez les especes vivipares pendant toute la
durée du développement in utero de 1’em-
bryon [8,9], puis elles dégénerent et pren-
nent ’aspect d’une cicatrice conjonctive a
la surface de 1’ovaire.

L’examen des caractéristiques histochimi-
ques de ’ovaire de Boulengerula boulen-
geri apporte un élément complémentaire a
la connaissance des Gymnophiones qui re-
présente un groupe encore peu connu, cer-
tainement fragile devant les modifications
de biotope et qui mérite plus que jamais
d’étre étudié, ce qui est si bien exprimé par
Marvalee Wake (2006): I hope that we are
not engaging in examination of the biology
and evolution of caecilians too late — it
will be a tragedy to simply document their
decline, as we try to understand their es-
sence.[1]
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