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RESUMEN

En los machos de algunas especies del género Peltophryne, se ha descrito un
organo vestigial frente a sus testiculos llamado dérgano de Bidder. A este
6rgano se le ha atribuido funcién endocrina y la capacidad de convertirse en
un ovario funcional como estrategia reproductiva de las especies de este
grupo. En el presente trabajo se describe la ultraestructura del érgano de
Bidder en los machos de siete especies endémicas de sapos de Cuba: Peltop-
hryne fustiger, P. peltocephala, P. taladai, P. florentinoi, P. longinasa longi-
nasa, P I. cajalbanensis, P. I. dunni, P. gundlachi, y P. catalauciceps. Las géna-
das se fijaron, en paraformaldehido al 4% para aplicar histologia cldsica y
DAPI y en glutaraldehido 2,5% para ser procesadas para Microscopia Elec-
trénica de Transmision. Los resultados muestran que la génada de todos los
machos estudiados tiene un érgano de Bidder por encima de los testiculos
en posicion craneal. La morfologia del 6rgano Bidder muestra algunas dife-
rencias entre especies. Este 6rgano presenta dos zonas bien diferenciadas:
corteza y médula y se aprecia la presencia de ovocitos en la primera. Alrede-
dor de cada ovocito hay una sola capa epitelial de células foliculares con
nucléolos en la periferia de la membrana nuclear, ribosomas y reticulo endo-
plasmatico rugoso, que indican sintesis de rRNA. No se detectaron diferen-
cias entre los ovocitos previtelogénicos descritos en los ovarios y los presen-
tes en el drgano de Bidder. Se discute en el trabajo la presencia de las es-
tructuras mencionadas y su posible funcion.
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ABSTRACT

Cuba has eight endemic frogs of the genus Peltophryne, an amazing pres-
ence in the entire area of the Caribbean. It is assumed that males of these
toads have a vestigial organ in front of their testicles called organ Bidder

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 4 + N.21 « ENERO— ABRIL * 2015 < pp. 78-88


http://www.rccb.uh.cu

MORPHOLOGY OF BIDDER'S ORGAN 79

ANA SANZ-OCHOTORENA ET AL.

that could become a functional ovary as a strategy of the species of this group or to have an endocrine function.
However, this structure can be present also in females. The truth is that the information of their presence and
function in males and females of the toads remains controversial and limited. The present work aims to show and
explain the ultrastructure of the organ of Bidder in seven species of frogs from Cuba for the first time. Three Cu-
ban males were used Peltophryne fustiger, P. peltocephala, P. taladai, P. florentinoi, P. longinasa longinasaP.
longinasa, P. |. cajalbanensis, P. |. dunni, P. gundlachi, and P. catalauciceps. The gonads were extracted and were
fixed, one of them in paraformaldehyde for applying classical histology and DAPI and the other in 2.5% glutaralde-
hyde to be processed for transmission electron microscopy. The results show that all studied male gonad has an
organ of Bidder just above each cranial portion of the testicles. The morphology of the organ of Bidder shows
some differences between Cuban toads. This body is composed of a cortex and medulla, being the last smaller
than the cortex. Around each oocyte in the cortex of oocytes from Bider’s organ a single epithelial layer of follicu-
lar cells there are. No differences were detected between previtelogenic oocytes of ovary and those present in the
Bider’s organ. All of them have follicular cells and nucleoli in the periphery of the nuclear membrane indicating a
synthesis of rRNA. Also ribosomes and rough endoplasmic reticulum were observed. It’s discussed in the work the
presence of these structures and their possible function.

Keywords: Bidder’s organ, gonad, Cuban toads

INTRODUCCION cies de ese odrgano al Microscopio Electronico de

En la familia Bufonidae, se ha sugerido la existencia
de una estructura cuya histologia corresponde a un
ovario rudimentario denominada érgano de Bidder
(OB). Se considera que esta estructura aparece en los
machos durante toda su vida y en las hembras, al me-
nos en etapa larval. Esta informacién ha sido docu-
mentada recientemente por Scaia et al. (2013).

Este 6rgano ha sido investigado desde las primeras
décadas del siglo XX (Becari 1925, Davis 1936, Dubois
1947) y se la han atribuido diferentes funciones: entre
ellas que pueda convertirse en ovario si hay escasez
de hembras en determinadas poblaciones o que po-
sea alguna funcidn endocrina (Abramyan et al. 2010).
Sin embargo, aln no existen evidencias plenas de que
sea un organo vestigial o de que realice una u otra
funcién. Normalmente es inactivo y esta compuesto
de foliculos previtelogénicos.

En Cuba, existen ocho especies endémicas de sapos
de los doce del género Peltophryne en el area del Ca-
ribe. Todas las especies cubanas tienen alguna cate-
goria en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la
Unidn Internacional para la Conservacion de la Natu-
raleza (UICN) (Diaz y Cadiz, 2008). Se ha informado
sobre la morfologia de las génadas del macho en P.
fustiger, (Sanz-Ochotorena et al., 2008), en dos subes-
pecies de P. longinasa (Sanz-Ochotorena et al., 2009)
y en general sobre la presencia del érgano de Bidder
en sapos cubanos (Sanz-Ochotorena et al. 2013). Pero
no se ha realizado un estudio comparado entre espe-

Transmision. Por todo lo anterior, el objetivo del pre-
sente trabajo es mostrar y explicar la morfologia y la
ultraestructura del érgano de Bidder en siete especies
de sapos de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron tres machos de cada especie y subes-
pecie en su localidad, con talla de adultos y en etapa
reproductiva. Las especies o subespecies estudiadas
fueron: Peltophryne fustiger, P. peltocephala, P. tala-
dai y P. florentinoi, considerados los cuatro grandes
sapos de Cuba, y también P. longinasa longinasa, P.
longinasa cajalbanensis, P. longinasa dunni, P cataula-
ciceps y P. gundlachi, entre los denominados sapos
pequefos o sapitos.

Los especimenes se trasladaron al laboratorio, se
anestesiaron y se practicé la diseccién siguiendo las
normas éticas de manipulacion de animales. Los tes-
ticulos se observaron “in situ” y se fijé el derecho en
Paraformaldehido para el procesamiento histolégico
clasico. Se obtuvieron cortes de entre 5-7um de gro-
sor; se utilizé albimina como adherente y fueron tefii-
dos con las técnicas Hematoxilina-Eosina, Tricromica
de Mallory, Gallego y DAPI. Las observaciones se reali-
zaron en un microscopio Carl Zeiss modelo Axiomat,
con objetivos de 20X, 40X y 100X; con camara digital
Nikon E400 para el registro fotografico. Las imagenes
se digitalizaron mediante el programa Motic 2000.
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El testiculo izquierdo también se procesd para su
observacién al Microscopio Electrénico de Transmi-
sion. En este caso, las muestras se fijaron en glutaral-
dehido al 2.5% y se postfijaron con tetradxido de os-
mio al 1% en buffer fosfato a pH 7,4 por varias horas,
después se enjuagaron y deshidrataron en alcoholes
crecientes terminando con éxido de propileno. La
preinclusién se realizd con una mezcla de dxido de
propileno y resina epoxica 1:1 por 16 horas. La inclu-
sion se llevo a cabo con resina epdxica durante 16
horas a 60°C y se obtuvieron cortes ultrafinos con un
microtomo modelo Ultracut de Leica. Los cortes se
observaron bajo un microscopio JEOL JEM 1010.

RESULTADOS

En la génada masculina de todos los ejemplares de las
especies estudiadas se encontré un érgano de Bidder
situado en la parte anterior de cada testiculo. En la
Figura 1 puede observarse que el testiculo y el érgano
de Bidder varian en forma de acuerdo a las diferentes
especies. Se aprecio el testiculo bilobulado en P. taladai
y P. peltocephala en dos de los tres ejemplares proce-
sados y muy pigmentado en P. cataulaciceps (Fig. 1).

Figura 2. Cortes histoldgi-
cos del testiculo y 6rgano de
Bidder. Ay C tincién H-E.
B : tricromica de Mallory

A= P. cataulaciceps

B= P. peltocephala

C=P. gundlachi
Figure 2: Sections from
tescticles and Bidder’s or-
gan. A and C :Hematoxilin-
Eosin. C: Mallory technique.

En cortes histolégicos a poco aumento se observa la
espermatogénesis cistica tipica de los anuros (Fig. 2 y
3). Todos los especimenes estudiados estaban en eta-
pa espermatogénica y se apreciaron numerosos cistos
de espermatozoides.

El 6rgano de Bidder estd compuesto de foliculos
previtelogénicos cuyos ovocitos presentan la morfolo-
gia normal y se ven los nucleos con varios nucléolos
en los cortes a mayor aumento que se exhiben en las
figuras 4 y 5. También es evidente en estas figuras el
tejido epitelial simple plano que constituye las células
foliculares las cuales rodean a los ovocitos.

Entre los ovocitos del érgano de Bidder que se pre-
senta en la figura 5 se observan eritrocitos nucleados,
que deben provenir de un vaso del tejido conectivo
fibroso presente entre el érgano de Bidder, y la zona
testicular que es visible en varios cortes a diferentes
aumentos al microscopio de campo claro. En la figura
6, que pertenece a P. taladai, se observan ovocitos en
distinto grado de desarrollo, incluso a principios de la
vitelogénesis y otro con signos de atresia, el tejido
conectivo es muy abundante y se aprecian también
Vasos sanguineos.

Figura 1. Testiculos con drgano de Bidder en su parte anterior
A) Peltophryne taladai, B) P. peltocephala, C) P. cataulaciceps,
D) P. fustiger, E) P. longinasa, F) P. gundlachi

Figure 1. Male gonad and Bidder’s organ
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Figura 3. Cortes transversales del testiculo y 6rgano de Bidder. OB= drgano de Bidder. Cepz= cistos de espermatozoides. A: P. fustiger

Mallory 100X B: P. florentinoi Tincién de Gallego 200X.

Figure 3. Transversal sections from testicle and Bidder’s organ too. OB= Bidder’s organ, Cepz= spermatozoa cists, A: P. fustiger Mallory

100X B: P.florentinoi Tincion de Gallego 200X.

Figura 4. Ovocitos del 6rgano de Bidder en P. pelfocephala OB= 6r-
gano de Bidder. CEpz= Cistos de espermatozoides. CF= células folci-
culares. H-E 600X

Figure 4: Oocytes form Bidder’s organ in P . peltocephala OB= Bid-
der’s organ. CEpz= spermatozoa cists. CF= folicullar cells H-E 600X

Figura 5. Foliculos previtelogénicos del 6rgano de Bidder y
parte de la zona testicular en P. cataulaciceps N= nucleo.
N=nucléolo. E=eritrocitos. CF Células foliculares. Epz= esper-
matozoides H-E 400X

Figure 5. Previtellogenic follicules from Bidder’s organ and
tesicular zone also in P. cataulaciceps. N= nucleus. E= eritro-
cytes. CF= folicullar cells
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Figura 6. Organo de Bidder de P. taladai.: Se observan ovocitos en
distintos grados de desarrollo y abundante tejido conectivo. En el
ovocito centro inferior se ven cromosomas lampbrush. El ovocito
grande a la izquierda muestra signos de atresia. H-E 200X

Figure 6. Bidder’s organ of P. taladai: Oocytes were observed in
various stages of development and abundant connective tissue. In
the lower center, lampbrush chromosomes are observed in an oo-
cyte. The largest egg on the left shows signs of atresia.

Con la técnica de DAPI (Fig. 7) las células foliculares
se observan positivas a esta técnica y son muy eviden-
tes en los ovocitos del 6rgano de Bidder de P. taladai.

Figura 7. Ovocitos del 6rgano de Bidder de P. taladai Los aste-
riscos sefialan las células foliculares. DAPI 600X
Figure 7. Oocytes from Bidder’s organ from P. taladai. Asteriks

indlicate follicular cells DAPI 600X

ANA SANZ-OCHOTORENA ET AL.

Las figuras 8A y 8B corresponden a cortes semifinos
tefiidos con azul de toluidina de la zona anterior de la
génada donde se muestra el drgano de Bidder y la
parte del testiculo de la subespecie del sapito narizdn,
P.l.longinasa. En A, se observa la presencia de pig-
mentos, muy intensos y numerosos en la tunica albu-
ginea de la zona testicular. En B, a mayor aumento, se
aprecia en los ovocitos del érgano de Bidder el nu-
cleo, nucléolos y células foliculares planas del epitelio
folicular.

Las caracteristicas de la ultraestructura del érgano
de Bidder en las especies estudiadas se muestran en
las figuras 9-18. En la Figura 9, es posible apreciar el
ovocito de otra subespecie de P. longinasa, en este
caso es P. . cajalbanensis y se observan el nucleo con
varios nucléolos, se confirma la morfologia de las cé-
lulas foliculares como un epitelio plano y la teca con
fibras de tejido conectivo.

La periferia de un ovocito del érgano de Bidder de
otro sapito, P. cataulaciceps, al microscopio electréni-
co de transmisidn se puede observar en la Figura 10,
donde la correspondencia morfolégica entre la mem-
brana del ovocito y el citoplasma de la célula folicular
hace evidente su relacién estructura funcion.

En las Figuras 11 A y 11 B, a mayor aumento y en
cortes procedentes de especies de sapos grandes
(P.taladai y P.peltocephala) se aprecia la transferencia
de particulas hacia el ovocito por las prolongaciones
citoplasmaticas de la célula folicular y su relacién con
la membrana citoplasmatica del ovocito.

La integridad y forma de una célula folicular amplia-
da de la periferia de un ovocito de P. fustiger es apre-
ciable en la Figura 12. Un fibroblasto de la teca (Figura
13 A) con las fibras coldgenas que sintetiza y que se
observan muy nitidas en la Figura 13 B, pertenece a P.
taladai.

En las fotomicrografias al microscopio electrénico de
transmisioén de la zona del nucleo de diferentes ovoci-
tos previtelogénicos, del érgano de Bidder de P. pelto-
cephala (Figura 14) se observan varios nucléolos de
pequefio tamano, sin embargo, en el nucleo de un
ovocito de P.fustiger (Figura 15) se aprecian dos nu-
cléolos prominentes. En la Figura 16, correspondiente
a P. peltocephala se muestra en un ovocito diferente
al de la Figura 14, otro nucléolo grande. Dos nucléolos
muy peculiares, uno grande y otro mas pequefio se
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Figura 8A. Corte semifino de la zona del érgano de Bidder en P. l.longinasa OB= 6rgano de Bidder. P= pigmentos. ZT=zona testicular. Azul
de toluidina 400X B: Ampliacion de la anterior donde se muestran ovocitos del drgano de Bidder. Azul de toluidina 600X

Figure 8.A. Semithin section of Bidder’s organ in P. |. longinasa OB= Bidder’s organ P= pigments. ZT=testicular zone. Blue toluidine 400X.

B: Zoom showing an ovocite. Toluidine blue 600X

Figura 9. Fotomicrografia al Microscopio Electronico de Transmi-
sion de un ovocito del 6rgano de Bidder en P. I. cajalbanensis. 2K.
Observe las células foliculares N= ndcleo. N=nucléolos. CF= Célu-
las foliculares. T=teca

Figure 9: TEM of Bidder’s oocyte in P. . cajalbanensis. Observe
folicullar cells. N= nucleus N=nucleolus CF= follicular cells T=theca

Figura 10. Fotomicrografia al microscopio electronico de transmi-
sion de la periferia de un ovocito del 6rgano de Bidder de P. catau-
laciceps (Notese la relacion entre la membrana del ovocito y el
citoplasma de la célula folicular, con asterisco en la foto) 2.5K

Figure 10: TEM of Bidder’s oocyte periphery from P. cataulaciceps
(Note the relationship between oocyte membrane and follicular cell
citoplasm —with an asterisk).
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Figura 11. A) Se observa la relacion de una célula folicular con el ovocito del drgano de Bidder de P. taladai, 12K, B) A mayor aumento se
observa la misma relacion con més detalle y en P. pelfocephala, 20K

Figure 11. A. Observe the relation between Bidder’s oocyte in P. taladai with one follicular cell. B: High magnification the same relation in P.
peltocepahala.

gaba B

Figura 12. Fotomicrografia el Microscopio Electronico de Transmi-
sion de una célula folicular del ovocito del 6rgano de Bidder de P.
fustiger 12K

Figure 12. TEM of follicular cell of oocyte of Bidder’s organ in P.
fustiger.

Figura 13. A) Fibroblasto en la teca de un ovocito del érgano de
Bidder de P. taladai 15K, B) Detalle de las fibras colagenas de la
fotomicrografia anterior 40K

Figure 13. A: Fibroblast from Bidder’s oocyte in P. taladai B: High
magnification it’s possible to observe collagen fibers.
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Figura 14. Fotomicrografia al Microscopio Electronico de Transmi-
sion de un ovocito previtelogénico del érgano de Bidder de P.
peltocephala. N=nlcleo. n=nucléolo. C=citoplasma. CF=célula
folicular.

Figure 14. TEM of Bidder's previtellogenic follicle in P. peltoce-
pahala N=nucleus. N=nuleolus. C= cytoplasm. CF= follicula cell

pueden ver en la Figura 17 que pertenecen a otro
ovocito previtelogénico del 6rgano de Bidder de P. I
dunni. Todos los nucléolos observados mostraban
integridad morfoldgica como se evidencia en las Figu-
ras 14-17.

La figura 18 que se tomd a mayor aumento, exhibe
algo similar a lo ilustrado en fotomicrografias anterio-
res. En este caso, se trata de un ovocito de P. taladai y
es posible apreciar tanto el nucleo redondeado como
varios pequefios nucléolos. En el citoplasma se obser-
va parte del reticulo endoplasmatico rugoso, cuya
superficie externa esta cubierta de diminutos riboso-
mas, pero visibles en la Figura 18.

DISCUSION

Entre los anuros, los bufénidos deben presentar la
estructura denominada drgano de Bidder (Dauvis,
1936, Dubois, 1947) y esta se encontrd en la presente
investigacidon en todos los machos estudiados, en po-
siciéon cefalica a los testiculos. Esta estructura es de-
nominada ovario vestigial o rudimentario (Scaia et al.
2011) y esta presente en larvas de ambos sexos aun-
que desaparece en las hembras adultas, segun afir-
man Petrini and Zacanti, (1998) y Scaia et al (2013)
citando a Beccari (1925), Vitale- Calpe (1969) y Petrini
y Zaccanti (1998).

ANA SANZ-OCHOTORENA ET AL.

La espermatogénesis cistica o en quistes observada
en la parte testicular de la génada de todos los sapos
estudiados es tipica de anfibios anuros (Atherton
1974 y Oliveira et al. 2002) y también se ha informado
para P. fustiger y P. longinasa, dos de las especies
aqui estudiadas (Sanz-Ochotorena et al. 2008, Sanz-
Ochotorena et al. 2009).

La diferencia en la forma del 6rgano de Bidder en
estos sapos cubanos no parece ser determinante,
incluso dentro de una misma especie se han encon-
trado diferencias (observacion personal). Del Pino et
al. (2002) proponen sobre todo que la morfologia del
ovario y el érgano de Bidder son similares en términos
de la presencia en ambos de ovocitos en diferentes
grados de desarrollo, pero no se refieren a diferencias
anatémicas en ese drgano Debe aclararse que esos
autores (del Pino et al. 2002) solo trabajaron con la
especie Bufo marinus.

Los hallazgos sobre la estructura de los foliculos del
organo de Bidder aqui informada acerca de las carac-
teristicas de la teca de tejido conectivo, del epitelio
folicular de células planas y del nucleo, coinciden con
la de diferentes autores (Brown et al. 2002, Farias et
al. 2002, Falconi et al. 2004), pero se informa por pri-
mera vez en sapos cubanos la presencia de foliculos al
inicio de la vitelogénesis y uno con evidentes sefiales
de atresia en P. taladai.

La morfologia de los ovocitos del OB al microscopio
electrénico de transmision sugiere un posible estado
funcional ajeno a los criterios que lo consideran un
6rgano vestigial o rudimentario. Por ejemplo, la pre-
sencia de nucléolos bien conformados en las especies
estudiadas y de ribosomas en al menos una de ellas.
Por su parte la presencia de fibras colagenas en la
teca evidencia una actividad sintética de los fibroblas-
tos. También, la relacidon entre el citoplasma de las
células foliculares y el de los ovocitos pudiera indicar
un flujo de elementos hacia los ovocitos para sinteti-
zar el vitelo, la cual es similar a la relacion que se esta-
blece en los ovocitos de ovarios en otros anfibios
(Saroja et al. 2008)

El nucléolo es el subdominio nuclear que ensambla
subunidades ribosomales en las células eucariotas y la
estructura mas grande del nucleo celular (Olson,
2010). En un articulo de revisidn sobre los nucléolos,
Boisvert et al. (2007) exponen que el nucléolo se aso-
cia principalmente con la biogénesis de los ribosomas,
pero que varias lineas de evidencia demuestran que
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Figura 15. Fotomicrografia al Microscopio Electronico de Trasmi-
sion del nucleo (N) con dos nucléolos (n) de un ovacito del 6rgano
de Bidder de P. fustiger.

Figure 15. TEM of Bidder’s oocyte nucleus (N) and two nucleili (n)
in P. fustiger.

Figura 16. Fotomicrografia al Microscopio Electrénico de Trasmi-
sion del nicleo (N) con un nucléolo (n) de un ovocito del 6rgano de
Bidder de P. peltocephala.

Figure 16. TEM of Bidder’s oocyte nucleus (N) and nuclelus (n) in
P. peltocephala.

Figura 17. Fotomicrografia al Microscopio Electronico de Transmi-
sion del nucleo (N) con dos nucléolos (n) de un ovacito del 6rgano
de Bidder de P. longinasa dunni.

Figure 17. TEM of Bidder’s oocyte nucleus (N) and two nucleili (n)
in P. longinasa dunni.

Figura 18. Fotomicrografia al Microscopio Electronico de Transmi-
sion del nucleo (N), nucléolos (n) y reticulo (r) de un ovocito del
organo de Bidder de Peltophryne taladai.

Figure 18. TEM of Bidder’s oocyte nucleus (N) and endoplasmic
reticulum (r) in Peltophryne taladai.
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tiene funciones adicionales. Algunas de estas funcio-
nes son la regulacién de la mitosis, la progresion del
ciclo celular y la proliferacion, muchas formas de res-
puesta al estrés y la biogénesis de multiples particulas
de ribonucleoproteinas. En los ovocitos previtelogéni-
cos de los anfibios hay numerosos nucléolos, los cua-
les sintetizan parte de la maquinaria que aporta el
citoplasma materno para garantizar el comienzo de la
sintesis de proteinas en el embrién temprano (Gilbert,
2013). Por tanto, la presencia de nucléolos tan conspi-
cuos en los ovocitos del 6rgano de Bidder, con reticu-
lo endoplasmatico rugoso y ribosomas presentes, al
menos en P. taladai, es una muestra de que son fun-
cionales. Cabria preguntarse écon qué finalidad?
éRespuesta al stress, de forma similar a la presencia
de pigmentos en las gdnadas de alguna de estas espe-
cies? (Sanz-Ochotorena et al., 2011)

Sin dudas, la presencia del OB en los machos buféni-
dos debe responder a una razén, la cual se ha investi-
gado por diferentes autores a través de los afos, des-
de Ponse (1927). Este autor demostré en Bufo vulga-
ris que la remocidon de ambos testiculos inducia el
desarrollo de ovocitos vitelogénicos en el OB. Por otra
parte, Pancak-Roessler y Norris (1991) mostraron que
la orquidectomia bilateral en Bufo woodhousii provo-
¢6 un cierto desarrollo de foliculos vitelogénicos y un
incremento del peso del 6rgano de Bidder. Brown et
al. (2002) quienes trabajaron en la orquidectomia de
Bufo marinus, lograron inducir una gran vasculariza-
cion y el desarrollo de algunos foliculos vitelogénicos.
Scaia et al. (2011) y Scaia et al. (2013) encontraron
foliculos vitelogénicos y expresidon de hormonas este-
roidogénicas. Abramyan et al., proponen también que
el papel del érgano de Bidder es endocrino en los dos
sexos e independiente de las gdénadas. No existen
evidencias plenas sobre la funcién del 6rgano de Bidder
e incluso acerca de su presencia. Se discute que tenga
un caracter sinapomorfico y con un gran valor taxono-
mico (Naish, 2009). Son necesarias futuras investigacio-
nes que permitan esclarecer esta estructura.
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