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Criotolerancia de Semen Equino Congelado con Aditivos
en el Diluyente

CRYOTOLERANCE OF STALLION SEMEN FROZEN WITH ADDITIVES IN THE EXTENDER

Juan Esteban Duque C.1, Benjamín A. Rojano2, Giovanni Restrepo B.3,4

RESUMEN

Los diluyentes se han constituido como una alternativa para compensar las deficien-
cias antioxidantes del semen equino durante su congelación. Muchas investigaciones
han estado dirigidas a evaluar el efecto de diversos aditivos con propiedades antioxidantes
sobre la criotolerancia de los espermatozoides equinos; sin embargo, en limitadas oca-
siones se ha relacionado dicha propiedad con la capacidad antioxidante total (CAT) del
diluyente. Esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos aditivos sobre
la CAT del diluyente de congelación y la criotolerancia del semen equino. El semen de
cinco caballos criollos colombianos se congeló con un diluyente en tres tratamientos:
T0: control, T1: quercetina 100 µM, T2: fosfatos y carbonatos (Na

2
HPO

4 
0.32 mg/ml +

KH
2
PO

4
 0.67 mg/ml + K

2
CO

3
 0.39 mg/ml). Se evaluó la CAT del diluyente mediante la

prueba ABTS. En el semen descongelado se evaluó la movilidad y la cinética, la morfolo-
gía anormal (MA) y la integridad estructural (IEM) y funcional (HOS) de la membrana
plasmática de los espermatozoides. Los resultados se analizaron mediante modelos mix-
tos. Se hallaron valores de CAT (µmol trolox/l) para T0, T1 y T2 de 10890 ± 210, 14260 ±
410 y 14670 ± 410, respectivamente. El T2 presentó valores superiores para la mayoría de
parámetros de movilidad e integridad de membrana (p<0.05). Se concluye que la adición
de fosfatos y carbonatos incrementa la CAT del diluyente de congelación y mejora la
criotolerancia del semen equino.

Palabras clave: diluyente, criopreservación, carbonatos, fosfatos, quercetina

ABSTRACT

Extenders have been established as an alternative to compensate the antioxidant
deficiencies of stallion semen during freezing. Several research works have aimed to
evaluate the effect of various additives with antioxidant properties on the equine sperm
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cryotolerance; however, in limited occasions this has been linked with the extender total
antioxidant capacity (TAC). This research aimed to evaluate the effect of two additives
on freezing extender TAC and stallion semen cryotolerance. Semen of five Colombian
Creole horses was frozen in an extender under three treatments: T0: control, T1: quercetin
100 µM, T2: phosphates and carbonates (Na

2
HPO

4 
0.32 mg/ml + KH

2
PO

4
 0.67 mg/ml +

K
2
CO

3
 0.39 mg/ml). TAC of extender was evaluated by the ABTS test. Post-thaw motility

and kinetics, abnormal morphology (AM), and structural (MSI) and functional (HOS)
plasma membrane integrity were assessed. The results were analysed using mixed models.
TAC values (µmol trolox/l) for T0, T1 and T2 of 10890 ± 210, 14260 ± 410 and 14670 ± 410
were found. The T2 had higher values for most parameters of motility and membrane
integrity (p<0.05). It is concluded that the addition of phosphates and carbonates increases
the freezing extender TAC and improves stallion semen cryotolerance.

Key words: extender, cryopreservation, carbonates, phosphates, quercetin

INTRODUCCIÓN

La optimización de los diluyentes para
la congelación de semen equino busca ga-
rantizar la máxima viabilidad y fertilidad po-
sible del semen criopreservado. Este concepto
es fundamental, debido a que la inseminación
artificial con semen criopreservado cumple
un importante papel en el uso de caballos de
fenotipo superior en los programas de mejo-
ramiento genético (Ribeiro et al., 2015). No
obstante, la menor fertilidad del semen equi-
no congelado-descongelado se debe a una
serie de factores, pudiéndose citar a la toxi-
cidad del plasma seminal, la lesión criogénica
a través del estrés osmótico, la criocapacita-
ción, las transiciones de fase de membrana,
la peroxidación lipídica y la crioprotección in-
ferior a la óptima (Aspland et al., 2014).

Otros autores han atribuido la reducida
criotolerancia del semen equino a factores
asociados con el estrés oxidativo, como la
pérdida de la actividad de defensa antioxidante
(Macias-Garcia et al., 2011), la alta variabili-
dad en las propiedades antioxidantes entre
los reproductores (Aitken et al., 2014) y la
generación diferencial de especies reactivas
de oxígeno (ERO) entre los espermatozoides
no viables o de pobre calidad y aquellos con
metabolismo rápido y altos niveles de
fosforilación oxidativa (Gibb y Aitken, 2016).

Los diluyentes se han constituido como
alternativa para compensar los problemas que
ocurren durante la congelación del semen
equino, pues se les puede adicionar diversas
moléculas con propiedades antioxidantes
(Coutinho da Silva et al., 2008; Bustamante
et al., 2009; Gibb et al., 2013; Lançoni et al.,
2015). La extracción del plasma seminal es
un procedimiento rutinario antes de la conge-
lación del semen equino (Guasti et al., 2012),
que ocasiona no solo la pérdida de
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos
(Pesch et al., 2006; Waheed et al., 2013),
sino también de macro y microelementos re-
lacionados con la calidad seminal (Pesch et
al., 2006). Entre estos, iones como el sodio
(Na), potasio (K) y fósforo (P) son esencia-
les en el balance osmótico del semen
(Asadpour, 2012; Abdul-Wahab et al., 2014).
Se conoce que el ion fosfato es crucial para
la actividad de la adenilato-ciclasa como prin-
cipal reguladora de la movilidad espermática
(Banjoko et al., 2013). Adicionalmente, el
potasio juega un papel importante en la acti-
vación de las células espermáticas (Asadpour,
2012).

Como alternativa, la adición al diluyente
de fuentes de sodio, fósforo, potasio, cloro e
incluso magnesio, se ha relacionado con el
mejoramiento de la movilidad del semen equi-
no criopreservado (Padilla y Foote, 1991).



Rev Inv Vet Perú 2016; 2017; 28(1): 120-129122

J. Duque et al.

Aditivos como fosfato de sodio (Na
2
HPO

4
),

fosfato de potasio (KH
2
PO

4
) y bicarbonato

de sodio (NaHCO
3
) son propios de la com-

posición de diferentes diluyentes para semen
equino (Coutinho da Silva et al., 2012); sin
embargo, pocas investigaciones se han orien-
tado en evaluar sus efectos particulares. Al-
gunos de estos suplementos podrían tener
efecto sobre la actividad antioxidante del
diluyente, como es el caso de los fosfatos,
cuyas propiedades antioxidantes se cree es-
tán basadas en su acción como quelantes
(Weilmeier y Regenstein, 2004). La
quercetina es uno de los antioxidantes con
efectos favorables sobre el semen equino
congelado, pues mejora la movilidad y la ha-
bilidad de unión a la zona pelúcida, evita la
capacitación prematura y reduce la
peroxidación lipídica y la fragmentación del
ADN de los espermatozoides (McNiven y
Richardson, 2006; Gibb et al., 2013).

A pesar de lo anterior, pocas veces se
ha considerado el aporte de los antioxidantes
y otros suplementos a la capacidad
antioxidante total (CAT) del diluyente; no
obstante, su importancia ha sido ampliamen-
te demostrada en la criotolerancia del semen
de especies como carneros (Yildiz et al.,
2015), porcinos (Barranco et al., 2015) y bo-
vinos (Gürler et al., 2015). En equinos, estu-
dios previos han relacionado la CAT del plas-
ma seminal con diferentes parámetros de
calidad espermática (Wnuk et al., 2010;
Restrepo et al., 2015). La presente investi-
gación tuvo como objetivo evaluar el efecto
de varios aditivos (quercetina, fosfatos y car-
bonatos) sobre la CAT del diluyente de conge-
lación y la criotolerancia del semen equino.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cinco caballos criollos colombianos
(Equus caballus), ubicados en el Valle del
Aburra (Antioquia, Colombia), se utilizaron
para la colecta de 15 eyaculados (tres por
animal), mediante el método de la vagina ar-
tificial. Los animales estuvieron entre los cua-

tro y ocho años de edad, todos en un régimen
de una colecta semanal como mínimo, con
fertilidad comprobada por crías nacidas vi-
vas y con una condición corporal de 8 (esca-
la 1-9). El semen colectado se diluyó en pro-
porción 1:1 en diluyente EquiPlus® (Minitube,
Alemania) a 37 ºC y transportado en un dis-
positivo de refrigeración Equitainer®

(Hamilton Research Inc., EEUU). Se evaluó
la concentración espermática mediante un
espectrofotómetro Spermacue® (Minitube,
Alemania) y la movilidad por microscopía de
contraste de fase (Eclipse E200, Nikon Inc.,
Japón). Solo se procesaron los eyaculados
con mínimo de 100 x 106 espermatozoides/ml
y 60% de movilidad total.

Para la congelación seminal se utilizó
un diluyente a base de caseinatos de sodio,
azúcares, antioxidantes, antibióticos, 5% de
N,N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich,
EEUU) y 5% de yema de huevo centrifugada.
Como tratamientos se consideró la adición
de suplementos: T0: Control; T1: quercetina
100 µM; T2: fosfatos y carbonatos (Na

2
HPO

4

0.32 mg/ml + KH
2
PO

4
 0.67 mg/ml + K

2
CO

3

0.39 mg/ml). La yema centrifugada se pre-
paró de acuerdo a lo descrito por Nouri et al.
(2013), para lo cual se diluyó en una propor-
ción de 3:1 en agua ultrapura y se centrifugó
a 1600 g durante 99 minutos.

El semen se dividió en tres alícuotas, y
se centrifugaron a 850 g por 12 min. El pre-
cipitado de cada alícuota se resuspendió
aleatoriamente en uno de los tratamientos y
se mantuvieron en refrigeración a 5 °C por
una h. Luego se empacó en pajillas para 0.5
ml en una máquina MRS1 Dual V2 (IMV
Technologies, Francia). Las pajillas fueron
sometidas a vapores de nitrógeno líquido por
15 min y se almacenaron en un tanque para
nitrógeno líquido.

Se evaluó por triplicado la capacidad
antioxidante total (CAT) del diluyente corres-
pondiente a cada tratamiento, mediante la
prueba ABTS (Arts et al., 2004). Se emplea-
ron 10 µl de semen y 990 µl de la solución del
radical ABTS+ (Sigma-Aldrich, EEUU). Lue-
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go de 30 min de reacción a temperatura am-
biente y en la oscuridad, se midió en un
espectrofotómetro 6405 UV/Vis (Jenway,
EEUU) el cambio en la absorbancia respec-
to a una solución referencia, compuesta por
10 µl de solución buffer y 990 µl de la solu-
ción del radical ABTS+. El radical se generó
por oxidación de 3.5 mM de ABTS con 1.25
mM de persulfato de potasio. Después de 24
h de reacción, se ajustó la absorbancia con
PBS a pH 7.4 hasta 0.70 unidades, a una l de
732 nm y se comparó contra una curva pa-
trón con Trolox® (Sigma-Aldrich, EEUU).

La movilidad y la cinética espermática
se evaluaron mediante el sistema SCA®

(Microptic S.L., España) de acuerdo a lo des-
crito por Restrepo et al. (2013). Se utilizó un
microscopio de contraste de fase Eclipse
E200 (Nikon, Inc., Japón) con una cámara
digital Scout SCA780 (Basler, EEUU). Se
evaluó la movilidad total (MT), la movilidad
progresiva (MP), la velocidad rectilínea
(VSL), curvilínea (VCL) y media (VAP), los
índices de linealidad (LIN), rectitud (STR) y
oscilación (IO), el desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH), la frecuencia de batido
(BCF), la hiperactividad (HIP) y los movi-
mientos circulares (CIRC). La morfología
anormal (MA) se evaluó mediante la tinción
con eosina-nigrosina (Barth y Oko, 1989),
evaluándose la morfología de 200
espermatozoides en un microscopio de con-
traste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc., Ja-
pón).

La integridad funcional de la membra-
na plasmática (HOS) se evaluó mediante la
prueba hipoosmótica descrita por Neild et al.
(1999). Para esto, se tomó 100 µl de semen y
se adicionó a un tubo con 500 µl de una solu-
ción hipoosmótica de sacarosa 5.4% (100
mOsmol/l), donde la mezcla se incubó a
38.5 ºC por 30 min, evaluándose la reacción
de 200 espermatozoides por microscopía de
contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.,
Japón). La integridad estructural de la mem-
brana plasmática (IEM) se evaluó utilizando
el procedimiento descrito por Gamboa et al.
(2010), con el kit Live/Dead (Molecular

Probes Inc., EEUU). Para esto, se suspen-
dieron 200 µl de semen en solución Hanks
Heppes (HH) con 1% de albúmina sérica
bovina (BSA, Sigma Aldrich, EEUU), para
una concentración de 20 x 106

espermatozoides/ml. Luego la mezcla se in-
cubó a 37 °C por 8 min con 6 mM de SYBR-
14. Seguidamente se incubó de la misma
manera con 0.48 mM de yoduro de propidio
(IP). A partir de una muestra de 5 µl, se rea-
lizó el conteo de 200 espermatozoides, me-
diante un filtro UV-2A de un microscopio
E200 con fluorescencia HBO (Nikon Inc.,
Japón).

Se utilizó un diseño completamente al
azar. Los datos se analizaron mediante el ajus-
te de modelos mixtos. Se incluyó como efec-
to fijo el tratamiento y como efecto aleatorio
el eyaculado anidado dentro del equino. Para
asegurar la normalidad de los datos se utilizó
la prueba de Shapiro-Wilk y se realizaron
transformaciones logarítmicas. Las compa-
raciones de medias entre tratamientos se rea-
lizaron mediante la prueba de Tukey. Todas
las evaluaciones se realizaron con el progra-
ma SAS 9.2. (SAS Institute Inc., EEUU).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los 15 eyaculados de semen fresco pre-
sentaron los siguientes resultados promedio
de calidad seminal: volumen (libre de gel)
43.1 ± 20.7 ml, concentración: 229.4 ± 92.4 x
106 espermatozoides/ml, MT 89.9 ± 7.9%, MP
56.3 ± 16.5%, MA 29.2 ± 5.8, IE, 83.9 ± 5.5%
y HOS 67.4 ± 8.3%. Estos resultados fueron
similares a reportes previos de calidad seminal
de caballos criollos colombianos (Restrepo et
al., 2014; 2016).

Existen resultados divergentes en cuanto
a la suplementación del semen con
antioxidantes, lo cual se atribuye a factores
como la especie, el diluyente utilizado y el
tipo y la concentración de los antioxidantes
(Sikka, 2004). Por lo tanto, la evaluación de
la CAT puede dar mayor información,
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biológicamente relevante, que la obtenida a
partir de la medición de concentraciones de
antioxidantes individuales (Ghiselli et al.,
2000). Los valores de la CAT mediante la
prueba de ABTS para los diluyentes utiliza-
dos fueron de: T0: 10890 ± 210 µmol trolox/l,
T1: 14260 ± 410 µmol trolox/l y T2: 14670 ±
410 µmol trolox/l; lo cual muestra un incre-
mento en la CAT del diluyente por la adición
de quercetina (T1) y fosfatos y carbonatos
(T2). Yildiz et al. (2015), encontraron este
mismo efecto mediante la adición de
ergotioneina en semen de carneros.

Un total de 225 pajillas de semen con-
gelado fueron descongeladas para la evalua-
ción de los parámetros de calidad seminal
(Cuadro 1). En relación a la movilidad y la
cinética espermática, se encontró que T2 fue

superior para la mayoría de parámetros eva-
luados (p<0.05). De otro lado, los resultados
para T1 fueron similares al tratamiento con-
trol (T0), siendo solo diferentes para BCF
(p<0.05).

La suplementación con fosfatos y car-
bonatos (T2), además de producir el mayor
incremento de la CAT, generó un evidente
mejoramiento de la tolerancia del semen a la
congelación. Los fosfatos son utilizados co-
múnmente por sus propiedades para regular
el pH (Perrin y Dempsey, 1974); sin embar-
go, entre sus propiedades antioxidantes se
sabe que podrían actuar como quelantes de
ERO (Weilmeier y Regenstein, 2004) y que
tienen un muy fuerte efecto antioxidante con-
tra la oxidación de los lípidos, por su unión a
iones metálicos que actúan como

Cuadro 1. Movilidad y cinética espermática (media ± desviación estándar) de semen de 
caballos criollos colombianos posdescongelación según el aditivo utilizado en el 
diluyente1 

 

Variable2 T0 T1 T2 

MT 41.4 ± 13.6a 42.0 ± 12.5a 58.2 ± 18.3b 

MP 24.4 ± 11.2a 23.6 ± 9.2a 36.4 ± 17.1b 

VCL 74.8 ± 11.7ab 73.9 ± 12.2a 77.1 ± 12.5b 

VSL 36.2 ± 11.1a 35.5 ± 10.9a 40.9 ± 11.1b 

VAP 47.8 ± 11.4a 46.4 ± 11.2a 54.8 ± 13.5b 

LIN 48.0 ± 10.4a 47.6 ± 10.0a 52.7 ± 10.0b 

STR 74.8 ± 8.6a 75.6 ± 8.8a 74.2 ± 7.3a 

IO 63.6 ± 8.1a 62.4 ± 7.5a 70.7 ± 8.6b 

ALH 3.0 ± 0.3b 3.1 ± 7.5b 2.9 ± 0.3a 

BCF 11.3 ± 1.4b 12.0 ± 1.4c 9.4 ± 1.3a 

HIP 11.5 ± 6.3a 12.5 ± 5.9ab 13.2 ± 5.2b 

CIRC 20.8 ± 9.3a 21.8 ± 8.2a 27.0 ± 9.6b 

1 T1: control; T2; quercetina 100 µM; T3: fosfatos y carbonatos (Na2HPO4 0.32 mg/ml + KH2PO4 0.67 
mg/ml + K2CO3 0.39 mg/ml)  

a,b Superíndices diferentes dentro de filas denotan diferencia estadística significativa (p<0.05).  
2 MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: velocidad curvilínea. VSL: velocidad lineal. 

VAP: velocidad media. LIN: índice de linealidad. STR: índice de rectitud. IO: índice de oscilación. 
ALH: amplitud lateral de la cabeza. BCF: frecuencia de batida. HIP: hiperactivos. CIRC: movimiento  

   circular  
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catalizadores de la oxidación, lo que les per-
mite la reducción de la peroxidación lipídica
(Craig et al., 1996; Kýlýç et al., 2015). Esto
último podría explicar la reducción de la alte-
ración estructural y funcional de la membra-
na plasmática de los espermatozoides, dada
la presencia de fosfato de sodio y el fosfato
de potasio en el T2 (Figura 1). No se cono-
cen otros reportes del efecto de la adición de
fosfatos y carbonatos sobre la CAT del
diluyente o el semen. Tabassomi y Alavi-
Shoushtari (2013) encontraron que la
suplementación con 0.032 mg/l de CuSO

4
 al

diluyente para semen de búfalo (Bubalus
bubalis) produjo un incremento posdescon-
gelación en la CAT, así como un descenso en
el daño del ADN y un aumento en la MP y la
vitalidad de los espermatozoides.

Los resultados de calidad seminal en-
contrados coinciden con los reportados por
Padilla y Foote (1991) y Karow et al. (1992),

quienes observaron que la adición de potasio
al diluyente de congelación mejoró la movili-
dad espermática en la especie equina y hu-
mana, respectivamente. De otro lado, se co-
noce la importancia del ion fosfato para la
actividad de la adenilato-ciclasa como princi-
pal regulador de la movilidad espermática
(Banjoko et al., 2013), Así mismo, se ha re-
portado que el potasio juega un papel impor-
tante en la activación de las células
espermáticas, mientras el sodio y el potasio
participan en el establecimiento del equilibrio
osmótico del semen (Asadpour, 2012).
Adicionalmente, el bicarbonato de sodio tam-
bién participa en el sistema de regulación de
la adenilato-ciclasa como modulador la mo-
vilidad (Okamura et al., 1986). Respecto al
uso de carbonatos de potasio, se conoce que
su adición al medio de congelación permite
conservar la movilidad progresiva y la
congelabilidad del semen de salmón (Mounib,
1978), lo cual coincidió con lo observado en
esta investigación para el T2 (Cuadro 1).

Figura 1. Morfología e integridad de membrana posdescongelación de semen de caballos crio-
llos colombianos posdescongelación según el aditivo utilizado en el diluyente (T1: con-
trol; T2; quercetina 100 µM; T3: fosfatos y carbonatos [Na

2
HPO

4 
0.32 mg/ml +

KH
2
PO

4
 0.67 mg/ml + K

2
CO

3
 0.39 mg/ml]). MA: morfología anormal. HOS: integri-

dad funcional de membrana. IEM: integridad estructural de membrana
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Abdul-Wahab et al. (2014) encontraron
una correlación positiva de los niveles de sodio
y potasio con la movilidad de los
espermatozoides, sugiriendo que la
progresividad del movimiento espermático
podría mejorarse con un aumento en la con-
centración de dichos iones. En esta investi-
gación, el aporte de sodio y potasio a partir
de los fosfatos y carbonatos, podría relacio-
narse con el incremento de la MP para el T2,
la cual fue superior al control (T0) en un 12%
(p<0.05). Por su parte, Kanwal et al. (2000)
reportaron una correlación positiva entre los
niveles de potasio en el plasma seminal y la
movilidad de los espermatozoides de bóvidos.
Sin embargo, para la especie ovina, los nive-
les de potasio se han correlacionado negati-
vamente con la progresividad de los
espermatozoides (Abdel-Rahman et al.,
2000).

Las diferencias observadas en la ma-
yoría de los parámetros cinéticos evaluados
en el semen descongelado fueron originadas
por la adición de fosfatos y carbonatos (Cua-
dro 1). Aunque para el T2 se observó un in-
cremento en la HIP (p<0.05), los valores su-
periores encontrados para VSL y LIN
(p<0.05) son contrarios a los patrones de
hiperactivación de espermatozoides equinos
reportados por McPartlin et al. (2009), quie-
nes asociaron el movimiento hiperactivo con
un descenso en VSL, STR y LIN. Otros cam-
bios considerados como descriptivos de la
hiperactividad de los espermatozoides equinos
fueron la reducción de MP y BCF, así como
el incremento en ALH (Ortgies et al., 2012),
los cuales, a excepción de la disminución en
BCF (p<0.05), fueron contrarios a lo obser-
vado para T2 (Cuadro 1).

En esta investigación no se observó nin-
gún efecto por parte de la quercetina sobre
la movilidad y la cinética espermática (Cua-
dro 1), a excepción de un leve incremento en
la BCF (p<0.05). De igual forma, no hubo
diferencias por la adición de quercetina so-
bre la morfología e integridad de membrana
(Figura 1). No obstante, la quercetina (T1)

produjo un incremento en la CAT del diluyente
(14260 ± 410 µmol trolox/l) respecto a T0
(10890 ± 210 µmol trolox/l). Este efecto po-
dría ser explicado por la capacidad de la
quercetina para suprimir la formación del ion
superóxido, quelatos de hierro e inhibir la for-
mación de radicales peroxi-lipídicos
(Afanas’ev et al., 1989). Gibb et al. (2013)
hallaron un incremento cercano al 5% en la
movilidad espermática posdescongelación
mediante el uso de una concentración mayor
de quercetina (150 µM); sin embargo, el re-
sultado de MT (25.3 ± 2.5%) fue muy infe-
rior al reportado en el presente trabajo (Cua-
dro 1), por lo cual es posible considerar un
efecto compensatorio del diluyente de con-
gelación, por la presencia de otras moléculas
con actividad antioxidante (Bustamante et al.,
2009). Otros trabajos con quercetina han en-
contrado efectos como la reducción del po-
tencial de membrana mitocondrial, la movili-
dad y la vitalidad de los espermatozoides
(Khanduja et al. 2001; Silva et al. 2012).

CONCLUSIONES

 La adición de fosfatos y carbonatos
incrementa la capacidad antioxidante
total del diluyente de congelación y me-
jora la criotolerancia del semen equino.

 La adición de quercetina incrementa la
capacidad antioxidante total del diluyente
de congelación; sin embargo, bajo las
condiciones de este estudio, no tuvo efec-
to sobre la calidad posdescongelación del
semen equino.
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