Figura 16. Verificacion de la amplificacion del fragmento de /IGF-2. Las muestras
de los carriles 2, 9y 11 no amplificaron. En el carril 12 se coloco en marcador
de peso molecular No VI (Bulk)

Para determinar el tamario del alelo de /GF-2, se desnaturaliza una alicuota
de 1.2 yl del producto amplificado con 11 pl de formamida desionizada y 0.3 yl
de marcador de peso molecular TAMRA (Applied Biosystems) marcado con
fluorocromo. En el electroferograma los picos de color azul corresponden a los
fragmentos marcados con FAM. Se conocen 6 alelos, el mas pequeiio de 241
pb, el mayor de 258 pb (Nezer, et al. 1999; Jeon et al. 1999).

El producto amplificado fue enviado a la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad de Texas A & M, para la determinacién del tamario de los alelos
en el secuenciador AB| Prism 373 A (Perkin Elmer). Los resultados se

recibieron via correo electronico, se analizaron y se incorporaron a la base de

datos electronica.
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3. RESULTADOS

Originalmente se recolectaron las muestras sanguineas de 37 P (4 machos,
33 hembras, P= 37) y de 292 crias productos de las cruzas (Fy= 292), siendo
un total de 329 animales muestreados. La extraccion del ADN se realizd en el
total de las muestras (n=329).

Debido a circunstancias tales como pérdida de aretes de identificacion,
decesos, datos imprecisos y omisiones en los datos, se tuvieron que dar de
baja durante el transcurso del estudio a 7 cerdas P4 y sus camadas (50 F,), asi
como también a 52 Fy mas, sumando un total de 109 animales dados de baja

durante el transcurso de la investigacion (Tabla 11).

Tabla 11. Poblacién original y definitiva

Poblacién Original Definitiva
Machos 4 4
Hembras 33 26
F1 292 190
Totales 329 220
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3.1 Frecuencia genotipica y alélica de los genes RYR-1 e IGF-2

La frecuencia genotipica se estimé dividiendo el numero de observaciones
de cada genotipo entre el total de los animales analizados (Riojas, et al. 2005).
De los 220 cerdos que llegaron al final del estudio se obtuvieron los
siguientes resultados. Se genotiparon 30 Py (Generacidén paterna; 4 machos, y
26 hembras) y 190 F, (n=220).
Los resultados para el gen RYR-1 fueron los siguientes:
e Cerdos con el genotipo libre (NN). 165, de los cuales 3 fueron
sementales, 18 cerdas Py y 144 F,.Teniendo una frecuencia genotipica
de 0.75.
¢ Con el genotipo portador {Nn): 52, de los cuales 1 fue un semental, 9
fueron cerdas Py y 43 F4. Teniendo una frecuencia genotipica de 0.24.
o Con el genotipo afectado (nn): 3, los cuales fueron F,. Teniendo una

frecuencia genoctipica de 0.01. (Tabla 12, figura 17).

Tabla 12. Frecuencia genotipica RYR-1

Genotipo N° de Frecuencia
RYR-1 animales genotipica
NN 165 0.75
Nn 52 0.24
nn 3 0.01
Total 220 1
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N°® de animales

NN Nn nn
Genotipos RYR-1

Figura 17. Grafica de la frecuencia genotipica de RYR-1

En cuanto a la frecuencia alélica se observaron 382 alelos libres (N)
teniendo una frecuencia alélica de 0.87. El alelo afectado (n) tuvo 58
observaciones teniendo una frecuencia alélica de 0.13 (Tabla 13 y figura 18).

La frecuencia alélica se obtuvo dividiendo el nimero de observaciones de

cada alelo entre el numero total de observaciones.

Tabla 13. Frecuencia Alélica RYR-1

Alelo Observaciones Frecuencia alélica

N 382 0.87
n 58 0.13
Total 440 1

Frecuencia alélica

Observaciones
~8EEEYBERE

Alelos

Figura 18. Grafica de la frecuencia alélica de RYR-1
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Para IGF-2 obtuvimos 12 diferentes genotipos (Tabla 14 y figura 19)
formados por 6 diferentes alelos. La mayor frecuencia genotipica la obtuvo el
genotipo 238/238 el cual se encontré en 78 cerdos, seguido del 238/248
encontrado en 61 cerdos. Los genotipos 236/248 y 246/248 correspondieron a

dos hembras P,, observandose solo en ellas.

Tabla 14. Frecuencia genotipica para IGF-2

Genotipos IGF-2 P; F; Totales Frecuencia genotipica

232/238 1 12 13 0.06

2321244 0 4 4 0.02

232/248 o 11 11 0.05

236/238 2 10 12 0.05

236/248 1 0 1 0.004
238/238 4 74 78 0.35

2387244 3 14 17 0.08

238/246 0 5 5 0.022
238/248 12 49 61 0.28

244/248 4 5 9 0.04

246/248 1 0 1 0.004
248/248 2 6 8 0.04

Totales 30 190 220 1

Frecuencia genotipica IGF-2

o0 ] e -
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Figura 19. Grafica de la frecuencia genotipica para /GF-2
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Los tamanos de los alelos fueron de 232, 236, 238, 244, 246 y 248 pb. El
alelo de 238 pb fue el que presentd la mayor frecuencia alélica (0.6), seguido
del alelo de 248 pb (0.23). El alelo menos observado fue el de 246 pb (0.01)

(Tabla 15 y figura 20).

Tabla 15. Frecuencia alélica para IGF-2

Alelo Observaciones Frecuencia alélica

232 28 0.06
236 13 0.03
238 264 06
244 30 0.07
246 6 0.01
248 99 0.23
Totales 440 1

Frecuencia alélica de IGF-2

Observaciones

100

S0 f oy e oo
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|
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248

Figura 20. Grafica de la frecuencia alélica para /IGF-2
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3.2. Relacidén de los genotipos RYR-1 con los caracteres productivos

Al relacionar los diversos genotipos de RYR-7 de los Fy con los caracteres
productivos analizados, y de estos los valores promedio, podemos observar que
los individuos con el genotipo homocigoto recesivo RYR-7 (nn) tuvieron en
promedio un mayor peso al nacer (1.727 kg.) mas sin embargo esta ventaja
disminuyé al momento de terminar la lactacién siendo estos (nn) los que menor
peso registraron al ser destetados (5.5 kg.) Los individuos heterocigotos para
RYR-1 (Nn) tuvieron el mejor peso promedio al momento del destete (6.400 kg.)
mostrando ventaja también al momento de finalizar la engorda (108.349 kq).
Estos individuos sin embargo mostraron el mayor promedio de grasa dorsal (18
mm). Los homocigotos recesivos registraron el menor nivel de grasa dorsal (15
mm) (Tabla 16). Todos lo cerdos mostraron un rendimiento similar de la canal.

Tabla 16. Pesos promedio por etapa para RYR-1 {(kg.)

Genotipo  Nacimiento Destete  Fin del Fin del Fin de Canal Grasa  Rendto.

RYR-1 destete desarrollo  engorda caliente Dorsal canal
| L {mm)

NN 1.500 6.159 19.174 64.313 105.813 86.149 16 81%

Nn 1.571 " 6.400 f 19.928 61.023 108.349 ' 87.863 18 81%

nn 1.727 5500 19.833 59.333 102.667 83.167 15 81%

3.3. Relacidon de los genotipos /GF-2 con los caracteres productivos

Los F; portadores del genotipo 244/248 y 248/248 de IGF-2, mostraron
comportamientos similares en cuanto al peso promedio al nacimiento (1.188

kg.), siendo los que registraron el mas bajo peso al nacer, aunque habria que
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considerar que los 11 Fy pertenecen a la misma camada, que inicialmente
contaba con 15 lechones. Los genotipos 238/248 y 238/238 mostraron pesos
intermedios al nacimiento (1.544 y 1.546 kg. respectivamente). El genotipo
238/246 obtuvo el mayor peso promedio al nacimiento (1.727 kg), seguido del
genotipo 238/244 (1.653 kg). Al momento del destete, los individuos con el
genotipo 238/248 lograron superar los pesos de todos los demas individuos (de
+ 2.17 a + 3.8 kg) ubicandose 2.17 kg. por arriba del promedio general (5.993
kg.). Los individuos 238/244 se ubicaron en el segundo lugar en cuanto a peso
promedio al destete, con 6.443 kg. para luego superar a todos al final del
destete alcanzando el peso promedio de 20.743 kg. En la etapa del destete el
peso promedio minimo fue para los individuos con el genotipo 244/248 (4.360
kg) siendo 1.633 kg inferior al peso promedio general.

Para el final del desarrollo los individuos 238/248 alcanzaron en promedio
70.408 kg de peso, seguidos por los individuos 238/246 con 66.400 kg y los
individuos 238/244 con 63.571 kg de peso mientras que los individuos 244/248
se quedaron rezagados con un peso promedio de 54.800 kg. Esta desventaja
resulté insuperable para los 244/248 en todas las etapas registrando los valores
promedio mas bajos (Tabla 17).

Al finalizar la engorda, los individuos 232/244 registraron el mayor peso
promedio con 118.000 kg, seguidos por los 238/244 con 108.286 kqg., los

238/246 con 107.600 kg. y los 238/248 con 107.449 kg. de peso promedio.
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Genotipo Tabla 17. Pesos promedio Vpor etapas para IGF-2 (kg.) Grasa % -

Fin Fin Fin Canal dorsal | Rendto.
destete | desarrollo | engorda | caliente = (mm) canal

232/238 | 1.515 | 5708 17.833 | 62.417 | 107.000 | 86.750 16 @ 81%
232/244 1472 6530 | 19.830 @ 67.750 | 118.000 | 95.300 | 22 | 81.4%
232/248 | 1633 5718 | 19.555 60.182 | 104.636 85709 17 | 81.6%
236/238 | 1622 | 5580 | 20.180 @ 58.300 | 105.900 | 86.770 @ 14 | 81.4%
238/238 | 1.546 | 6.055 | 19.516 @ 60.959 | 106.027 | 86.088 | 16 | 81%
238/244 | 1653 | 6.443 | 20743 | 63571 | 108286 | 87493 | 16 | 81%
238/246 | 1.727 | 6220 | 19.820 | 66.400 | 107.600 | 87.780 @ 15 81%
238/248 | 1.544 | 8163 | 10.443 | 70408 | 107.449 | 87692 | 18 | 81.5%
244/248 | 1.188 | 4.360 | 15520 | 54.800 | 95400 |77.140 | 14 | 81%
248/248 | 1.188 | 4.900 | 17.200 | 56.833 | 99.333 |80.583 13 | 81%

IGF-2 Nacto. | Destete

En cuanto al nivel de grasa dorsal, los individuos con el genotipo (/GF-2)
2321244 registraron el valor promedio mas alto con 22 milimetros (mm) de
espesor seguidos por los individuos 238/248 con 18 mm, los 238/238 y los
238/244 registraron ambos 16 mm. Los niveles mas bajos de grasa dorsal se
registraron en los individuos con los genotipos (/IGF-2) 236/238, 244/248 y
248/248, estos dos ultimos grupos con un promedio de 14 y 13 mm. de espesor
de grasa dorsal, respectivamente a nivel de la décima y onceava costilla. Estos
F1 con los genotipos 244/248 y 248/248 registraron los pesos mas bajos en
todas las etapas, pero también registraros los niveles mas bajos de grasa
dorsal, por otro lado el rendimiento en canal caliente fue similar al resto de los
animales (81%).

Todos los genotipos de /GF-2 mostraron un comportamiento similar en
cuanto al rendimiento de la canal caliente siendo éste alrededor del 81% con

respecto al peso vivo alcanzado al finalizar la engorda.
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Los promedios generales de |os pesos registrados asi como de los dias en

las diferentes etapas productivas de todos los F, s& muestran en la tabla 18.

—_— e —
TABLA18. PROMEDIOS GENERALES

Peso | Dias | Pesoal Dias Peso Dias en Peso fin Diasen | Pesofin Peso Grasa %
al en | destete en fin desarmrollo | desarmolio | engorda | engorda canal dorsal | Rend.

nacto. | lact. Kg. destete | destete Kg. Kg.. caliente mm en
Kg. Kg. Kg. canal

1,643 22 6,930 40 19,366 61 60,496 51 106,337 | 86,490 16 81%

En esta tabla 18 se muestra el comportamiento general de todos los F;
{n=190), tanto en los pesos registrados en las diferentes etapas productivas
como en los dias transcurridos en cada etapa, en slla no se diferencié genaotipo.

En la tabla 19 se muestran los promedios generales, la moda, el valor

maximo registrado, asi como el valor minimo registrado y la desviacion estandar

de todos los F4.

TABLA 19. PROMEDIOS, MODA, MAXIMO, MINIMO Y DESVIACION ESTANDAR
Peso Dias | Peso | Dias | Peso | Dias | Peso(kg) | Dias Peso | Peso | Grasa %
promedio en al dit en fin dit | en desa- fin en fin canal dorsal | Rend.
al nac. (kg) | lac. (kg) | destt. | (kg) mollo | desarrolio | engorda |engorda | (kg) | (mm) | canal
Promedios 1,543 22 | 5930 | 40 | 19355 61 60,495 51 106,337 | 86,490 16 81%
Moda 15 24 65 41 22 61 60 50 95 844 15 82%
Médmo 2 24 92 61 296 74 84 73 131 108,5 20 86%
Minimo 1,167 19 3 33 10 53 43 ar 71 58,6 5 2%
Desv. Est. 0211 1,725 | 1272 | 3918 | 3511 | 4878 8,101 11,978 | 5400 | 9966 | 5429 | 0,024

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza mediante al
programa SPSS version 12, 2005. Dicho analisis estadistico nos muestra que
la mayoria de los caracteres no tuvieron diferencia significativa, a excepcién de

el peso al destete para RYR-1 (P <0.01) y peso al nacimiento (P< 0.01) y peso
al destete (P < 0.05) para IGF-2 (Tabla 20).
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~ Caréacter Productivo
- Gen RYR-1

‘Peso al nacimiento
Peso al destete
Peso fin del destete

Peso fin del desarrollo
' Peso finde laengorda

' Peso canal caliente

Grasa dorsal en milimetros |

Caracter Productivo

Gen IGF-2

Peso al destete
Peso fin del destete

Peso fin del desarrollo
Peso fin de laengorda |

“Peso canal caliente

~ Probabilidad

- 00000

Tabla 20. Resultado del anlisis de varianza

Probabilidad

00,3093
00110
0,4551

08022 PN

04147
05198
01289

. Grasa dorsal en milimetros

Nivel de significancia

NS

| **Altamente Significativa

NS

| **Altamente Significativa

oo ““Significativa
0,1334 NS

. R NS i
/T B o e
e sl o ot Snecene s

- NS= No Significativa, * Significativa (P < 0.05), ** Altamente Significativa (P <0.01)
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4. Discusion

El productor porcino suele seleccionar su pie de cria en base a
caracteristicas fenotipicas observadas en los progenitores que espera sean
transmitidas a las crias. Otro factor que toma en cuenta para la toma de
decisiones son los registros de produccion que metddicamente se llevan a cabo
en las explotaciones tecnificadas. Un tercer factor que pudiera dar certeza y
control sobre las expectativas esperadas seria el hecho de conocer el genotipo,
lo cual le daria capacidad de manejar los cruces con los progenitores idoneos
de acuerdo a los objetivos que desea lograr. Esto por supuesto que se reflejaria
positivamente en las finanzas ya que se podrian disminuir o eliminar (en
algunos casos) los riesgos de presentaciéon de trastornos como el sindrome de
estrés porcino con sus correspondientes bajas por muerte y el demerito en la
calidad de la came (came PSE), asi como también los efectos del gen Napole
(RN) por citar algunos. Por otro lado pudiera mejorar la capacidad de controlar
variables de genes con efectos benéficos probados sobre los caracteres
productivos de interés econdmico en los cerdos.

E! uso de tecnologias de vanguardia para la deteccibn de mutaciones
genéticas nos ha pemitido conocer la magnitud de la presencia de los alelos

afectados en la poblaciéon comercial en el estado de Nuevo Ledn, México.
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4.1. Presencia de la mutacién en el Gen RYR-1

Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los
obtenidos por Riojas y colaboradores. (2005) quienes reportan la presencia del
alelo mutante (n) del gen RYR-1 en el 29.9% de los animales muestreados
(Riojas, et al 2005), encontrando en nuestro estudio el alelo mutante en el 25%
de los animales muestreados. Nuestros resultados difieren en cuanto a Ia
frecuencia genotipica mostrada por Vidal, el cual analiz6 animales de raza
Landrace, en donde se observa que el alelo mutante se present6 en el 11% de
los animales muestreados a pesar de que una cerda P, resulto afectada con ia
mutacion (nn) (Vidal, 2001). Resultados similares a los anteriores encontramos
en un trabajo publicado por Mabry y colaboradores (1998), en donde el alelo
mutante (n) se observd en el 12.20% de los 3,261 animales muestreados
(Mabry, et al. 1998). Asi mismo difieren en el mismo sentido de los mostrados
por Lee y colaboradores los cuales estudiaron animales de 4 razas puras tales
como; Large White, Landrace, Duroc y Yorkshire, asi como también hibridos de
las razas Landrace, Yorkshire y Duroc, en este estudio se puede observar la
presencia del alelo mutante en solo el 4.14% de los animales muestreados
(Lee, et al. 2002). En la investigacion de Davalos en la que se incluyeron cerdos
Pietrain y Large White se observa que el alelo mutante esta presente en el
62.31% de la poblacién, esto se debid a que la totalidad de los cerdos Pietrain

resultaron portadores de cuando menos un alelo mutante (n) (Davalos, 2002).
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En nuestro estudio se utilizaron Py hibridos de diversas razas (Yorkshire,
Landrace y Pietrain). Riojas reporta que utiiizd muestras sanguineas de
animales de razas cruzadas utilizadas para la produccién (Riojas, et al. 2005).

Las frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas obtenidas en este
estudio resultaron muy similares a las obtenidas por Riojas y colaboradores. La
frecuencia genotipica encontrada por Riojas para NN fue de 0.70, en nuestro
estudio se encontré una frecuencia genotipica de 0.75 para el mismo genotipo,
en el mismo estudio antes mencionado la frecuencia genotipica para Nn fue de
0.26 y para nn fue de 0.04, en nuestro estudio Nn resulto con 0.24 y nn con
0.01.

En nuestro estudio obtuvimos las siguientes frecuencias alélica; para el alelo
N fue de 0.87 y para el alelo n fue de 0.13. En la investigacién de Riojas las
frecuencias alélicas resultantes fueron 0.83 para N y 0.17 para n. Lo anterior
quiza se deba a que las muestras de ambos estudios proceden de granjas
ubicadas en zonas rurales aledaiias al area metropolitana de Monterrey, Nvo.

Ledn.

4.2. Relacioén de los genotipos del gen RYR-1 con los caracteres
productivos
Se confirma nuevamente que la presencia del alelo mutante (n) influye sobre
la cantidad de grasa dorsal siendo los heterocigotos (Nn) y los homocigotos
recesivos (nNn) los que mostraron el nivel mas bajo de grasa dorsal a nivel de la
decima costilla (15 milimetros). Estos resultados coinciden con los de Stalder y

colaboradores que senalan que los cerdos homocigotos recesivos (nn) tuvieron
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menos grasa dorsal a nivel de la décima costilla (Stalder, et al. 1998). Asi
mismo con los de Leach y colaboradores que seralan que los portadores del
alelo mutante (n) tienen ventajas sobre los homocigotos libres (NN) (Leach, et
al. 1996). En el presente estudio los cerdos heterocigotos (Nn) tuvieron el mejor
desemperio al destete (6.400 Kg.), al final del destete (19.928 Kg.), al final de la
engorda (108.349 Kg.) y peso de la canal caliente (87.863 Kg.). Estos
resultados muestran una diferencia con los resultados de Stalder que menciona
que los cerdos heterocigotos (Nn) tuvieron valores intermedios entre los
homocigotos afectados (nn) y los homocigotos libres (NN). Nuestros resultados
coinciden con varios estudios en cuanto al hecho de que los cerdos
heterocigotos (Nn) obtuvieron mayores ganancias de peso (Pommier, et al.
1992: Rempel, et al. 1995).

En nuestro estudio no consideramos aspectos sobre la calidad de la came,
por lo tanto no podemos discutir sobre tal aspecto, sin embargo no podemos
pasar desapercibido el hecho de que el alelo mutante (n) del gen RYR-1 tiene
relacion directa con la presentacion de la carne PSE y que esta condicion afecta

a la industria de la carne porcina.

4.3. Presentacion de los haplotipos del gen /IGF-2

En nuestro estudio encontramos 12 diferentes genotipos para IGF-2,
formados por 6 diferentes alelos, cuyos tamafios son los siguientes; 232, 236,
238, 244, 246 y 248 pb. Previamente Vidal (2001) habia reportado la presencia
de 8 alelos en un rango de 241 a 260 pb (Vidal, 2001) sin especificar el tamaiio

de los 8 alelos. En nuestro estudio encontramos 3 alelos de menor tamafo que
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el mas pequefio de los alelos reportados por Vidal (2001). En la poblacién
muestreada en esta investigacidn solo encontramos |la presencia de 6 alelos
cuyos tamanos se han mencionado anteriormente. A diferencia de ofros
estudios en nuestra investigacion tomamos en cuenta la combinacién de los
diferentes alelos y la conformacién de los diversos genotipos observados. Estos
genotipos formados por los alelos presentados, son los siguientes; 232/238,
232/244, 232/248, 236/238, 236/248, 238/238, 238/244, 238/246, 238/248,
2441248, 246/248, 248/248.

En los estudios previos se ha demostrado la presencia de un QTL de IGF-2
con efectos sobre la grasa dorsal y el crecimiento muscular en varios cruces
utilizando las razas Large white, cerdo salvaje, Pietrain, Meishan y cerdo blanco
europeo (Nezer, et al. 1999; Jeon, et al. 1999; de Koning et al. 2000).
Recientemente se ha identificado un QTN subyacente al efecto mayor del QTL
de IGF-2 (Van Laere, et al. 2003; Jungerius, et al. 2004).

A diferencia de Van Laere y colaboradores (2003), Nezer y colaboradores
(2003) y Jungerius y colaboradores (2004), que buscaron corroborar los efectos
del QTL de /GF-2 sobre la grasa dorsal y el crecimiento muscular, en el
presente estudio ios genotipos observados fueron asociados con el desempeiio
de los F4 en las diferentes etapas productivas, asi como también con el espesor
de grasa dorsal, medido en milimetros, a nivel de la 10® y 112 costilla, con los

resuitados antes mencionados.
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5. CONCLUSIONES

Con la informacién obtenida en el presente estudio se confirma la presencia
del alelo mutante (n) del gen RYR-1, causante del Sindrome de Estrés Porcino
(PSS) y de la presentacidon de came Palida, Suave y Exudativa (PSE), en la
poblacién porcina comercial de las areas de produccién aledanas a la zona
metropolitana de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México. El alelo mutante
se presentd en el 25% de los animales muestreados y previamente se habia
reportado en un 29.9% de la poblacion (Riojas, et al. 2005). El énfasis puesto
en la produccion de cerdos musculosos y magros ha dado como resultado una
reduccion en las caracteristicas de calidad de la came de cerdo. Esto no
significa que todos los problemas de la calidad de la came se deriven de la
presencia del alelo mutante (n) del gen RYR-1. Sin embargo sabemos que la
eliminacién de los animales portadores del alelo mutante reduciria la incidencia
de carne PSE (Mabry, et al 1998).

En cuanto a IGF-2 podemos decir que la presentacion de los diferentes
genotipos no garantiza el incremento de la masa muscular, ni la reduccién del
espesor da la grasa dorsal como sucede con los alelos Q y g de la mutacion del
mismo gen IGF-2 descrita por Van Laere y colaboradores (2003), Nezer y
colaboradores (2003) y Jungerius y colaboradores (2004). No obstante

debemos hacer notar que de los cuatro F, con el genotipo 232/244, dos de ellos
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registraron el valor maximo (131 kg.) al final de la engorda pero con valores
altos de grasa dorsal (20 y 30 mm).

Con la utilizacién de los nuevos avances en genética molecular podemos
definir el genotipo de los animales y aplicar programas de erradicacion de
genes perjudiciales, o bien, planear la adecuada utilizacién de los animales
portadores del alelo de interés para explotar sus caracteristicas o para evitar la
presentacion de homocigotos recesivos como seria el caso del alelo mutante
del gen RYR-1.

Aunado a lo anterior es necesario continuar investigando genes candidatos
en regiones blanco, que prometan una posible asociacion con los genes
responsables de |os caracteres productivos, y/o la posibilidad de ser los

responsables del mismo.
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ANEXO Listado de paises por region
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|Oceania
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