XXVI JJ I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA
TE HAC RE

JORNADAS DE JOVENES SABER TE HACE LIBR
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

20.Productos Naturales Bioactivos y sus Aplicaciones
Plantas nativas del Norte Argentino: aplicacion en el control de bacterias
fitopatdégenas

Zareath P. Teran Baptista®®, Analia de los Angeles Gomez#*°, Marina Kritsanida, Raphael

Grougnet®, Tsvetelina Mandova®, Diego A. Sampietro®¢*
aLaboratorio de Biologia de Agentes Bioactivos y Fitopatégenos (LABIFITO)- Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia-’Laboratoire de Pharmacognosie, Université de Paris
Descartes, Sorbonne Paris Cité, Faculté de Pharmacie de Paris, UMR-CNRS 8638
COMETE, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

Resumen

Las enfermedades bacterianas generan pérdidas econémicas importantes en los cultivos.
En la actualidad se aplican en forma preventiva compuestos cupricos para disminuir a
incidencia de las mismas. El noroeste argentino posee una enorme biodiversidad en sus
plantas medicinales que constituyen una potencial fuente de nuevos metabolitos bioactivos.
En este contexto, el objetivo del trabajo fue identificar y cuantificar la actividad antibacteriana
de extractos de plantas nativas del noroeste argentino sobre bacterias fitopatégenas de
importancia agricola. Para ello se recolectaron partes aéreas de plantas nativas del noroeste
argentino. Hojas y tallos de Aspidosperma quebracho-blanco, Schinus fasciculatus, S.
gracilipes, Amphilophium cynanchoides y Tecoma stans fueron separados y extraidos con
solventes de polaridad creciente para obtener extractos de diclorometano (fCH»Cl,), acetato
de etilo (fAcEt) y metanol (fMeOH), respectivamente. Entre los treinta extractos analizados
solo los fACEt a partir de hojas y tallos de S. fasciculatus inhibieron a las cinco cepas
bacterianas ensayadas, Pseudomonas syringae pv tomato Pseudomonas corrugata,
Xanthomonas campestres pv vesicatoria, Erwinia carotovora var carotovora y Agrobacterium
tumefaciens (Clso = 0.9 mg/ml). Se identificaron y cuantificé la ctividad antibacteriana de tres
componentes de estos extractos: kaempferol (CIM= 250 ug/ml, CECT 124 y 472; CIM=500
pg/ml, CECT 126 y 792), quercetina (CIM = 1000 pg/ml, CECT 124, 126 y 792; CIM= 2000
ppm, CECT 472) y agathisflavona (CIM = 2000 ug/ml; CECT 126 y 792). El extracto fAcEt de
S. fasciculatus y los flavonoides mostraron efectos sinérgicos y aditivos en las cepas

bacterianas en combinacion con kocide.
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Introduccién

Las enfermedades bacterianas producen
significativas pérdidas econdmicas en los
principales cultivos agricolas del mundo
disminuyendo el rendimiento y la calidad
del producto cosechado, ocasionando
pérdidas en el almacenamiento vy
favoreciendo la incidencia de otras
enfermedades en los cultivos (Agrios,
2009; Wraber y col, 1997). Se conocen
mas de 30 géneros de bacterias
fitopatdgenas, la mayoria bacilos Gram (-),
responsables de dafos como

marchitamientos vasculares (Psudomonas

syringae), necrosis (Xanthomonas
campestris), podredumbres blandas
(Erwinia carotovora) y tumores

(Agrobacterium tumefaciens) (Schad vy
col., 2001). El control de bacterias
fitopatdbgenas se basa actualmente en la
aplicacion preventiva de compuestos
cupricos. La baja eficacia y la aparicién de
resistencia de estos productos hace
necesaria la blsqueda de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana
(McLeod y col, 2017). El conocimiento
etnobotanico existente sobre algunas
especies vegetales nativas del Noroeste
Argentino sugiere que poseen actividad
antimicrobiana, por lo cual extractos de las
mismas 0 sus constituyentes pueden
utilizarse para reemplazar o reducir la
dosis de los productos comerciales

utilizados en la actualidad.
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Objetivos

El objetivo de este trabajo fue identificar, a
partir de partes aéreas de plantas nativas
del Noroeste Argentino (NOA), extractos y
sus constituyentes con actividad

antibacteriana.

Materiales y Métodos

Microorganismos

Se utilizaron bacterias Gram negativas
obtenidas de la Coleccion Espafiola De
Cultivos Tipo (CECT, Burjasot, Valencia,
Espaia): CECT 126
tomato), CECT 124
(Pseudomonas corrugada), CECT 792

(Pseudomonas

syringae  pv

(Xanthomonas campestres pv vesicatoria),
CECT 225 (Erwinia carotovora var
carotovora) y CECT 472 (Agrobacterium

tumefaciens).

Material vegetal
Se recolectaron hojas y tallos de partes
aéreas de las especies Amphilophium
cynanchoides, Schinus fasciculatus,
Schinus gracilipes, Tecoma stans vy
Aspidosperma guebracho-blanco
recolectadas en la provincia de Tucuman,
en las localidades de Tapia, Ampimpa, La
Quebradita, El

adyacencias de la ruta nacional N°9,

Cadillal 'y en Ilas

respectivamente, durante febrero-marzo
de 2014. Las especies fueron identificadas

por la Dra Nora Muruaga en la Fundacion
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Miguel Lillo. Las hojas y tallos fueron
separadas y secadas a temperatura
ambiente en una habitacion bien
ventilada. Posteriormente el material
vegetal se almacené a resguardo de la luz

en bolsas de papel hasta su utilizacion.

Preparacion de los extractos
Las hojas o tallos secos de cada especie
vegetal se molieron por separado y 45 g
material se

de este extrajo

secuencialmente con solventes de

polaridad creciente (diclorometano,
acetato de etilo y metanol). ElI material
molido se puso en contacto durante 24 hs
con cada solvente, se filtr6 y evapord
hasta obtener un residuo seco antes de
ser inmerso en el siguiente solvente. Cada
extracto organico filtrado fue evaporado y

pesado para calcular los rendimientos:

Rendimiento (%) = (gr de material seco
extraido/ gr de material vegetal seco) x
100

Los extractos obtenidos, referidos como
fCH.Cl,, fAceEt vy fMeOH, fueron

almacenados a -20"C.

Ensayos de Microdilucion

La actividad antibacteriana se evalué
mediante ensayos de microdilucién en
policubetas de 96 pocillos (6). El indculo
se prepar6 resuspendiendo en agua
destilada estéril colonias de un cultivo
bacteriano de 24 hs hasta obtener una
absorbancia a 630 nm de 0,09 + 0.01
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equivalente al 0.5 de la escala de
McFarland (108 UFC/mI). A partir de esta
suspension se realizaron diluciones en
medio Mueller-Hinton (MH) hasta obtener
un inéculo de trabajo de 10° UFC/ml. Los
extractos fueron solubilizados en acetona,
etanol y dimetilsulfoxido (DMSO) y se
realizaron diluciones seriadas de los
mismos (4-4000 ug/mL). El ensayo de
microdilucién se llevd a cabo colocando
en cada pocillo 75 uL de la dilucion del
extracto y 75 uL del in6culo bacteriano
(volumen final= 150 pL). Se realizaron
controles de crecimiento con y sin la
adicion del solvente, controles de
esterilidad del extracto y del medio. Se
utilizé ciprofloxacina (0,001-0,1 pg/mL)
como control positivo. Las policubetas se
incubaron a 37°C durante 24 hs,
realizandose lecturas de absorbancia a
630 nm al inicio y al término del tiempo de
incubacién. Los ensayos se realizaron por
triplicado. La concentracibn de materia
seca requerida por cada fraccion para
inhibir el 50% del crecimiento bacteriano
(Clso) se calculé por analisis Probit (9),
utilizando el paquete estadistico XLSTAT
version de software. 7.5.2 (Addinsoft,
Nueva York, NY, EE.UU.). Las medias de
datos que se presentan en figuras se
sometieron a analisis de la varianza
(ANOVA) de una sola via, y la diferencia
entre medias se determin6 mediante el
test de la minima diferencia significativa
(LSD test).
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Cromatografia de capa fina (CCF) y
bioautografia

Los extractos que mostraron actividad
antibacteriana en microdilucion fueron
ensayados por CCF. Cada extracto
organico fue sembrado puntualmente en
la placa en una dosis de 50 ug de materia
seca/punto de carga, junto con controles
negativos  (solventes  organicos) vy
positivos (ciprofloxacina 0,01 ug). Las
placas sembradas fueron desarrolladas en
un sistema con cloroformo:acetato de etilo
(1:3 v/v) como fase movil. Se revelaron las
placas con natural product/polietilenglicol
(NP/PEG) y vainillin/acido sulfdrico y se
observaron a 254 nm y 365 nm antes y
después del agregado de los reactivos
reveladores. Se calcularon los Rf de las
bandas observadas. Para la bioautografia
se realizd una CCF en condiciones de
esterilidad y se cubrieron las placas con 3
mL de medio MH con 0,15% de agar
conteniendo 10° UFC/mL de las cepas
bacterianas en estudio. Las placas fueron
incubadas a 37°C durante 24 hs y se
observé la aparicion de halos de inhibicién
asociados a las bandas reveladas en
CCF. Estos ensayos se realizaron por
triplicado.
Aislamiento e identificacion de los
componentes antibacterianos del extracto
de acetato de etilo de hojas de Schinus
fasciculatus

El extracto acetato de etilo de S.
fasciculatus se sembr6 en una columna
(60x2,6 cm) de silica gel (270-400 mesh).

La elusion se llevd a cabo con un
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gradiente de cloroformo:acetato de etilo
(50:50%, 50:55%, 35:65%, 10:90%,
0:100%). Se obtuvieron 12 fracciones (F1
a F12). Las fracciones que contenian
componentes puros (F1, F4 y F6) fueron
analizadas mediante espectrometria UV-
Vis entre 200 a 700 nm (Beckman DU
650) y *H-RMN a 300 y 400 mhz (Bruker
Avance lll). Los desplazamientos
guimicos (8) son reportados en ppm y los
valores de las constantes de acoplamiento
(J) son expresados en Hertz (Hz) (Mabry y
col, 1970)

Microdilucion y efecto conjunto de los
compuestos aislados y de compuestos
antibacterianos comerciales

Se determind la actividad antibacteriana
de los compuestos aislados a partir del
extracto fACEt de S. fasciculatus y del
antibacteriano comercial Kocide 3000
(DuPont)  (46%  hidréxido

mediante el método de microdilucion en

cuprico)

concentraciones de 2-2000 pg/ml. Se
calcularon las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM)

La accion conjunta de los compuestos
aislados y Kocide 3000 fue evaluado por
el método del tablero de ajedrez descripto
por Vitale y col. 2005. También se
ensayaron mezclas del extracto fAcEt de
S. fasciculatus con Kocide 3000. Se
calcularon las concentraciones

fraccionarias inhibitorias (FICI) como:

FICI= (concentracion de A en CIMa+s

/concentracion de A en CIMa) +
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(concentracién de B en ClMass
/concentracion de B en ClMg)

La interaccion entre los compuestos
ensayados se interpret6 de la siguiente
manera:

FICI < 0.5 = sinergismo; FICI entre 0.5-4.0
= no hay interaccion; FICI > 4.0
antagonismo (Vitale y col., 2005)

Resultados y Discusién

Rendimiento de los extractos

Los rendimientos obtenidos a partir de la
extraccibn secuencial con solventes
organicos de partes aéreas de las plantas
estudiadas se encuentran en los rangos
de 1.02-3.03% (hojas) y 0.38-1.89%
(tallos) para los extractos fCH2CI2, 0.87-
2.51% (hojas) y 0.32-1.72% (tallos) para
los extractos fACEt y 1.97-11.37% (hojas)
y 1.74-5.25% (tallos) para los extractos
fMeOH. (Tabla 1). Los rendimientos
obtenidos para cada especie muestran
gue los constituyentes polares fueron
extraidos en mayor proporcion en
comparacion con los componentes de
mediana y baja polaridad. Los solventes
organicos, indistintamente de cual se
trate, extraen mayor cantidad de materia
seca a partir de las hojas que de los tallos.
Las hojas de las especies de Schinus
mostraron mayores rendimientos después
de la extraccion con diclorometano
(3.03+0.05%, S. fasciculatus; 2.89+0.03%,
S. gracilipes),
(2.08+£0.02%, S. fasciculatus; 2.51+£0.05%,

acetato de etilo
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S. gracilipes) y metanol (11.37+£0.01%, S.
fasciculatus; 11.25+0.01%, S. gracilipes).
Este perfil de extraccion ha sido reportado
en otras especies de Schinus, en las
cuales la extraccion con solventes polares
obtuvo rendimientos de cuatro y cinco
veces mayores que la extraccion con
solventes no polares (Salem y col, 2018;
da Silva y col, 2017; Velazquez y col,
2003). El rendimiento obtenido para S.
fasciculatus y S. gracilipes con un
solvente polar (metanol) en este trabajo
fue de 11,375y 11,25%, en concordancia
con la literatura que muestra que los
niveles de rendimiento obtenidos para
extractos con solventes polares de hojas
de especies de Schinus se encuentran en
el rango de 4-13,4%.

Actividad  antibacteriana de los
extractos e identificacion de los
constituyentes bioactivos
La presencia de componentes
antibacterianos en los extractos de
fCH.Cl;, fAcEt y fMeOH de las cinco
especies de plantas nativas del NOA fue
evaluada en primer término  por
microdilucion (Tabla 2). De los treinta
extractos ensayados solo los fAcCEt de
hojas y tallos de S. fasciculatus fueron
activos frente a las cinco cepas
bacterianas ensayadas, con valores de
ICso de 0.8-1.0 mg/ml y 3.1-4.0 mg/ml,
respectivamente. Los fAcCEt de hojas y
tallos de S. gracilipes y fMeOH de hojas y
tallos de ambas especies de Schinus

fueron activos frente a tres y cuatro cepas
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bacterianas. Los extractos restantes
inhiben solamente una o dos cepas
bacterianas. Los extractos de T. stans
fueron inactivos para las bacterias
fitopatbgenas ensayadas y no se presenta
en las tablas.

De los 46 ICso obtenidos, 23 pertenecen a
extractos fAcEt, 16 a fMeOH y 7 a
fCH.Cl,. La actividad antibacteriana de
fACEt de Schinus fue estudiada mediante
CCF y bioautografia frente a las cinco
cepas bacterianas en dosis de 50 pug. Se
encontraron bandas con Rf de 0.21 (B1),
0.37 (B2) y 0.55 (B3) (Fig. 1) tanto en
extractos de hojas como de tallos, que
inhibieron el crecimiento de todas las
cepas bacterianas. Estas bandas fueron
separadas por cromatografia de silica gel
a partir del fAcEt de hojas de S.
fasciculatus. Sus espectros UV-Vis y H1-
RMN permitieron identificar a B1, B2 y B3
como agathisflavona (dimero de
apigenina), quecetina y kamepferol,

respectivamente (Tabla 3).

Microdilucién y efecto conjunto de los
compuestos aislados y de compuestos

antibacterianos comerciales

Kaempferol mostr6 ser el flavonoide con
mayor actividad antibacteriana en ensayos
de microdilucion (CIM= 250 pg/ml, CECT
124 y 472; MIC=500 pg/ml, CECT 126 y
792), seguido por quercetina (CIM = 1000
pg/ml, CECT 124, 126 y 792; CIM= 2000
pg/ml, CECT 472) y agathisflavona (CIM =
2000 pg/ml; CECT 126 y 792) (Tabla 4).
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Los flavonoides aislados exhiben una
actividad antibacteriana elevada (CIM <
500 pg/mL) y moderada (CIM= 600-1500
pg/mL) (Sartoratto y col., 2004).

La actividad conjunta de los flavonoides
con kocide mostré sinergismo en algunas
cepas (CECT 124 126 y 792) y aditivismo
en otras (CECT 472 y 225) (Tabla 5). Este
tipo de respuesta indicaria que las
primeras y las Ultimas actdan mediante
diferentes mecanismos de accion. Los
resultados obtenidos sugieren que la
fraccion flavonoide es un importante
contribuidor a la bioactividad mostrada por
el extracto de hojas de S. fasciculatus. Sin
embargo, todavia no es posible una clara
comprension de los  mecanismos
involucrados en estas interacciones. Los
mecanismos de accion descriptos para
quercetina, kaempferol y kocide involucran
multiples blancos de accién en las células.
Kocide, como otros agentes cupricos,
libera iones cobre que catalizan la
produccion de especies reactivas del
oxigeno y forman complejos estables que
producen dafios a importantes
componentes celulares (Stevenson y col,
2013). Si bien los mecanismos de accién
antibacterial de quercetina y kaempferol
no estan completamente dilucidados, se
ha demostrado que en bacterias
patbgenas humanas estos flavonoides
producen dafios a nivel de membrana
modificando su fluidez y potencial
eléctrico, todo esto resultando en una
disminucién de la sintesis de ATP, del

transporte a través de la membrana y la
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motilidad bacteriana (Tsuchiya 2010;
Cusnie y col 2005; Mirzoeva y col, 1997,
Wu y col, 2008). Estos flavonoides
también inducen la liberacién de radicales
libres que pueden dafiar macromoléculas
vitales para la célula (Calder6n-Montafio y
col, 2011; Subramanian y col, 2014) o
actuar como inhibidores enzimaticos a
nivel de la sintesis de ADN (Plaper y caol,
2003; Ohemeng y col; Liu y col, 2009).
Agathisflavona ha sido reportada como
agente neuroprotector y antioxidante, pero
no como agente antibacteriano (dos
Santos Souza y col, 2018; Ajilay y col,
2015).

Conclusiones

Los extractos fACOEt de hojas y tallos de
S. fasciculatus contienen flavonoides con
actividad antibacteriana sobre cepas
fitopatdgenas, habiendo sido posible aislar
e identificar a tres de ellos: quercetina,
kaempferol y agathisflavona. Kaempferol
es el compuesto con mayor actividad,
seguido por quercetina y agathisflavona.
Debido a la baja toxicidad de estos
compuestos 'y al sinergismo que
presentan al ensayarse con compuestos
comerciales la combinacién de
flavonoides con agentes clpricos pueden
constituir una nueva estrategia para el
control de las bacterias fitopatdbgenas

investigadas.
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Tabla N°1. Rendimientos de los extractos recuperados a partir de hojas y tallos de especies nativas del Noroeste Argentino.

Rendimiento de extractos (%,p/p)

Especies vegetales Diclorometano Acetato de Metanol
Etilo
Aspidosperma Hojas 2.22+0.06 1.56+0.02 8.67+0.01
quebracho-blanco Tallos 1.18+0.02 0.45+0.07 4.74+0.01
Schinus fasciculatus  Hojas 3.03+0.05 2.08+0.02 11.37+0.01
Tallos 1.89+0.01 1.39+0.02 3.47+0.06
Schinus gracilipes Hojas 2.89+0.03 2.51+0.05 11.2540.01
Tallos 1.22+0.07 0.50+0.03 5.25+0.03
Tecoma stans Hojas 1.81+0.01 1.72+0.01 5.09+0.01
Tallos 0.71+0.02 0.41+0.02 3.97+0.05
Amphilophium Hojas 1.02+0.01 0.87+0.05 1.97+0.02
cynanchoides Tallos 0.38+0.03 0.32+0.01 1.74+0.04
n oy,
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Tabla N°2. Concentraciones inhibitorias del 50% del crecimiento bacteriano (Clso) obtenidas para los extractos de diclorometano, acetato de etilo y methanol

de hojas y tallos de plantas nativas del Noroeste Argentino.

Clso (mg/ml) de extractos de hojas

Clso (mg/ml) de extractos de tallos

CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT
124 126 225 792 472 124 126 225 792 472
Aspidosperma
guebracho-blanco
. 3.0 2.6 3.9
Diclorometano (2833) (2.3-2.9) >4.0 >4.0 >4.0 (3.4.4.9) >4.0 >4.0 >4.0 >4.0
. 2.7 3.9 2.9
Acetato de Etilo (2331) (34-48) (2.6-3.4) >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0
3.1
Metanol (2.8-3.6) >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0
Schinus fasciculatus
Diclorometano >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 13 >4.0 35 >4.0 0.9 >4.0
' ' ' ' (1.2-1.5) ' (3.2-3.8) ' (0.8-1.0) '
Acetato de Etilo 24 2.3 1.3 3.7 1.4 1.2 0.9 3.1 1.4 1.3
(2.2-2.6) (2.1-25) (1.2-15) (3.1-40)0 (1.3-1.6) (1.1-1.3) (0.8-1.0) (2.7-3.8) (1.2-1.5) (1.1-149)
3.0 1.9 2.8 1.2 1.4 1.9 0.9
Metanol (2.7-3.3) >40 1701 (2126) (11-14) >40 o4 @722 (811 40
Schinus gracilipes
Diclorometano >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 © gi 0) >4.0
, 24 2.3 1.8 1.6 1.3 1.3
Acetatode Etilo 556 (2.1-2.5) >4.0 >4.0 >4.0 (1.6-2.1) >40 1419 (1215 (1.1-1.4)
3.0 2.3 2.0 2.1 0.9 0.9
Metanol (2.7-3.3) > 4.0 >40 0 106)  (1.8-2.4) >40 1924 (0611 (0811 20
Amphilophium
cynanchoides
Diclorometano >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0
. 1.6 2.9 3.8 2.2
Acetato de Etilo (1.4-1.8) >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 (2.6:3.1) >4.0 (3.5-4.2) >4.0 (2.0-2.4)
3.9 3.1
Metanol (3.4-4.7) >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 >4.0 (2.8-3.4)
N =N
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Tabla N°3 - Datos de los espectros RMN 1H- NMR de los compuestos de las fracciones
(Agathisflavona), B> (Quercetina) y Bz (Kaempferol) a 300 MHz, en acetona deutereda
(CD3).CO, los dos primeros compueestos y en metanol deuteredo CDsOD el ultimo. Los

desplazamientos quimicos (8) se muestran en ppm, y J en Hz.

B: Agathisflavona

B, Quercetina

B3 Kaempferol

H 5 (ppm) H 5 (ppm) H 5 (ppm)
1 - 1 - 1 -

2 - 2 - 2 .

3 6,76 (S) 3 - 3 -

4 - 4 - 4 -

5 - 5 - 5 -

6 - 6 6,22 (d) 6 6,20 (s)
7 - 7 - 7 -

8 6,62 (s) 8 6,48 (d) 8 6,41 (s)
1 - 1 - 1 -

2 8,65 (d) 2 7,78 (d) 2 8,03 (d)
3 7,07 (d) 3 - 3 6,91 (d)
4 - 4 - 4 -

5 7,07 (d) 5 6,97 (d) 5 6,91 (d)
6 8,65 (d) 6 7,66 (dd) 6 8,03 (d)
1” -

2” -

3" 6,69 (s)

4” -

5” -

6~ 6,37 (s)

7” -

8” -

1”’ -

27 7,62 (d)

37 6,86 (d)

4”’ -

57 6,86 (d)

6" 7,62 (d)
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Figura N°1. Cromatografia en capa fina del extracto fAcet de hojas de S. fasciculatus observado bajo UVasanm (B) y después del
revelado con NP-PEG (A). La figura 1 C muestra la bioautografia obtenida frente a la cepa CECT 124.
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Tabla N° 4. Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) de los falvonoides identificados del extracto fACEt de hojas de Schinus fasciculatus, y

de compuestos antibacterianos comerciales (kocide y carifix) sobre cepas de bacterias fitopatdgenas.

\\%

?{/ §’ .GRUPOMONTEVIDEO

Kaempferol
Quercetina
Agathisflavona
Kocide

Caurifix

CIM (mg/ml)

CECT 124

CECT 126

CECT 225

CECT 472

CECT 792

0.25 (0.23-0.27)
1.00 (0.91-1.10)
2.00 (1.85-2.10)
0.13 (0.12-0.13)

0.25 (0.23-0.27)

0.50 (0.47-0.53)
1.00 (0.91-1.10)
2.00 (1.81-2.19)
0.13 (0.12-0.13)

0.25 (0.23-0.28)

2.00 (1.80-2.12)

2.00 (1.75-2.15)

2.00 (1.75-2.15)
0.13 (0.12-0.13)

0.25 (0.23-0.27)

0.25 (0.23-0.27)
2.00 (1.81-2.19)
2.00 (1.81-2.20)
0.13 (0.12-0.13)

0.25 (0.23-0.27)

0.50 (0.46-0.54)
1.00 (0.91-1.10)
2.00 (1.81-2.19)
0.13 (0.12-0.13)

0.25 (0.23-0.27)
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