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Introduccién

La conservacion del patrimonio cultural constituye una actividad de vital importancia para
salvaguardar nuestra identidad, asi como para transmitir conocimientos sobre hechos histéricos
de gran importancia. Las obras de arte y los documentos, son testimonio de lo acontecido en
nuestro pasado y presente por lo que su preservacion a lo largo del tiempo es vital para las
futuras generaciones. Se ha observado, en repositorios cinematograficos, que la contaminacion
microbiana ambiental puede deteriorar las peliculas cinematograficas [1]. El objetivo del
presente trabajo es identificar los microorganismos que deterioran las peliculas
cinematogréaficas del Patrimonio Documental de Cuba mediante técnicas biotecnoldgicas y
microscopicas para después establecer una politica de conservacion certera en la institucion.

Metodologia

En el Instituto Cubano de Arte e Industria Cinematografica de Cuba (ICAIC) se tomaron
muestras de 4 peliculas cinematograficas de interés patrimonial que se encontraban
deterioradas. La composicion de estas peliculas es de acetato de celulosa y en una de sus
caras posee una emulsién de gelatina.

Las peliculas sin procesar se observaron al microscopio electrénico de barrido ambiental
(ESEM) (INSPECT, QUANTA 200) y tras un proceso de fijacion, deshidratacion, punto critico y
metalizado con oro, se observaron con el microscopio electrénico de barrido (SEM) (DSM 960,
Zeiss) para ver, en ambos casos, el grado de biodeterioro del soporte y el tipo de
microorganismos colonizadores. Para el estudio de la viabilidad microbiana se emple6 el
LIVE/DEAD Fungalight Yeast Viability Kit (Molecular Probes) mediante la técnica de
microscopia de epifluorescencia.

La identificacién de los microorganismos colonizadores se llevd a cabo mediante técnicas
tradicionales de aislamiento y cultivo en placa de diferentes medios de cultivo. EI ADN de los
hongos se extrajo utilizando el kit DNEasy Plant Mini Kit, (QIAGEN) y una vez purificado se
amplificé mediante PCR la region ITS [2]. En el caso de las bacterias la extraccién del ADN se
efectué mediante un proceso ciclico de congelacién-descongelacion (-70 °C - +60 °C) y se
amplificé un fragmento del gen 16SrDNA mediante PCR [3]. Los fragmentos amplificados se
secuenciaron utilizando el BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
en un secuenciador automatico (ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Para la identificacion de los microorganismos no cultivables se llevaron a cabo técnicas de
clonaje en una de las peliculas. Para la extraccion del ADN total se utilizaron los kits DNEasy
Plant Mini Kit (QIAGEN) y High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE) para las especies
fungicas y bacterianas, respectivamente. Una vez amplificada la region ITS de los hongos y el
fragmento del gen 16SrDNA de las bacterias se llevaron a cabo las reacciones de ligamiento y
de transformacion para el clonaje utlizando el TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing
(INVITROGEN). La transformacion se llevd a cabo en las células proporcionadas por el kit,
Escherichia coli (One Shot® TOP10 Competent Cells). Para comprobar la presencia del inserto
fungico o bacteriano en el vector de clonaje se efectué una PCR con cebadores especificos.
Posteriormente, los insertos fueron secuenciados autométicamente.



Resultados y discusién

En todas las muestras se observd una importante colonizacion flngica por ambas caras de la
pelicula (Fig. 1), si bien el grado de colonizacién varié de unas peliculas a otras.

Figura 1. Micrografia ESEM de una pelicula en la que se observa la abundante colonizacion fangica.

También, se detectd, en menor grado, la presencia de bacterias, restos de pélenes y acaros
gue forman parte del bioensuciamiento de las peliculas (Fig. 2).

Figura 2. Micrografia SEM de dos de las peliculas en las que se observa el bioensuciamiento.

Se comprobd que parte de los hongos que se encuentran colonizando las peliculas
cinematograficas aun estan activos y por tanto pueden seguir ejerciendo su efecto perjudicial
sobre los soportes en estudio (Fig. 3). La proporcion de hongos vivos/muertos varié en funcién
de la pelicula observada.

Figura 3. Imagen de una pelicula tefiida con el LIVE/DEAD FungalLight Yeast Viability Kit en la que se observa la
viabilidad de los hongos que la colonizan (en verde los activos y en rojo los muertos).



Entre los microorganismos identificados aparecen diferentes especies de los géneros fangicos
Aspergillus, Cladosporium y Penicillium y bacterianos Bacillus, Staphylococcus, y Arthrobacter.

Conclusiones

Se emplearon por primera vez técnicas moleculares, de microscopia electrénica y de
epifluorescencia para la identificacion de los microorganismos que deterioran peliculas
cinematogréaficas del patrimonio documental cubano con el fin de poder establecer estrategias
de prevencion y conservacion certeras segun las caracteristicas climaticas del pais.
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