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Excmo. y Magnifico Sr. Rector, Excelentisimas e llustrisimas Autoridades, Claustro
de Doctores, Sras. y Sres.:

En primer lugar quiero dar las gracias a todos los miembros de la Universidad de
Burgos por la distincion que hoy voy a recibir. Mi agradecimiento especial al Rector
Profesor Manuel Pérez Mateos, a mi madrina la Dra. M2 Dolores Busto, asi como a
la Facultad de Ciencias por su propuesta. Es para mi un gran honor estar hoy aqui
recibiendo el Doctorado Honoris Causa por esta Universidad.

En mi discurso voy a resumir cdmo llegué a la Biologia Molecular, asi como mis
vivencias cientificas de los 56 anos de mi vida dedicada a la investigacion. De éstos,
cerca de 40 van unidos a Eladio Vifiuela, con quien comparti este periodo
importante de nuestras vidas.

Yo naci en Canero, un pequeino pueblo asturiano cerca de Luarca. Cuando tenia un
aflo mis padres se instalaron en Gijon, que fue donde pasé mi infancia y primera
juventud junto a mis hermanos Pepe y Marisa.

Mi hermana y yo tuvimos la suerte de que nuestros padres nunca nos
discriminaron respecto a mi hermano por el hecho de ser mujeres. Ellos tenian
muy claro que nuestro futuro dependeria de nuestro trabajo y que debiamos
seguir una carrera universitaria. Asi, después de 6 anos de Bachillerato inicié el
curso preuniversitario y tuve que elegir entre ciencias y letras. Me decidi por las
ciencias, pero cuando llegé la hora de iniciar la carrera universitaria dudaba entre
estudiar Ciencias Quimicas o Medicina. Me vine a Madrid para cursar lo que se
llamaba el curso selectivo que me daria la opcion de elegir un afio mas tarde la
carrera que queria estudiar. Finalmente, me decidi por la licenciatura de Ciencias
Quimicas. Pronto me fascinaron las largas horas que pasabamos en el laboratorio,
en especial en el de Quimica Organica, asignatura impartida en el 3er curso de la
licenciatura. Cuando terminé ese curso pensaba que mi futuro podria ser la
investigacion en Quimica Organica. Pero me equivoqué. Ese verano me fui a Gijon
a pasar las vacaciones y alli tuve la suerte de conocer a Severo Ochoa quien influyé
decisivamente sobre mi futuro. Asisti a una conferencia que dio sobre su trabajo,
gue me fascind, y tuve la ocasion de hablar con él. En aquel momento yo no habia
estudiado Bioquimica, que se impartia en el 42 curso de la licenciatura. Ochoa

prometié enviarme un libro de Bioquimica cuando llegase a Nueva York. Cumplio



su palabra y me envié el libro “General Biochemistry” de Fruton y Simmonds. El
libro lo lei con gran entusiasmo, y la asignatura de Bioquimica de 42 curso me
atrapo, por lo que cuando estaba a punto de terminar la carrera le dije a Ochoa
gue queria dedicarme a la investigacion en Bioquimica. Ochoa me recomendé que
hiciese la Tesis Doctoral en Madrid con un excelente Bioquimico, Alberto Sols, para
después irme con él a Nueva York a realizar una estancia postdoctoral e iniciarme
en la Biologia Molecular.

Mi trabajo de Tesis consistié en el estudio de la conversion de glucosa—6-fosfato en
fructosa-6-fosfato en una reaccién catalizada por la glucosafosfato isomerasa, con
especial hincapié en una actividad tipo anomerasa del enzima, cuyo producto
intermedio es glucosa-6-fosfato aciclico. Con este trabajo vislumbré por primera
vez en mi carrera cientifica lo que Severo Ochoa llamaba la emocidn de descubrir.
Habia descubierto una propiedad de la glucosafosfato isomerasa inédita hasta la

fecha, que era su actividad de anomerizacion.

Durante mi fase de doctorado colaboré con Eladio en el estudio de la glucoquinasa
de higado, un nuevo enzima que habia descubierto Eladio como primer paso en la
ruta de la glucosa al glucégeno en higado, que daba lugar a la formacién de
glucosa-6-fosfato. Posteriormente, demostramos que la sintesis de la glucoquinasa
de higado de rata es dependiente de insulina. El enzima desaparece en animales
diabéticos o en animales a los que se ha sometido a ayuno, y se resintetiza por

administracion de insulina o por realimentacion, respectivamente.

En 1964, una vez finalizada nuestra tesis doctoral, nos marchamos al laboratorio de
Severo Ochoa en el Departamento de Bioquimica de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Nueva York. En aquel momento, se acababa de terminar la fase
febril del desciframiento de la clave genética. Ochoa me dio como tema de
investigacion el determinar la direccidon de lectura del mensaje genético. Un afio
mas tarde publicdbamos el primer trabajo sobre este tema, demostrando que el
RNA mensajero se lee en la direccion 5’ a 3’. Posteriormente, en 1966, descubri
dos nuevas proteinas en Escherichia coli, que resultaron ser los dos primeros
factores de iniciacion de la sintesis de proteinas. Este fue el segundo momento de

mi vida cientifica en que senti la emocién de descubrir. Aunque Eladio y yo



trabajamos mayoritariamente de un modo independiente en esta etapa
postdoctoral, también colaboramos en determinar que todas las proteinas
sintetizadas en E. coli después de la infeccidn con el fago MS2 comienzan con
formil-metionina, utilizando la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en

presencia de dodecilsulfato sédico que habia puesto a punto Eladio.

De la estancia en el laboratorio de Severo Ochoa guardo un recuerdo imborrable.
Severo Ochoa nos enseid, no solamente la Biologia Molecular que después
pudimos desarrollar y enseflar a nuestra vuelta a Espafia, sino también su rigor
experimental, su dedicacidn y su entusiasmo por la investigacion. El seguia dia a
dia el trabajo que se hacia en el laboratorio, y a diario discutiamos con él los
experimentos que se habian hecho, y planedbamos los que habia que realizar.
Tengo un recuerdo especialmente agradable de los almuerzos en los que, ademas
de largas discusiones sobre ciencia, también se hablaba de musica, de arte, de
literatura, de viajes. Era un rito el paso de Severo Ochoa a las 12 en punto por
nuestros laboratorios para recogernos de camino al comedor de la Facultad.
También tengo un excelente recuerdo de las clases que se impartian a los
estudiantes de Medicina por los profesores del Departamento, y a las que
asistiamos todos los miembros del mismo. Ello nos dio ocasidon de aprender la
Biologia Molecular desde el punto de vista tedrico de la mano de Severo Ochoa y
de otros grandes profesores del Departamento.

Cuando se acercaban los tres afos de estancia en el laboratorio de Ochoa, Eladio y
yo tomamos la decision de volver a Espafia a tratar de hacer investigacién en
Biologia Molecular en nuestro pais. Pensamos que no deberiamos seguir
trabajando en nuestros temas de trabajo respectivos, muy competitivos en aquella
época, ya que éramos conscientes de que teniamos que organizar un laboratorio e
iniciar un nuevo grupo de investigacion. Habiamos asistido a un curso sobre virus
bacterianos o bacteriofagos en los laboratorios de Cold Spring Harbor.
Precisamente el estudio de los bacteriéfagos habia dado lugar al nacimiento de la
Genética Molecular en los afios 50 mediante el trabajo del llamado grupo de los
fagos dirigido por Max Delbriick. Asi pues, elegimos como sistema de trabajo el

bacteriéfago 829 que infecta a Bacillus subtilis, no muy estudiado por entonces, de



tamafio relativamente pequefio (~19000 pares de bases) para poder estudiarlo en
profundidad a nivel molecular, pero a la vez morfoldgicamente complejo, lo que le
hacia un modelo atractivo desde el punto de vista del estudio de la morfogénesis
de la particula viral, es decir, como se ensamblan las distintas proteinas que
forman la estructura del virus para dar lugar al virus maduro.

En aquella época, a mediados de 1967, no existia en Espafia ningun tipo de ayuda
estatal para realizar investigacion, por lo que hicimos nuestra primera peticion de
una ayuda a Estados Unidos, a la Jane Coffin Childs Memorial Fund for Medical
Research y, con el apoyo de Severo Ochoa, conseguimos la financiacién, algo que
fue esencial para nuestros comienzos en Espafia. En el Centro de Investigaciones
Bioldgicas de Madrid recibimos también el apoyo de José Luis Rodriguez Candela,
Director del Instituto Gregorio Marafién del CSIC, quien generosamente nos cedid
un laboratorio donde comenzamos nuestra andadura cientifica en Espafia.
Afortunadamente, a finales de 1967 se convocaron las primeras becas del Plan de
Formacién de Personal Investigador con lo que pudimos tener nuestros primeros
estudiantes predoctorales.

Con nuestro primer doctorando, Enrique Méndez, estudiamos la estructura de la
particula viral y la caracterizacién de las diferentes proteinas que forman las
distintas estructuras del fago, lo que dio lugar al primer trabajo del nuevo grupo,
en la revista Virology, y también a la primera tesis doctoral.

En paralelo, iniciamos el estudio de la genética del fago con el aislamiento de
mutantes letales condicionales (sensibles a temperatura y sensibles a supresor).
Ello llevd al estudio de la morfogénesis de la particula viral y al descubrimiento de
la existencia de proteinas morfogenéticas, que forman parte transitoriamente de la
particula viral, pero no estan presentes en el fago maduro.

Por otra parte, con Jesus Avila iniciamos el estudio de la transcripcién del DNA del
fago mediante la purificacion y caracterizacion de la RNA polimerasa de la bacteria
huésped de @29, B. subtilis. Posteriormente, con José Miguel Hermoso
demostramos la existencia de un control temporal en la transcripcion del DNA del
virus; los llamados genes tempranos se transcriben al comienzo de la infeccion por
la RNA polimerasa de B. subtilis y los genes tardios se transcriben posteriormente,

y requieren, ademas de la RNA polimerasa, un gen viral temprano, el gen 4.



En 1972, utilizamos por primera vez una nucleasa de restriccion en Espafia, la
EcoRl, que purificé José M2 Lazaro, haciendo el primer mapa en el que se
correlacionaba el mapa fisico y genético de 929.

En 1970, Eladio se aventurd en un nuevo tema de trabajo: el estudio del virus de la
Peste Porcina Africana. Esto tenia para él un doble aliciente: por una parte, iniciaba
un tema muy importante tanto desde el punto de vista basico como de sus
aplicaciones en la resolucion de un problema que afectaba gravemente a la cabafia
porcina espafiola, en particular en sus tierras extremefias; por otra parte, me
dejaba a mi el camino independiente en el estudio del bacteriéfago ¢29.

La llegada de la nueva tecnologia de la Ingenieria Genética nos abrid nuevos
caminos en el estudio del fago 29: el clonaje de genes para la sobreproduccién de
las proteinas correspondientes asi como la mutagenesis dirigida para realizar
estudios de correlacion de estructura y funcién. Asi, clonamos el gen 4, y la
proteina producida en cantidades altas se purificé y se desarrollé un sistema de
transcripcion in vitro en el cual la proteina p4 se requeria para la transcripcion del
promotor tardio en presencia de la RNA polimerasa de B. subtilis. Demostramos
gue la proteina p4 es un activador transcripcional que ademas de activar la
transcripcion tardia es un represor de dos promotores tempranos. Por otra parte,
la proteina viral temprana producto del gen 6, que se requiere para la iniciacion de
la replicacion del DNA viral, coopera con la proteina reguladora p4 en la activacién
del promotor tardio y en la represién de dos promotores tempranos. Asi pues, el
sistema de regulacion de la expresion del DNA de @29 es un sistema complejo que
puede servir como modelo de mecanismo de control de la expresion genética.
Quiero citar aqui, entre otros, a Isabel Barthelemy, Fernando Rojo, Mario Mencia,
Maria Monsalve, José Antonio Horcajadas, Ana Camacho y Monserrat Elias-Arnanz.
Posteriormente, en colaboracién con el grupo dirigido por Miquel Coll en el
Instituto de Investigacién Biomédica de Barcelona (IRB), hemos obtenido la
estructura tridimensional de la proteina p4, asi como la de la p4 unida al DNA, lo
gue nos ha abierto el camino para el estudio de las interacciones que tienen lugar

entre la p4 y el DNA, asi como de la p4 con otras proteinas como la RNA polimerasa

y la p6.



El estudio de la replicacion del DNA de @29 surgié6 como consecuencia del
descubrimiento por Juan Ortin de una proteina unida covalentemente a los
extremos 5' del DNA que daba lugar a formas circulares que se convertian en DNA
lineal de longitud unidad por tratamiento con enzimas proteoliticas. Por
microscopia electrdnica, José Manuel Sogo pudo visualizar dicha proteina en los
dos extremos del DNA de ¢29. Esta proteina, producto del gen 3 viral, se denominé
proteina terminal.

También por microscopia electronica caracterizamos los intermedios replicativos
en bacterias infectadas por 929 llegando a la conclusidn de que la replicacion se
inicia en los extremos del DNA por un mecanismo de desplazamiento de cadena.
Posteriormente, con Miguel Angel Pefialva, demostramos que la iniciacién de la
replicacion del DNA de @29 tiene lugar utilizando la proteina terminal como
iniciador. Esto ha supuesto el descubrimiento de un nuevo mecanismo para la
iniciacion de la replicacidon de genomas lineales. Las dos proteinas esenciales para
la iniciacion de la replicacion del DNA de 929 son la proteina terminal y la DNA
polimerasa viral que forman inicialmente un heterodimero. Los genes fueron
clonados por Juan Antonio Garcia y Luis Blanco, respectivamente. Estas dos
proteinas, una vez iniciada la replicaciéon se separan, quedandose la proteina
terminal unida covalentemente al DNA, y la DNA polimerasa prosigue la replicacion
dando lugar in vitro a DNA de 929 de longitud unidad de un modo muy procesivo.
Esto quiere decir que la DNA polimerasa, una vez que inicia la replicaciéon de una
cadena de DNA, continua hasta el final, sin pararse ni disociarse. Ademas, la DNA
polimerasa tiene una actividad intrinsica de desplazamiento de cadena. Estas
propiedades de la DNA polimerasa de @29 caracterizadas por Luis Blanco han sido

la base para su aplicacion biotecnoldgica.

Por otra parte, con Juan Méndez demostramos que la replicacion se inicia en la
timina que ocupa la segunda posicion desde el extremo 3' y no en la timina que
ocupa la primera posicion. Esto, junto con el requerimiento de una reiteracion
terminal de al menos dos nucleétidos, nos ha llevado a postular un nuevo

mecanismo que hemos llamado de deslizamiento hacia atras o "sliding back". Este



modelo tiene implicaciones importantes para mantener intactos los extremos del

DNA de ¢29.

En 1982, Cristina Garmendia realizd los primeros trabajos de mutagénesis dirigida
en la proteina terminal de 929 y posteriormente, Luis Blanco, Antonio Bernad,
Maria Antonia Blasco, Miguel de Vega y muchos otros doctorandos lo hicieron en

la DNA polimerasa en un estudio de correlacidon de estructura y funcion.

Posteriormente, en colaboracidon con el grupo de Tom Steitz de la Universidad de
Yale se ha determinado la estructura tridimensional de la DNA polimerasa de @29,
siendo la primera vez que se determina la estructura de una polimerasa que utiliza
una proteina terminal como iniciadora. Esto nos ha permitido determinar la
estructura responsable de las propiedades de procesividad y desplazamiento de

cadena de la DNA polimerasa de g29, que son Unicas para esta polimerasa.

Otra proteina implicada en el proceso de replicacion es la proteina p5,
caracterizada como una proteina de unidn a DNA de cadena simple. Por
microscopia electronica Crisanto Gutiérrez demostrd su uniéon a la cadena simple

desplazada en los intermedios replicativos del DNA de ¢29.

También me quiero referir de nuevo a la proteina p6, que el trabajo de Manolo
Serrano, entre otros, demostrd que se une a los origenes de replicacidon del DNA de
¢29 formando un complejo nucleoprotéico que estimula la iniciaciéon de la

replicacion favoreciendo la apertura de los extremos del DNA.

A su vez, Gemma Serrano y Laura Mojardin demostraron que otra proteina viral, la
p56, interacciona con la uracil-DNA glicosilasa de B. subtilis, y evita la inestabilidad

del DNA de 929 cuando se incorporan residuos de uracilo al mismo.

También quisiera resaltar el papel de proteinas de B. subtilis como las del
citoesqueleto, que Daniel Mufoz-Espin demostré que se requieren para la
replicacion del DNA de 29, o la proteina SpoOA, que Wilfried Meijer y Virginia
Castilla demostraron que interfiere con la replicacion y la transcripcién del DNA de

@29 en bacterias que empiezan la fase de esporulacion.



A su vez, Daniel Mundz-Espin determind que el fragmento N-terminal de la
proteina terminal se requiere para la localizacion de esta en el nucleoide
bacteriano, y Modesto Redrejo ha determinado que dicho fragmento N-terminal

contiene una senal de localizacién nuclear y se localiza en el nucleo eucaridtico.

Quisiera terminar el breve resumen que he hecho de nuestro trabajo con un
aspecto practico del sistema de replicacidn in vitro del DNA de @29, que da lugar a
amplificacion del DNA. Con Luis Blanco demostramos que en presencia de las
cuatro proteinas de replicacion esenciales, la proteina terminal, la DNA polimerasa,
y las proteinas p5 y p6, cantidades pequefias de DNA de ¢29 se amplifican unas
1000 veces dando lugar a la sintesis in vitro de DNA de unidad de longitud. El DNA
amplificado in vitro es tan infectivo como el DNA aislado de particulas virales
cuando se transfectan células competentes de B. subtilis. Por otra parte, la
actividad de apertura de doble hélice de la DNA polimerasa de 929, unida a su
procesividad y a su capacidad de correccion de errores de replicacién, han dado
lugar a una aplicacion biotecnoldgica de la DNA polimerasa de $29 con unos
excelentes resultados en la amplificacion de DNA circular con iniciadores multiples
mediante el mecanismo llamado de la rueda giratoria. Posteriormente, se extendié
la aplicacidn biotecnoldgica a la amplificacién de DNA gendmico lineal. Quiero citar
aqui a los inventores de la patente que ha dado lugar a estas aplicaciones: Luis

Blanco, Antonio Bernad, José M2 Lazaro y yo misma.

Mas recientemente, Miguel de Vega ha construido DNA polimerasas quiméricas
con una mayor capacidad de amplificacién del DNA y Mario Mencia ha podido
amplificar, utilizando la proteina terminal como iniciadora, DNA heterdlogo que
contiene los origenes de replicacion del DNA de ¢29 sin la proteina terminal

paterna.

Quiero resaltar el hecho de que de un trabajo fundamentalmente basico se han
derivado importantes aplicaciones biotecnoldgicas para la amplificacién de DNA.
También quiero indicar que nuestros estudios de replicacién con el DNA de @29

son un modelo extrapolable a otros virus de interés sanitario y econémico, como el



adenovirus humano, el virus de la poliomelitis, el de la encefalomiocarditis, los

virus de la hepatitis By C, y una variedad de virus de plantas.

Como decia Severo Ochoa, hay que hacer investigacidén basica de calidad y hay que
dejar libertad al investigador. De este trabajo libre surgen los grandes
descubrimientos que redundan en beneficio de la humanidad. Aplicaciones
practicas que ha dado la Biologia han surgido como resultado de proyectos de
investigacion basica. Como es bien sabido de todos y como también decia Severo
Ochoa, un pais sin investigacion es un pais sin desarrollo. Es necesario que
potenciemos nuestra investigacidon basica de calidad pues ella sera la base para el

desarrollo de nuestro pais.

Otra gran satisfaccion que me ha dado la investigacion es la ensefianza, tanto a
nivel de licenciatura como a nivel de estudiantes de doctorado y postdoctorado.

En relacién con la primera, yo imparti durante 23 afos la asignatura de Genética
Molecular en la Facultad de Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid.
Esto me dio muchas satisfacciones y me permitid seleccionar excelentes
estudiantes de doctorado. Durante 51 afios de mi vida cientifica con el fago ¢29 se
han realizado en el laboratorio un total de 55 tesis doctorales. Es una enorme
satisfaccion formar futuros cientificos, dirigirlos y alentarlos en los muchos
momentos de desanimo que existen a lo largo de los cuatro afios que dura una
tesis doctoral. Pero sobre todo, ser testigo de sus éxitos, muchos de ellos como
jefes de grupo con su investigacién propia obteniendo importantes resultados
cientificos.

Quiero resaltar que los 55 doctorandos que se han formado en el laboratorio, otros
muchos doctores que han obtenido una formacion postdoctoral y los técnicos que
han pasado y/o que estan actualmente en el laboratorio formamos una gran
familia formada por hijos, nietos y hasta bisnietos cientificos. Cuando nos reunimos
con ocasion de algun acontecimiento cientifico y/o personal siento una gran
alegria y una enorme satisfaccion. El orgullo de ver que muchos discipulos me han
superado.

Hemos recorrido un largo camino desde que Eladio y yo iniciamos nuestro trabajo

en Biologia Molecular a nuestra vuelta a Espafa en 1967. La investigacion en



Biologia Molecular se ha potenciado de un modo importante. Existen grupos de
indudable calidad en Espaiia. Pero es necesario potenciar la cantidad, en particular

la recuperacidn de jovenes investigadores excelentemente preparados.

Finalmente, quiero resaltar que el trabajo que acabo de resumir es el resultado de
la dedicacién de muchas personas que han trabajado en el grupo de ¢29 a lo largo
de cincuenta y un afos, muchas de las cuales tienen sus propios grupos de
investigacion y estan realizando un trabajo excelente. Mi mas profundo
agradecimiento a todas ellas, y en particular a las personas que estdn actualmente
en el grupo y a las que me ayudan en la direccién y buena marcha del mismo.
Quiero mencionar de un modo especial a José M2 Lazaro, quien trabajé conmigo
desde 1972 y ha representado la memoria cientifica del grupo y a M2 Angeles
Martinez quien, desde hace veintidds afios me ayuda y me protege como un
verdadero angel de la guarda. Mi agradecimiento a mis dos maestros de las fases
predoctoral y postdoctoral, Alberto Sols y Severo Ochoa, respectivamente, quienes
me ensefaron, no solo la Bioquimica y la Biologia Molecular, sino también su rigor
experimental, su dedicacién y su entusiasmo por la investigacion. A mis padres,
quienes siempre me facilitaron el desarrollar mi carrera profesional. A mis
hermanos, Pepe, quien ya no estd con nosotros, y Marisa, ambos cientificos, por su
continuo apoyo, a mis colegas y amigos, por su apoyo y amistad. A nuestra hija
Lucia pues siempre me ha apoyado en mi dedicacién a la investigacion. Y muy
especialmente a Eladio, con quien comparti los momentos dificiles de iniciar la
investigacion en Espafia sobre el bacteriéfago 29. Tener a Eladio a mi lado ha sido
para mi un estimulo constante. Su consejo siempre acertado ha estado
apoyandome continuamente. Eladio ha sido para mi, no solo un marido, sino
también un amigo y un maestro. De hecho, el mejor de mis maestros. Ciertamente
sin su ayuda, apoyo y estimulo constantes no estaria yo aqui recibiendo este
Doctorado Honoris Causa por la Universidad de Burgos que tanto me honra y

satisface.

Muchas gracias.



