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MARGARITA SALAS, REFERENTE INDISCUTIBLE

Lourdes Ruiz Desviat, J. Avila, L. Blanco, J.M. Cuezva,
M. de Vega, F. Mayor Menéndez, F. Mayor Zaragoza

El pasado 7 de noviembre de 2019 fallecia Margarita Salas, tras una larga trayectoria cientifica,
cuyos ultimos 42 afios transcurrieron en el campus de la Universidad Autonoma de Madrid, en el
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBM), centro mixto UAM-CSIC. A sus 80 afios,
Margarita Salas continuaba, dia a dia, dirigiendo su grupo de investigacion con el rigor y buen hacer
cientifico que siempre la caracterizd. Sin embargo, meses antes de su fallecimiento, Margarita
comentaba en una entrevista que preferiria que se la recordase mas que por sus logros cientificos, por
haber sido una persona honesta, luchadora y trabajadora. En este articulo en recuerdo y homenaje de la
que fue nuestra compafiera del CBM, maestra y mentora, queremos resaltar aspectos de su figura como
referente indiscutible de la ciencia espafiola, y como persona muy querida y reconocida en nuestro
pais.

TRAYECTORIA

Cuando se observa la historia de cientificos relevantes de Espafia no es infrecuente encontrar
que éstos nacieron en regiones periféricas, no muy pobladas y con poca tradicion cientifica. Dos
ejemplos pueden ser Santiago Ramon y Cajal, nacido en Petilla de Aragon, o Margarita Salas, natural
de Canero (Asturias). La explicacién, en el caso de Margarita Salas, de como naciendo en plena
Guerra Civil en Espafia, en un lugar apartado, se llega a la cima de la ciencia internacional, en el area
de la Genética Molecular, no es obvia, pero se pueden sugerir algunas claves que podrian indicar
cuéles fueron los pasos que convirtieron a Margarita Salas en la investigadora méas relevante de la
historia de la ciencia espafiola.

Margarita Salas nacié en una familia con un nivel cultural superior al de la media del pais (su
madre maestra y su padre médico), en donde se fomentd su interés por las ciencias. Buscando el mejor
lugar posible para aprender Quimica (afios 50 del pasado siglo), se traslad6 a Madrid, estudiando en la
Universidad Complutense. Acabada la carrera y siguiendo con el mismo criterio de ir a aprender y a
trabajar con los mejores, realiz6 su tesis doctoral, a principios de los afios sesenta, en el laboratorio del
Profesor Alberto Sols, uno de los mejores sitios dentro de la escasez de grupos existentes, que habia en
Espafia. Alli publicé su primer manuscrito, un trabajo brillante y novedoso, a la altura de lo que se
publicaba en EE.UU. También alli conocio, y, posteriormente, se casé con Eladio Vifuela, un
cientifico con una extraordinaria capacidad intelectual que, desgraciadamente, murié prematuramente
en 1999.

El matrimonio Salas-Vifiuela marcho en 1963 al laboratorio del Profesor Severo Ochoa, en
Nueva York, para realizar una estancia postdoctoral. Cuando llegaron a Nueva York, Ochoa hacia
cinco afos que habia sido galardonado con el Premio Nobel y era uno de los fundadores de lo que hoy
conocemos como Biologia Molecular. En otras palabras, el grupo del Prof. Ochoa era de los mejores
del mundo en aquella época. En Nueva York, Margarita Salas realizé descubrimientos sobre los
mecanismos de transmision de la informacion genética que hoy en dia aparecen en diversos libros de
texto. En 1967, junto a Eladio Vifiuela, comenzaron a preparar su vuelta a Espafa.

Los primeros afios en Espafia fueron dificiles por la escasez de medios (tuvieron ayuda de una
Fundacion americana), pero decian que la escasez la suplian con tres cosas: trabajo, trabajo y trabajo.
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Ello consistia en estudiar, para estar al dia, los ultimos descubrimientos y tecnologias y planear
cuidadosamente los experimentos con gran rigurosidad y trabajando duro en la poyata. Siguiendo estos
criterios y con una gran aficion (jpasion!) por lo que hacia, Margarita acabd convirtiéndose en la
investigadora espafiola mas relevante.

Aparte de que Margarita tenia una buena genética, su basqueda por lo mejor, por la perfeccion,
y la pasion por lo que hacia, fueron posiblemente unos factores determinantes para llevar a cabo su
labor con éxito, por lo que dichos factores pueden ser recomendables para futuros cientificos y
cientificas.

LA DNA POLIMERASA DE PHI29, UN MODELO DE INVESTIGACION BASICA CON
APLICACION BIOTECNOLOGICA

Al volver de su estancia post-doctoral con Severo Ochoa en Estados Unidos, Margarita Salas y
Eladio Vifiuela eligieron el fago phi29 como modelo para sus estudios de Genética Molecular.
Empezaron con ese modelo por ser un virus pequefio, pero suele ocurrir que las cosas pequefias
esconden grandes tesoros. Cuando un genoma es pequefio, pero subsiste como tal, significa que tiene
que ser muy eficiente para su replicacion y mantenimiento, y los genes que contiene han de estar muy
bien elegidos. Es como una suerte de “boutique”, una pequefia tienda donde no puede haber de todo y
donde es mejor tener productos bien seleccionados para garantizar el negocio. Y este pequefio fago
phi29 también result6 ser un buen negocio.

Uno de esos “genes de boutique” era necesario para la propia replicacion del DNA de phi29, y
su producto era una DNA polimerasa muy especial, cuyas propiedades permitian la amplificacion del
DNA viral sin la ayuda de otros enzimas durante el proceso. En 1984, Luis Blanco y Margarita Salas
publicaron el descubrimiento de la DNA polimerasa de phi29 (Phi29pol), demostrando
posteriormente que poseia una actividad correctora de errores?, y que era capaz por si sola de replicar
el genoma completo del fago phi293. A pesar de su origen viral, esta DNA polimerasa pertenecia al
grupo de DNA polimerasas eucarioticas*, como se demostraba por su similar sensibilidad a inhibidores
y mediante estudios de homologia realizados de forma casi artesanal, ya que aun no existian
programas informaticos que permitiesen comparar secuencias de aminoacidos muy divergentes, como
era el caso. Ese trabajo arduo y pionero sent6 las bases de posteriores estudios estructura-funcién de
DNA polimerasas, que permitieron identificar los dominios funcionales y zonas conservadas
evolutivamente de estos enzimas (pocos descritos en aquel momento).

Unos afios mas tarde, en 1989, se publicaron los dos trabajos cruciales en los que se basa la
aplicabilidad biotecnoldgica de Phi29pol y que permitieron su patente. El primero de ellos, publicado
en JBC®, demostrd que Phi29pol tiene una enorme procesividad y capacidad de desplazamiento de
banda, siendo la combinacion de ambas caracteristicas algo excepcional en una DNA polimerasa
monomeérica, y muy conveniente cuando se requiere replicar un genoma de DNA de doble cadena, y
de tamafio considerable. En el segundo trabajo, publicado en Cell®, y en el que tuvo un papel esencial
Antonio Bernad Miana (actualmente Profesor del CSIC en el CNB), se describié por primera vez el
sitio activo exonucleasa responsable de su capacidad de edicion de errores, un descubrimiento que se
pudo extrapolar a todas las DNA replicasas conocidas, tanto procariéticas como eucarioticas. Esto
permitié a otros grupos de investigacion la obtencion de mutantes mas eficaces para algunas
aplicaciones como la secuenciacion de DNA, que en aquel entonces se llevaba a cabo con la DNA
polimerasa del fago T7 (Sequenase™). Luis Blanco, Antonio Bernad y Margarita Salas fueron los
inventores de la patente, propiedad del CSIC, que protegia la aplicacién biotecnoldgica de Phi29pol
para la amplificacion y secuenciacion de DNA, y que fue solicitada en 1989°. Si bien se habia
encontrado un diamante en bruto, costdé mucho tiempo y esfuerzo tallarlo, pues las propiedades de
Phi29pol no pudieron ser aprovechadas inmediatamente, y hubo que esperar al proyecto de
secuenciacion del genoma humano para utilizar todo su potencial. Afortunadamente, la empresa
norteamericana United States Biochemicals confio en el potencial del enzima (y contribuyo a la
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redaccion idénea de la patente), adquiriendo la licencia exclusiva de explotacion al CSIC en 1989.
Esto fue crucial, ya que esta empresa y otras posteriores, como Pharmacia y General Electric que se
transmitieron la licencia, se hicieron cargo de sus cuantiosos gastos de mantenimiento hasta que fue
comercializada en 2003.
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Entre tanto, y dada su relevancia cientifica e interés biotecnoldgico, Phi29pol continué siendo
investigada por Luis Blanco y Margarita Salas junto a otros estudiantes que realizaron sus tesis
doctorales en el grupo, como Cristina Garmendia, Maria A. Blasco, José A. Esteban, Juan Méndez,
Miguel de Vega, Javier Saturno, Irene Rodriguez, Elisa Longas, Patricia Pérez Arnaiz, Alicia del
Prado y Eugenia Santos, asi como por las investigadoras postdoctorales Verdnica Truniger, Ana
Bonnin y Emmanuelle Dufour. Asi pues, la investigacion béasica del grupo de Salas continud
acumulando nuevos descubrimientos sobre Phi29pol®® como fueron: la propuesta de un modelo
estructural comun a todas las DNA polimerasa DNA-dependientes; la demostracion de una correlacién
entre la actividad exonucleasa y la capacidad de desplazamiento de banda de Phi29pol; la existencia de
un motivo estructural que coordina sus actividades de polimerizacion y correctora de pruebas
(proofreading); la determinacion de su elevada fidelidad de sintesis, y como es capaz de coordinar la
utilizacion de un primer de proteina y un primer de DNA. También, desde el punto de vista de su
aplicabilidad en Biotecnologia, se desarrolld un sistema de amplificacion in vitro del DNA de phi29
que utiliza otras tres proteinas virales ademas de Phi29pol°, y se obtuvieron mutantes de Phi29pol con
exonucleasa reducida pero normal capacidad de desplazamiento de bandal!, que fueron cruciales para
el desarrollo de nuevos métodos de secuenciacion de DNA a tiempo real (Zero-mode de Pacific
Biosciences).

Por fin, en 2001 se comenzaron a desarrollar los primeros kits de amplificacion de DNA
basados en Phi29pol, comercializados por General Electric. Este sistema de amplificacion por
desplazamiento multiple (MDA) es isotérmico, pues a diferencia de la técnica de PCR no requiere mas
que un paso inicial de desnaturalizacién de las cadenas del DNA; a partir de ese momento, iniciadores
hexameéricos sintéticos (random hexamers) que pueden hibridar en posiciones mdltiples de la cadena
de DNA, son extendidos de forma procesiva por Phi29pol sin ser bloqueada por otros iniciadores en
elongacion que pudiera encontrarse en su camino, debido a que es capaz de desplazarlos. De esta
manera, la sintesis de DNA esta acoplada al desplazamiento continuo de cadenas de DNA molde listas
para la hibridacion de nuevos iniciadores, produciéndose la amplificacion exponencial del DNA
inicial. Estos Kits permiten la amplificacion de DNA gendémico humano, incluso partiendo de una
Unica celula. En conjunto, la explotacion de Phi29pol supuso un rendimiento en royalties al CSIC de
6.674.597,22 euros, entre los afios 2002 y 2011.



Sin embargo, la patente principal expiraba en el afio 2009, por lo que se planted6 mejorar
Phi29pol antes de que terminase la patente, y ademas crear una empresa para gestionar los nuevos
desarrollos. En 2008, animado por Antonio Bernad, y apoyado por Cristina Garmendia y su grupo
Genetrix, Luis Blanco se aventuro a la creacion de una empresa (X-Pol Biotech) que sirviera para
desarrollar aplicaciones biotecnolégicas de DNA polimerasas, y a la que pronto se sumé Margarita
Salas. El primer producto comercializado por X-Pol Biotech fue Phi29pol (MagniPhi™), que ya habia
dejado de estar protegida por la vieja patente. En 2010, Miguel de Vega se propuso mejorar las
propiedades ya excepcionales de Phi29pol mediante la introduccion de nuevos dominios de unién a
DNA en su estructura. Las versiones quiméricas resultantes fueron capaces de amplificar cantidades de
DNA mucho mas limitantes, por lo que se redactd la correspondiente patente!?, previa a la publicacion
de los resultados'®. Margarita fue instrumental para que X-Pol Biotech consiguiera del CSIC la
licencia de explotacion de esa nueva patente en 2012, lo que posibilito el acuerdo de fusion de X-Pol
Biotech con la empresa alemana Sygnis AG, que cotizaba en la bolsa de Frankfurt. Estas versiones
mejoradas de Phi29pol (QualiPhi™) fueron sublicenciadas a Qiagen, que las incluyo en sus Kits de
amplificacion de genoma y transcriptoma completo a partir de una Unica célula. Posteriormente,
Sygnis se fusiond con la empresa britdnica Expedeon AG, que ha impulsado el desarrollo y
comercializacion de un nuevo método de amplificacion de DNA (TruePrime™), basado en Phi29pol y
en un nuevo tipo de primasa, denominado PrimPol, caracterizada en colaboracion con el grupo de Luis
Blanco®. El sistema TruePrime™ permite la ampliacion de cantidades minimas de DNA genémico o
DNA tumoral circulante procedente de biopsias liquidas, a la vez que impide la amplificacion espuria
de los iniciadores sintéticos utilizados en otros procedimientos.
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Como ejemplifica este articulo, la ciencia mas basica puede ser compatibilizada con el
emprendimiento y la aventura empresarial. A dia de hoy, las instituciones como la Universidad y el
CSIC valoran mucho las actividades traslacionales de los grupos de investigacién y las apoyan
convenientemente, lo que sin duda es un parametro de madurez de la Ciencia en Espafia. Por tanto, si
los resultados de la actividad cientifica prometen ser Utiles para resolver algun problema de la
sociedad, los cientificos tienen la obligacion ética de intentarlo. Sin embargo, el legado de Margarita
Salas no se puede circunscribir sélo al éxito comercial de la DNA polimerasa de phi29, y va mucho
maés alla de los 6 millones de euros ingresados por el CSIC. Aunque esa sea una aportacion muy
tangible para la sociedad, su verdadero legado es la gran cantidad de cientificos que se han formado en
su laboratorio y que actualmente lideran varias areas de investigacion en Biologia Molecular.



MARGARITA SALAS COMO DOCENTE

Desde que inicio su actividad investigadora, Margarita Salas mantuvo una estrecha vinculacion
con la actividad académica para la formacion cientifica de las nuevas generaciones de quimicos y
bidlogos moleculares en las universidades madrilefias. En concreto, en la Universidad Complutense
(UCM), y por supuesto, en la Universidad Autonoma (UAM), donde desarroll6 gran parte de su
carrera investigadora en el Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa" (UAM-CSIC). En este
sentido, destaca su actividad como profesora de la asignatura de Genética Molecular, que inicia en
1968, primero en la Universidad Complutense de Madrid y, posteriormente, en la Universidad
Auténoma de Madrid. En los cuarenta afios que Margarita Salas particip6 en la imparticién de esta
asignatura en las licenciaturas de Biologia y de Quimica en las dos universidades son incontables los
estudiantes que tuvieron la oportunidad de formarse en su aula. Muchos de ellos, son hoy en dia los
responsables de impartir la Genética y/o la Biologia Molecular en éstas y otras universidades del pais,
asi como de dirigir muchos de los grupos y centros de investigacion que lideran la investigacion
biomédica en Espafia. Todos ellos destacan la categoria magistral y el caracter afable y préximo de
Margarita Salas como docente. Aunque hoy no resulta extrafio, en este punto hay que tener presente y
resaltar su papel como mujer pionera en la ensefianza de la Biologia Molecular en la universidad
espafola, un camino poco habitual para aquella época.

Asi mismo, Margarita Salas también ha participado a lo largo de todos estos afios como
docente en otros programas universitarios como masteres y programas de doctorado. Asi, era famoso
su curso de doctorado sobre “Mecanismos de Replicacion del DNA” en el Departamento de Biologia
Molecular de la UAM, que se impartié durante ocho afios consecutivos hasta 2008. A su excelencia
investigadora y gran capacidad docente en el tercer ciclo, hay que sumar el haber dirigido 36 tesis
doctorales a lo largo de su vida académica, a otros tantos profesores e investigadores que como
menciondbamos anteriormente conforman parte de la élite de la Biologia Molecular en Espafa.
Muchos de ellos coinciden en una cualidad personal de Margarita “sabia escuchar las inquietudes de
sus alumnos y les orientaba para el desarrollo futuro de su profesion”. Pero, es mas, tras su jubilacion,
y a pesar de lo que supuso la burocratizada y extenuante implantacion del Plan de Bolonia en las
Universidades espafiolas, Margarita Salas mantuvo su vinculacion con el Departamento de Biologia
Molecular de la UAM como Profesora Honoraria. Asi, se implicé como coordinadora de la asignatura
“Estabilidad de Genomas: Replicacion, Reparacion y Mutagénesis” del Master de Biologia Molecular
y Celular englobado en el Programa Oficial de Posgrado de Biociencias Moleculares de la Universidad
Auténoma de Madrid, que es primer referente dentro del ranking de los méasteres en el campo de la
Biomedicina en Espafia. Esta actividad la ha mantenido hasta el final de sus dias, con el buen hacer
profesional que la ha caracterizado siempre.

Margarita Salas también tuvo una gran actividad como divulgadora de la Ciencia. Era
organizadora habitual de cursos de verano dentro del Programa "Escuela de Biologia Molecular
“Eladio Vifuela", sobre temas especificamente relacionados con los relativos a su actividad
investigadora, como fueron los cursos sobre "Mecanismos de replicacion del DNA" asi como de otros,
mas divulgativos, como fueron "Retos actuales de Biologia Molecular", “Los avances en la Biologia
Molecular y su repercusion en la Biomedicina”, "De la Biomedicina Bésica a la Clinica", etc., que
tuvieron lugar en la Universidad Internacional Menéndez Pelayo. Ademas, fue organizadora de
diversos cursos, jornadas y seminarios en la Fundacion Ramon Areces y en el Colegio Oficial de
Doctores y Licenciados. Y por supuesto, no se olvidé de su Asturias natal, donde organizd durante
dieciséis afos consecutivos la Semana de la Ciencia del Ayuntamiento de Luarca.

IMPLICACION INSTITUCIONAL DE MARGARITA SALAS EN EL CENTRO DE
BIOLOGIA MOLECULAR

Ademas de su liderazgo en investigacién, Margarita Salas desempefié con dedicacion y
generosidad responsabilidades de gestion en el CBM, siendo su directora en los afios 1992-1993, unica
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mujer en este puesto hasta que hace unos meses fue designada la actual directora. La contribucién
institucional de Margarita continué durante muchos afios, hasta su fallecimiento, como Presidenta del
Patronato de la Fundacion Severo Ochoa. Por otra parte, la proyeccion externa de Margarita Salas
como miembro de Reales Academias y como receptora de numerosos premios de prestigio nacional e
internacional ha sido muy importante para la visibilidad del CBM, del CSIC y de la UAM.

REFLEXIONES FINALES

Margarita cre6 en sus discipulos una impronta imborrable de autoexigencia, que ella tenia
consigo misma. El privilegio de haber recibido sus ensefianzas y haber compartido sus éxitos, conlleva
que Margarita Salas siempre formara parte de los recuerdos y vidas de sus discipulos.

Se ha ausentado fisicamente, pero, como sucede con quienes han vivido una trayectoria
humana y profesional ejemplar, permanecera para inspirar a quienes, en el Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, en la Universidad Autonoma de Madrid, en el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas y en muchos centros de investigacién bioquimica a escala mundial,
seguiran contando con ella. Margarita Salas, es, sin lugar a duda, un ejemplo a seguir por las nuevas
generaciones de cientificos y cientificas que aspiran a aplicar los conocimientos derivados de su
investigacion en beneficio de la sociedad.
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