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La microscopia de fluorescencia es una de las técnicas mas utilizadas en los estudios de sistemas
bioldgicos por su alta especificidad y por ser poco invasiva. Sin embargo, su resolucion espacial
estd limitada por la difraccién de la luz a unos 250 nm en la direccién lateral y unos 500 nm en la
direccion axial. El conjunto de microscopias de super-resolucion, también llamadas nanoscopias
de fluorescencia, logré superar esta limitacion a través del control de transiciones entre estados
oscuros y brillantes de las sondas fluorescentes utilizadas.

En esta presentacion, mostraré los métodos de super-resolucion y de microscopia de
fluorescencia de moléculas tinicas que he contribuido a desarrollar en los ultimos afios, y como
las hemos aplicado para estudiar distintos problemas biolégicos. Por un lado, presentaré dos
desarrollos donde aprovechamos la dependencia de las propiedades de los fluoréforos con la
distancia a una superficie para obtener su posicion axial con precision nanométrica e incluso por
debajo del nandémetro. El primer caso corresponde a la técnica llamada SIMPLER,1 que
aprovecha la dependencia exponencial de la luz de excitaciéon cuando se utiliza excitacion por
reflexion total interna. Mediante esta técnica, pudimos resolver estructuras supramoleculares en
células con una resolucion espacial de 10 nm. En el segundo caso, mostraré cémo puede
utilizarse la transferencia de energia desde fluordforos individuales a una superficie de grafeno
para localizar moléculas con precision de unos pocos Angstrém, y cémo aprovechar este
fendmeno para estudiar interacciones entre ADN y proteinas.2 Por otro lado, contaré los
resultados de la combinacién de FRET con la nanoscopia STED, donde hemos podido sumar a
la capacidad de detectar interacciones a escala molecular (FRET) la posibilidad de determinar la
ubicacion de las moléculas involucradas con una resolucion en el orden de 40-50 nm (STED).3
La dltima técnica que presentaré es RASTMIN,4 un método de localizacion de moléculas
individuales que alcanza una precision de localizacion de tan solo 1-2 nm. RASTMIN presenta
un esquema experimental sencillo, pudiendo aplicarse en un microscopio confocal estandar.
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