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La localizacion de emisores fluorescentes individuales es clave para las mediciones
fisicoquimicas y biofisicas a hanoescala, como son el seguimiento de molécula Unica y
la obtencion de imagenes de superresolucion. Las técnicas de microscopia de
fluorescencia surgidas en las Ultimas décadas otorgan imagenes con resolucion
nanoscopica. El enfoque habitual consiste en la deteccion y el seguimiento de una
molécula mediante campo amplio utilizando una iluminacién uniforme, obteniendo una
precision de localizacion lateral de ~10-50 nm. Sin embargo la precision esta limitada
por la fotoestabilidad de los fluoréforos. La incorporacion de la iluminacion
estructurada secuencial da un uso mas eficiente de los fotones detectados [1], lo que
permite sortear el limite de localizaciébn impuesto por la fotoestabilidad, dando una
resolucion espacial a escala molecular. RASTMIN [2] es un método de localizacion de
moléculas individuales basado en el escaneo de barrido de un patréon de luz que
comprende un minimo de intensidad. RASTMIN proporciona una precision de
localizacién de ~1-2 nm utilizando sélo unos cientos de fotones de fluorescencia. El
rendimiento experimental de RASTMIN se evalué localizando moléculas fluorescentes
individuales (ATTO647N) unidas a estructuras de origami de ADN [3]. La muestra
consiste en posiciones objetivo etiquetadas con oligonucleétidos, est4 posicion se
revela mediante hibridacion transitoria de oligonucleétidos complementarios marcados
con fluor6foros presentes en la solucién de la muestra. La hibridacion transitoria y
estocastica del ADN en las posiciones marcadas proporciona el parpadeo necesario
para obtener imagenes con resolucion nanométrica. Combinando estas técnicas se
obtuvo la imagen nanoscoépica de una estructura de origami de ADN con una precision
de localizacién de ~2 nm.
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